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restriction on physiological characteristics, examine the main traits involved, report the attempts to
improve drought tolerance through in vitro screening and marker assisted selection, list the main genes
involved and analyze the potential interest of native and wild potatoes to improve drought tolerance.
Drought tolerance has received more attention in cereals than in potato. The review compares these crops
Cereals for indirect selection methods available for assessment of drought tolerance related traits, use of genetic
Drought tolerance resources, progress in genomics, application of water saving techniques and availability of models to
Potato (S. tuberosum L.) anticipate the effects of climate change on yield. It is concluded that drought tolerance improvement
in potato could greatly benefit from the transfer of research achievements in cereals. Several promising
research directions are presented, such as the use of fluorescence, reflectance, color and thermal imaging
and stable isotope techniques to assess drought tolerance related traits, the application of the partial root-
zone drying technique to improve efficiency of water supply and the exploitation of stressful memory to
enhance hardiness.
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1. Introduction

Potato (Solanum tuberosum L.) is the fourth most important food
crop in the world. It is cultivated on 19 million ha and its annual
production is around 325 milliontons [1]. Developing countries
produce more than half of the total world potato production [2].
Potato is often cultivated by resource-poor farmers in remote, often
marginal areas with limited access to farm inputs [3]. It accounts for
large quantities of dietary daily energy intake compared to other
crops [4] and contributes to hunger reduction and improved nutri-
tion [5]. Potato is also progressively fetching higher market value
thus contributing to poverty reduction [4]. An increasing part of the
production is transformed by industry (French fries, chips) partic-
ularly in Asia [6].

Potato regularly suffers transient water deficit in most of the
rainfed growing regions due to erratic rainfall or inadequate sup-
plemental irrigation techniques [5]. This is the case in temperate
northern China which accounts for 45% of the Chinese production
and around 10% of the world production [6] and has experienced
severe and prolonged dry periods since the late 1990s [7]. Sub-
tropical lowlands potato is normally produced in the short days of
the winter season between harvesting and planting of rice. Grown
with residual moisture following the monsoon it would often need
supplementary irrigation, a resource unavailable at many locations
[8].

The impacts of water restriction on potato production will likely
increase over the next decades, due to climate change and the
extension of potato cultivation in drought prone areas. The potato
growing area considerably expanded in tropical and sub-tropical
environments [1] as a winter crop exposed to drought events. Cli-
mate change is likely to increase the frequency of drought events
in many regions, affecting drought-sensitive crops [9]. Severity and
duration of water scarcity periods may vary more from year to year
making it difficult for plants to adapt [10]. Potato yield losses in
the world due to climate change are expected to range between 18
and 32% during the first three decades of this century [11]. Enhance-
ment of transient drought tolerance in potato through conventional
breeding and biotechnology should therefore receive high priority.
For this purpose, it may be advisable to learn from the experi-
ence gained in crops such as cereals for which drought tolerance
improvement has received more attention. Thus, the objectives of
the present review are to (i) examine our present knowledge of
drought tolerance in potato, (ii) compare the research advances
made in this crop to those in cereals and (iii) propose novel research
oriented to improve drought tolerance in potato.

2. Drought tolerance in potato
2.1. Potato, an efficient water user but drought susceptible crop
Potato, under rainfed conditions, yields more food per unit of

water than other major crops [2]. For every m3 of water applied
to the crop, potato produces 5600 kcal of dietary energy, compared

to 3860 in maize, 2300 in wheat and 2000 in rice [12]. Because of
its high nutritional productivity, potato is gaining support among
policymakers and land use planners as a substitute for less water
efficient cereal crops. Water use efficiency (WUE) in potato is in
fact widely variable, depending on environmental conditions and
temporal and spatial scales of measurement (Table 1). A substan-
tial increase of the efficiency of applied water has been achieved by
implementing different irrigation methods, like drip irrigation or
the partial root-zone drying technique which consists of an alter-
nated irrigation of the root-zone by watering of one furrow and
keeping the adjacent one dry until the next watering cycle (Fig. 1).
Partial root-zone drying can allow a 29-50% of water saving with a
similar tuber yield and a concomitant water use efficiency increase
[14,16,17,22]. Potato is however a drought-sensitive crop [24]. Its
drought vulnerability has been mainly attributed to its shallow root
system and low capacity of recuperation after a period of water
stress [25].

