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1. INTRODUCCION

1.1 El maiz: Importanciay produccién

El maiz, Zea mays L., es uno de los granos alimenticios mas antiguos que se
conocen. La diversidad de ambientes bajo los cuales se cultiva el maiz, es mucho mayor
que la de cualquier otro cultivo. Habiéndose originado y evolucionado en la zona tropical
como una planta de excelentes rendimientos, hoy en dia se cultiva hasta los 58° de latitud
norte en Canada y en Rusia y hasta los 40° de latitud sur en Argentina y Chile. La mayor
parte del maiz es cultivado a altitudes medias, pero también se cultiva por debajo del nivel
del mar en las planicies del Caspio y hasta los 3.800 msnm (metros sobre el nivel del mar)
en la cordillera de los Andes. Mas aun, es importante destacar que el cultivo continda
expandiéndose hacia nuevas areas y nuevos ambientes (Galinat, 1988).

El maiz es el primer cultivo del mundo en cuanto a su produccion, seguido por el
cultivo de trigo y en tercer lugar el de arroz (FAOSTAT, 2018). Su uso es muy variado,
destacandose su utilizacién en alimentacion humana y de animales y como fuente de un
gran numero de productos industriales (FAO, 2001). Ademas, en los ultimos afios, una
parte importante de la produccién esta siendo derivada a la obtencion de biocombustible
como el etanol (GBEP-FAO, 2008).

Segun el Consejo Internacional de Cereales (IGC, 2017), la produccion mundial de
maiz alcanzé un record de 1.079,2 millones de toneladas (tn) durante la campafia
2016/2017, un 10,9% mas que en la campafa 2015/2016, en la cual se registraron 977
millones de tn. En Argentina, esa misma campafia, se sembraron 5,8 millones de
hectareas obteniéndose una produccion de 38 millones de tn con un rendimiento
promedio de 79,2 quintales por hectarea segun informo la Bolsa de Comercio de Rosario
(BCR, 2017). Con estas cifras, nuestro pais mantiene el cuarto lugar en el ranking de los
principales paises productores de maiz, por detras de Estados Unidos (363,7 millones de

tn), China (223,9 millones de tn) y Brasil (76,4 millones de tn) (FAOSTAT, 2018).



Un informe de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO, 2002) preveé que para el afio 2030, se necesitaran cada afio mil millones
de toneladas mas de cereales para satisfacer la demanda mundial. Para poder hacer
frente a una demanda creciente del cultivo, ser4 necesario reducir las brechas de
produccion que hoy existen en relacion a su rendimiento potencial (Cassman et al., 2003;
Fischer y Edmeades, 2010), principalmente optimizando la utilizacion de los recursos
cuando estos sean escasos.

En la region maicera templada Argentina, comprendida entre los paralelos 31° y 40°
latitud Sur y entre los meridianos 57° y 65° longitud Oeste, de la Pampa humeda y
subhimeda, los niveles de radiacion solar, los registros térmicos y la longitud del dia
varian marcadamente a lo largo del afio. Un manejo posible para aumentar el potencial
del cultivo, es modificar dichas variables ambientales por medio de la eleccion de la fecha
de siembra (Cirilo, 2004). En dicha region, las siembras tempranas (mediados de
septiembre) presentan los maximos potenciales de produccién, siempre que no se
presenten deficiencias hidricas y/o nutricionales y las condiciones sanitarias sean
controladas (Andrade y Cirilo, 2000). Esto se debe a que permiten un mayor
aprovechamiento de los recursos que seran destinados a la fijacion de un mayor nimero
de granos y a la produccion de asimilados utilizados para el llenado de los mismos (Cirilo,
2004). No obstante, las siembras tempranas pueden hacer coincidir al cultivo con
ambientes desfavorables para su implantacion debido a temperaturas sub-Optimas que
podrian causar dafios a las semillas y plantulas.

La mejora de la tolerancia al frio permitiria implementar fechas de siembra mas
tempranas y, por lo tanto, escapar de la sequia, las plagas y las enfermedades del verano.
La siembra temprana también daria lugar a periodos de vegetacion mas largos, que
pueden utilizarse para una mayor acumulacion de biomasa en el cultivo (Revilla et al.,

2016).



1.2 Efecto de las temperaturas sub-6ptimas

El maiz es una planta originaria de clima tropical y por lo tanto es un cultivo sensible al
frio, cuya temperatura 6ptima de crecimiento es alrededor de 30-34°C. Con la disminucion
de la temperatura por debajo de ese umbral, también se reduce el crecimiento de la
planta, el cual se detiene entre 8-10°C pudiendo causar dafios irreversibles en los tejidos
y células si dicha exposicién es prolongada (Miedema, 1982; Greaves, 1996; Marocco et
al., 2005). En este sentido, a pesar de la larga historia del cultivo en regiones templadas,
esta especie, introducida en latitudes mas altas, no ha adquirido resistencia sustancial al
enfriamiento (Wilson, 1985), también denominado en inglés chilling.

El dafio por enfriamiento (chilling injury) es un dafio fisiolégico que se produce cuando
la temperatura se encuentra entre 5 y 15°C, pudiendo variar de acuerdo a la especie 0
cultivar. Las plantas pueden continuar creciendo y ser capaces de adaptarse para poder
sobrevivir (Stamp et al., 2005). Los efectos de las bajas temperaturas se manifiestan tanto
sobre las funciones enzimaticas como sobre las propiedades de las membranas y se
ponen en evidencia por la reduccién de la fotosintesis, del crecimiento, de la extension de
las hojas y por la absorcion de agua y nutrientes (Miedema, 1982). Las temperaturas
entre 0° y 10°C pueden también resultar en un desarrollo radical anormal y en la pérdida
de turgencia (Aloni y Griffith, 1991).

Greaves (1996) considera estrés por temperaturas sub-Optimas a los procesos que
llevan a una disminucién del rendimiento potencial genético, producido por una reduccion
del crecimiento o por dafios metabdlicos en células y tejidos, causados por la exposicion
directa a temperaturas inferiores a los umbrales 6ptimos de los procesos bioquimicos y
fisiologicos o del desarrollo morfolégico.

El nivel de estrés inducido aumenta a medida que las temperaturas disminuyen por
debajo de los 20°C. El grado de retraso del crecimiento, el disturbio metabdlico y la lesion

de los tejidos aumentan a medida que la temperatura disminuye por debajo de este
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umbral térmico. No obstante, existe variabilidad genética respecto a la
tolerancia/sensibilidad dentro del rango de temperaturas por debajo de 20°C (Greaves,
1996). Incluso se ha descripto variacion genética para la tolerancia a las temperaturas de
congelacion (menor a 0°C) (Gardner et al., 1987), aunque esta variacion es

probablemente limitada.

1.3 Efecto de las bajas temperaturas durante la germinacion.

Una de las etapas principales del desarrollo del cultivo es la germinacién, que
comienza con la imbibicién de las semillas y culmina con la salida de la radicula. Durante
la germinacion, las semillas de muchas especies, especialmente las de origen tropical o
subtropical, sufren dafios por frio cuando se exponen a temperaturas bajas (pero no
congelantes), lo que da como resultado un establecimiento de plantulas deficiente y una
reduccion del rendimiento (Herner, 1986; Markowski, 1989; Bedi y Singh, 1993). La
sensibilidad al dafio depende de varios factores tales como la especie y el cultivar, el
contenido inicial de agua en la semilla, la temperatura a la cual la semilla es expuesta, la
duracion de la exposicion al enfriamiento y el periodo durante el curso de la germinacién
en el cual ocurre la exposicion al frio (Bedi y Singh, 1993).

