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INTRODUCCION

1 - El cultivo del maiz v su importancia

El maiz es uno de los principales cultivos en el mundo. Pertenece a la familia de las Poaceas
(Gramineas), tribu Maydeas y es la Unica especie cultivada de este genero. Esta especie diploide
que consta de diez pares de cromosomas (2n=2x=10) se reproduce por semillas resultantes de la
fecundacioén cruzada. La inflorescencia femenina es una espiga, generalmente Unica y en posicion
axial, mientras que la inflorescencia masculina es una panoja ubicada en la parte apical del tallo. La
polinizacion es anemofila y el porcentaje de autofecundacion muy reducido (Flavell, R. B. et al.,
1974).

El cultivo del maiz es de gran importancia econémica debido a que posee numerosos y diversos
usos nutricionales e industriales. En el afio 2013, el area cosechada a nivel global fue de
184.192.053 hectareas (ha), el rendimiento de 55.200 hectogramos por hectarea (hg/ha) y su
produccion de 1.016.736.092 toneladas (t) de las cuales 32.119.211 t corresponden a la produccion
argentina (http://faostat.fao.org/). Sus principales usos son como consumo humano y como forraje o
alimento animal, y en los Ultimos afios, una parte importante de la produccion esta siendo derivada a
la obtencién de combustible (FAO, 2003; GBEP-FAO, 2008). Para garantizar el abastecimiento de
las multiples demandas de maiz, el aumento de la produccion deberd reducir la brecha entre los
rendimientos potenciales y los reales (Cassman et al.,, 2003; Fischer & Edmeades, 2010),
principalmente a través de un mejor aprovechamiento de los recursos, cuando éstos se encuentran
en condiciones deficitarias.

Las siembras tempranas de maiz presentan los maximos potenciales de produccion -mientras no
ocurran deficiencias hidricas, nutricionales o sanitarias severas en su floracién-, debido a que
aprovechan las mejores condiciones ambientales para el crecimiento del cultivo, la fijacion de un
alto numero de granos y la produccion de asimilados en la planta para abastecer el llenado de los
mismos (Cirilo, 2004). Sin embargo, se incrementa la posibilidad de que las plantas de maiz
enfrenten condiciones de temperatura sub-Optimas durante las primeras etapas del desarrollo
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(Padilla & Otegui, 2005). Por otro lado, en sistemas de cero laboreo y labranza reducida, la
presencia de residuos vegetales sobre la superficie trae como consecuencia la disminucion de la
temperatura del suelo, efecto que tienden a retrasar la germinacion, emergencia y crecimiento
temprano de los cultivos (Barber, 1971; Wicks et al., 1994). Cabe sefialar que en Pergamino,
durante el mes de agosto, se esperan temperaturas inferiores a la base de 8° C con una probabilidad
del 25%. Por lo tanto, en las siembras durante ese periodo, se aumenta el riesgo de exponer a la
semilla al desarrollo de enfermedades y/o al ataque de plagas (Totis de Zeljkovich, 2012).

2 - Estrés por bajas temperaturas

El estrés abidtico se puede definir como toda alteracion morfoldgica o fisiologica que dafa las
partes o los productos de la planta y que es inducida por una condicién ambiental adversa sea
quimica o fisica (Botta & Gonzéalez, 2012). Se denomina estrés por temperaturas sub-6ptimas a la
reduccion en crecimiento o induccion de dafios metabolicos, celulares o tisulares que resultan en
limitaciones del rendimiento potencial genéticamente determinado, causado por la exposicion
directa a temperaturas inferiores a los umbrales 6ptimos de los procesos bioquimicos y fisiol6gicos
0 del desarrollo morfologico (Greaves, 1996). El dafio por enfriamiento (“chilling injury”) se
produce cuando las plantas son expuestas a bajas temperaturas, siendo éstas superiores al punto de
congelamiento, en general entre 5 y 15°C. Entre estas temperaturas las plantas pueden continuar
creciendo y realizar fotosintesis, siendo capaces de desarrollar procesos de adaptacién para
sobrevivir a las temperaturas méas desfavorables (Leipner & Stamp, 2009). La temperatura que
marca el limite superior por debajo del cual ocurre este tipo de dafio varia de acuerdo a la especie y
al cultivar (Bedi & Basra, 1993).

El maiz, al ser una planta C4 de origen tropical, es sensible al frio, encontrandose su
temperatura Optima para el desarrollo entre los 30 y 34°C (Cirilo et al., 2012). A medida que
decrece la temperatura, el crecimiento de la planta disminuye y se detiene a los 6-8°C, ocurriendo
dafos irreversibles en los tejidos y en las células si dicha exposicion es prolongada (Miedema,

1982; Marocco et al., 2005).



3 - Efectos de las bajas temperaturas sobre la germinacion del maiz

Durante el periodo de desarrollo temprano del maiz se pueden definir tres etapas -germinacion,
fase de crecimiento heterotréfico y fase de crecimiento autotréfico temprano- durante las cuales las
bajas temperaturas afectan a las plantulas en forma diferencial siendo también distintos los factores
genéticos que rigen los mecanismos de tolerancia en cada una.

La germinacion es el proceso de activacion del embrion que se inicia con la imbibicion de la
semilla y el consiguiente comienzo de la actividad metabolica, terminando con la emergencia de la
radicula. Se ha comprobado que si la imbibicion ocurre a temperaturas inferiores a 10-12°C, las
semillas fallan en germinar y pueden alterarse las membranas celulares (Cal & Obedorf, 1972;
Herner, 1986; Evangelista de Menezes et al., 1997).

El desarrollo heterotréfico abarca los cambios fisiologicos que ocurren desde la germinacion
hasta el punto en que la plantula deja de depender de las reservas de la semilla. Las bajas
temperaturas durante este periodo pueden causar reduccién del crecimiento de las plantulas,
anormalidades en las raices o radiculas abortadas y proliferaciéon de raices seminales y lesiones del
tejido de conduccidon (Blacklow, 1972; Cal & Obendorf, 1972; Cohn et al., 1979). Asimismo se ha
observado una menor velocidad de germinacion y emergencia (Miedema, 1982; Greaves, 1996;
Marocco et al., 2005).

Cuando la plantula tiene entre 3 y 4 hojas se acaban las reservas de la semilla y comienza la
etapa del desarrollo autotréfico, dependiendo su crecimiento de la acumulacion de carbono via
fotosintesis (Cooper & MacDonald, 1970). En esta etapa de las plantulas, las temperaturas
suboOptimas afectan al crecimiento de la hoja (Stone et al., 1999) y de la raiz (Engels, 1994), la
eficiencia fotosintética de las plantulas y el desarrollo de los cloroplastos (Leipner et al., 1999; Nie
et al., 1992). Entre las etapas de crecimiento heterotréfico y autotrofico existe un periodo de
transicion durante el cual la plantula en desarrollo comienza a realizar la fotosintesis ademas de usar
las reservas de la semilla (Greaves, 1996; Leipner & Stamp, 2005). Segun Stamp (1984) este seria

el periodo de mayor susceptibilidad al frio.



4 - Control genético de la tolerancia a bajas temperaturas

En los dltimos afios ha adquirido importancia el mejoramiento para adaptacion a diferentes
tipos de estrés, entre ellos, las bajas temperaturas. Para una correcta estrategia de mejoramiento es
necesario conocer cuéles son los caracteres de la planta que limitan el rendimiento con bajas
temperaturas y cual es la variacion genética de esos caracteres.

Son muchos los estudios de variabilidad genética realizados sobre el comportamiento del maiz
frente a temperaturas sub-6ptimas, durante las fases tempranas de su desarrollo, ya sea en ambientes
controlados o en el campo. Estos encontraron diferencias genéticas en numerosos pardmetros
fisiologicos relacionados, como ser porcentaje de germinacion, velocidad de emergencia,
sobrevivencia, velocidad de desarrollo y acumulacion de materia seca (Revilla et al., 2000; Lee et
al., 2002). Asimismo, han comprobado que el vigor temprano en el maiz es un caracter cuantitativo
complejo, que estd controlado por diversos factores genéticos con efectos aditivos, de dominancia,
epistaticos y maternos dependiendo del pardmetro fisiolégico medido, de la poblacién, del ambiente
y del estado de desarrollo (Aidun et al., 1991; Presterl et al., 2007; Fesser et al., 2012).

5 - Marcadores moleculares

Un marcador genético es una caracteristica polimorfica, facilmente visualizada o medida,
heredable segun las leyes de Mendel y utilizada en anélisis genéticos (Rojas-Beltran, 2007). El
polimorfismo puede ser considerado en diferentes niveles bioldgicos, desde cambios fenotipicos
hasta la variacion de un solo nucledtido en el ADN.

Los avances de la biologia molecular han posibilitado el desarrollo de los marcadores
moleculares, los cuales permiten evidenciar variaciones en la secuencia del ADN entre individuos
de la misma especie o entre especies emparentadas (Collard et al., 2005; Ferreira & Grattapaglia,
1996; Picca et al., 2004; Rojas-Beltran, 2007). Un marcador molecular es un punto de referencia en
un cromosoma que puede 0 no pertenecer a regiones codificantes, funcionando como sefializadores

de diferentes regiones del genoma (Cervigni et al., 2010). Estas diferencias en el ADN surgen de



diferentes clases de mutaciones: sustituciones, inserciones y deleciones de bases simples o
rearreglos cromosomicos (inserciones, deleciones y/o inversiones de grandes fragmentos).

Dado que los marcadores moleculares son muy abundantes y altamente polimdrficos y no se
ven afectados por el ambiente ni el estado de desarrollo de la planta (Collard et al., 2005), poseen
numerosas aplicaciones en el mejoramiento vegetal. Entre ellas figuran la identificacion varietal, el
andlisis de la biodiversidad de poblaciones y estudios filogenéticos, estudios comparativos entre
genomas de diferentes especies, construccion de mapas genéticos y localizacion de genes o regiones
genomicas de interés (Ferreira & Grattapaglia, 1996; Kumar, 1999).

En la actualidad existen numerosas técnicas que permiten revelar marcadores moleculares y
regularmente se desarrollan nuevas o surgen variaciones de las técnicas ya existentes (Rojas-
Beltran, 2007). Una de las mas utilizadas son los microsatélites o SSRs (“Simple Sequence
Repeats”, Secuencias Simples Repetidas) (Litt & Lutty, 1989; Weber & May, 1989). Estos
consisten en regiones que contienen arreglos de secuencias simples, de 1 a 4 nucle6tidos, repetidas
en tandem entre 10 a 100 veces y flanqueadas por regiones Unicas conservadas (Ferreira &
Grattapaglia, 1996; Picca et al., 2004). Constituyen loci genéticos hipervariables pero lo
suficientemente conservados como para ser heredados por varias generaciones en forma mendeliana
(Morgante & Olivieri, 1993).

Las regiones conteniendo las secuencias simples repetidas son amplificadas individualmente
mediante PCR utilizando un par de iniciadores (de alrededor de 20 pares de bases) complementarios
a secuencias Unicas que flanquean el SSR. Los fragmentos amplificados difieren en su tamafio
como consecuencia de la variacion en el nimero de elementos simples repetidos. De este modo,
cada segmento de tamario diferente representa un alelo distinto del mismo locus. Los SSRs
amplificados pueden ser separados mediante electroforesis en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida o agarosa de alta resolucion, visualizdndose las bandas mediante tincion con
Bromuro de Etidio o Nitrato de Plata (Ferreira & Grattapaglia, 1996; Picca et al., 2004). También

se pueden resolver por electroforesis capilar (MegaBace, Suiza).
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Los microsatélites son muy atractivos para los genetistas ya que combinan varias ventajas
como su codominancia, multialelismo y su elevada reproducibilidad. Ademés, son genoma-
especificos y estan distribuidas al azar cubriendo todo el genoma (Picca et al., 2004). Son muy
frecuentes en los organismos eucariotas (Lagercrantz et al., 1993), encontrandose en las plantas con
una frecuencia de 1 cada 21,2 kb (kilobases) en las dicotiledéneas y cada 64,6 kb en
monocotiledoneas (Wang et al., 1994). Su localizacién es conocida y generalmente conservada
entre las distintas especies de un mismo genero, lo que hace posible la transferencia de marcadores
entre especies relacionadas. Asimismo, el alto nivel de polimorfismo que detecta permite una
discriminacién precisa entre individuos muy emparentados. Los SSRs constituyen una técnica
simple, facil de automatizar y que no requiere del uso de radiactivos en el caso que se use tincion
con Nitrato de plata (Ferreira & Grattapaglia, 1996; McGregor et al., 2000).

En el maiz la localizacion gendmica de estos marcadores es de disponibilidad publica y se

encuentran en las bases de datos de internet (maize databank: http://www.maizegdb.org).

6 - Mapeo de OTL

La mayoria de los caracteres de importancia econdémica, como rendimiento, madurez, calidad,
tolerancia a factores abidticos y algunos tipos de resistencia a enfermedades, estan controlados por
muchos genes, cada uno con una contribucién pequefia en la expresion del fenotipo, presentando
una variacién continua, en lugar de clases fenotipicas discretas. Estos caracteres son denominados
poligénicos, cuantitativos o de herencia compleja y los loci que controlan su expresion se
denominan “Loci de caracteres cuantitativos” o QTL (“Quantitative Trait Loci”).

El mapeo de QTL mediante marcadores moleculares se basa en la determinacién del ligamiento
genético entre marcador y QTL. Si un QTL se encuentra proximo a un marcador, hay menor
probabilidad de que ocurra recombinacion entre ellos y ambos co-segregaran y seran heredados
conjuntamente en la progenie. Este desequilibrio de ligamiento genera efectos cuantitativos
asociados al marcador que pueden ser detectados y estimados a través de andlisis estadisticos

adecuados (Ferreira & Grattapaglia, 1996; Collard et al., 2005).
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Las estrategias de mapeo de QTL emplean poblaciones segregantes construidas a partir de
parentales que difieren en el caracter de interés. Los individuos de la progenie son evaluados para
las caracteristicas cuantitativas y caracterizados con marcadores distribuidos a intervalos regulares
en el genoma. Posteriormente, mediante analisis estadisticos, se establece la asociacion entre la
informacion molecular (marcadores) y la informacion fenotipica (caracter cuantitativo).