2.2. Drought effects on the potato crop

The magnitude of drought effects on potato production depends
on the phenological timing, duration and severity of the stress [26].
Emergence and tuberization (sink strength) are two critical periods
where water stress most affects final tuber yield [27]. Drought
decreases plant growth [28], shortens the growth cycle [29] and
reduces the number [30] and size [31] of tubers. Short periods of
drought during tuber bulking lead to dumbbell-shaped, knobby, or

Conventional irrigation

Fig. 1. Description of the partial root-zone drying (PRD) irrigation technique (com-
pared to the conventional irrigation technique) which consists in an alternated
irrigation of the root-zone by watering of one furrow and keeping dry the adjacent
one until the next watering cycle.
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Table 1
Range of values and kinds of water use efficiency (WUE) assessed at different scales in potato.
Scale WUE type Calculation Range Authors Country
Leaves Intrinsic WUE Algs (mmol mol-1) 9.0-38.4 [13] Denmark
Transpiration efficiency AJE (pmol mol-1) 22-114 [14] Denmark
0.9-1.0 [15] Bolivia
Individual plants Transpiration efficiency Y/T (kgm~3) 43-51 Yactayo (pers. comm.) Peru
Transpiration efficiency Y/W (kgm~3) 5.4-8.0 [16] UK
Crop Crop or irrigation WUE Y/W (kg m~3) 0.6-2.5 [17] China
2.2-2.6 [18] Peru
Crop or irrigation WUE Y/ET (kgm—3) 1.9-53 [19] Iran USA
4.9-9.35.0-9.8 [20][13,14] Denmark
6.0-14.0 [21] Tunisia
7.7-15.6 Yactayo (pers. comm.) Peru
19.6-37.8 [22] Denmark
Crop or irrigation WUE SB/T (kgm~3) 3.6-5.5 [23] USA

A=net photosynthesis, g; =stomatal conductance, E =transpiration rate, T=individual transpiration, W=amount of water applied, ET =evapotranspiration or plant water

used, Y=yield. SB=shoot biomass.

pointed-end tubers [32]. Water limitation reduces leaf growth [33],
leaf area index [22], ground coverage [34], rate of photosynthesis
per unit of leaf area (uCO, m~2s~1)[35] and harvest index [36].

Decline in photosynthetic rate is fast and substantial, even
at relatively high water potentials (-0.3 to —0.5MPa [37]). By
reducing transpiration, drought leads to an increase in plant tem-
perature thatin turnis detrimental to tuber formation [38]. Drought
also decreases nitrate reductase activity and consequently affects
nitrogen uptake [31]. Conversely, previous exposure to drought
improves the response of potato plants to drought stress [39]. Pre-
stressed plants exhibit higher relative water content at zero turgor
potential than unstressed plants [40].

2.3. Measurement of drought tolerance related traits

The variation of putative drought tolerance related traits and
their relationship with tuber yield under drought have been studied
using diverse methods with the aim of better understanding the
mechanisms underlying drought tolerance.

2.3.1. Gas exchange

Stomatal conductance is driven by abscisic acid (ABA) regula-
tion under mild water stress conditions and is more sensible to
water depletion than the rate of photosynthesis, relative water
content, and leaf water potential [41]. Drought reduces stomatal
conductance in potato when leaf water potential values fall below
—0.6 MPa [42]. Arange of photosynthetic rate values between 1 and
3.6 .CO, m~2 s~ has been used to describe water stress condition
in potted potato grown in greenhouses under natural light [43].
Seasonal integrated rate of photosynthesis and maximum net pho-
tosynthesis (estimated from light-curves response assessed before
flowering) have a positive relationship with tuber yield in green-
house [44] and field conditions [45]. In well-tuberized potatoes the
response of photosynthetic rate to drought in potato depends on
leaf sugar content [46], the strength of the demand of carbohy-
drates by the sink [46], mesophyll conductance [47], relative water
content and light intensity [46].

2.3.2. Fluorescence

Knowing the kinetics of this variable allows the assessment of
the state of photosynthetic apparatus in vivo and the dissipation
of excess of light energy (by xanthophyll cycle, photorespiration
or water-water cycle [48]). High dehydration resistance of photo-
system II has been noted in potato, the maximum quantum yield
being affected only at relative water content below 40% [49]. Vari-
ation in chlorophyll fluorescence among genotypes has also been
reported [50]. However, in most studies carried out under water

stress, fluorescence parameters did not discriminate effectively
between genotypes and consequently did not correlate with yield
[31].