Generalmente, la germinacion de las semillas es mejor en un rango de temperaturas
comprendido entre los 15 y 30°C (Bedi y Singh, 1993). Las semillas de plantas sensibles
al frio no germinan a temperaturas inferiores a 10-15°C (Wolk y Herner, 1982; Ismail et al.,
1997) y por este parametro pueden ser divididas en dos grupos principales (Markowski,
1988). Las semillas del primer grupo (representantes: Solanaceae y calabaza) no se
dafan durante las imbibiciones a bajas temperaturas. Con el aumento de la temperatura,
las semillas germinan normalmente, pero luego del inicio del crecimiento de la raiz, el
tejido comienza a disminuir su grosor y posteriormente se necrosa, dafiando la corteza de

la raiz y deteniendo su crecimiento normal (Bradow, 1990; Jennings y Saltveit, 1994).



El segundo grupo incluye plantas cuyas semillas son particularmente sensibles a las
bajas temperaturas durante su imbibicién y no pueden germinar a bajas temperaturas:
frijoles, soja, garbanzos, maiz y algodon (Gorecki et al., 1990; Zemetra y Cuany, 1991). La
baja temperatura durante el periodo inicial de imbibicion interfiere en la calidad fisiol6gica
de las semillas. Se sabe que el enfriamiento durante la imbibicion de las semillas, causa
anormalidades en la raiz. En el maiz, la lesion por frio durante la imbibicion se manifesto
en aborto de la radicula y proliferacion de raices seminales (Cal y Obendorf, 1972). Se
observo también que si la temperatura durante la imbibicion se encuentra por debajo de
los 10-12°C las semillas pueden no germinar (Cal y Obedorf, 1972; Herner, 1986;

Evangelista de Menezes et al., 1997).

1.4 Efecto de las bajas temperaturas sobre las membranas celulares

El mecanismo por el cual ocurren los dafios por enfriamiento y, por consiguiente, la
pérdida de calidad fisiolégica, podria estar asociado a algun tipo de dafo sufrido por las
membranas celulares (Christiansen, 1967; Cal y Obendorf, 1972; Hope y Maamari, 1994).
Se ha sugerido que la disrupcién de la membrana celular durante la imbibicion, conduce a
la fuga de contenidos celulares de las semillas dafiadas por las bajas temperaturas
(Pollock y Toole, 1966).

La prueba de conductividad eléctrica permite medir la lixiviacion de electrolitos de
tejidos vegetales. Esta experiencia se basa en que el deterioro de las semillas y su
pérdida de vigor estan asociados a alteraciones de las membranas celulares, que implican
un incremento de la salida de compuestos solubles (electrolitos) desde las semillas.
Aunque para la realizacion de este ensayo existen diversos protocolos, es recomendable
sumergir las semillas durante 24 horas en agua desionizada a 20 - 25°C y, a continuacion,
decantar el agua y medir su conductividad eléctrica. Una mayor conductividad indica una

mayor presencia de iones (electrolitos), lo que se podria correlacionar con una menor



emergencia de plantulas (AOSA, 1983; Pérez Garcia y Pita Villamil, 1999).

15 Mejoramiento genético en maiz

El dafio por frio es una adversidad frecuente durante la temporada de siembra en
muchos paises y regiones. La baja temperatura a comienzos de la primavera, podria
causar el fracaso en la emergencia normal de las semillas de maiz. El bajo
establecimiento de plantulas conduce a una disminucion del rendimiento y calidad de las
semillas por lo que es de interés para los programas de mejoramiento de maiz aumentar
la tolerancia a las bajas temperaturas durante la etapa de germinacion de las semillas (Hu
et al., 2016).

Se ha comprobado que existe variabilidad genética para caracteres asociados a la
tolerancia a bajas temperaturas durante las etapas tempranas del desarrollo. Dichos
caracteres estan gobernados por genes de herencia cuantitativa compleja que presenta
efectos aditivos, de dominancia, epistaticos y maternos (Aidun et al., 1991).

Con el surgimiento de los marcadores moleculares, los caracteres cuantitativos se
han podido estudiar mediante el andlisis de QTL (Locus de Caracteres Cuantitativos o
Quantitative Trait Locus, por sus siglas en inglés) que consiste en evaluar fenotipicamente
una poblacion segregante para el caracter de interés, caracterizarla genotipicamente
mediante el empleo de marcadores moleculares y finalmente determinar asociaciones
estadisticas entre el fenotipo observado y el genotipo (Collard et al., 2005).

En maiz, se llevaron a cabo mapeos de QTL asociados a tolerancia al frio durante la
etapa de plantula, como parametros de fluorescencia de clorofila, verdor de hojas, area
foliar, peso seco de tallo y contenido de nitrégeno en brotes (Fracheboud et al., 2004;
Jompuk et al.,, 2005). Son pocos los estudios de QTL asociados a caracteres que se
expresan durante la etapa de germinacion del maiz bajo condiciones de estrés térmico

(Huang et al., 2013; Hu et al., 2016; Revilla et al., 2016). Estos estudios abrirdn nuevas



posibilidades para conocer y mejorar la tolerancia al frio, ya sea mediante seleccion
genomica o0 seleccion asistida por marcadores moleculares en los programas de

mejoramiento de maiz.

1.6 Antecedentes del grupo de trabajo

En trabajos previos realizados en el Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria —
Estacion Experimental Pergamino (INTA - EEA Pergamino), se puso 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). En un estudio posterior (Mroginski et al., 2012) se caracterizaron 75 lineas
endocriadas del programa de mejoramiento de maiz del INTA - EEA Pergamino, 6 lineas
provenientes de Canadad y 1 poblacion canadiense tolerante al frio (testigo). Entre las
lineas de “buen comportamiento” se destacd LP3830, mientras que LP179 resultd
susceptible al frio. Ambas presentaron valores significativamente diferentes para todas las
variables medidas.

Asimismo, en estudios preliminares (Mroginski, comunicacién personal), dichas lineas
mostraron comportamiento germinativo diferencial cuando sus semillas fueron embebidas
en condiciones de bajas temperaturas (5°C) y luego traspasadas a temperaturas normales
para continuar su proceso germinativo. A partir del cruzamiento entre estas lineas se
generd una poblacion de mapeo de QTL constituida por 200 familias F2:4, la cual es
evaluada en el presente trabajo, de acuerdo a los trabajos preliminares realizados

(Mroginski, comunicacion personal).



2. HIPOTESIS

Existe variabilidad genotipica, expresada en el fenotipo, en caracteres asociados al
comportamiento germinativo de una poblacion F2:4 de maiz luego de un periodo de
imbibiciébn de las semillas a bajas temperaturas, que permitirian realizar estudios de

mapeo de regiones gendmicas asociadas a la tolerancia al frio durante la germinacion.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Generar informacién fenotipica necesaria para el posterior estudio con marcadores
moleculares, de caracteres determinantes del comportamiento germinativo del maiz a
bajas temperaturas, con el fin de identificar regiones cromosémicas asociadas a los

mismos.

3.2 Objetivos especificos

» Evaluar la variabilidad genotipica de una poblacién segregante de familias F,.4 en
cuanto a su comportamiento germinativo en condiciones normales de incubacién y
luego de un periodo de imbibicién de las semillas a bajas temperaturas.