Algunos de los métodos mas cominmente usados para el mapeo de QTL son: mapeo basado en
marcadores individuales (“Single-marker Analysis”); por intervalo simple o IM (“Interval
mapping”) y por intervalo compuesto o CIM (“Composite interval mapping”) (Ferreira &
Grattapaglia, 1996; Doerge, 2002; Malosetti & Van Berloo, 2007).

El mapeo basado en marcadores individuales es el método méas simple y se sigue empleando
como punto de partida para los andlisis posteriores. No requiere de la construccién de un mapa
genético y se puede realizar con programas estadisticos comunes como por ejemplo INFOSTAT (Di
Rienzo et al., 2010) y R (Gentleman & lhaka, 1991). La metodologia consiste en la determinacion
de la existencia de diferencia significativa entre medias de grupos genotipicos. Brevemente, para
cada marcador, se clasifica a la poblacion en distintos grupos genotipicos de acuerdo a que clase
(alelo) del marcador posea el individuo. Se analiza si existen diferencias significativas entre las
medias fenotipicas de cada clase del marcador mediante la prueba de t (t-test), andlisis de la
varianza (ANOVA) y regresion lineal simple. La hipétesis nula que se prueba es que la media del
caracter es independiente del genotipo para un determinado marcador y por lo tanto no existe un
QTL asociado al marcador bajo estudio. Si el marcador y el QTL estan débilmente ligados o no lo
estan, segregaran en forma independiente y no se encontraran diferencias significativas entre las
medias fenotipicas de cada clase del marcador. En cambio, si dichas medias difieren
significativamente indicaria que el marcador esta ligado a un QTL controlando el caracter (Doerge,
2002; Collard et al., 2005).

La principal limitacion de esta aproximacion es que s6lo podremos concluir que hay un QTL

cercano a un determinado marcador y no se podran estimar la magnitud de los efectos del QTL ni su
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localizacion exacta. Ademas existe alta probabilidad de encontrar falsos QTL. Esto se podria
solucionar aumentando el nivel de significancia de las pruebas estadisticas en detrimento del poder
de deteccion (Doerge, 2002).

El mapeo por intervalo simple (IM) fue propuesto originalmente por Lander y Botstein (1989)
y es la base de todos los métodos de mapeo que se utilizan actualmente. Requiere la construccion
previa de un mapa genético ya que analiza intervalos definidos por pares de marcadores ligados.
Mediante el método de méaxima verosimilitud se evalla la probabilidad de la presencia de un QTL
en cada punto de dicho intervalo, estimando el efecto del QTL y la frecuencia de recombinacion
entre el QTL y el marcador que maximicen la funcion de verosimilitud y por lo tanto que mas se
ajusten a los datos observados. Los resultados generalmente se expresan a través de graficas de
valores LOD, que indican en escala logaritmica la razén entre la verosimilitud del modelo con QTL
(probabilidad de que los datos observados hayan surgido asumiendo la presencia de un QTL) y la
del modelo sin QTL. En cada posicién en el genoma se estiman los pardmetros para ambos modelos
y se calcula el valor LOD. La presencia de un QTL es inferida cuando el maximo valor de LOD
obtenido es mayor a un umbral previamente establecido. Por convencién, el LOD umbral usado
para declarar la presencia de un QTL es 3, el cual corresponde a una razén de 1000:1 (la
probabilidad de que el QTL esté ligado al marcador es 1000 veces mayor que la probabilidad de que
el QTL no esté ligado al marcador) (Cervigni, 2010; Van Ooijen, 1999; Bernardo, 2010).

El mapeo por intervalo compuesto (CIM) fue propuesto independiente por Jansen y Stam
(1994) en Holanda y Zeng (1994) en Estados Unidos. Es una extension del modelo de intervalo
simple, en el cual se incluyen una serie de marcadores como cofactores. Esto permite corregir el
efecto de los QTL que afectan el carécter en cuestion y que se encuentran distribuidos en el genoma
fuera del intervalo que se esta analizando, lo que hace al CIM sea mas preciso y efectivo en la
deteccion de QTL en comparacion con el IM (Collard et al., 2005; Malosetti & Van Berloo; 2007).
Tanto el mapeo de QTL por intervalo simple como el mapeo por intervalo compuesto se realizan

con programas computacionales especificos de mapeo de QTL como por ejemplo: Windows QTL
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Cartographer V2.5 (Wang et al.,, 2007), GQMOL (Schuster & Cruz, 2004), MapManagerQTX
(Manly et al., 2001) y MapQTL (Van Ooijen et al., 2002).

Existen diferentes métodos que permiten calcular un valor de LOD umbral que se ajuste mas a
los datos del experimento. Uno de ellos es el de permutaciones (Churchill & Doerge, 1994) que
consiste en reordenar al azar los valores fenotipicos de la poblacion mientras los datos genotipicos
se mantienen constantes (de esta forma se rompe la asociacion entre los marcadores y el carécter
fenotipico) y realizar un andlisis de QTL determinandose la cantidad de falsos positivos en la
asociacion marcador-fenotipo. Este proceso se repite muchas veces (500-1000) y los niveles de
significancia se obtienen en base al nivel de falsos positivos.

7 - Estudios de mapeo de QTL asociados a la tolerancia a bajas temperaturas en maiz

En maiz, se han detectado QTL para tolerancia a estrés abiotico, incluyendo deficiencia de
nitrégeno (Agrama et al., 1999; Bertin & Gallais, 2001) y sequia (Ribaut et al., 1996). Los primeros
estudios de QTL para tolerancia a bajas temperaturas, especialmente del aparato fotosintético
fueron publicados por Fracheboud et al. (2002, 2004), Hund et al. (2004) y Jompuk et al. (2005).
Hund et al. (2004) identificaron 20 QTL asociados a caracteres morfofisiologicos de raiz y tallo
relacionados con el vigor de plantulas en condiciones de bajas temperaturas, encontrandose varios
QTL relacionados con el nimero, longitud, didmetro y peso de raices primarias y seminales en los
cromosomas 1y 5. Presterl et al. (2007) detectaron QTL para vigor temprano de plantulas de maiz
en el campo, en 11 ambientes diferentes de zonas con bajas temperatura. Varios QTL para peso
himedo de plantas con 6-8 hojas se encontraron en el cromosoma 5. El Unico estudio de QTL para
caracteres de germinacion a bajas temperaturas fue el de Huang et al. (2013), quienes mediante un
estudio de mapeo de asociacién en todo el genoma, detectaron 43 SNP (Polimorfismos de
nucledtido simple) relacionados con la tolerancia al enfriamiento durante la germinacion y de

plantulas en el estado de 3 hojas.
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8 - Antecedentes del equipo de investigacion

En la EEA-Pergamino, se ha puesto a punto la metodologia a emplear para la evaluacion del
comportamiento germinativo de diferentes genotipos de maiz a bajas temperaturas, bajo
condiciones controladas (Mroginski et al., 2010). Con el fin de profundizar el conocimiento sobre la
herencia y factores genéticos que gobiernan la respuesta a bajas temperaturas durante la geminacion
en maiz, se evaluaron 20 hibridos simples y reciprocos provenientes de la cruza dialélica de 5 lineas
endocriadas de INTA (LP179, LP214, LP29, LP2542, LP122-2) Los efectos no aditivos fueron
importantes para la mayoria de las variables analizadas, mientras que la accion génica aditiva fue
significativa para porcentaje de germinacion y de semillas con coleodptilo de 1 cm. La existencia de
efectos reciprocos significativos fue observada para: peso himedo, peso seco, porcentaje de
germinacion y porcentaje de semillas con coledptilo de 1 cm., lo que denota el rol materno de las
lineas en la regulacién de estos caracteres (Fesser et al., 2012).

Mroginski et al., (2012) caracterizaron 75 lineas endocriadas del programa de mejoramiento de
maiz de INTA-EEA Pergamino, 6 lineas provenientes de Canada y 1 poblacion canadiense tolerante
al frio (testigo). Las mismas fueron sometidas a dos tratamientos: Control (24°C) y Baja
temperatura (siembra a 8°C y aumento gradual hasta 15°C) y periddicamente (cada 2 y 7 dias en el
tratamiento Control y Baja Temperatura, respectivamente) se tomaron datos de: n° de semillas
germinadas y n° de semillas con coledptilo de 1 cm. Al finalizar el experimento (7 y 42 dias para el
tratamiento Control y Baja Temperatura, respectivamente) se midio el porcentaje final de plantulas
(%), peso humedo y seco de raiz (PHR, PSR, mg) y de parte aérea (PHPA, PSPA, mg), longitud de
raiz (LR, cm) y de parte aérea (LPA, cm). Ademas realizaron la siembra temprana en el campo de
las lineas con comportamiento extremos para evaluar su emergencia a los 20 y 30 dias (%). Las
lineas pudieron dividirse en cuanto a su germinacion a bajas temperaturas en 3 grupos: a) de buen
comportamiento, que superaron al testigo, b) intermedias y c) susceptibles al frio, con valores
menores al testigo en todos los caracteres evaluados. Se observaron diferentes patrones de repuesta

indicando la presencia de distintos factores genéticos interviniendo en la tolerancia al frio. Entre las
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lineas de “buen comportamiento” se destacé LP3830, mientras que LP179 resulté susceptible al
frio. Ambas presentaron valores significativamente diferentes para todas las variables medidas. A
partir del cruzamiento entre estas lineas se generd una poblacion de mapeo constituida por 300
familias F2:3.

Por otro lado, las lineas LP3830 y LP179 al igual que las lineas remanentes pertenecientes al
programa de mejoramiento de maiz de INTA Pergamino, se caracterizaron con 50 SSR a fin de
estimar la estructura genética de la poblacion empleando el programa Structure 2.3.3 (Pritchard et
al., 2000). Este anélisis (Olmos et al., 2010) agrupd a las lineas LP3830 y LP179 en clusters
distintos a lo largo de los sucesivos ciclos de simulacién de agrupamientos, evidenciando a nivel
molecular la diferenciacion fenotipica contrastante observada previamente.

9 — Hipdtesis

Existen regiones cromosomicas relacionadas con el comportamiento germinativo del maiz a
bajas temperaturas que pueden ser identificadas mediante marcadores moleculares.

10 — Objetivos

10.1 — Objetivo General:

Identificar marcadores moleculares ligados a loci relacionados con la tolerancia al frio durante
la germinacién del maiz.

10.2 — Objetivos especificos:

1. Determinar el comportamiento germinativo a bajas temperaturas de una poblacion
segregante F2:3 de maiz.

2. ldentificar marcadores moleculares microsatélites que revelen polimorfismos a nivel de
ADN entre las lineas parentales de dicha poblacion.

3. Caracterizar genotipicamente la poblacion F2 de maiz con marcadores microsatélites.

4. Estudiar la relacion existente entre marcadores moleculares y el comportamiento

germinativo a bajas temperaturas de la poblacion.
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MATERIALES Y METODOS

1 - Material vegetal

El material genético evaluado esta constituido por una poblacion F2, derivada del cruzamiento
entre dos lineas endocriadas de maiz contrastantes para los caracteres fenotipicos a evaluar (LP
3830 x LP179) (Figura 1). En estudios previos, la linea LP179 result6 susceptible al frio durante la
germinaciéon, mientras que LP3830 presentd un buen comportamiento germinativo a bajas
temperaturas, superando al testigo (poblacion canadiense COP) (Mroginski et al., 2012). La
caracterizacion fenotipica se realizé en las familias F2:3 derivadas de la autofecundacion de las
plantas F2. Las semillas fueron obtenidas en el campo de INTA EEA Pergamino durante la
campafia 2012/2013 y multiplicadas durante la campafia 2013/2014. Asimismo, durante la camparia
2012/2013 se realiz6 el muestreo y liofilizacion de hojas de cada planta F2 para la extraccion de

ADN Yy caracterizacion molecular empleando marcadores microsatélites.

Figura 1. Obtencién de la poblacién segragante.

Obtencién de la poblacién

& X LP3830(%) X LP179 (%) 2011/2012
EEA Pergamino

F1 autofecundacién 2012
Laguna NainNeck
Formosa

2012/2013
EEA Pergamino

2013/2014
EEA Pergamino
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2 — Evaluacién fenotipica

Se evaluaron fenotipicamente los parentales y 136 familias F2:3 bajo condiciones controladas
en camara de incubacion. Se sometieron a dos tratamientos de incubacion: “Control”: 24°C
(oscuridad) durante 7 dias; “Frio”: siembra a 8°C (oscuridad), luego un aumento gradual de la
temperatura cada 7dias a 9°C, 10°C, 13°C y 14 °C (Figura 2). En cada tratamiento se sembraron 2
repeticiones de 25 semillas cada una, en un disefio de bloques completos al azar (DBCA). Las
semillas, previamente tratadas con fungicida (Maxim 10%), fueron colocadas sobre toallas de papel

humedecidas y luego enrolladas y puestas en bolsas de polietileno transparentes.

Figura 2. Esquema de los cambios de temperaturas y momentos de toma de datos en el

tratamiento “Frio”.
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Los datos registrados e indices calculados fueron los siguientes:

Tratamiento Control:

%GermC :

N° de semillas germinadas a los 5 dias de incubacién / n° de semillas sembradas.