2.3.3. Color imaging

Images of individual plants taken in controlled environments
with digital color cameras have been used to estimate biomass,
quantify relative growth rates and quantify chlorophyll concen-
tration and degree of senescence [51]. Reflectance spectral indices
measure a general stress level of the plant canopy discriminating
plant from background soil reflectance, which is important in early
and late stages of growth when the plants do not entirely cover the
ground [52]. Multispectral imaging (bands 550, 710 and 810 nm)
has been successfully used in potato for determination of chloro-
phyll in leaves (linear relationship with r2 >0.95) [53].

2.3.4. Carbon isotope discrimination

Carbon isotope discrimination, calculated from the ratio of the
two stable carbon isotopes 2C and 13C, negatively correlates with
transpiration efficiency in C3 species [54]. This allows an integrated
measure of this trait during the entire period in which the sample
tissue was growing. In cereals, an association was found between
carbon isotope discrimination and yield [55]. In root and tuber
crops, the variation of carbon isotope discrimination and its poten-
tial utilization for estimating transpiration efficiency or drought
tolerance has been poorly explored. There is a positive correlation
between carbon isotope discrimination and stomatal conductance
among potato clones [56]. Carbon isotope discrimination also cor-
relates to drought tolerance (defined as dry weight tuber yield
under water limitation relative to dry weight tuber yield under
irrigated conditions) suggesting the use of this trait for indirect
selection for yield under drought [36].

2.3.5. Plant water status

The degree of osmotic adjustment in response to drought seems
to be limited in potato and thus might not contribute efficiently
to the maintenance of leaf expansion with increasing soil mois-
ture deficit [57]. Potato varieties showing higher tuber yield under
water restriction had a higher osmotic adjustment [45]. Accumula-
tion of potential osmolytes has been poorly investigated in potato.
Proline levels increase earlier in drought susceptible varieties than
in more tolerant ones [58]. It has been suggested that proline could
protect plants from dehydration by stabilizing proteins and mem-
branes, and are a source of carbon, nitrogen and energy during cell
rehydration [59].
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2.3.6. Root traits

Improvement in root traits like root depth and root length den-
sity is important for developing drought tolerant genotypes [60].
Tolerant cultivars have deeper root systems [61] and higher root
dry weight [62]. Measurement of root traits in field-grown plants
is however laborious and time-consuming. Root pulling resistance
has been proposed as a practical measure to quantify root develop-
ment. This trait varies widely and its use was suggested as a quick
way to select for drought avoidance [63]. A significant relationship
betweenroot pulling resistance and tuber yield was observed under
moderate drought [63]. Root mass correlates well with leaf mass
and tuber yield [64]. A selection for root mass in the low soil layer
was developed, leading to the Konyu cultivars that had less reduc-
tion of leaf conductance and rate of photosynthesis, leaf area and
tuber yield under drought stress than commercial cultivars [64].
High root mass was associated with low number of root branches
and high leaf to stem ratio. They are characteristics of genotypes
with high yield stability across drought prone environments [65].
Root volume and root length also correlated with drought recovery
[66].

2.3.7. Infrared thermometry

Canopy temperature relative to air temperature is an indica-
tion of transpiration driven cooling of the leaves. The relationships
between canopy and air temperatures and transpiration are not
simple, involving atmospheric, soil and plant conditions. Relatively
lower canopy temperature in a given genotype may indicate its
relatively better capacity for taking up soil moisture and maintain-
ing a relatively better plant water status [67]. Canopy temperature
increase caused by water deficit varies among cultivars [50]. In
potato, genotypes with warmer canopies under irrigated condi-
tions were less susceptible to drought than genotypes with cooler
canopies [68]. No information is available concerning variation of
canopy temperature under drought conditions and its association
with yield.