» Determinar la correlacion de los valores de Conductividad eléctrica con los demas
caracteres relacionados con el comportamiento germinativo a bajas temperaturas.

« Evaluar la tolerancia relativa al estrés por bajas temperaturas de dichas familias
F..4 y determinar genotipos con comportamiento contrastante para cada variable

evaluada.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Material Vegetal

El material genético empleado estuvo constituido por una poblacién segregante de
familias F,.4. El proceso de obtencion de las mismas fue el siguiente: Una poblacion F;, fue
obtenida a partir del cruzamiento entre dos lineas parentales endocriadas contrastantes
para los caracteres fenotipicos a evaluar (LP3830 —tolerante al frio durante la germinacion
- X LP179 - susceptible-). Ambas lineas fueron desarrolladas y caracterizadas por el
grupo de mejoramiento de maiz del INTA - EEA Pergamino. Cada una de las plantas de la
F, se autofecundo durante la campafia 2012/13 obteniéndose familias F,.3. En la campafia
2013/14, con la finalidad de obtener una mayor cantidad de semillas, se sembraron 25
plantas por familia y por parcela realizandose cruzamientos mediante polinizacion
controlada, entre plantas de una misma parcela que posteriormente fueron cosechadas en
masa obteniéndose las familias F,.4. Esto permitié disponer de una cantidad adecuada de

semillas genéticamente representativas de la descendencia de cada planta individual F».

4.2 Descripcion y conduccion del experimento

Se evaluaron 204 familias F,4 junto con los parentales bajo condiciones de
incubacion controladas. El experimento se llevo a cabo en el laboratorio del sector de
Mejoramiento de maiz del INTA - EEA Pergamino. El disefio experimental utilizado fue un
DBICA (disefio en bloques incompletos aleatorizados) con 2 repeticiones. Para el mismo,
se seleccionaron al azar 50 semillas por familia. Para el tratamiento en frio, las semillas se
colocaron en toallas de papel humedecidas para lograr una correcta imbibicion y luego
fueron enrolladas y colocadas dentro de bolsas de polietileno transparentes durante 14
dias a 5°C en oscuridad. Cumplido el plazo se procediéo a colocar las semillas a una
temperatura de 24°C para su germinacion. De estas, 25 fueron seleccionadas al azar y

colocadas en recipientes plasticos con agua destilada durante 20-24 hs. Luego de
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cumplido el plazo se evalu6 la concentracion de electrolitos liberados durante la imbibicion
de las semillas mediante la medicion de la conductividad eléctrica (CE) realizada con un
conductimetro (mSiemen/cm), las restantes 25 semillas continuaron germinando durante
7 dias. A este tratamiento se lo denomina de aqui en adelante Frio.

También se llevd a cabo un tratamiento en condiciones ambientales normales,
denominado Control, embebiendo las semillas durante un dia a 24°C y luego se las dejé
germinar por 7 dias en incubadora realizando las mismas mediciones que en el

tratamiento en Frio.

4.3 Evaluacion fenotipica
Durante el periodo de germinacién, que duré 7 dias en incubadora a 24°C, las 25
semillas fueron destinadas a las siguientes determinaciones:

1. Porcentaje de semillas germinadas (numero de semillas con radicula y/o coleéptilo
mayor o igual a 0,1 cm x 100 / total de semillas sembradas, en %) (%G).

2. Porcentaje de semillas con radicula mayor o igual a 0,5 cm (nimero de semillas
con radicula mayor o igual a 0,5 cm x 100 / total de semillas sembradas, en %)
(%R05).

3. Porcentaje de semillas con coledptilo mayor o igual a 0,5 cm (numero de semillas
con coleoptilo mayor o igual a 0,5 cm x 100 / total de semillas sembradas, en %)

(%CO05).

Al finalizar el experimento se llevaron a cabo las siguientes mediciones:

e Porcentaje final de plantulas normales (%PLF) (nUmero de plantulas normales x
100 / total de semillas sembradas, en %).

e Peso humedo de parte aérea y de raiz por planta individual (mg) (PHPAI, PHRI).

Luego de secar en estufa hasta peso constante, se registré el peso conjunto de
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todas las plantulas normales, discriminando entre parte aérea y raiz. Los pesos
por planta se obtuvieron mediante el cociente entre los pesos humedos totales
correspondientes y el niumero final de plantas normales.

e Peso seco de parte aérea y de raiz por planta individual (mg) (PSPAI, PSRi). Luego
de secar en estufa hasta peso constante, se registro el peso conjunto de todas
las plantulas normales, discriminando entre parte aérea y raiz. Los pesos secos
por planta se obtuvieron mediante el cociente entre los pesos secos totales
correspondientes y el numero final de plantas normales.

e indice de germinacion (IG, en dias). Se obtuvo como: IG= (£ (n° de semillas
germinadas en el dia x dias desde el traspaso a 25°C))/ (n° de semillas
germinadas a los 7 dias).

e indice de aparicion de radiculas de 0,5 cm (IR05, en dias). Se obtuvo como: IR05=
(£ (n° de semillas con radicula de 0,5 cm en el dia x dias desde el traspaso a
25°C))/ (n° de semillas con radicula de 0,5 cm a los 7 dias).

e Indice de aparicion de coledptilos de 0,5 cm (IC05, en dias). Se obtuvo como: 1C05
= (Z (n° de semillas con coledptilo de 0,5 cm en el dia x dias desde el traspaso a

25°C))/ (n° de semillas con coleoptilo de 0,5 cm a los 7 dias).

4.4 Determinacion de la tolerancia relativa al estrés
Se calculé la tolerancia relativa al estrés, siguiendo la férmula propuesta por

Udovenko (1976):
ITR = F/IC

dénde: ITR: indice de tolerancia relativa para cada una de las variables medidas, F:

media en el tratamiento Frio, C: media en Control, para la variable en cuestion.
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4.5 Analisis estadistico

4.5.1 Comportamiento de los parentales

Las comparaciones de medias entre los genotipos parentales se realizaron mediante
el test de diferencias de medias LSD de Fisher (a=0,05).

4.5.2 Variabilidad genotipica de la poblacién

Los datos obtenidos se analizaron estadisticamente utilizando el programa INFOSTAT
(Di Rienzo et al.,, 2010). Previa comprobacion de los supuestos de normalidad y
homogeneidad de varianzas, se realiz6 un analisis de la varianza (ANOVA) ajustando el
siguiente modelo considerando con efectos fijos a tratamientos y genotipos y con efectos

aleatorios a bloques y bloques incompletos (bolsas):

Yikm = M + Gi + Tj+ GXTjj+ By + Im) * €ijjkm

donde:

Yikm = Valor promedio del i-ésimo genotipo obtenido en el j-ésimo tratamiento, en el k-
ésimo bloque y en el m-ésimo bloque incompleto (bolsa),

M = Efecto de la media general,

Gi = Efecto del i-ésimo genotipo (i=1 a 204);

T; = Efecto del j-ésimo tratamiento (j=Frio, Control);

By = Efecto del k-ésimo bloque (k=1, 2) dentro de cada tratamiento;

Im) = Efecto de la m-ésima bolsa (o bloque incompleto) dentro de cada bloque (m=1 a
35);

€jjkm = error aleatorio.