Al finalizar el experimento (7 dias), se midi6:

n%IC
PHPAC
PHPAIC
PHRC
PHRIC
PSPAC
PSPAIC
PSRC
PSRIiC

: nimero de plantulas normales con raiz y coleoptilo mayores a 1cm.

: Peso himedo total de partes aéreas (mg).

: Peso himedo de la parte aérea por plantula individual (mg). PHPAIC= PHPAC / n°IC
: Peso himedo total de raices (mg).

: Peso himedo de la raiz por plantula individual (mg). PHRIC=PHRC / n%IC

. Peso seco total de partes aéreas (mg).

: Peso seco de la parte aérea por plantula individual (mg). PSPAIC=PSPAC / n%IC

: Peso seco total de raices (mg).

: Peso seco de la raiz por plantula individual (mg). PSRIC=PSRC / n%IC

Tratamiento Frio:

A partir del 7mo dia y cada siete dias, previo al cambio de temperatura, se registro:

%GermF :
%RO5F
%R1F
%Col05F :
%CollF
%rsF
%rF
%cCF

N° de semillas germinadas (con radicula y/o coledptilo mayor o igual a 0,1cm)/ n° de semillas sembradas.

: N° de semillas con radicula mayor o igual a 0,5 cm/ n® de semillas sembradas.
: N°de semillas con radicula mayor o igual a 1 cm/ n° de semillas sembradas.

N° de semillas con coledptilo mayor o igual a 0,5 cm / n° de semillas sembradas.

: N° de semillas con coledptilo mayor o igual al cm / n° de semillas sembradas.

: N°de semillas con presencia de raices seminales / n° de semillas sembradas.

: N°de plantulas con aborto o necrosis de la raiz principal / n° de semillas sembradas.
: N°de plantulas con coledptilos anormales / n® de semillas sembradas.

Al finalizar el experimento (a los 40 dias) se midio:

n°plF
PHPAF
PHPAIF
PHRF
PHRIF
PSPAF
PSPAIF
PSRF
PSRIF

: nimero de plantulas normales con raiz y coleoptilo mayores a 1cm.

: Peso humedo total de partes aéreas (mg).

: Peso humedo de la parte aérea por plantula individual (mg). PHPAiF= PHPAF / n°%lIF
. Peso hiimedo total de raices (mg).

. Peso himedo de la raiz por plantula individual (mg). PHRiF= PHRF / n°plF

. Peso seco total de partes aéreas (mg).

: Peso seco de la parte aérea por plantula individual (mg). PSPAIF= PSPAF / n°lF

: Peso seco total de raices (mg).

. Peso seco de la raiz por plantula individual (mg). PSRiF= PSRF / n°plF

indice Frio/Control calculado:

| 1.G :

%GermF / %GermC
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Los resultados obtenidos se analizaron estadisticamente utilizando el programa INFOSTAT (Di
Rienzo et al., 2010). Se visualizd la distribucion de los datos mediante la construccién de
histogramas de frecuencia y se comprob6 la normalidad de los mismos mediante la prueba de
Shapiro-Wilks modificado, en el caso de falta de normalidad se realizaron transformaciones clasicas

previas a la realizacion de los analisis.

3 - Evaluacién genotipica. Identificacidon de polimorfismos en los parentales

3.1- Extraccion de ADN

Se realizé la extraccion de ADN gendmico de los genotipos parentales a partir de muestras de
tejido foliar siguiendo el protocolo descripto por Kleinhofs et al. (1993). Para ello, al material
vegetal previamente molido se agregd 600l de buffer de extraccion (Tabla 1). Luego de incubarse
en bafio de agua a 65°C durante 30 minutos, se agregd 750ul de cloroformo, mezclando suavemente
mediante inversiones durante 10 minutos y se centrifugd a 12.000 revoluciones por minuto (rpm.),
30 minutos. La fase acuosa se transfiri a otro microtubo y se agregé un volumen igual de
cloroformo (£ 670pl), mezclando nuevamente mediante inversiones durante 10 minutos. Se repitio
la centrifugacién a 12.000 rpm., durante 30 minutos y se extrajo la fase acuosa colocandola en un
nuevo microtubo. Se precipitd el ADN presente en la muestra con isopropanol frio (agregando un
60% del volumen), mezclando suavemente. Luego de centrifugar 10 minutos a 12.000 rpm. se
descarto la fase acuosa, prosiguiendo con el lavado de los pellet. Para ello, se agreg6é 1 ml de etanol
70%, se centrifug0 y se descart6 la fase acuosa. Luego de repetir el lavado, se dejo secar los pellet
hasta evaporacion total del etanol al 70%. Finalmente se resuspendi6 el ADN con 40ul de solucion

TE (10mM Tris pH 8 y 1 mM EDTA).
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Tabla 1. Composicion del buffer de extraccion. TrisClh: Tris-hidroximetil-aminometano
(pH=8, ajustado con 4&cido clorhidrico); NaCl: Cloruro de sodio; EDTA: Acido

etildiaminotetraacético; SDS: Dodecilsulfato sddico; CTAB: Bromuro de hexadeciltrimetilamonio.

Componentes Concentracion final | 1X
1M TrisCIH (pH 8) 100mM 75ul
5M NaCl 700mM 105pl
0.5M EDTA (pH 8) 50mM 75ul
SDS 20% * 2% 75ul
CTAB10% * 1% 75ul
H,O 345ul
Volumen total 750ul

(* Agregado después de calentar 10 min a 65 °C)

3.2- Cuantificacion de ADN

Para la cuantificacion y control de la integridad del ADN extraido, se realizd electroforesis
horizontal en geles de agarosa al 0,8% tefiidos con bromuro de etidio (0,1ug/ml). Por pocillo se
sembr6 un volumen de 2l de muestra con 6pl de azul de bromo fenol (BPB). La electroforesis se
llevé a cabo a un voltaje constante de 150 Volts/cm aproximadamente durante 30 minutos en
buffer TAE 1X (40mM Tris, 5mM de Acido Acético Glacial (NaOAc), 0,7 mM EDTA, en un
volumen final de 100ml de agua destilada y ajustado a pH 8.0 con Acido Acético Glacial). La
visualizacion del ADN se realizé con luz ultravioleta en transiluminador UVP Modelo M-20. La
concentracion de ADN se determind visualmente y como referencia se utilizaron muestras de

ADN con concentraciones conocidas.
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3.3- Analisis SSR
Se evaluaron los parentales utilizando marcadores moleculares SSR distribuidos
uniformemente en los cromosomas 1 y 5 del genoma de maiz. Dichos cromosomas fueron
seleccionados de acuerdo a los antecedentes bibliograficos. Las secuencias de los iniciadores y las
condiciones de reaccion para cada SSR fueron obtenidas de la base de datos publica “Maize

Genetics and Genomics Database” (http://www.maizegdb.org). La lista de los iniciadores SSRs

utilizados se detalla en el Anexo 1.

Las muestras de ADN fueron amplificadas en placas de 96 pocillos en un volumen de
reaccion de 12,5ul. En cada reaccion se utilizd 0,13ul de desoxinucledtidos trifosfato (ANTPs)
200uM cada uno, 1,67ul Buffer Tag 10X, 0,67ul de Mg*™ 2,5 mM, 1 pl de cada oligonucledtido
(cebador forward y reverse), 0,125 ul Tag-Polimerasa (Invitrogen®) y 60ng de ADN templado.

Las reacciones de amplificacién (PCR) se llevaron a cabo en un termociclador MJ Research
PTC-100, utilizando un perfil de PCR segun se detalla a continuacion:

e Desnaturalizacion inicial: 94°C durante 5 minutos;

e 10 ciclos:
Desnaturalizacion: 94°C durante 30 segundos;
Hibridacion: 65-55°C (decrece 1°C/ciclo) durante 30 segundos;
Extension: 72° C durante 30 segundos;

e 35 ciclos:
Desnaturalizacion: 94°C durante 30 segundos;
Hibridacién: 65-55°C (decrece 1°C/ciclo) durante 30 segundos;
Extensién: 72° C durante 30 segundos;

e Extension final: 72°C durante 10 minutos.
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3.4 - Visualizacion de los productos de amplificacion

Los productos de PCR fueron separados mediante electroforesis en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida al 5% (Acrilamida: Bis-acrilamida (19:1) y urea 7M, polimerizado con 0,01% de
TEMED vy 0,035% de Persulfato de Amonio en TBE 1X (0,45M Tris Base; 0,45M Acido Borico y
2mM EDTA pH 8))

Los productos de amplificacion fueron separados mediante electroforesis vertical en cubas de
secuenciacion en geles desnaturalizantes de poliacrilamida 6% (Acrilamida: Bis-acrilamida (19:1) y
urea 5M en buffer TBE (11% tris base, 6% acido borico, 0,6% EDTA 0,5M) de 0,4 mm de espesor
utilizando el equipo Sequi-Gen DNA Electrophoresis Cell, Bio-Rad.

El armado de los geles y preparacion de los vidrios se realizé siguiendo las instrucciones del
fabricante. Los vidrios recibieron un tratamiento especial con la finalidad de adherir el gel a uno
solo de ellos. Para esto, se tratd el vidrio con solucion adherente (3ul Bind Silane, 5ul &cido acético
glacial 0,5%, 950 pl etanol) y la cuba se tratd con solucion hidrofébica (Rain X®). La cuba y el
vidrio fueron ensamblados usando espaciadores de 4mm de espesor y posteriormente se introdujo
entre ellos 60 ml de la solucién de poliacrilamida 6% con 35 pl de TEMED y 350 pul de Persulfato
de Amonio 10%). Se dejo polimerizar como minimo durante dos horas. Se emplearon peines de 97
calles.

El gel fue sometido a una pre-corrida en buffer TBE de dos concentraciones distintas (0,5X
arriba y 1X abajo). Previo a la siembra, se agregd a las muestras amplificadas buffer de carga
(200l EDTA 0,5M, 9,6ml formamida y 300ul colorante-azul bromofenol y xileno cianol) y se
desnaturalizé por calentamiento a 94°C durante 5 minutos y enfriando posteriormente en hielo para
evitar la union de las cadenas. EI volumen de siembra fue de 2 pl por calle.

La electroforesis de las muestras se llevo a cabo durante una hora y media aproximadamente a
una potencia constante de 55W, con un voltaje variable entre 14.000 y 2.000 volts y controlando

que la temperatura no supere los 55° C).
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Una vez finalizada la corrida electroforética, se separaron los vidrios y se procedi6 a la tincion
de los mismos siguiendo el protocolo de tincion con plata para secuenciacioén de Promega Corp. El
método consiste en la reduccion en medio alcalino de los iones Ag++ que se depositan sobre el
ADN, en presencia de Formaldehido.

Una vez finalizada la corrida electroforética, se separd de la cuba el vidrio, quedando el gel
adherido a él. Para prevenir la difusion de los fragmentos de ADN, se coloco el gel en una solucion
de Acido Acético 10% (solucion fijadora) en agitacion durante aproximadamente 20 minutos, hasta
que el colorante xileno cianol no fuera visible. Se removio el exceso de urea, buffer TBE y Acido
acético mediante 3 enjuagues con agua bidestilada de 2 minutos cada uno. Posteriormente se
transfirio el gel a una solucion de tincion (1g/l de Nitrato de Plata y 0,15% v/v de Formaldehido
37%) incubandolo durante 30 minutos en agitacion suave. Luego se sumergi6 el gel en agua
bidestilada durante 5 segundos, escurriéndolo 3 veces para remover el exceso de plata. Finalmente
se revelo por precipitado de la plata en una solucién de 30 g/l de Carbonato de Sodio con 2 mg/l de
Tiosulfato de Sodio y 0,15%v/v de Formaldehido 37%. Esta solucion fue previamente enfriada a
10°C, ya que la velocidad de la reaccion es dependiente de la temperatura. Una vez que se
visualizaron nitidamente las bandas se procedié a la detencion de la reaccion mediante el agregado
de Acido Acético 10%. Finalmente el gel se enjuagd dos veces con agua destilada durante 2
minutos y se dejd secar a temperatura ambiente.

Una vez secos los geles se registraron las bandas obtenidas mediante la visualizacion de los
productos de amplificacién, colocando los vidrios sobre un transiluminador de luz blanca. Se
considero “A” al alelo presente en el padre LP3830 y “B” a al alelo correspondiente al padre
LP179. Las imagenes se almacenaron mediante digitalizacion, utilizando Scanner Astra 2400slt.

Los marcadores SSR evaluados fueron clasificados como:

a)  SSRs “polimorficos”: aquellos que evidenciaron diferencias en la secuencia de ADN de
la region amplificada en los parentales.

b)  SSRs “monomorficos”: no revelaban diferencias en la region amplificada en los padres.
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c)  SSRssin producto de amplificacion

d)  Dudosos: SSRs cuyo patron de bandas no podia interpretarse claramente.

4 - Caracterizacion genotipica de la poblacion de mapeo

Se caracterizd genotipicamente 136 individuos F2 mediante los marcadores SSR que
previamente mostraron polimorfismo entre los padres contrastantes. Se extrajo el ADN genémico
de cada individuo F2 a partir de muestras de tejido foliar previamente liofilizado y se realizé la
amplificacion de los microsatélites y la visualizacién de los productos de PCR obtenidos siguiendo
los mismos procedimientos indicados para los genotipos parentales. Se registro el genotipo de cada
individuo, asignando “A” a los homocigotas para el alelo proveniente del padre LP3830, “B” a los
homocigotas para el alelo del padre LP179 y “AB” a los individuos heterocigotas.

4.1 - Analisis de segregacion de los marcadores

2
La segregacion 1:2:1 de los SSR fue evaluada mediante la prueba de chi cuadrado X, con 2
dos grados de libertad, entre la frecuencia observada y la frecuencia esperada de cada una de los

alelos posibles, utilizando el programa GQMOL (Schuster & Cruz, 2004).