2.3.8. Canopy reflectance

Reflectance indices have been used in several crops, mostly
to estimate biomass [69] and changes in leaf water content [70].
Indices calculated from the visible and near-infrared light reflected
by vegetation have proved to be suitable to accurately assess some
drought response traits. Relative vegetation index (reflectance at
800 nm/reflectance at 650nm) and normalized difference veg-
etation index (NDVI) ([reflectance at 800nm —reflectance at
650 nm]/[reflectance at 800 nm + reflectance at 650 nm|) strongly
correlate with leaf area index and biomass in potato [31]. Specif-
ically designed NDVI spectrometers are commercially available.
An advantage of these instruments is the ease of use and their
wide application in the assessment of plant health in response to
stress conditions [71]. As in early stages of crop growth, normal-
ized difference vegetation index can be biased by soil reflectance,
other indices such as the weighted difference vegetation index
(NIR — g x R, where NIR and R are reflectance in the near infrared
and red respectively, and g is the soil line slope) which corrects for
soil background and differences in soil moisture content have been
proposed [72].

2.4. Invitro screening

Evaluating the relative field performance of cultivars in sites
under dry conditions highly depends on weather variability and
is very cumbersome. Screening under in vitro conditions is conse-
quently an attractive option, particularly in potato, a crop highly
amenable to tissue culture [73]. It represents a highly controlled
and homogeneous procedure to quickly induce osmotic stress [74].
The general effect of water stress on in vitro plant growth is similar

to the effects observed under field conditions (reduction of stem
and foliage weight, root number and root-dry weight) [75]. In vitro
osmotic stress, induced by polyethylene glycol, has been used to
evaluate root and shoot traits at the juvenile stage and for recovery
potential [76] even if no commercial variety has been bred until
now using this technique. Polyethylene glycol is a non-ionic poly-
mer produced in a range of molecular weights (ranging from 1500
to 8000), and its uptake rate into shoots and roots depend on the
species, concentration and time exposure. Polyethylene glycol of
large molecular weight is taken up slower by plants plant, thus rep-
resenting a better osmoticum for use in hydroponics root medium
[77,78]. Mannitol solution is also used for inducing drought stress
in tissue culture. It is however taken up into plant tissues in maize
[79], wheat, rape and potato [80], causing artifact effects.

2.5. Marker assisted selection

Selection for drought tolerance through visible phenotypic
drought tolerance traits is time consuming. The use of molecular
markers to identify and locate genomic regions that control drought
tolerance traits may accelerate selection. The first potato genetic
maps were constructed by following the segregation of restric-
tion fragment length polymorphism markers in different genetic
backgrounds [81,82]. As the large genome size and co-existence
of several homoeologous genomes in cultivated wheats present a
huge challenge for the genetic dissection of phenotype-genotype
relationships, the efficiency of association mapping is much higher
in diploid than in polyploid species. As a consequence, most of the
quantitative trait loci (QTL) mapping studies in potato have been
performed on diploid populations. Target traits included leaf senes-
cence [83], tuberization [84] and tuber shape, eye depth and flesh
color [85]. Recently, quantitative trait loci have also been identified
in tetraploid populations for traits such as plant height, maturity,
crop emergence, tuber size, and tuber quality traits [86,87]. Under
in vitro osmotic stress (induced by polyethylene glycol), three quan-
titative trait loci involved in the control of root to shoot ratio were
identified which explained 41.1% of the variance for this trait [88].

2.6. Gene expression

Changes in the gene expression profiles are induced in response
to drought stress and several genes are regulated up or down with
osmotic stress. A first category includes genes directly involved
in protection against environmental stresses, encoding proteins
with a role in biosynthesis of compatibles osmolytes, chaperones,
late embryogenesis abundant proteins, proteinases and enzymes
involved in detoxification (Table 2).