Para analizar la variabilidad genotipica de la poblacion en cada ambiente de
incubacion por separado y en cuanto a su tolerancia relativa al estrés (ITR) por bajas
temperaturas durante la germinacion se realizé el analisis de varianza ajustando el
siguiente modelo considerando con efectos fijos a genotipos y con efectos aleatorios a

bloques y bloques incompletos (bolsas):
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Yik = U+ Gi + Bj + lxj) + €k

donde:

Yik = Valor promedio del i-ésimo genotipo obtenido en el j-ésimo bloque y en el k-
ésimo bloque incompleto (bolsa),

| = Efecto de la media general,

Gi = Efecto del i-ésimo genotipo (i=1 a 204);

B; = Efecto del j-esimo bloque (j=1, 2);

lkg) = Efecto de la k-ésima bolsa (0 bloque incompleto) dentro de cada bloque (k=1 a
35);

ejjk = error aleatorio.

Se computaron las correlaciones fenotipicas de Pearson (r) entre la CE

(Conductividad Eléctrica) y las diferentes variables evaluadas.

Para cada uno de los caracteres evaluados se estimé la heredabilidad en sentido
amplio para cada ambiente de incubacion por separado, de acuerdo a la siguiente
formula:

H=Vg/ (Vg + Ve)

donde Vg es la Varianza genaotipica, calculada como la varianza entre las familias F,.4

y Ve es la Varianza ambiental, calculada como el promedio de las varianzas de ambos

parentales (Kearsey y Pooni, 1996).
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5. RESULTADOS

51 Comportamiento de las lineas parentales

Los valores de las medias y desvios estandar para las variables estudiadas
registrados en los parentales (LP179 y LP3830), en los tratamientos Frio y Control se
presentan en la tabla 1.

Ambos parentales se comportaron de manera similar tanto en el tratamiento Frio
como Control, presentando valores que no difirieron significativamente (p>0,05) en la
mayoria de las variables estudiadas. En el tratamiento Frio, solo se observaron
diferencias significativas entre los parentales para las siguientes variables: CE, 1G, PHPAI
y PSPAI. El parental LP179 presentd menores valores de conductividad eléctrica, respecto
al parental LP3830 (0,05 y 0,07 mSiemen/cm, respectivamente). Asi mismo, LP179 logré
una mayor velocidad de germinacion, obteniendo un valor promedio de IG de 1,30 dias
comparado al valor obtenido por LP3830 de 1G=1,57 dias. Para las variables
correspondientes a los pesos de la parte aérea (PHPAI y PSPAI), LP179 se destaco,

obteniendo los mayores pesos.
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Tabla 1: Medias + Desvios estandar (D.E.) que presentaron los parentales LP179 y
LP3830 en dos repeticiones para los tratamientos Frio (a) y Control (b). Letras diferentes
indican diferencias significativas (alfa=0,05).

a) FRIO
Variable LP179 LP3830
Media + D.E. Media + D.E.
CE 0,05 + 0,01 a 0,07 + 0,01 b
IG 1,30 + 0,36 a 1,57 + 0,46 b
IR05 1,92 £+ 0,29 a 1,81 £+ 0,63 a
1Cc05 3,38 + 1,02 a 4,00 + 1,28 a
PHPAi 260,61 + 47,25 a 188,17 + 24,47 b
PHRi 133,33 + 20,87 a 127,78 + 32,42 a
PSPAi 17,03 + 6,92 a 13,91 + 3,30 b
PSRi 12,33 =+ 4,79 a 10,73 + 2,66 a
%PLF 87,10 £+ 0,10 a 92,80 = 0,05 a
%G 89,50 + 0,09 a 93,20 + 0,06 a
%R05 89,10 £+ 0,09 a 90,80 * 0,08 a
%C05 71,00 £+ 0,26 a 57,60 + 0,36 a
b) CONTROL
Variable LP179 LP3830
Media + D.E. Media + D.E.
CE 0,05 + 0,02 a 0,06 £+ 0,01 a
IG 2,20 + 0,36 a 202 + 0,02 a
IR05 2,71 + 0,58 a 2,42 + 0,18 a
1C05 4838 + 0,99 a 520 + 0,69 a
PHPAi 288,25 + 23,56 a 180,78 + 40,47 b
PHRI 197,85 £ 20,52 a 159,40 £ 61,65 a
PSPAi 16,61 + 2,45 a 11,33 + 3,75 a
PSRi 13,54 + 3,47 a 11,44 + 5,32 a
%PLF 98,40 + 0,02 a 98,40 + 0,03 a
%G 98,40 + 0,02 a 99,20 £ 0,03 a
%R05 92,10 + 0,09 a 98,40 + 0,03 a
%C05 36,30 £+ 0,32 a 27,40 £ 0,22 a

Variables: CE: conductividad eléctrica; IG, IR05, IC05: indices de germinacion y de aparicion de semillas con
radicula o coleoptilo de 0,5; PHPAi y PSPAI: Peso hiumedo y seco de parte aérea individual; PHRi y PSRi:
Peso hiumedo y seco de raiz individual;, %PLF: Porcentaje final de plantulas normales; %G, %R05, %C05:
Porcentajes de semillas germinadas y con radicula o coleoptilo mayor o igual a 0,5 cm.

5.2 Evaluacion fenotipica de la poblacion

En la tabla 2 se presentan las medidas estadisticas descriptivas obtenidas para todas

las variables analizadas en la poblacion F,4 bajo estudio, en las condiciones de
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incubacion Frio (tabla 2a) y Control (tabla 2b). La distribucion de frecuencia de los datos
fenotipicos obtenidos a partir de las familias F2.4 en Frio y Control se presentan en la

figura 1 (ay b, respectivamente).

Tabla 2: Resumen de medidas estadisticas para cada variable en el experimento de
incubacion Frio (a) y Control (b): Numero de familias evaluadas en las dos repeticiones
(n); Medias de las familias F,.4 £ Desvio estandar (D.E.); Coeficiente de variacion (CV);
Valor minimo (Min); Valor maximo (Méax); Coeficientes de Asimetria y Kurtosis; valor de
probabilidad (pvalor) del ANOVA,; heredabilidad (H).

a) Frio:
Variable n Media * D.E. CV Min Madx Asimetria Kurtosis ANOVA (pvalor) H
CE 402 0,07 + 0,02 22,77 004 0,13 0,97 1,12 <0,0001 0,59
IG 407 2,11 + 054 2545 1,04 4,89 1,33 3,81 <0,0001 0,63
IR05 407 269 + 059 21,88 1,68 5,63 1,51 3,53 <0,0001 0,67
ICO5 407 439 + 1,02 2314 221 6,00 0,14 -1,18 <0,0001 0,49
PHPAI 407 217,65 + 54,68 25,12 80,80 388,07 0,17 -0,12 <0,0001 0,62
PHRIi 406 150,00 + 38,83 25,89 48,84 287,09 0,41 -0,05 <0,0001 0,35
PSPAI 405 12,68 + 4,33 34,16 0,23 25,52 0,35 -0,22 <0,0001 0,72
PSRi 407 1064 + 3,36 31,57 3,19 23,98 0,93 1,16 <0,0001 0,51
%PLF 407 7590 + 0,20 2653 0,12 1,00 -0,93 0,14 <0,0001 0,63
%G 407 7330 + 0,22 2965 0,08 1,00 -0,83 -0,08 <0,0001 0,57
%R05 407 69,00 + 0,23 3327 0,04 1,00 -0,70 -0,32 <0,0001 0,52
%C05 407 40,30 + 0,29 70,93 0,00 1,00 0,22 -1,12 <0,0001 0,42
b) Control:
Variable n Media + D.E. CV Min Madx Asimetria Kurtosis ANOVA (pvalor) H
CE 401 006 + 001 2271 003 0,12 1,49 3,43 <0,0001 0,54
IG 406 2,11 + 0,27 13,01 1,24 3,44 1,06 4,02 <0,0001 0,66
IR05 405 245 + 0,37 1524 1,88 3,96 1,28 2,01 <0,0001 0,64
1C05 406 445 + 0,81 18,08 2,63 6,00 0,02 -0,91 <0,0001 0,57
PHPAI 406 259,89 + 56,07 21,58 98,21 422,73 0,03 -0,24 <0,0001 0,33
PHRi 406 198,30 + 49,16 24,79 69,05 349,32 0,00 -0,45 <0,0001 0,17
PSPAI 406 1531 + 5,52 36,06 5,28 33,06 0,34 -0,57 <0,0001 0,39
PSRi 406 14,14 + 5,13 36,31 4,04 31,68 0,48 -0,13 <0,0001 0,38
%PLF 406 9450 + 0,07 742 050 1,04 -2,14 6,48 <0,0001 0,36
%G 405 9520 + 0,06 653 064 1,00 -1,89 4,32 0,0011 0,36
%R05 406 93,00 + 009 966 0,32 1,00 -2,57 9,54 <0,0001 0,62
%C05 406 4890 + 0,26 52,22 0,00 1,00 -0,02 -0,96 <0,0001 0,57