(frecuencia observada- frecuencia esperada)? 2
X2 =Y ~ Xgl: clases alélicas

frecuencia esperada

Para establecer el nivel critico individual se empled el método estadistico False Discovery Rate
(FDR) que se encarga de controlar la proporcion de hipotesis nulas (HO) rechazadas
incorrectamente cuando se tiene muchas hipotesis que testear (Benjamini & Hocheberg, 1995). Se
considero un nivel de significancia global del 5%.

4.2 - Mapa de Ligamiento

El analisis de ligamiento se realizd6 empleando el programa MapManagerQTX (Manly et al.,
2001). Las distancias genéticas fueron estimadas mediante la funcion de mapeo de Kosambi (1944)
y un criterio de ligamiento significativo de p=0.05, indicando la probabilidad de falsos positivos.
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5 - Estudio de asociacion entre el fenotipo y genotipo

Se estudio la asociacion entre el fenotipo y genotipo mediante andlisis de regresion de
marcadores individuales y mapeo de QTL por intervalos simple (IM), empleando el programa
Windows QTL Cartographer V2.5 (Wang et al., 2007).

Se probo la significancia de los marcadores individuales mediante el modelo regresion linear
simple y = b0 + bl x + e, obteniéndose los estimadores b0 y bl y calculando el estadistico F para
cada marcador. Para establecer si el marcador estaba ligado a un QTL se determind si bl es
significativamente diferente de cero. Esto se teste6 mediante el estadistico F comparando la

hipotesis nula (HO: bl = 0) con la alternativa (H1: bl # 0) dando un valor de probabilidad (p valor).

Se utiliz6 el coeficiente r2 de la regresion como indicador de la proporcion de la variacion fenotipica
explicada por el marcador.

Se calcularon los efectos aditivos (a”) y de dominancia (d”) mediante los siguientes contrastes
de medias de clases de marcadores:

a’ = (Ma—Mg)2=a(1-2r) *
d'= Mag — [(Ma + Mg)/2]=d (1-2r)* *

(* a” y d” son efectos aditivos y de dominancia sesgados por la frecuencia de recombinacion r
entre marcador y QTL; Ma: media para el caracter de los individuos homocigotas para el alelo A,
proveniente del parental LP3830; Mg: media de los individuos homocigotas para el alelo B,
proveniente del parental LP179; Mag: media de los individuos heterocigotas).

En el método de mapeo por intervalo se estimaron, para cada posicion en el genoma (cada 1
cM), los efectos de aditividad y de dominancia del QTL, el r* de la regresién y la funcién de
verosimilitud de la presencia de un QTL segregando. Para determinar la presencia de un QTL
ligado, se compard esta Gltima con la verosimilitud para la situacion en que no hay QTL segregando
a través del valor LOD (logaritmo en base diez del cociente de las respectivas verosimilitudes). El
valor de LOD umbral se calculé mediante el método de permutaciones (Churchill & Doerge, 1994),
con 500 permutaciones y un nivel de significancia de 0,05.
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RESULTADOS

1 - Evaluacién fenotipica

Los histogramas de frecuencia de los valores para cada variable estudiada se presentan en los
Anexos 2, 3 y 4. En la distribucién de frecuencias de la poblacion se encontré segregacion
transgresiva en todos los caracteres evaluados, dado que las familias F2:3 arrojaron valores mayores
y/o menores que las lineas parentales.

En la primera toma de datos del tratamiento “Frio”, es decir luego de 7 dias de incubacion a
8°C, no se observaron semillas germinadas. En la segunda toma de datos (a los 14 dias) solo se
observaron semillas hinchadas siendo el porcentaje de semillas germinadas muy pequefio. Por ello
no se analizaron los valores correspondientes a las mismas. En la tercera toma de datos (luego de 21
dias de incubacién) solo se analizé el porcentaje de germinacion, ya que fue muy reducido el n° de
semillas con radiculas y coledptilos mayores a 0,5 cm.

Tanto en el tratamiento “Frio” como en “Control”, las variables medidas como proporciones
(%GermF, %R0O5F, %R1F, %Col05F, %Col1F, %rsF, %rF, %cF, %GermC y |_G) no presentaron
distribucién normal, por lo que se aplicé la transformacion Arcsen (Vy) para continuar con los
andlisis. Mediante el andlisis de la varianza (ANOVA) se detectaron diferencias significativas entre
genotipos en todas las variables, con excepcion de %cF.

El parental LP3830 se destacd por su buen comportamiento germinativo a bajas temperaturas,
mientras que LP179 resultd susceptible al frio durante la germinacion, presentado valores
significativamente inferiores en cuanto a porcentajes de germinacion, de semilla con radiculas y de
semilla con coledptilos, pesos humedo y seco de parte aérea y de raiz (Figura 3). Ambos parentales
se comportaron de manera similar en el tratamiento “Control”, presentando valores que no
difirieron significativamente en todas las variables estudiadas.

Los resultados obtenidos del analisis de varianza, los estadisticos descriptivos y los valores

obtenidos por los genotipos parentales, se presentan en la Tabla 2.
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Figura 3: Comportamiento germinativo de los parentales (LP3830 y LP179) a los 37 dias,

finalizando el periodo de incubacion a 14°C.

“’3830
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Tabla 2: Resumen de medidas estadisticas: media general; Desvio estandar (DE); Valor
minimo (Min); Valor maximo ( Max); Medias de los parentales ( LP3830 y LP179); Valor de
probabilidad (p valor); Coeficiente de Variacién (CV) y Coeficiente de regresién (R?). 2 :Variables
transformadas segin Arcsen (Vy). TD3, TD4 y TD5: toma de datos a los 21, 28 y 35 dias de

incubacién en frio, respectivamente.

Variable Media DE Min Méx LP3830 LP179 p valor cv R?

%GermF (TD3) 20,8178 0,3473 0,00 1,57 1,1282 0,2217 <0,0001 2453 0,83
%GermF (TD4) a|1,1323 0,2224 0,60 1,57 1,3150 0,7376 <0,0001 1391 0,75
%RO5F (TD4) a|0,9614 0,2884 0,00 1,57 1,2275 0,3603 <0,0001 18,85 0,80
%R1F (TD4) a | 0,7947 0,3318 0,00 1,57 1,1761 0,0671 <0,0001 23,16 0,85
%Col01F (TD4) a|1,0738 0,2338 0,51 1,57 1,2553 0,7162 <0,0001 15,07 0,76
%Col05F (TD4) a | 0,8241 0,3388 0,00 1,57 1,0826 0,3095 <0,0001 2301 084
%CollF (TD4) 20,3128 0,3520 0,00 1,37 0,5690 0,0000 <0,0001 7352 0,79
%rsF (TD4) a | 0,8864 0,3124 0,00 1,57 1,0127 0,3390 0,0002 2695 0,71
%rF (TD4) a|0,1715 0,2040 0,00 0,81 0,0671 0,0336 0,0015 90,98 0,71
%cF (TD4) a|0,0172 0,0594 0,00 0,35 0,0000 0,0000 0,0926 326,43 0,56
%GermF (TD5) a | 1,2000 0,1900 0,77 1,57 1,3882 0,9267 <0,0001 10,62 0,78
%RO5F (TD5) a|1,1484 0,1976 0,60 1,57 1,3770 0,6908 <0,0001 11,35 0,78
%R1F (TD5) a|1,1165 0,2056 0,51 1,57 1,3338 0,6008 <0,0001 1245 0,77
%Col01F (TD5) a |1,1819 0,1986 0,68 1,57 1,3338 0,8980 <0,0001 11,32 0,77
%Col05F (TD5) a | 1,1329 0,1994 0,60 1,57 1,3053 0,7445 <0,0001 11,97 0,77
%CollF (TD5) a|1,0404 0,2272 0,00 1,57 1,2585 0,4523 <0,0001 1393 0,80
%rsF (TD5) a|1,1156 0,2302 0,00 1,57 1,3150 0,6978 <0,0001 16,24 0,69
%rF (TD5) a|0,4117 0,2247 0,00 1,11 0,2774 0,4040 <0,0001 44,27 0,67
%cF (TD5) a |0,2029 0,1790 0,00 0,85 0,1252 0,0478 0,0001 70,82 0,68
%GermC a | 1,2975 0,1837 0,67 1,57 1,3294 1,4104 <0,0001 10,86 0,71
I_G (TD3) a |0,8633 0,3718 0,00 1,57 0,9860 0,2257 <0,0001 26,73 0,82
|_G (TD4) a |1,1960 0,2238 0,60 1,57 0,9039 0,7598 0,0012 14,68 0,75
|_G (TD5) a|1,2675 0,1811 0,77 1,57 0,9964 0,9604 0,0089 11,81 0,72
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Tabla 2: Continuacion.

Variable Media DE Min Max LP3830 LP179 p valor CcVv R?

PHPAC 6834,8183 3709,0249 177,50 17008,00 5446,3800 7110,1400 0,0158 3291 081
PHRC 3015,1982 1103,2196 461,20 6296,00  2415,2600 2895,9800 0,0014 31,12 0,63
PSPAC 457,8153 218,2782 43,70  1216,50 374,0800 428,6600 0,0888 36,06 0,70
PSRC 270,3078  108,3769 30,70 773,60 232,0000 276,1600 0,0106 35,02 0,61
PHPAIC 302,8164  148,6477 20,52 678,00 243,1680 336,7420 0,0177 2892 081
PHRIC 135,1890 41,8712 27,04 262,33 107,4400 135,5640 0,0007 26,13 0,64
PSPAIC 20,3593 8,6476 2,19 52,89 16,6740 20,3520 0,1956 32,92 0,69
PSRIC 12,0763 4,1652 2,10 30,94 10,1280 13,0100 0,013 30,61 0,60
PHPAF 2710,8618 1168,5246 462,30 6509,10 4100,4200 770,5400 <0,0001 23,04 0,85
PHRF 2180,1618 909,2832 310,90 4717,20  2997,0600 559,6000 <0,0001 24,76 0,81
PSPAF 225,7344 82,7924 51,90 454,60 359,0600 80,4400 <0,0001 20,29 0,83
PSRF 1858396 71,4827 20,80 429,50 257,5000 55,6600 <0,0001 2567 0,76
PHPAIF 131,9398 45,5346 35,08 295,87 169,8140 48,1900 <0,0001 19,02 0,84
PHRIF 105,8697 34,8930 2221 229,22 123,7720 37,9100 <0,0001 19,90 0,81
PSPAIF 11,0652 3,0897 3,71 19,77 14,8760 5,1160 <0,0001 17,38 0,79
PSRIiF 9,1177 2,8469 1,49 17,90 10,6400 3,8700 <0,0001 20,65 0,77
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2 - Evaluacién genotipica. Identificacidon de polimorfismos en los parentales

Con el fin de seleccionar los marcadores SSRs que evidenciaran variaciones en la secuencia de
ADN de los parentales, se realizaron pruebas con los parentales, el genotipo F1 y el de la linea B73
(Figura 4). Se evaluaron 205 SSRs, de los cuales el 88,8% gener6 productos de amplificacion. De
estos, el 30,7% presentd patrones de bandas diferentes en los genotipos parentales, 8,8% resulto
dudoso y los restantes SSRs (49,3%), monomérficos. En el cromosoma 1 se evaluaron 132 SSRs,
de los cuales 36 resultaron polimdrficos y en el cromosoma 5 se encontraron 27 polimorficos de 73

analizados (Tabla 3).
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Figura 4: Productos de amplificacion de los parentales (LP3830 y LP179), F1 y linea B73,
visualizados en gel desnaturalizante de poliacrilamida 6% y tincion con plata, obtenidos para el
cromosoma 1 con los marcadores SSRs phi056, bnlg109, umc2225, umc2229, bnlg2238, bnlg1884,
umc1335, umc1706, phi037, umcl1715, phi011, bnlgl347 y umc1553. Para cada SSRs se sembro en
orden dos calles del genotipo LP3830 (P1), dos calles de LP179 (P2), una calle para la F1 y una

calle para B73. El orden se indica en el primer SSR. P: Polimoérfico; M: Monomorfico; NA: No

amplifico; PH: Un parental heterocigota.
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Tabla 3: NUumero y porcentaje de marcadores SSRs polimérficos, monomérficos, dudosos y sin

producto de amplificacién, obtenidos a partir de pruebas preliminares con los genotipos parentales

(LP3830y LP179), F1y lalinea B73

Cromosomma Polimaorficos | Monomorfico | No amplifico Dudoso Total
n° % n° % n° % n° % n° %
1 36 27,3 66 50,0 21 15,9 9 6,8 132 | 64,4
5 27 37,0 35 47,9 2 2,7 9 12,3 73 35,6
Total 63 30,7 | 101 | 49;3 23 11,2 18 8,8 205 | 100,0

3 - Caracterizacion genotipica de la poblacion de mapeo

3.1- Andlisis de segregacion de marcadores

La poblacion F2 se caracterizd genotipicamente con 23 marcadores (15 pertenecientes al

cromosoma 1y 8 al cromosoma 5) que previamente revelaron polimorfismo entre los parentales. Se

evalud la segregacion 1:2:1 de los mismos mediante el método estadistico False Discovery Rate

(FDR), considerando un nivel de significancia global del 5%.

Solo 5 microsatélites se alejaron de la segregacion esperada segun las leyes de Mendel (Tabla

4). Cuatro de ellos se agruparon en los bin 1.07, 1.08 y 1.09. EIl restante SSR se localiz6 en el

cromosoma 5 (bin 5.09).