A second category refers to genes which regulate other genes
involved in drought response, including the synthesis of protein
kinases and transcription factors such as dehydration responsive
element binding, Basic Leucine Zipper Domain, or myeloblas-
tosis oncogene [102,103]. Several studies also reported genes
associated to compatible solutes (sugars, proline, and glycine-
betaine) biosynthesis. Andean potatoes adapted to drought stress
show higher expression of genes inducing antioxidants, flavonoid
genes, heat shock protein and late embryogenesis abundant
proteins [39,58]. Some studies suggested that A1-pyrroline-5-
carboxylate synthetase over-expression was associated with better
root development [59,104]. Stress-responsive dehydrins have been
associated to drought stress. Dehydrins act as chaperones stabiliz-
ing vesicles, proteins, and membrane structures in stressed plants
[105,106]. Most dehydrins are induced by drought or abscisic acid,
like the barley dehydrins DHN1, DHN2, DHN3, DHN4, DHN6 and
DHNO [107]. Early dehydrin like gene expression has been associ-
ated to drought tolerance in wheat [108] and cold-regulated gene
expression in potato [109].
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Table 2
Genes for drought tolerance tested in transgenic potato plants.
Gene Gene function Abiotic stress tolerance Reference
(a) Genes involved in Regulation with role in drought tolerance
CaPF1 ERF/AP2-type pepper transcription factor Oxidative stress and others [89]
gene
NDPK1 Nucleoside diphosphate kinase 2 Multiple stress resistance [90]
StMYB1R-1 MYB-Like Domain Transcription Factor, Drought resistance via reduced water loss [91]
activation of drought-related genes
DREB1B Transcription factor Enhanced drought and freezing tolerance [92]
(b) Genes involved in metabolites and osmolytes biosynthesis in drought stress
SST/FFT Fructan accumulation Reduced proline accumulation at low [93]
water status
TPS1 Trehalose synthesis Delayed wilting under drought [94]
TaSTRG Fructan accumulation Increased proline accumulation under [93]
drought stress
codA Synthesize GB in chloroplast Enhanced oxidative, salt, and drought [95]
tolerance
BADH GN synthesis Enhanced drought and salinity tolerance [96]
(c) Other genes participating in drought stress
StPPI1 Proton pump interactor from Solanum Drought and others abiotic stresses [97]
tuberosum involved in several
physiological processes
Tomato Cu, Zn superoxide dismutases Enhanced oxidative stress defense Enhanced drought-osmotic tolerance [98]
Cu/Zn SOD and APX (SWPA2 promoter) Enhanced antioxidative mechanism of Enhanced oxidative stress and heat stress [99]
chloroplasts tolerance
AtDHAR1 Membrane integrity, protecting Enhanced herbicide, drought and salt [100]
chlorophyll against degradation, and stress tolerance
allowing faster removal of H,0;
AtGR1 Elevation GSH contents Enhanced tolerance to multiple [101]

environmental stresses, including drought
stress

The last group of genes includes transcription factors such as
C-repeat binding factors/dehydration responsive element bind-
ing. In Arabidopsis thaliana, C-repeat binding factors bind to the
cold/dehydration responsive regulatory motif, presents also in the
promoter of many drought and cold responsive genes such as those
associated with osmo-protectant biosynthesis-protein [110,111].
Thus, C-repeat binding factors over-expression has been asso-
ciated to proline synthesis in rice [112] and potato [113,114].
Over-expression of the C-repeat binding factors regulon increases
cold, salinity and drought tolerances in different plant species
[115]. Transgenic potato plants over-expressing Arabidopsis C-
repeat binding factors 3/dehydration responsive element binding
1A under a stress-inducible responsive to dehydration 29A pro-
moter exhibits tolerance to drought and other abiotic stresses
[116]. Recent studies confirmed the existence of the C-repeat bind-
ing factors regulon in Solanum commersonii, a wild potato species
highly tolerant to abiotic stress. S. commersonii C-repeat bind-
ing factors induced genes similar to those induced by C-repeat
binding factors transcription factors from Arabidopsis [117,118].
Over-expression of potato R1-type myeloblastosis oncogene tran-
scription factor gene reduces water loss (Table 2) and enhances the
expression of other drought regulated genes [91]. These findings,
however, have not yet translated in the development of trans-
formed clones with improved drought tolerance.

2.7. Utilization of native and wild potatoes for improving drought
tolerance

The modern S. tuberosum L. potato varieties are highly sus-
ceptible to drought stress [119]. In contrast, landraces of Andean
potato species and wild potatoes occurring in the Americas, from
Colorado (United States) to Chile and Uruguay [120], are predomi-
nantly better adapted to harsh environments and regularly exposed
to water-scarce conditions [58]. Genes from this germplasm should
contribute to the improvement of potato for current and future
needs [121]. However, information about drought tolerance of
Andean native potatoes and wild potatoes is still scarce (Table 3).

The relatively limited use of native potatoes in breeding programs is
largely due to undesirable effects of genes linked to the introgressed
trait or gene (phenomenon generally referred to as linkage drag)
and to the fact that some of the traits contributing to drought tol-
erance in native and wild potatoes are themselves associated with
low yield potential [124]. Also, photoperiod requirements of mod-
ern varieties and native potato are different, which could explain
why plants from inter-crosses and back-crosses often have unde-
sirable agronomic characteristics such as lower yield, small tuber
number, late maturity, poorer foliage and tuber appearance when
grown under non suitable photoperiods [127].