Variables: CE: conductividad eléctrica; IG, IR05, IC05: indices de germinacion y de aparicion de semillas con
radicula o coleoptilo de 0,5; PHPAi y PSPAI: Peso hiimedo y seco de parte aérea individual; PHRi y PSRIi:
Peso humedo y seco de raiz individual; %PLF: Porcentaje final de plantulas normales; %G, %R05, %CO05:
Porcentajes de semillas germinadas y con radicula o coleoptilo mayor o igual a 0,5 cm.
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Figura 1: Gréficos de histogramas de frecuencia relativa para las variables estudiadas en

la poblacién F,.4 bajo las distintas condiciones de incubacién: a) Frio; b) Control; c¢) Indice

de Tolerancia relativo (ITR). Con la Flecha roja se indica el parental LP179 y con la azul

LP3830.
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5.2.1 Variabilidad genotipica de la poblacién y heredabilidad de los caracteres
La normalidad de los datos fue confirmada para algunas de las variables por medio de
la prueba de Shapiro-Wilks modificado. En la tabla 3 se especifica cuales variables
requirieron ser transformadas previo al analisis de la varianza (valores del estadistico de
Shapiro Wilks (W*) menores a 0,97), ya sea aplicando logaritmo en base diez (LOG10) o,
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en el caso de las variables expresadas en proporciones (%PLF, %G, %R05 y %CO05),
empleando una transformacion angular (arco seno de la raiz de la proporcion) (ASEN). En
los casos en que el valor de probabilidad del estadistico fue menor que 0,0001 los datos
se consideraron normales en base a los graficos de Q-Qplot y residuos versus predichos

(Anexo 1).

Tabla 3: Test de normalidad de Shapiro-Wilks para las variables estudiadas en el andlisis
combinado y particionado por incubacion (Frio y Control). Se observan los valores del
estadistico de Shapiro-Wilks (W*), valores de probabilidad (p) y la transformacion aplicada
a la variable.

. Combinado Frio Control ..
Variable Transformacion
wH* p wH* p wH* p
CE 0,93 <0,0001 0,94 <0,0001 0,90 <0,0001 Logl0
IG 0,91 <0,0001 0,93 <0,0001 0,93 <0,0001 Logl0
IR0O5 0,87 <0,0001 0,89 <0,0001 0,90 <0,0001 Logl0
1C05 0,96 <0,0001 0,93 <0,0001 0,97 <0,0001 Logl0
PHPAI 0,99 0,1770 0,99 0,3922 0,99 0,6813 -
PHRIi 0,98 <0,0001 0,98 <0,0001 0,99 0,2005 -
PSPAI 0,97 <0,0001 0,98 <0,0001 0,97 <0,0001 -
PSRi 0,97 <0,0001 0,97 <0,0001 0,97 <0,0001 -
%PLF 0,79 <0,0001 0,90 <0,0001 0,76 <0,0001 ASEN
%G 0,78 <0,0001 0,91 <0,0001 0,76 <0,0001 ASEN
%R05 0,82 <0,0001 0,93 <0,0001 0,74 <0,0001 ASEN
%C05 0,96 <0,0001 0,93 <0,0001 0,96 <0,0001 ASEN

Variables: CE: conductividad eléctrica; I1G, IR05, IC05: indices de germinacion y de aparicion de semillas con
radicula o coleoptilo de 0,5; PHPAIi y PSPAI: Peso hiumedo y seco de parte aérea individual; PHRi y PSRi:
Peso humedo y seco de raiz individual; %PLF: Porcentaje final de plantulas normales; %G, %R05, %CO05:
Porcentajes de semillas germinadas y con radicula o coleoptilo mayor o igual a 0,5 cm.

En el analisis de varianza combinado, la interaccién Genotipo x Tratamiento (GxT) fue
altamente significativa (p<0,01) en la mayoria de las variables. Para PHRI el efecto de
interaccién GxT fue significativo (p<0,05) y PSRi no evidenci6 efecto de interaccion (tabla
4).

El tratamiento de incubacion presentd efectos altamente significativos (p<0,01) para
las variables CE, PSRi, %PLF, %G y %R05, mientras que no afectd significativamente los

pesos de la parte aérea (PHPAIi y PSPAI), el peso hiumedo de la raiz (PHRI) ni la velocidad
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de germinacién y de aparicién de radiculas o coleoptilos (IG, IR05 y IC05) (tabla 4).

Tabla 4: Andlisis de varianza para todas las variables. Se presentan los valores de
probabilidad (pvalor) para las fuentes de variacion Genotipo, Tratamiento e Interaccion
Genotipo x Tratamiento (GXT).

Fuente de variacién
Variable Genotipo Tratamiento GxT
CE <0,0001 <0,0001 <0,0001
IG <0,0001 0,1417 <0,0001
IRO5 <0,0001 0,0709 <0,0001
ICO5 <0,0001 0,8628 <0,0001
PHPAI <0,0001 0,1725 <0,0001
PHRi <0,0001 0,0516 0,0110
PSPAI <0,0001 0,1993 0,0011
PSRi <0,0001 0,0036 0,6359
%PLF <0,0001 <0,0001 <0,0001
%G <0,0001 <0,0001 <0,0001
%R05 <0,0001 <0,0001 <0,0001
%C05 <0,0001 0,5256 <0,0001

Variables: CE: conductividad eléctrica; IG, IR05, IC05: indices de germinacion y de aparicion de
semillas con radicula o coleoptilo de 0,5; PHPAi y PSPAI: Peso himedo y seco de parte aérea individual,
PHRIi y PSRi: Peso himedo y seco de raiz individual, %PLF: Porcentaje final de plantulas normales; %G,
%R05, %CO05: Porcentajes de semillas germinadas y con radicula o coleoptilo mayor o igual a 0,5 cm.

Para comprobar que el tratamiento de frio aplicado fue eficiente en la generacion del
estrés esperado se realiz0 la comparacion de medias por tratamiento (LSD Fisher).
Cuando las semillas fueron embebidas en frio se observd una mayor pérdida de
electrolitos (mayor CE) (figura 2-a), menores porcentajes de germinacion (%G y %R05) y
de plantas logradas (%PLF) (figuras 2-i, 2-j y 2-k), sin embargo ni el tamafo de las plantas
ni la velocidad de germinacién (IG) difirieron.