33



Tabla 4: Analisis de segregacion de 23 SSRs utilizando el criterio FDR y un nivel de

significancia de 5%. sd: dato faltante.

|Marcador SSR Bin Segregacion observada en las clases Qui-quadrado Probabilidad(%)
A AB B sd
phi056 1.01 37 70 23 6 3,785 15,0724 ns
umc1177 1.02 34 77 25 0 3574 16,7501 ns
umc2225 1.02 35 60 35 6 0,769 68,0712 ns
umc1976 1.02 31 79 26 0 3,926 14,0403 ns
umc1479 1.03 39 59 37 1 2,2 33,2871 ns
bnlg1203 1.03 35 62 32 7 0,333 84,6482 ns
bnlg2238 1.04 42 55 35 4 4,409 11,0301 ns
umc2229 1.04 37 67 30 2 0,731 69,3731 ns
umc1245 1.07 41 75 16 4 11,924 0,2574 *
dup12 1.08 48 73 14 1 18,022 0,0122 *
phi055 1.09 44 76 12 4 18,545 0,0094 *
umc1715 1.09 47 72 14 3 17,286 0,0176 *
umc1431 1.09 35 78 21 2 6,537 3,8058 ns
bnlg1347 11 42 66 25 3 4,353 11,3416 ns
umc1797 1.11-1.12 27 61 43 5 4527 10,4001 ns
bnlg1700 5.03 35 65 29 7 0,566 75,3561 ns
umc2140 5.03 34 65 34 3 0,068 96,6731 ns
bnlg1287 5.04 30 77 27 2 3119 21,0199 ns
umc1800 5.05 30 76 24 6 4277 11,7836 ns
umc1680 5.06 25 85 24 2 9,687 0,7881 ns
phi128 5.07 29 57 46 4 6,833 3,2822 ns
umc1153 5.09 28 59 46 3 6,564 3,7555 ns
bnlg389 5.09 18 59 57 2 24,612 0,0005 *

Nivel critico: 0,788 %

3.2 - Mapa de ligamiento

Se realizé el andlisis de ligamiento de 18 marcadores moleculares en base a su segregacion en

la progenie F2 empleando el programa MapManagerQTX (Manly et al., 2001). Los mapas de

ligamiento generados se muestran en la Figura 5. Los marcadores se agruparon en 4 grupos de

ligamiento, 3 correspondientes al cromosoma 1 y el restante al cromosoma 5. En el cromosoma 1 se

cubrio un total de 87,9 cM, con una densidad promedio de un marcador cada 8,79 cM. En el

cromosoma 5 se cubri6 un total de 80,3 cM, con una densidad promedio de un marcador cada 16,06

cM. Tres marcadores (umc1797, phil28 y umc1153) no se asociaron con otros marcadores dentro

del mapa.
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Figura 5: Mapa de ligamiento correspondientes a los cromosomas 1 y 5 del maiz. A la

izquierda se indican las distancias en cM y a la derecha el nombre de los marcadores. GL: grupos de

ligamiento.
Cromosoma 1 Cromosoma 5
GL1 GL2 GL3 GL4
0.0 T umc2225 0.0 IF‘hiUE‘E 0.0 ume1431 0.0 T bnlg1700
31 umc1177 ]
102 bnlg1347

175 T umc2140
205 T bnlg2238

282 T bnlg1 287
Mg Tumc1479
354 T bnlg1203

444 T umc12300
55.0 Tumc1978
746 —umczZ2s

a80.3 - umc1830

4 - Estudio de asociacion entre el fenotipo y genotipo

En el mapeo de QTL por analisis de marcadores individuales se detectaron siete marcadores
SSR que presentaron asociacion significativa (p>0,05) con algunos de los caracteres fenotipicos
evaluados. Cinco de ellos se asociaron en forma altamente significativa (p>0,01): bnlg1287,
umc1800, phil28, umcl479 y umcl797 (Tabla 5). En todos los casos, el alelo que favorece el
caracter proviene del parental LP3830.

En el cromosoma 5, los marcadores bnlg1287 y umc1800 se encontraron asociados con el peso
de la parte aérea de cada plantula individual. EI SSR bnlg1287 se relacion6 con PHPAIF y PSPAIF,
explicando un 5,57 y 6,23% de la variacion fenotipica observada, respectivamente. El efecto aditivo

para PHPAIF fue de 12,150 mg vy el de dominancia de 2,620 mg. Para la variable PSPAIF los efectos de
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aditividad y dominancia fueron 0,890 mg y 0,140 mg, respectivamente. EL SSR umc1800 se asoci6 al
PSPAIF, con un r? de 0,057 y valores aditivos y de dominancia de 0,9 mg y -0,09 mg, respectivamente.

En el mismo cromosoma, el SSR phil28 se asocid al porcentaje de germinacion luego de 21
dias de incubacion en frio, explicando un 4,86% de la variacion fenotipica observada y presentando
un efecto aditivo de 0,055 y de dominancia de 0,125.

En el cromosoma 1, el marcador umc1479 explico el 5,3% de la variacion observada en
PHPAIF, con valores de aditividad de 10,170 mg y de dominancia de 0,470mg. El SSR umc1797 fue
el unico marcador asociado al peso de la raiz, explicando 4,8% de la variacion fenotipica observada
en PHRIF y presentando valores de a’= 9,180 mg y d"= -3,410 mg.

El mapeo por intervalo se realizé con los microsatélites localizados en los grupos de ligamiento
1y 4, correspondientes a los cromosomas 1 y 5 del maiz, respectivamente. Los marcadores que
tuvieron un resultado significativo empleando el método de mapeo con marcadores individuales no
superaron el valor de LOD umbral (2,5) en mapeo por intervalo simple, por lo que no se detectaron

QTL mediante este método.
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Tabla 5: Anélisis de marcadores individuales. Media del genotipo homocigota A (Ma); Media
del genotipo heterocigota (Mag); Medio de los genotipos homocigotas B (Mg); Efecto aditivo (2°);
Efecto de dominancia (d’); Valor de probabilidad (p valor) y Coeficiente de regresién (R?).

2:Variables transformadas segtin Arcsen (Vy).

SSR bin Variable MA  MAB  MB a d p valor R?
imetors 10a 1=6.7D9) 0,98 0,94 093 0025 -0015 0023 * 0038
PSRF 211,41 18360 17479 18310 -9500 0018 * 0,041
%GermF (TD3) | 0,88 0,84 077 0055 0015 0033 * 0035
%R1F (TD4) °| 0,89 0,80 073 0080  -0010 0018 * 0043
%Col0SF (TD4) | 0,86 0,84 079 0035 0015 0017 * 0042
bnlgl203  1.03 |PHPAF 204211 280146 243941 251,350 110,700 0022 * 0,045
PSPAF 24161 23345 202,85 19,380 11,220 0032 * 0,042
PHPAIF 14416 13271 12335 10405 -1,045 0017 * 0,050
PSPAIF 11,88 11,16 1032 0780 0060 0042 * 0,039

%GermF (TD3) *° 0,88 0,83 0,76 0,060 0,010 0,033 * 0,033
%R05 (TD4) 2 1,04 0,96 0,92 0,060 -0,020 0,041 * 0,032
%R1F (TD4) 2 0,90 0,77 0,75 0,075 -0,055 0,038 * 0,031

umcl479  1.03 |PHPAF 2938,48 2779,87 2459,83 239,325 80,715 0,011 * 0,047
PSPAF 24300 231,83 20512 18,940 7,770 0,012 * 0,046
PHPAIF 142,98 13328 12264 10,170 0,470 0,006 ** 0,053
PSPAIF 11,87 11,21 10,30 0,785 0,125 0,011 * 0,046
PHPAF 2850,76 2808,88 2446,87 201,945 160,065 0,048 * 0,027
PSPAF 235,89 23394 202,75 16570 14,620 0046 * 0,028
umc2229  1.04 [PHPAIF 139,15 135,77 119,94 9,605 6,225 0,018 * 0,039
PSPAIF 11,56 11,39 10,04 0,760 0,590 0,016 * 0,040
PSRiF 9,81 9,11 8,66 0,575 -0,125 0,039 * 0,034
%Col05F (TD4) | 0,85 0,84 0,78 0,035 0,025 0,035 * 0,029
bnlg2238  1.04 |PHPAF 2894,79 276534 2502,31 196,242 66,788 0,026 * 0,031
PHPAIF 140,70 131,85 12458 8,060 -0,790 0,017 * 0,034
ume1797 111-1.12|PHRE 2480,23 2231,11 2056,27 211,980 -37,140 0,012 * 0,042
PHRIF 119,72 107,13 101,36 9,180 -3,410 0,007 ** 0,048
Ume2140  5.03 PHPAIF 144,09 130,64 127,34 8,375 -5,075 0019 * 0,032
PSPAIF 11,77 11,02 10,72 0,525 -0,225 0,029 * 0,027
bnlgl287 504 PHPAIF 143,00 13347 118,70 12,150 2,620 0,009 ** 0,056
PSPAIF 11,90 11,15 10,12 0,890 0,140 0,005 ** 0,062
%Coll (TD5) *| 1,08 1,06 0,99 § 0,045 i} 0,025 0,026 * 0,039
umcigoo 505 |PHRC 270453 3173,73 3183,52 239,495 229,705 0,039 * 0,033
PHPAIF 141,72 131,99 12061 10,555 0,825 0,024 * 0,039
PSPAIF 11,98 10,99 10,18 0,900 -0,090 0,006 ** 0,057
PHPAF 2972,25 2731,66 2490,80 240,725 0,135 0,041 * 0,031
umcl680 5.0 PSPAF 24289 229,14 204,15 19,370 5,620 0,041 * 0,031
PHPAIF 142,85 133,38 121,05 10,900 1,430 0,021 * 0,039
PSPAIF 11,78 11,26 9,99 0,895 0,375 0,011 * 0,047
phil28  5.07 [%GermF(TD3) *| 0,83 0,90 0,72 0,055 0,125 0,009 ** 0,0486
umcll53 509 [%RO5(TD4) *| 097 1,00 0,92 0,025 0,055 0,042 *  0,0305
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DISCUSION

1 - Evaluacion fenotipica

En este trabajo se estudio el efecto de las temperaturas sub-dptimas durante la germinacion y
durante la fase heterotrofica del crecimiento temprano. Las variables analizadas permitieron
establecer diferencias entre los genotipos sometidos a estrés por bajas temperaturas a partir de los
28 dias de incubacion (finalizando el periodo de incubaciéon a 13°C. Los genotipos con mejor
comportamiento no se vieron afectados, presentaron altos porcentajes de germinacion y altos pesos
de parte aérea y raiz. En los mas susceptibles al frio se observaron fallas en la germinacion,
coledptilos anormales y necrosis y/o aborto de radiculas. En algunos casos respondieron con la
proliferacion de raices seminales. Estas repuestas coinciden con las reportadas en trabajos previos
donde encontraron que las bajas temperaturas causaron menor velocidad de germinacion y
emergencia (Miedema, 1982; Greaves, 1996; Marocco et al., 2005), reduccién del crecimiento de
las plantulas, anormalidades en las raices o radiculas abortadas y proliferacion de raices seminales y
lesiones del tejido de conduccion (Blacklow, 1972; Cal & Obendorf, 1972; Cohn et al., 1979).

La poblacion de familias F2:3 present6 variabilidad genotipica para la mayoria de los
caracteres estudiados (p<0,001), confirmando la utilidad del germoplasma para el estudio de las
bases genéticas de la tolerancia al frio durante la germinacion.

El frio afect6 severamente el comportamiento germinativo del parental LP179. Sin embargo, en
condiciones idénticas, LP3830 obtuvo valores superiores para el porcentaje de germinacion,
proporcion de semilla con radiculas y de semilla con coledptilos, pesos himedo y seco de parte
aérea y de raiz, confirmando los resultados obtenidos por Mrogisnki et al., (2012) que incorporaron
a ambas lineas en diferentes grupos de clasificacion de acuerdo con su comportamiento frente a

bajas temperaturas.
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2 - Caracterizacion genotipica de la poblacion de mapeo

2. 1- Segregacion de los marcadores

La distorsion de la segregacion influye en las frecuencias de recombinacién y, por lo tanto, en
la precision del mapeo y analisis de QTL (Wu et al., 2010). Cinco de los veintitrés SSRs analizados
en este trabajo mostraron distorsion en la segregacion. En el cromosoma 1, los marcadores
umc1245, dupl2, phi055 y umc1715 exhibieron un sesgo de distorsion con direccién al parental
LP3830. Estos marcadores se encuentran agrupados en los bin 1.07, 1.08 y 1.09 del brazo inferior
del cromosoma 1. En el cromosoma 5 s6lo bnlg389 (bin 5.09) presentd un sesgo de distorsion cuya
direccion fue el parental LP179.

La mayoria de los loci distorsionados tienden a formar clusters definiendo regiones de
segregacion distorsionada (SDRs). Estas SRDs se han encontrado muchas especies de importancia
agronémica como arroz, trigo y sorgo entre otros (Li et al., 2010; Xu, 2008; Tai et al., 2000). Lu et
al., (2002) detectaron 18 SDRs en maiz utilizando cuatro poblaciones de mapeo diferentes. Tres
SDRs fueron halladas en el cromosoma 1 abarcando desde el bin 1.02 a 1.11 y una en el cromosoma
5 abarcando los bin 5.05 a 5.07. La distorsién observada en este trabajo en el cromosoma 1
(umc1245, dupl2, phi055 y umcl715) coincide con dos amplias SDRs del cromosoma 1, que
abarcan los bin 1.07, 1.08 y 1.009.

Una de las principales causas de segregacién distorsionada es la competencia gametofitica, que
provoca la fertilizacion o aborto preferencial de los gametos masculinos o femeninos (Taylor &
Ingvarsson, 2003; Lyttle, 1991). El exceso o déficit en el nimero de marcadores para un genotipo
homocigota en particular observado en el presente trabajo es consistente con el efecto de los
factores gametofiticos. En el cromosoma 5, Lu et al. (2002) y Wang et al. (2012) han encontrado
factores gametofiticos que abarcan los bin 5.00 a 5.06, por lo que dichos factores podrian estar
causando la mala segregacion del marcador bnlg389 en dicho cromosoma.