3. Specificity of drought tolerance research in potato
compared to cereals

3.1. What do we know about drought tolerance in potato
compared to cereals?

Research and selection for enhanced drought tolerance started
much earlier in cereals than in potato. The first agricultural scien-
tists who addressed drought adaptation in wheat and maize wereR.
Gaus and M.T. Jenkins respectively, both working at the beginning
of the 20th century, and the first dissection of drought tolerance
in cereals, in terms of crop physiology, was done by J.H. Martin in
1930 [128].

Conversely, research on drought tolerance in potato only started
in the 60-80’s with the pioneer works of Steckel and Gray [61], Bur-
ton [129,130] and Tanner [23]. This is probably because drought
was not considered as a major yield limiting factor in potato for
a long time [5]. Potato was not considered as a crop of major
importance in drought prone production systems [131,132]. The
situation drastically changed over the last few years due to the
increasing importance of drought for potato production and the
recognized interest in developing potato cultivars able to perform
well in drought prone areas. Our knowledge of physiological mech-
anisms underlying drought tolerance in potato (e.g., role of abscisic
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Table 3
Drought tolerant potato landraces and wild species.
Target trait Species Accession Reference
Landraces
Tuber yield Solanum juzepczukii Bukasov [122]
Tuberization Andigenum group of S. tuberosum Sipancachi [123]
Senescence Stenotomum group of S. tuberosum Yema de Huevo [123]
Drought susceptibility Solanum juzepczukii Bukasov - [124]
Combination low drought susceptibility Solanum curtilobum Juz. & Bukasov Choquepito [124]
and high irrigated yield
Combination low drought susceptibility Stenotomum group of S. tuberosum Titerite [124]
and high irrigated yield
Combination low drought susceptibility Andigenum group of S. tuberosum Puca Allqu, Venancia, Rosita, Renacimiento, [124]
and high irrigated yield Chava Negra, Calvache, Criolla
Combination low drought susceptibility Chaucha group of S. tuberosum Color Unkhufia, Muru Warkatina, Puqya, [124]
and high irrigated yield Puca Botijuela, Yana Rucunag
Wild species
Tuber yield Solanum cardiophyllum - [125]
Transpiration vegetative growth Solanum gandarillasii - [126]
Tuber yield Solanum tarijense CIS 1802 Norte [123]

acid, osmotic adjustment, or rooting patterns) is however still poor
compared with cereals.

3.2. Are drought tolerance related traits assessment methods
equally applicable to potato and cereals?

In cereals selection for drought tolerance has been first carried
out by selecting for high-yielding lines in the field. However, direct
selection for yield may select for a myriad of secondary traits that
have little to do with drought-tolerance per se. Developing a better
understanding of traits that are required for adaptation to a certain
type of drought is therefore paramount. The mechanisms under-
lying drought tolerance are quite well elucidated in cereals, the
importance of intensity and timing of stress have been highlighted
[55] and the contribution of different traits to grain yield under dif-
ferent environments and drought scenarios well described [133].
Indirect selection for yield, based on the use of secondary traits
genetically associated with grain yield under drought and highly
heritable, has been initiated several decades ago [134]. Conversely,
most of the selection for drought tolerance in potato has been car-
ried out based on direct selection for yield [124]. Secondary traits
have been generally analyzed on limited number of genotypes and
their genetic variation and heritability poorly studied [88].

Drought tolerance related trait assessment methods actually
available and used in cereals are applicable to potato. They include
fluorescence, thermometry, reflectance and the use of stable iso-
topes. However, most of them have still been scarcely applied to
potato. Fluorescence techniques have been mainly used in potato to
analyze the effects of thermal stresses on photosystem Il [135] but
remains poorly investigated thereafter as a tool for high through-
put phenotyping under drought and/or heat conditions. Canopy
temperature, widely used to screen for drought tolerance in cere-
als [136], has been used in potato more for scheduling irrigation
than for detecting genotypic differences [137]. As a consequence,
information about genetic variation for this trait is scarce [50].
Despite promising results [31], the use of reflectance measure-
ments techniques is still modest in potato, while this method
is widely used in cereals and particularly in wheat [138]. Toler-
ance to photo-inhibition (caused by light excess and water stress)
driven by xanthophylls cycle could be assessed by some reflectance
indexes taking account some recent experiences in rice [139]. Car-
bon isotope discrimination has been poorly investigated in potato,
compared to cereals. Most studies concerned a limited number of
genotypes and no information is available about carbon isotope
discrimination variation associated to the type of stress, sampled
organs and stage of sampling while these factors considerably influ-
ence the association between carbon isotope discrimination and

yield. In cereals for example, the strongest association was found
between carbon isotope discrimination of the grain at maturity and
yield under post-anthesis water stress [55].