En cuanto al desarrollo radicular, el frio disminuyo significativamente el %R05 (figura
2-k), retardd levemente la elongacion de las mismas (mayor IR05) (figura 2-c) y disminuyo

levemente el peso humedo (p=0,0516) y en forma significativa el peso seco de las raices

(p < 0,01) (figura 1-h). Asimismo, pudo observarse que el tratamiento Frio causoé la
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reduccion del tamafio de la raiz primaria o su aborto, aumentado el nimero de raices
seminales. Como ejemplo, en la figura 3 se observan estos sintomas para los genotipos

179 (a) y 311 (b).
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Figura 2: Valores medios de las variables medidas en el tratamiento Frio y Control: a) CE:
conductividad eléctrica; b) IG: indice de germinacién; c) IR05: indice de aparicion de
semillas con radicula de 0,5 cm; d) IC05: indice de aparicion de semillas con coleéptilo de
0,5 cm; e) PHPAI: Peso humedo de parte aérea individual; f) PHRi: Peso hiumedo de raiz
individual; g) PSPAI: Peso seco de parte aérea individual; h) PSRi: Peso seco de raiz
individual; i) PLF: Proporcion final de plantulas normales; j) G: Proporcion de semillas
germinadas; k) R05: Proporcion de semillas con radicula mayor o igual a 0,5 cm; ) CO5:
Proporcion de semillas con coleoptilo mayor o igual a 0,5 cm. Medias con una letra comudn
no son significativamente diferentes (p > 0,05).
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Figura 3: imagenes obtenidas durante la realizacion de los ensayos de imbibicion. a:
genotipo susceptible 179; b: genotipo susceptible 311.

Dado que, en el andlisis combinado las interacciones GXT fueron significativas en
casi todos los casos, se procedid al andlisis de varianza en cada tratamiento por
separado. De esta forma se buscd obtener un rango de genotipos diferente para cada
tratamiento de incubacion en particular. El andlisis de la varianza por tratamiento revel6 la
existencia de diferencias altamente significativas (p<0,01) entre genotipos para todas las
variables estudiadas tanto en condiciones de Frio (tabla 2a) como Control (tabla 2b).

La heredabilidad en sentido amplio (H) (tabla 2) se clasific6 como: alta (mayor a 60%),
moderada (entre 30 y 60%) y baja (menor a 30%) (Robinson et al., 1949). La mayoria de
los caracteres presentaron heredabilidad moderada en ambas condiciones de incubacion.
En el tratamiento Frio las variables que presentaron H alta fueron: IG, IR05, PHPAI, PSPAI
y %PLF. En el tratamiento Control fueron las variables IG, IR05 y %R05 las que mostraron

valores de heredabilidad alta.

5.2.2 Correlaciéon de CE con las restantes variables evaluadas
25



El analisis de correlacion a través de los coeficientes de Pearson (r) demostré que
existe una correlaciébn negativa significativa (p<0,001) de CE con la mayoria de las
variables en condiciones de incubacién en frio (tabla 5), de las cuales se destacan el
%PLF, %G y %RO05. Los indices IG e IR05 se correlacionaron positivamente con CE y de
manera significativa. Las variables 1C05 y PSRi no presentaron correlacion significativa
con CE. Al aumentar CE, y por ende la perdida de solutos por parte de las semillas,
disminuyd la velocidad de germinacion (mayores IG e IR05) y los porcentajes de semillas
germinadas y plantas finales logradas (%PLF, %G y %R05).

En condiciones de incubacion Control, la mayoria de las variables no presentaron
correlaciones significativas con CE, con excepcion de %PLF, %G, %R05 las cuales se
correlacionaron negativa y significativamente (tabla 5) mostrando valores de correlacion

menor que en el tratamiento Frio.

Tabla 5: Coeficientes de correlaciéon de Pearson (r) entre los valores de Conductividad
eléctrica (CE) y las restantes variables, registradas en Frio y Control. Valor de
probabilidad correspondiente al coeficiente (p-valor).

) Frio Control
Variable
r p-valor r p-valor
IG 0,21 <0,001  *** -0,03 0,588 ns
IRO5 0,24 <0,001  *** 0,02 0,684 ns
1C05 0,06 0,208 ns -0,07 0,177 ns
PHPAI -0,1 0,042 * -0,01 0,838 ns
PHRi -0,15 0,003 o 0,01 0,84 ns
PSPAI -0,24 <0,001  *** 0,03 0,537 ns
PSRi -0,09 0,076 ns 0,08 0,112 ns
%PLF -0,47 <0,001  *** -0,38 <0,001  ***
%G -0,45 <0,001  *** -0,32 <0,001  ***
%R05 -0,44 <0,001  *** -0,28 <0,001  ***
%C05 -0,21 <0,001  *** 0,02 0,638 ns

Variables: CE: conductividad eléctrica; IG, IR05, ICO5: indices de germinacion y de aparicion de semillas con
radicula o coleoptilo de 0,5; PHPAi y PSPAI: Peso hiimedo y seco de parte aérea individual; PHRi y PSRIi:
Peso humedo y seco de raiz individual; %PLF: Porcentaje final de plantulas normales; %G, %R05, %CO05:
Porcentajes de semillas germinadas y con radicula o coleoptilo mayor o igual a 0,5 cm.
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5.2.3 Tolerancia relativa al estrés

Cuando se analizaron los ITR, el ANOVA evidenci6 diferencias significativas (p<0,01)
entre los genotipos para todos los caracteres, excepto para el peso humedo y seco de la
raiz (tabla 6). La heredabilidad en sentido amplio de los indices fue moderada para la
mayoria de los caracteres. Solo los pesos hiumedos presentaron H bajas, mientras que el
PSPAI mostr6 alta H (0,77).

El empleo de los ITR permite obtener un valor que nos muestra facilmente cuales
variables se vieron mayormente afectadas en el tratamiento Frio respecto a los valores
obtenidos en el Control. Cuando el valor del indice supera a 1 indicaria que el promedio
del caracter evaluado fue superior en las condiciones de incubacion del tratamiento Frio
con respecto al Control. Lo contrario sucede si el indice es inferior a 1. Valores cercanos a
1 indicarian que ambos promedios fueron similares.

La poblacion presentd valores promedios de ITR mayores a 1 para las variables CE y
IRO5, iguales o cercanos a 1 para IG e IC05, e inferiores a 1 para los pesos y los
porcentajes de germinacién (%G y %R05). El rango de variacion de los ITR para todas las
variables se encontré entre 0 y 3 indicando que existieron genotipos para los cuales las
bajas temperaturas durante la imbibicion de las semillas fueron perjudiciales, benéficas o

no tuvieron efecto (figura 4).
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Tabla 6: Resumen de medidas estadisticas de los Indices de tolerancia relativos
(ITR)calculados para cada una de las variables. Numero de familias evaluadas en las dos
repeticiones (n); Medias de las familias F,.4 £ Desvio estandar (D.E.); Coeficiente de
variacion (CV); Valor minimo (Min); Valor maximo (Max); Coeficientes de Asimetria y
Kurtosis; valor de probabilidad (pvalor) del ANOVA; heredabilidad (H).