Asimismo la segregacion distorsionada podria estar provocada por otros factores como

mutaciones, genes gametofiticos, genes deletéreos y genes citoplasmaticos, ain desconocidos.
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Actualmente, la proporcion de loci de segregacion distorsionada descubiertos es muy baja debido a
su dificil deteccidn siendo todavia un tema en estudio (Liu et al., 2010)
2.2- Mapa de ligamiento

Mediante el anélisis de ligamiento de los marcadores moleculares en base a su segregacion en
la progenie F2 se construyeron los mapas genéticos correspondientes a cada cromosoma (1 y 5).
Los microsatélites localizados permitieron asociar 3 grupos de ligamiento al cromosoma 1 y un
grupo de ligamiento al cromosoma 5.

Los mapas de los cromosomas 1 y 5 cubren 87,9 y 80,3 cM, respectivamente. La longitud del
cromosoma 1 coincide con Mandolino et al. (2014) quienes construyeron un mapa de ligamiento a
partir de una poblacion de RILs (lineas recombinantes endocriadas) generadas mediante el
cruzamiento de las lineas B100 x LP2 y obtuvieron un tamafio de 73,2 cM para el cromosoma 1y
37.3 para el cromosoma 5. El tamafio de los mismos es menor en comparacion a los presentados en

mapas genéticos construidos por otros investigadores, que figuran en la base de datos publica

“Maize Genetics and Genomics Database” (http://www.maizegdb.org), indicando que la cobertura
del genoma fue incompleta, por lo que se deberia saturar ain mas las regiones de los cromosomas

estudiadas con nuevos marcadores.

3 -Mapeo de OTL

El mapeo de QTL mediante el método de marcadores individuales permitié detectar regiones
en los cromosomas 1 y 5 asociadas a caracteres relacionados con la tolerancia a las bajas
temperaturas durante la germinacién y la fase heterotréfica temprana del maiz, sugiriendo la
presencia de posibles QTL. En este trabajo, el marcador umc1797 se encontrd ligado al peso
himedo de raices de plantulas individuales. EI mismo se encuentra en el bin 1.11-1.12 coincidiendo
su ubicacion con un QTL detectado por Hund et al. (2004) relacionado con caracteres

morfofisioldgicos de raiz y con el area foliar de plantulas en condiciones de bajas temperaturas.
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En el cromosoma 5 se detectaron 3 SSRs asociados al peso de la parte aérea de plantulas bajo
condiciones de incubacion en bajas temperaturas. Presterl et al. (2007) detectaron QTL para vigor
temprano de plantulas de maiz en el campo, en 11 ambientes diferentes de zonas con bajas
temperatura, uno de ellos se ubicado en el cromosoma 1 se asocié a materia fresca de plantas en
estado de 6 hojas en siembras tempranas a campo. El mismo concuerda con el encontrado en el
presente trabajo para PHPAIF y PSPAIF, ligado al marcador bnlg1287.

En la mayoria de los experimentos de QTL las condiciones de incubacion durante la imbibicion
y germinacién de semillas fueron Optimas realizdndose el pasaje a condiciones de bajas
temperaturas cuando las plantulas desarrollaron 1 o 3 hojas. En este trabajo, las semillas fueron
sometidas durante las etapas de imbibicion y germinacion a estrés por bajas temperaturas. El
microsatélite phil28 asociado al porcentaje de germinacion en frio podria estar indicando la
presencia de una nueva region cromosémica, no reportada en trabajos anteriores.

La poblacion segregante utilizada (F2) y la naturaleza codominante de los marcadores
microsatélites permitieron estimar efectos aditivos y de dominancia para los QTL encontrados. Sin
embargo los mismos estaban sesgados por la frecuencia de recombinacion entre el marcador y el
posible QTL. Dado que no se detectaron QTL mediante el mapeo por intervalo simple, estos efectos
no pudieron estimarse con mayor precision. Para una estimacién mas precisa de los mismos, como
asi también la localizacion de los QTL, seria necesario aumentar el nimero de marcadores

mapeados.
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CONCLUSION

Las variables fenotipicas analizadas, relacionadas a la tolerancia a bajas temperaturas durante la
germinacion y la etapa heterotrofica temprana del maiz, se comportaron como caracteres
poligénicos, observandose, en todos los casos, segregacion transgresiva.

Los marcadores moleculares posibilitaron identificar regiones cromosémicas asociadas a la
tolerancia al frio durante la germinacion del maiz, provenientes del parental tolerante. Se detectaron
posibles QTL en los cromosomas 1 y 5 relacionados al peso de las partes aéreas y raices de
plantulas sometidas a estrés por frio y al porcentaje de germinacién a bajas temperaturas.

Este trabajo se completaria con la busqueda de regiones genéticas asociadas al caracter en los
restantes cromosomas del maiz y con la saturacion del mapa de ligamiento con un nimero mayor de
marcadores en las regiones donde se detectaron posibles QTL.

La informacion obtenida mediante el mapeo de QTL relacionados con la tolerancia al frio en el
genoma del maiz, permitira incrementar los conocimientos de las bases genéticas de dicho caracter
y beneficiar los programas de mejoramiento que se desarrollan actualmente mediante la seleccion

asistida por marcadores moleculares.
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RESUMEN

En los Gltimos afios ha adquirido importancia el mejoramiento para adaptacion a diferentes
tipos de estrés, entre ellos, las bajas temperaturas. Para una correcta estrategia de mejoramiento es
necesario conocer cuéles son los caracteres de la planta que limitan el rendimiento con bajas
temperaturas y cuél es el control genético de esos caracteres. En las ultimas décadas, la deteccidn de
marcadores moleculares asociados con loci de caracteres cuantitativos (QTL) ha facilitado el
estudio de las bases genéticas de caracteres complejos. El objetivo de este trabajo fue detectar
regiones cromosdmicas asociadas a la tolerancia al frio durante la germinacién y la etapa
heterotrofica temprana en los cromosomas 1y 5 del maiz.

Se analizaron fenotipicamente 136 familias F2:3 derivadas del cruzamiento entre dos lineas
contrastante para la tolerancia al frio. Las mismas se incubaron en condiciones controladas bajo dos
tratamientos: “Control”: 24°C (oscuridad) durante 7 dias; “Baja temperatura”: siembra a 8°C
(oscuridad), luego un aumento cada 7 dias a 9°C, 10°C, 13°C y 14°C. Se encontraron diferencias
significativas entre las familias F2:3 para la mayoria de las variables estudiadas.

Por otra parte, se realiz6 la caracterizacion molecular usando 23 SSRs polimorficos, de los 205
SSRs evaluados. EI mapeo de QTL se realiz6 mediante el método de andlisis de marcadores
individuales. Se encontraron asociaciones significativas (p < 0,01) genotipo-fenotipo, destacandose
umcl1479, bnlg1287, umc1797 y umc1800, los cuales se relacionaron con las variables de peso de
parte aérea y raiz en condiciones de baja temperatura, y el SSR phil28, que se asocid con el
porcentaje de germinacion en frio. Seria necesario mapear un mayor n°® de microsatélites para

realizar el mapeo de QTL por intervalo simple o compuesto y de este modo completar el andlisis.
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ANEXO 1

Tabla 1. Marcadores microsatélites utilizados para el analisis.

Bin SSR Secuencia de oligonucleétidos

F: 5' CATCCTCCAAAAGCACTACGT 3'
1,00 bnlg149

R:5' CAGCTGTCCGACACTTATTCTGTA 3

F: 5" CATCCAGTCATCGGTAATACGACA 3

1,00 umcl1106
R: 5 AACTGTTGCCTTCTTTTTCCCTTC 3'

F: 5 GTGAGAATCCTTCAGCGGAG 3'

1,01 bnlg1112
R:5' CTGTGGCAGATGTGGTATGG 3'

F:5' CGTGTACCGCTCCTCTATAGTCGT 3'
1,01 umcl177

R: 5 AAGTGGCCGAATTCATCCTTTATT 3'

F: 5 GACAACGGACGTCAACCATAGC 3'

1,01 umc2157
R: 5" ATCGAAGACCTCAAGGCAAAGTG 3
F: 5’ACTTGCTTGCCTGCCGTTAC 3'
1,01 phi056
R:5'CGCACACCACTTCCCAGAA 3
F:5 TGCTTCACATTCAGTCACCGTCAG 3
1,01, phi097

R: 5' CCACGACAGATGATTACCGACC 3'

F: 5 TGCCGAGGCTTCTAGTAGACCAA 3
1,02 umcl976

R: 5' CGCTATATCTATCCCGCAGCAAC 3'

F:5' CTCCTCGCAAGGATCTTCAC 3'

1,02 bnlg1429
R: 5 AGCACCGTTTCTCGTGAGAT 3'

F: 5 GCCAGCTGATGTCTGATGAACAGCACA 3

1,02 bnlg109
R: 5 GATCGGGCCAGATTTCTCAAGTCGTCA 3
F: 5' TCGGCTGACATAATAAAACCATAGC 3'
1,02 umc2225
R: 5 ATGCGAATTTTACCGGGTTTTT 3'
F: 5 TGCTGTGCAGTTCTTGCTTCTTAC 3'
1,02 umc2226

R:5' AGCTTCACGCTCTTCTAGACCAAA 3

F: 5 CCTCGGAGCTCGATTTACAC 3'
1,02 bnlg1953

R: 5' AACATTTAACCGCCGTCATC 3'

F: 5 ACTGCTGTTGGGGTAGGG 3'
1,03 | phi339017

R: 5' GCAGCTTGAGCAGGAAGC 3'

F.5 GTAAAAGACGACGACATTCCG 3'

1,03 bnlg1484
R: 5 GACGTGCACTCCGTTTAACA 3

F: 5 TGCTGTCTGACGATCTCTCAAATC 3

1,03 umcl514
R:5' TGCCACCAAATAGACCATCTATCA 3

F: 5’AACGTACCATCCTTGTGCCTGTAT 3'
1,03 umc2096

R:5' CATTATTAGTACGGAGCGCTGGTC 3'

F: 5 CTGGCTCTTCAAGTGTAAAGGAGG 3'

1,03 umcl479
R:5'GGCCTTTTTCTTAGCTTCCTCATC 3'

F: 5 GTACAACGGAGGCATTCTCAAGTT 3'

1,03 umc1403
R: 5 TGTACATGGTGGTCTTGTTGAGGT 3'

F: 5" AGCCTCCTGAGACCTCTCGATT 3'
1,03 umc1021

R: 5" ACTTCGCCACCTTACATTCTTGA 3

F: 5 CGCATCCGCCTAGCTCTATACTAA 3!
1,03 umc1880

R: 5' GCATCGAACAGCTGAGATTGTAGA 3




Bin SSR Secuencia de oligonucleétidos
F:5' CCCAGCGCATGTCAACTCT 3'
1,03 bnlg1866
R: 5'CCCCGGTAATTCAGTGGATA 3'
F: 5 GAAAGGCTCGCTAGTCGCTA 3
1,03 bnlg1458
R: 5" AATTCCTATCGATCCTGGCC 3'
F: 5 CGCATATATACTTGTGCGCACTTT 3'
1,03 umc2397
R: 5 TATGTATGTTCGTGTGCCTGTGTG 3'
F: 5 GATCCTAGCCTTGAAGGGGAACT 3'
1,03 umcl1452
R: 5' AAGAGGAACCATTCTGCTATCGTG 3'
F: 5 AGATTTGACTGCAAGAAAAGGCTG 3'
1,03 umc2097
R: 5" GTCCCTCGTCCTGCAAGATTC 3'
F: 5 TGACGGACGTGGATCGCTTCAC 3'
1,03 phi001
R: 5' AGCAGGCAGCAGGTCAGCAGCG 3'
F: 5 ACAAGGGCGTACCAACCAC 3'
1,03 bnlg2180
R: 5' TGACCAGAGGCTTCCATACC 3'
F:5' AGGCGACTTAGCTGCAGAAG 3'
1,03 bnlg2204
R: 5'CGACTTTCGGTTTGGAAAAG 3'
F: 5 CACGTAATAATCCTTTTCCCCAGA 3'
1,03 umc1598
R: 5' TTTTCTGCAAATGCTCAGAATGAT 3'
F: 5 AGTTCACGTCCAGCTGAATGACAG 3'
1,03 bnlg176
R: 5' CGCGCATCGCATGCTTATCCTA 3
F: 5 GTTACACTTGCAGACAAACAACCG 3'
1,03 umc1397
R: 5' GTCATGTGATCCGGGAGTAAATCT 3'
F:5' ACATAATCCCTCGGTACAGGACAA 3
1,03 umc2171
R:5'GCCCTTGTGTGTCTATTTAGGGTG 3'
F: 5 AAGACCTGTTCGTCAACCATGTTC 3'
1,03 umc2217
R: 5" ATGTCCCATTTACCAAGGTCTGTG 3
F:5' GACCCGTCTCTCTTGAGTGC 3'
1,03 bnlg1203
R:5'GTCTGTCTGCACCCGTTTTT 3'
F:5' ACCTTGAGCGTGGAGTCGGT 3'
1,04 umc2227
R: 5' AGCTGAGCCTTCTCTTCTTGGCT 3'
F: 5 TGCCACTCAAGCCTTCTTTT 3
1,04 bnlg2238
R: 5' TTCTGATTGCAGTGCAGACC 3'
F: 5 GAGAAGGGCGGGAGGAATAAC 3'
1,04 umc2229
R: 5' CGAAGAGCACGATGTTGACG 3'
F:5' ACTTCCACTTCACCAGCCTTTTC 3'
1,04 umc1917
R: 5' GGAAAGAAGAGCCGCTTGGT 3'
F:5' GTCGGAGCACTCCAAGAC 3'
1,04 dup26
R:5'CTTCTCGCTCATCAGCTTAAA 3
F: 5' ACACAAGCCGACCAAAAAAC 3'
1,04 bng1811
R: 5' GTAGTAGGAACGGGCGATGA 3'
F:5' CCGACTGACTCGAGCTAACC 3'
1,04 bnlg1016
R: 5' CCGTAACTTCCAAGAACCGA 3'
F: 5 GAGGGATCATGGCTCTCTTCC 3'
1,04 umcl770