Variable n Media + D.E. CV Min Madx Asimetria Kurtosis ANOVA (pvalor) H
CE 401 1,31 £+ 029 21,73 0,51 2,47 0,46 0,81 0,0027 0,52
IG 406 1,01 + 0,27 26,82 0,50 2,56 1,28 3,59 <0,0001 0,53
IRO5 405 1,12 + 0,27 24,16 0,55 2,66 1,33 4,02 <0,0001 0,52
ICo5 406 1,01 + 027 2662 038 2,00 0,77 0,49 0,0002 0,50
PHPAI 406 08 + 021 2446 0,33 1,98 0,89 2,83 0,0001 0,27
PHRi 406 0,79 + 0,28 3519 0,00 3,29 2,68 17,88 0,0615 0,09
PSPAI 406 09 + 0,35 3842 0,00 1,94 0,33 -0,06 0,0187 0,77
PSRi 406 08 + 0,36 4382 0,21 2,79 1,89 4,60 0,1178 0,48
%PLF 406 081 + 0,22 27,75 0,13 1,60 -0,48 0,59 <0,0001 0,58
%G 405 0,77 + 0,23 30,07 0,08 1,27 -0,73 -0,12 <0,0001 0,58
%R05 406 0,75 + 0,27 3577 0,04 2,38 0,15 2,98 <0,0001 0,56
%C05 397 1,20 + 1,80 149,77 0,00 24,00 6,53 67,46 0,0002 0,65

Variables: CE: conductividad eléctrica; IG, IR05, IC05: indices de germinacién y de aparicion de
semillas con radicula o coleoptilo de 0,5; PHPAi y PSPAI: Peso himedo y seco de parte aérea individual,
PHRIi y PSRi: Peso himedo y seco de raiz individual, %PLF: Porcentaje final de plantulas normales; %G,
%R05, %CO05: Porcentajes de semillas germinadas y con radicula o coleoptilo mayor o igual a 0,5 cm.

Figura 4: Desviacion del indice de tolerancia relativa (ITR) con respecto al promedio
de la poblacion para las variables: Conductividad eléctrica (CE), Indices de germinacion y
de aparicién de semillas con radicula o coleoptilo de 0,5(IG, IR05 y IC05); Peso humedo y
seco de parte aérea individual (PHPAI y PSPAI); Porcentaje final de plantulas normales
(%PLF); Porcentajes de semillas germinadas y con radicula o coleoptilo mayor o igual a
0,5 cm (%G, %R05, %C05). Se presentan los individuos con comportamiento extremo
para cada variable: Con azul los 10 genotipos mas tolerantes y con rojo los 10 mas
susceptibles.
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Figura 4: Continuacion.
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6. DISCUSION

6.1 Comportamiento de las lineas parentales

En el presente trabajo ambos parentales se comportaron de manera similar tanto en el
tratamiento Frio como Control, presentando valores que no difirieron significativamente
(p>0,05) en la mayoria de las variables estudiadas. De acuerdo a trabajos preliminares
(Mroginski, comunicacion personal) se esperaba que ambos parentales difirieran en
cuanto al porcentaje de semillas germinadas y de plantas normales logradas en el
tratamiento Frio. A pesar de que las condiciones de incubacién fueron las mismas que en
los trabajos preliminares, esto no se observo en el presente trabajo. Podrian existir otras
variables fisiologicas o ambientales (condiciones ambientales en el momento de
maduracion de las semillas, humedad inicial de las mismas, entre otros) que no se han
tenido en cuenta y que estén afectando el comportamiento germinativo. Deberia ampliarse
el estudio para poder contestar estos interrogantes.

La linea LP179 exhibi6é plantulas con mayor peso de la parte aérea (PHPAI y PSPAI),
en ambas condiciones de imbibicion de las semillas. EI mayor tamafio de plantula que
presentd dicha linea coincide con trabajos previos (Mroginski, comunicacion personal)
donde mostr6 un mayor tamafio de plantula cuando la germinacion ocurrid bajo
condiciones normales de incubacion. En este trabajo si bien la imbibicion de las semillas
fue a bajas temperaturas, el proceso germinativo y crecimiento posterior ocurrié a
temperaturas normales y por ello las plantulas de LP179 presentaron mayor tamafio que

LP3830.

6.2 Efectividad del tratamiento aplicado
El dafio por enfriamiento durante la imbibicion de las semillas se expresa como menor
viabilidad y menor vigor de las semillas expuestas al frio, menor crecimiento de las

plantulas, y en algunos casos se observa aborto de radiculas y proliferacion de raices
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seminales (Bedi y Basra, 1993).

En el presente trabajo, cuando las semillas fueron embebidas en frio se observd una
mayor pérdida de electrolitos (mayor CE), lo que podria indicar que la integridad de las
membranas celulares fue afectada. Asimismo tanto los porcentajes de germinacion como
de plantas logradas fueron significativamente menores en el tratamiento Frio (%PLF, %G
y %RO05), sin embargo ni el tamafio de las plantas ni la velocidad de germinacion (IG,
IRO5) y de aparicion de coleoptilos (IC05) difirieron. Estos resultados sugieren que el
tratamiento Frio afect6 la viabilidad de las semillas y su vigor, pero no el crecimiento
posterior de las plantulas sobrevivientes.

En cuanto al crecimiento de la raiz, el frio retardé la elongacién de las mismas y
afecté el %R05, también disminuy6 levemente el peso humedo (p=0,0516) y en forma
significativa al peso seco de las raices (p < 0,01). Otros autores analizaron el crecimiento
de las raices bajo condiciones de Frio y encontraron que el tamafio de las raices era
menor y menos ramificado bajo estas condiciones (Hund et al., 2004; Hu et al., 2016). En
el presente trabajo pudo observarse que el tratamiento causoé la reduccion del tamafio de
la raiz primaria o su aborto en los genotipos mas susceptibles, aumentado el numero de

raices seminales, en concordancia con lo encontrado por Cal y Obedorf (1972).

6.3 Variabilidad genotipica de la poblacion y heredabilidad de los caracteres
El Andlisis de varianza por tratamiento de incubacion permitio detectar diferencias
significativas (p>0,001) entre genotipos para todas las variables estudiadas. Dado que los
parentales no presentaron diferencias significativas y presentaron buen comportamiento
tanto en frio como en control, ambos podrian estar aportando alelos positivos, es decir
gue favorecen la expresion del caracter, en distintos loci y que segregan en la poblacion.

La existencia de variabilidad genotipica para el caracter de interés es uno de los

requisitos para el posterior analisis de QTL. La poblacion F,4, de maiz presento
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segregacion para los caracteres analizados y evidencid diferencias genotipicas
significativas, por lo que podria ser empleada para explorar las bases genéticas de dichos
caracteres mediante un andlisis de QTL. Sin embargo debe tenerse en cuenta que las
variables asociadas al comportamiento germinativo luego de un periodo de imbibicién de
las semillas a bajas temperaturas serian aquellas que presentaron una respuesta
diferencial en la poblacién ante el tratamiento de incubacion aplicado (CE, PSRi, %PLF,
%G y %RO05).

Para un andlisis de QTL se requiere que el caracter bajo estudio sea heredable, lo
qgue implica que las variaciones fenotipicas deben estar mayormente explicadas por
variaciones genotipicas y en menor medida por variaciones relacionadas con el ambiente
(Kearsey y Pooni, 1996). Los valores moderados y altos de H obtenidos en este trabajo
confirman la utilidad de los datos fenotipicos, obtenidos bajo incubacion en frio, para ser
empleados, conjuntamente con marcadores moleculares, en la localizacion de regiones

gendmicas asociadas al caracter en cuestion.