R:5' GTCCATCATCAGCCTGTCACC 3'
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F: 5 TCCTTGTTGAAGATTTTATTTCTGCT 3'
1,04 umcl1849

R:5' GGCTTTAAGTGATGCTCAAACGTA 3’

F: 5 TAGCCAACAGTCCAACATTTTTCA 3
1,04 umcl1169

R: 5' CAGGCTAGAATAACATCCCGAAGA 3

F: 5 TGCCACTCAAGCCTTCTTTT 3'
1,04 bnlg2238

R: 5" TTCTGATTGCAGTGCAGACC 3

F: 5 CGGAGGAGTGGTTCTTGAAA 3
1,04 bnlg2295

R: 5 GGTTAGTGAAAGGGTTGCCA 3’

F:5' AACTGCAGAGTCGCCTGATCC 3'
1,04 umcl243

R: 5" AAGCAGACTATGCTATGCTACGCC 3

F: 5" ATGGCCCACTCATCATATCTCTGT 3'
1,04 umcll44

R:5" TGTGTTGATTAGCAGCGGATAAAA 3

F: 5" AGCTCTACCAAACACGAGCTTCAT 3'
1,04 umc2112

R:5' CAAATGCAGAAAGATAACGCGAAT 3'

F: 5 ATGCGGAGGGGTCTACTACACATA 3'
1,04 umc2124

R: 5 CTGTGTCTCACTGGAAATGACGAT 3'

F: 5 GAAATGGCAGGGAAACTTGTTTAT 3'
1,04 umc2390

R:5 AAGAGGCAAGCAAGTGTACAGTGA 3

F:5' TTTTTCTTCTCACCATCACCTTCA 3
1,04 umcl472

R:5' TGGCTTCAAAGAAGAGGAAACATC 3'

F:5' CGCCGTAGTATTTGGTAGCAGAAG 3'
1,05 umc2025

R:5' TCTACCGCTCCTTCGTCCAGTA 3"

F: 5 TTGTGCATTTTGCAGAAACTAGGA 3'
1,05 umcl734

R:5' AGTACTTGTCGGTGGAGACTGGAG 3'

F: 5 TCAGGGAGCTCACCTACTACGG 3'
1,05 phi323152

R:5' CACGACTGCACCGATTAGC 3'

F: 5 TGAATGAGTGGCATTCAAAATCTG 3'
1.05 umcl1395

R: 5 CAGATTGCATGTGTGAGTGTGTGT 3'

F: 5' CATTCATCCACCATAAATATCCTGC 3'
1,05 umc2232

R: 5 CTAGATTGCCTCGGACCTGTAAGA 3'

F:5' TCTCTCTCACATGCACGCC 3
1,05 bnlg1886

R: 5 TTTGATTTGGGGAACCAGAG 3'

F: 5" ACACCACGCTCTACCTCCTCCT 3'
1,05 umc2233

R:5' TTATTTACAGAAACCATGGCGTGC 3'

F: 5" TTCGGATGCATGTGTAACGT 3'
1,05 bnlg1884

R:5' CGGAAGTCCCATCTGTTTGT 3'

F: 5 CGCACGTCGGGAGAGAGGGAGA 3'
1,05 bnlg652

R:5' GCCGCAAACATAGCCGCCAAAAAT 3

F: 5 GGGGCAAGGACTTGTCGGT 3'
1,06 bnlg421

R: 5 AGCCAGTTGCCCAGCATCT 3'

F: 5" GCCACGCCTTCCATTATTAGAGTA 3
1,06 umc2236

R:5' CGGTACTGTTCTGGGATTCGTTT 3'

F: 5 CAAGATCGTTAGGTTCTAGGCGTC 3'
1,06 umc2234

R: 5' GACGGACTATAGAGGGCGATGAG 3'
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F: 5 AAACACCAAACGTCACGTGG 3'
1,06 bnlg1273

R:5' GGCGACGAGATACAGGATGT 3'

F: 5 TACAAGGAAGGCAAGTTCATCCTC 3
1,06 umcl812

R:5' ATGCAGGTGACATTCATCATCATC 3'

F:5' CAGAGTCTGATAGTCCGAACCCAG 3'
1,06 umc1590

R:5' GTAAAGCTCACAGCTTCCGACAG 3'

F: 5 ATGGCATGCATGTGTTTGTTTTAC 3'

1,06-1,07 i umcl335

R: 5" ACAGACGTCGCTAATTCCTGAAAG 3'

F: 5 TTTAAACTGCCCATTCATCGAACT 3'
1,07 umcl1499

R:5' AAAGTCATGTTCAACCTCTAGGCG 3'

F: 5TGGTGAAGGGGAAGATGAAG 3'
1,07 bnlg1025

R:5' CCGAGACGTGACTCCTAAGC 3

F: 5 CTCAGCTACAGGAGCGAAGAGG 3'
1,07 umc2237

R: 5 GTCACTGCACGATCCATCACAT 3'

F: 5' CGAGAGGGGAGAGAGAGAGAGAGA 3'
1,07 umc2064

R: 5 AGTCGCTGAGTCTACGGTCCCTAC 3'

F:5' CACCTGCTCAAGCACCATCC 3'
1,07 umc2238

R: 5 TCATGGAGTACCACCATTTGATCC 3

F: 5 GAGAAACCATCGACCCTTCCTAAC 3
1,07 umcl147

R:5' TTCCTATGGTACAGTTCTCCCTCG 3'

F: 5" ATACATTTTTACGTCCACGCCG 3'
1,07 umc1356

R:5' CTAGGATAGTAGGAGTGCAGGGCA 3'

F: 5 ATCGAGAGGGGTAAATAAGGACGA 3'
1,07 umcl1706

R:5' ACCAACCACGAGGCGATGTA 3

F: 5" ACCGACCTAAGCTATGGGCT 3'
1,07 bnlg1556

R:5' CCGGTTATAAACACAGCCGT 3'

F: 5" CTTCCCTCTCCCCATCTCCTTTCCAA 3
1,07 bnlg615

R: 5 GCAACCTGTCCATTCTCACCAGAGGATT 3'

F: 5' GTCAGGCGATACAACTACAAGCCT 3'
1,07 umc2387

R: 5 GCTGATCCGGTACACGAACG 3'

F: 5 TGGTTATGTGCATGATTTTTCCTG 3'
1,07 umcl245

R: 5 CATGCGTCTGATCTTCAGAATGTT 3'

F: 5" AGAACCTCCCGCTTGACGAC 3'
1,07 umcl1358

R:5' ACCTCAACCTCGACCTCTGCAT 3'

F: 5 GTCGGAGGATGATCCCCTATCTAT 3'
1,07 umcl278

R:5' TGCCATAGTACATGTCCGTCATTC 3'

F: 5 ACGAGACTCCCTCCTCTCCTCTC 3'
1,07 umcl661

R: 5 GGAGTAAACTGTTGAAAGGCCCAT 3'

F: 5" TTACATGTACCCACATCCTTGCAG 3'
1,07 umc1833

R: 5 CAGGGATCTGGGAGTATCCTCTTT 3'

F: 5 TCAATTTTGAGCTATCACTTTCCG 3
1,07 umcl1128

R: 5 ATTGGTTCCATTGGTTTTGTTGAT 3'

F: 5 CTTCCAGTTCCAGCCTATTGACAC 3'
1,07 umcl1486

R: 5 TTAAGATCTGGCTGGGAAGAAAGC 3'
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F: 5 TCAGCTTTATCTCTACCCATTGCTTT 3'
1,07 umcl1848

R:5' TCCATCATCTCCCTCCAGACTTTA 3

F: 5 CATGCAATCAATAACGATGGCGAGT 3'
1,07 phi002

R: 5" TTAGCGTAACCCTTCTCCAGTCAGC 3'

F: 5' ACGGGAGAACAAAAGGAAGG 3
1,07 bnlg1564

R:5'CTCTCCCTCACATCCGCC 3'

F: 5' TCGAGAGACGAGCGTTTGAATGCT 3'
1,07 bnlg257

R: 5 GCTCTGAGGTTTTCATACGGGGTT 3'

F:5' CAGGTACTACGTGCCGTG 3'
1,08 dup12

R:5' CTAGAGACAAACGAGGCTAGG 3'

F: 5 CGGTCGATATAATCTTGGCTGATT 3'
1,08 umc2116

R:5' GGCGCAGAGATCATTTGTTTAAT 3'

F: 5 GACTCTCCAGTCTCCGTTGC 3'
1,08 bnlg1044

R: 5" ACATGAAAACGAGCAATGCA 3

F: 5 TAATGTGTCCATACGGTGGTGG 3'
1,08 umcl1013

R: 5 AGCTGGCTAGTCTCAGGCACTC 3'

F:5' CCCAGCTCCTGTTGTCGGCTCAGAC 3'
1,08 phi037

R: 5 TCCAGATCCGCCGCACCTCACGTCA 3

F:5' ACCGTGTCTAATGTGTCCATACGG 3'
1,08 phi039

R:5' CGTTAGGAGCTGGCTAGTCTCA 3'

F: 5' CGAAACAAAACACCCAGCAGTAGT 3'
1,09 umcl1306

R:5' CCAGGATGAATAAATCGTATTGCC 3'

F:5' TTCATTGGGTCTCTAGCCAAGAAG 3'
1,09 umcl715

R:5' GGGGAGTCACAGATCTCATCAACT 3

F: 5' CCGACCATGCATAAGGTCTAGG 3'
1,09 umc1082

R:5' GCCTGCATAGAGAGGTGGTATGAT 3'

F: 5 AGCTGAACAAAATAAACGGAACGA 3
1,09 umcl1298

R: 5' AGGACAAGAAAAAGAAGAAGCACG 3'

F: 5 TGGTGATAACTGTCAAGCGC 3'
1,09 bnlg1331

R: 5 TTGGGGCATTGGCCTATATA 3

F: 5' AAAGAGGAGGAACGCGAAGGAC 3
1,09 phi094

R:5' TCACATCCTGGCGGTCACCA 3

F: 5' GACAGACATTCCTCGCTACCTGAT 3'
1,09 umc2047

R:5' CTGCTAGCTACCAAACATTCCGAT 3'

F: 5 CTGCTCCTCCTCACCCCACT 3'
1,09 umcl512

R:5' CCCGAGGATCTCGTAGTACTTGGT 3'

F: 5 CGATAATGAAGATGAGCTCCGTG 3'
1,09 umcl411

R:5' CTAGCCGGTTGTTGTTGCCT 3'

F: 5" AGGTCCTGGCACTAAGAGCA 3'
1,09 bnlg1502

R: 5 AGAGGTGGTATGATCACCTGG 3'

F: 5 TGTTGCTCGGTCACCATACC 3'
1,09 phi011

R: 5 GCACACACACAGGACGACAGT 3'

F: 5 TGCACGCACGGGCACTGAAC 3
1,09 bnig100

R: 5' TAAGACATCTATGGCCACCGGAG 3'
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F:5 CTTCCTTACGTGTCACCGCTCT 3'
1,09 umcl184
R: 5 GTGGAGTGATGTGATCGATGATG 3'
F: 5 CAACCCGGATGTCTCAAGTT 3'
1,09 bnlg1720
R: 5" TTCGATGCGTATGTACTCAGC 3'
F: 5 TCCACGGTGACTGTAGAACG 3
1,09 bnlg1268
R:5'CACTTCCCCCAGATCATTTG 3'
F:5' GAGATCGTGTGCCCGCACC 3'
1,09 phi055
R:5' TTCCTCCTGCTCCTCAGACGA 3'
F: 5" CTGCTCACGCTCATCCTCCT 3'
1,09 umc1290
R: 5" AGAGATTCATCAGAGTGGCGATG 3'
F:5' GTTGCTGTCCCCGACGTAGTAG 3
1,09 umcl431
R: 5 GTGAGAGTACCGAGATGGCTGAG 3'
F: 5" AGCTGTGACTGTGAAGGGAAAA 3
1,09 bnlg400
R:5'CGTCACACCGCTGTTTCTTG 3'
F: 5 TATACCAGCATCAGGTCTCGTCG 3'
1,10 umcl1885
R: 5 GTAGAGTGACCGTGCTGTAGCAGA 3'
F: 5' GCAACAAGATCCAGCCGAT 3'
1,10 phi308707
R: 5 GTCGCCCTCATATGACCTTC 3'
F: 5' GACCCCAAATCTCTCCTTCCTC 3'
1,10 umcl534
R: 5 TAGCTAAGCTTGTGCTTGCTCG 3'
F: 5 TACATGCAAAGCTAGCTAGTCGGA 3'
1,10 umc2149
R: 5" AGCAGCACCATCGTAATAAGCAC 3'
F: 5 GTGGTCACGACGAAATCCTT 3'
1,10 blng1347
R: 5 TTGCAATCACACAGGTGGTT 3'
F: 5 CGTAAGTACAGTACACCAATGGGC 3'
1,10 umc2189
R:5' ACACCGACTACAAGCCTCTCAACT 3
F: 5 GATGAGGAAGAAAAGGGAAAAGGA 3
1,10 umcl726
R:5' AGACTCAACCCTAACCCTAATGGG 3
F: 5 GACTCTCACGGCGAGGTATGA 3
1,11 phi120
R: 5 TGATGTCCCAGCTCTGAACTGAC 3'
F: 5' CCGAATTGAAATAGCTGCGAGAACCT 3
1,11 phi064
R: 5 ACAATGAACGGTGGTTATCAACACGC 3'
F: 5' GAGGACACTCGCAAAGTCGC 3'
1,11 umcl1681
R:5' GCCTTTGTGGGGTCAGGAGTAG 3'
F: 5" TGAATGGAAGAGAAGGGAAATCTG 3'
1,11 umc1553
R: 5 GCTCTGTACATCCTTAGCGACACA 3
F:5' CGGCAGCTCCAGCACCGGCAT 3'
1,11 bnig504
R:5' AGTGTCCACATACCGCCACACACGTTT 3'
F:5' TCTCTGACTATTCCACGAGCTCAA 3'
1,11 umc1500
R:5'CTGGTGCGTGCTACAACTGTG 3'
F: 5' TCAAGTGAAATGCATAGCTTGCTC 3'
1,11-1,12 i umcl797
R:5' ACTGTTGGTAAACCCTGCATGACT 3'
F: 5 GCTGCTCTAAAATCATGCTGATAAAA 3
1,12 umcl1819

R:5' TATTCAGCAATGTATTCCCCCTGT 3'
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F: 5 GACCAGCGTGTTGATCCC 3'
5,00 bnlg1006

R: 5' GGAGACCCCGACTCTCTCTC 3'

F: 5 AGATGAATGTTGGGGTCAACAAGT 3'
5,00 umcl416

R: 5 CTTGTCAGCCACAGAAGTGCC 3'

F:5' TTTTAACTGTAAACCGGCCACATT 3'
5,01 umcl1523

R: 5 AGAGTTAGATGACTGCAGTGGCTG 3'

F:5'TTTTCTTTCAAAAATATTCAGAAGC 3'
5,01 bnlg1382

R: 5 GCAGGATTTCATCGGTTGTT 3'

F: 5' CACTGCTAAGCTGCTCCCTGTT 3'
5,01 umcl679

R: 5 TGCTAACTAACCCTGACCCTCTCA 3

F: 5 TAAGAACGACGAACGGTAACTG 3'
5,02 bnlg565

R: 5 GCTCACTGCACGCCAACAC 3'

F:5' GGCTTGTAGTTGGAGTGGTCGTAG 3'
5,02 umcl761

R: 5' AGCAGCTTCAGAGGAGGAAGAAG 3'

F: 5 GAGGCCTCAAATCGCTCTCTG 3
5,02 umc2132

R:5 GGTCGTCAGTGAGCTGGTCC 3'

F:5' TGCTCTCACAAGATGGTGGA 3'
5,02 bnlg1879

R: 5 CCACAGGATAAAATCGGCTG 3'

F: 5 GACCGCCCGGGACTGTAAGT 3'
5,02 bnlg105

R: 5 AGGAAAGAAGGTGACGCGCTTTTC 3'

F: 5 CTAGGGTTTGCCTCTTCCCTCTC 3
5,03 umc2140

R: 5 AGTCTAGAGGAAGTCGGAATTGGG 3'

F: 5 ACGGCACACAGATATTTCAGTTCA 3'
5,03 umc2161

R: 5 AAGATCAGATTTGCTTGTGGGTGT 3'

F: 5 TATTGACGATAATGTTCCCGCTTT 3'
5,03 umcl731

R: 5 GGTTATAGGATGACGAGACGGTTG 3'

F: 5 GGTGAGGTCGTACCGGAAGAG 3'
5,03 umcl1686

R: 5 GCAGCATCTTCTTTGTCGGC 3'

F: 5' AAGCTCAGAAGCCGGAGC 3'
5,03 phi109188

R: 5 GGTCATCAAGCTCTCTGATCG 3'

F: 5' CGGCTACGGAGGCGGTG 3'
5,03 phi008

R: 5 GATGGGCCCACACATCAGTC 3

F: 5 AACTACCGTCGAAGTGGTGG 3'
5,03 bnlg1902

R: 5 CGCCTCTCTCTGACTTGTTG 3'

F: 5 GTCACATCCATGTAGTGCACG 3'
5,03 bnlg1700

R: 5 GGCACCCTTTTGAAACCTTT 3'

F: 5 GCTCCAGGTCGGAGATGTGA 3'

5.03-5.04 phill3

R: 5' CACAACACATCCAGTGACCAGAGT 3'

F:5' TTTACAATGCGCTATCCCTAGCTT 3'
5,04 umcl1860

R: 5 ATGTTTGCCTACTAAAAGCCGACA 3'

F: 5 GCCTAGACGTCATGGACAACG 3'
5,04 umcl575

R: 5 GAGTCGAGACTGCCGTCCTTC 3'

F: 5 GCCCTACCTGTTCTGTCTCG 3'
5,04 bnlg1287

R:5' TGTCCCATACCTCAACGTGA 3'
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F: 5 GAACAAAGAATCACAACACGATGC 3
5,04 umcl1482

R:5' CAGGTTCTGAGGAAAGCAAGGTT 3

F: 5" ACATACAGGTCACAACTCACAGCG 3
5,04 umcl815

R:5' GCTGCCTTCTTCCTTCTCTTCTCT 3'

F: 5' AGCACACAGACAAGAGAGACAACG 3
5,05 umc2164

R: 5' GACCGACAACAGAGATCGAGTACA 3"

F: 5 TTATGGGTGCTGGTGATGTGTATC 3'
5,05 p-umc1800

R: 5' GAAAAGCAATCGCTTCTGAGAAAA 3

F: 5 TTATTATTAACACCTGCCTGCGCT 3
5,05 p-umc1853

R: 5" GCTAGCTAGGAAACATGGCTTGTC 3

F: 5 TTATGGGTGCTGGTGATGTGTATC 3'
5,05 umc1800

R: 5' GAAAAGCAATCGCTTCTGAGAAAA 3

F:5' TCTTTTATTGTGCCCGTTGAGATT 3'
5,05 umcl155

R:5' CCTGAGGGTGATTTGTCTGTCTCT 3'

F: 5 ATGCATGCCTTGATAATGGAGAAC 3'
5,05 umcl722

R: 5 ACTCTCTTCCTTCTCCGTGCTTTT 3'

F: 5 CCTACTATGGTGTATGGTCAGGGG 3'
5,05 umc1502

R: 5 TGGTCGTTCTTGGTCTCTCTCTCT 3'

F: 5" AACAAAGTGACCTGAAACTGGGAG 3'
5,05 umc2386

R: 5 GTAGTGCCCCTCTAAGTCCAGGAG 3'

F: 5 TGGGAAAGGTGAGAATATGTGTTTG 3'
5,05 umcl1687

R:5' GCTGACGACAAATATTCGAGAACAA 3

F: 5 TGCCAGAGTTCTCGTTACCAA 3'
5,05 umc2086

R:5' CGAACAAAAACTTACAGATCCAACA 3

F: 5 CACGCAACCCACTCATCACTC 3'
5,05 umc2111

R:5'CTCACCGCTCTGCTCTGCTATC 3'

F: 5 TGAAATAATTCACAGCACTCC 3'
5,05 mmc0081

R: 5 TGATAGCACAACACAGCTATG 3'

F: 5" AGATAGCTGCACATGGAAACACTT 3'
5,05 umcl264

R: 5 GACACTAGCCTGGAATCAGTTTCA 3’

F:5' AGCTCGAGTACCTGCCGAG 3'
5,05 phi333597

R: 5 TGCATCTCTGAGACCATCACC 3'

F:5' CATGCATCAACGTAACTCCCT 3
5,05 bnlg278

R:5' CATGTCACGCGTTCCACTTG 3'

F: 5 TTCGACATAGCAGACGAAACTCTG 3'
5,05 umc2026

R:5' ACTGCACCCTAGTGTGATGTTCCT 3'

F: 5' AGAAGAAGGTGGAGGTCCAAGACT 3'
5,05 umc2303

R:5' CTGGTATCTGATCAGGGTGCG 3'

F: 5 GGTATAATTTTGCAAGCAGAAAGGG 3'
5,05 umcl1822

R: 5 GGTTTGCTCAGGAAGAGCATGT 3'

F:5' CTCTTTCTTTATTTGTTCCGTT 3'
5,05 mmc0282

R: 5 GGACTACACATCACCAGCA 3’

F: 5" AAAAAGTTTTGCTAGTTCGGCGAT 3'
5,05 umc2304

R: 5' TGGGGACACATCCTTCAAAATTAC 3'
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F: 5' CGCAGGCCGGGGAA 3’
5,05 bnlg1246

R:5'CCTGGCGCCCAACC 3'

F: 5 TGGCGCGATTTTCTTCATAT 3'

5,05-5,06 i bnlg1237

R:5' AAAGAGCAACCTTCAACGGA 3'

F: 5 TGTATTCAGAACGGCTCGTCATAA 3
5,06 umc2072

R:5' GGACGGTTCCGGTTCTAAGATAAG 3'

F:5' CCAGCCATGTCTTCTCGTTCTT 3'
5,06 umcl019

R:5' AAACAAAGCACCATCAATTCGG 3

F:5' CTCTGCCTGCCTTTATAAATCACC 3'
5,06 umc2305

R:5" CTCCTCTTTCCCCTCCATTGTT 3'

F: 5 CCTTGTGCAGTGGAGTTAATGAAA 3
5,06 umc2306

R:5' GCTACCCATTGCTATGGTTTTCTG 3

F: 5 TGTTCGCCGTCTAGCCTGGATT 3
5,06 phi101

R:5' TCATCAGCAACGACGACTACTCC 3

F: 5 ACGACGAGACTCTGTTCTGGTTCT 3'
5,06 umcl1941

R: 5 AGGAGGATTACGTCAATCTGTTCG 3'

F: 5 TTAATAAAGGAGAGGGTGGGAACC 3'
5,06 umcl1680

R: 5 GGGGCTTATATGTCCCTTGAACTC 3'

F: 5" AATCTGCTGACTTGTCCGGTTGTC 3'
5,06 phil00

R: 5' CCATACATATCGGCCATGATGCTC 3'

F:5' GCTCGTTCTCGCCAGTGTGCCG 3'
5,06 bnig609

R:5' GGCCCGAGCCATCTCTGCTGC 3'

F: 5 ATCCTCCTCCATATTCTATCGCGT 3'
5,06 umcl752

R: 5' GAAACAGAGCAGGAACCGGAG 3

F: 5 GCACCTGCGAGACTAGG 3'
5,06 mmc0481

R: 5 TGTTTGAGCCGTTCTAGACT 3'

F: 5 TACAAGTAAACACGCGCAGGAGTA 3
5,06 umcl524

R: 5 TGTTTGAGCGACTTACTTGACCTG 3'

F:5' CTACATCCTCTTCTCTTCCCCTCC 3
5,06 umc2216

R:5' TCTGGATGTTCTCCAGGATGGT 3'

F: 5' GAGAGGAGGTGTTGTTTGACACAC 3'
5,06 phi087

R: 5 ACAACCGGACAAGTCAGCAGATTG 3

F: 5' AGCAGAACGGCAAGGGCTACT 3'
5,06 phi085

R:5' TTTGGCACACCACGACGA 3'

F: 5 TTGCTCGGTATGAAGAAAATAGTCTTTCC 3
5,07 phil28

R: 5" ATCTTGCAACTAGACTGAGGCAACCA 3

F:5' CTCTTCACTCGCTTCTCCCAGA 3'
5,07 umc2198

R: 5" AGCCCAGAGAAGGGAAGCAG 3

F: 5' CATCATGAAGCAATGAAGCC 3
5,07 bnlg1346

R: 5 CCGCGCCATTATCTAGTTGT 3'

F: 5' CATGGGACAGCAAGAGACACAG 3'
5,08 umcl1792

R: 5 ACCTTCATCACCTGCAACTACGAC 3'

F: 5" ACACACAACAGAGCCTTTTGTTCA 3
5,08 umc2143

R: 5" AAGAAAAGGACACCAAACCAAACA 3
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Bin SSR Secuencia de oligonucleétidos
F:5' CTTCCAGCCGCAACCCTC 3'
5,08 bnlg118
R: 5' CCAACAACGCGGACGTGA 3'
F:5 GTTGATTGGTTGATGTGGAAACAA 3'
5,09 umc1829
R: 5'CAGTTTGATGTTCATGGCTCTCTC 3'
F:5' GTCGACATCGTCTTCCCCAAG 3'
5,09 umc2307
R: 5' GTAGGAAGCCACGTACGGCTC 3'
F:5' CACCCTCCCTTTGCAGGTA 3'
5,09 bnlg386
R: 5" TGGTTTATCAGATAACGATTCAGC 3'
F: 5 CAGCATCTATAGCTTGCTTGCATT 3'
5,09 umc1153
R:5' TGGGTTTTGTTTGTTTGTTTGTTG 3'
F:5' GGTCACCCTCCCTTTGCAG 3'
5,09 bnlg389

R: 5" ATTGCCTACACAGTTTGATTGG 3'
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Histogramas de frecuencias relativas de los porcentajes de germinacion, semillas con radiculas y

coledptilos mayores a 0,5 cm y a 1 cm, obtenidos a los 21 (TD3), 28 (TD4) y 35 (TD5) dias de

incubacién en frio.
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Histogramas de frecuencias relativas de los porcentajes de germinacion a los 7 dias en tratamiento

Control.
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ANEXO 3
Histogramas de frecuencias relativas de semillas con radiculas seminales, radiculas abortadas y
coledptilos rotos obtenidos a los 21 (TD3), 28 (TD4) y 35 (TD5) dias de incubacion en frio.
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ANEXO 4

Histogramas de frecuencias relativas de peso himedo y seco total e individual, de partes aéreas y

raices de las plantulas, al finalizar los experimentos en los tratamientos Control y Frio.
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