6.4 Correlacién de CE con las restantes variables evaluadas

Se ha comprobado que la disrupcién de las membranas celulares esta implicada en la
sensibilidad a bajas temperaturas de las semillas al germinar (AOSA, 1983; Pérez Garcia
y Pita Villamil, 1999). En este trabajo se observaron evidencias de menor integridad de las
membranas durante la imbibicion de las semillas en Frio, dado que la CE y, por ende la
pérdida de electrolitos, fue mayor a 5°C. Asimismo, la correlacion significativa entre CE y
la mayoria de las variables estudiadas en Frio sugiere que la menor integridad de las
membranas celulares podria estar implicada en posibles trastornos fisiologicos
provocando disminucion de la viabilidad y de la capacidad de germinacion de las semillas.

La CE podria ser un atributo Gtil a medir para evaluar la sensibilidad de los genotipos

a las bajas temperaturas teniendo en cuenta la sencillez y rapidez de la técnica.
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6.5 Tolerancia relativa al estrés (ITR)

Los indices de tolerancia al frio (relacion entre el desempefio de rasgos morfologicos
medidos en condiciones de estrés y su desempefio en condiciones normales) se utilizaron
generalmente para la evaluacion de tolerancia al estrés en estudios de mejoramiento
genético (Miedema, 1982; Frascaroli y Landi, 2013; Huang et al. 2013). Sin embargo, gran
parte de los estudios sobre mapeo y deteccion de QTL asociados a la tolerancia a bajas
temperaturas emplearon registros de variables medidas bajo las condiciones de estrés
para evaluar el comportamiento de los genotipos (Fracheboud et al., 2004; Jompuk et al.,
2005; Hu et al., 20016) y son pocos los trabajos que emplearon indices relacionando el
desempeiio observado bajo estrés con el control. Huang et al. (2013) evaluaron diez
indices de tolerancia para rasgos de germinacién y crecimiento de las plantulas en
condiciones de estrés por enfriamiento y control y detectaron polimorfismos de
marcadores moleculares asociados a la tolerancia al frio, logrando eliminar los efectos del
desempeiio para el rasgo correspondiente en las condiciones de control.

En este trabajo se evalué una poblacién segregante de familias F,4 tanto en
condiciones de incubacion control como en frio, obteniéndose los indices de tolerancia
correspondientes a cada caracter. Los mismos evidenciaron diferencias significativas
entre los genotipos y presentaron valores de H moderados, demostrando su utilidad para
el posterior andlisis de QTL. Cabe destacar que en la bibliografia no existen antecedentes
de estudios de QTL asociados a la tolerancia a bajas temperaturas durante la imbibicion

de las semillas.

7. CONCLUSION

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, permiten concluir que existe
variabilidad genotipica, expresada en el fenotipo, en caracteres asociados al

comportamiento germinativo de la poblacion F,., de maiz bajo estudio, luego de un
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periodo de imbibicién de las semillas a baja temperatura (5°C) y a una temperatura control
(24°C). Se pudo confirmar la utilidad de los datos fenotipicos para explorar las bases
genéticas detras de dichos caracteres mediante un analisis de QTL.

El tratamiento de frio aplicado durante la imbibicibn de las semillas, afectdé su
viabilidad y vigor, pero no el crecimiento posterior de las plantulas sobrevivientes.

La medicion de la conductividad eléctrica podria ser un atributo Gtil para evaluar la
sensibilidad de los genotipos a las bajas temperaturas. La misma se correlacioné con la
mayoria de las variables en condiciones de incubacion en frio.

Los indices de tolerancia relativa presentaron amplios rangos de variacion
evidenciando la presencia de genotipos a los cuales el tratamiento Frio afect6
negativamente, favorecio o no ejercio influencia sobre el rasgo evaluado. Estos datos son
prometedores para ser utilizados en la identificacion de regiones cromosdmicas asociadas
a los mismos.

El fenotipado realizado en el presente trabajo es un paso requerido para los andlisis
de QTL. Un posterior estudio de asociacion estadistica entre los datos fenotipicos y
moleculares permitird la deteccion de marcadores asociados con loci de caracteres
cuantitativos facilitando el estudio de las bases genéticas de caracteres complejos, como
lo es la tolerancia al frio. El uso de marcadores ligados a caracteres de interés podria
beneficiar los programas de mejoramiento mediante la seleccion asistida por marcadores

moleculares.
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8. RESUMEN

En el mundo, la produccién de maiz se realiza en amplias condiciones climaticas que
afectan tanto su desarrollo como al rendimiento. Una de las variables climaticas que
determinan el establecimiento de este cultivo es la temperatura, la cual puede causar
dafios a la semilla si las mismas se presentan por debajo de determinados valores.

El dafio por enfriamiento, o también llamado chilling injury, es un dafio fisiolégico que
se produce cuando las temperaturas se encuentran entre 5y 15 °C, variando de acuerdo
a cada especie, pudiendo afectar la estructura de las membranas celulares de las
semillas, al proceso fotosintético o disminuir el crecimiento y extension de las hojas o
también afectar la absorcion de agua y nutrientes.

Con el objetivo de generar informacion fenotipica de caracteres determinantes del
comportamiento germinativo del maiz a bajas temperaturas, para el posterior estudio con
marcadores moleculares e identificacion de regiones cromosémicas asociadas a los
mismos, se evalué una poblacién segregante de familias F,.4 luego de un periodo de
imbibicién de las semillas a 5°C.

El objetivo de este trabajo fue generar informacion fenotipica de caracteres
determinantes del comportamiento germinativo del maiz a bajas temperaturas, para el
posterior estudio con marcadores moleculares e identificacion de regiones cromosOmicas
asociadas a los mismos. Para ello se evalué una poblacion segregante de familias Fy.4
luego de un periodo de imbibicién de las semillas a 5°C comparando su comportamiento
con el obtenido en condiciones normales de incubacion (24°C). Las variables medidas
fueron: CE (conductividad eléctrica); IG, IR05, IC05 (indices de germinacién y de aparicion
de semillas con radicula o coleoptilo de 0,5 cm); PHPAI, PSPAI, PHRi y PSRi (Pesos
himedo y seco por planta, de la parte aérea y de la raiz); %G, %R05 y %C05 (Porcentajes
de semillas germinadas y con radicula o coleoptilo mayor o igual a 0,5 cm) y %PLF

(Porcentaje final de plantulas normales).
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El tratamiento de frio aplicado durante la imbibicion de las semillas afecto la viabilidad
de las mismas y su vigor, pero no el crecimiento posterior de las plantulas sobrevivientes.

Se detectaron diferencias altamente significativas (p<0,01) entre genotipos para todas
las variables estudiadas tanto en condiciones de Frio como Control, como asi también
para los indices de tolerancia relativa (excepto PHRi y PSRi). La mayoria de los
caracteres y sus ITR presentaron heredabilidad moderada en ambas condiciones de
incubacion.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, permiten concluir que existe
variabilidad genotipica, expresada en el fenotipo, en caracteres asociados al
comportamiento germinativo de la poblacién F,, de maiz bajo estudio, luego de un
periodo de imbibicién de las semillas a baja temperatura (5°C) y a una temperatura control
(24°C), pudiendo confirmar la utilidad de los datos fenotipicos para explorar las bases

genéticas detras de dichos caracteres mediante un analisis de QTL.
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10. Anexo 1: Gréaficos de Q-Qplot y residuos versus predichos del analisis

combinado.

Variable: Peso humedo de la parte aérea por planta.
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Variable: Peso seco de la parte aérea por planta.
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