3.3. The use of genetic resources in potato and cereals

Accessing genetic diversity in breeding programs is a way to
capture new drought tolerance traits. Potato breeders have in the-
ory access to a tremendous diversity. The International Potato
Center genebank conserves around 4500 accessions of cultivated
species, landraces and more than 2500 accessions of wild potatoes
[140]. Drought tolerance accessions identified in Andean potatoes
[122-124] have been barely used in breeding programs worldwide,
because of their adaptation to the short-day conditions prevalent in
the low latitudes [141]. Some attempts have been made to transfer
drought tolerance genes from wild to cultivated potato species via
traditional breeding. However, inserting the specific genes asso-
ciated with drought tolerance is challenging. Gene introgression
from wild to cultivated potato highly depends on the ploidy level
and the endosperm balance number and many wild species are
sexually incompatible with cultivated potato [142]. As an alterna-
tive, potato breeders have used somatic fusion, embryo rescue, and
bridging strategies to overcome the natural barriers from interspe-
cific crossing between wild and cultivated species. Also, linkage
drag still limits the use of wild potatoes because many exotic genes
and undesirable traits, e.g., high alkaloid content or long stolons, can
be transferred along with the acquisition of drought tolerance and
multiple cycles of backcrosses and selection are required to remove
these traits. Therefore, successful breeding schemes require time-
consuming backcrosses, evaluations, and phenotypic selections to
obtain an improved cultivated phenotype [143,144].

Drought tolerance is a complex quantitative trait controlled by
several, as yet unknown, combinations of genes and gene fami-
lies which are not easy to select simultaneously. Thus, this trait
and the potential yield over the back-cross cycles and the physi-
ological and biochemical bases of potato drought tolerance need
to be studied more to find reliable selection markers. Progenies
derived from the interspecific hybrids between drought tolerant
and sensitive potato species can provide valuable information on
the mechanisms underlying drought tolerance in cultivated potato.
Interspecific crosses have been more extensively used to enhance
diversity and introgress useful traits in wheat. An example among
others of the successful application of the creation of synthetic
wheat cultivars is provided by the crossing between durum wheat
(Triticum durum Desf.) and the diploid ancestor Aegilops tauschii
Coss. [145]. More than 60% of the new germplasm generated by the
International Maize and Wheat Improvement Center today used
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synthetic wheat as parents. Four synthetic-derived varieties have
been released in the Sichuan province (China) since 2003. The vari-
ety Chuanmai 42 which out-yields a commercial check variety by
23% has been grown on more than 100 000 ha since 2006 [146].

3.4. Comparative progress of genomics in potato and cereals

Many more drought response genes have been identified in
wheat, rice and maize than in potato. The majority of gene over-
expression studies in response to drought stress have been reported
in the mentioned cereals and significantly fewer studies have been
reported in potato (Table 2). The identification of genes control-
ling drought responses in potato really started in 2007 with the
somatostatin/fructosyltransferase genes increasing fructane accu-
mulation under drought stress [93] and some progress has been
made over the last few years. With the first results obtained by the
potato genome sequencing consortium, 30% of potato sequences
were completed and a total of 39,031 genes have been annotated
in the doubled monoploid Solanum phureja clone (DM1-3516R44)
genome [147]. Some microarrays transcriptional expression profil-
ing studies have been reported for potato and genes driving potato
tuber initiation and growth were identified based on Potato Oligo
Chip Initiative array [ 148]. Several candidate genes in Andean pota-
toes are associated with osmotic adjustment and are involved in
changes in carbohydrate metabolism, membrane modifications,
strengthening of cuticle and cell rescue mechanisms [43,58].

3.5. Advances in generating drought tolerant germplasm in
potato and cereals

The early-maturing wheat cultivars Bobs, Purple Straw and Fed-
eration developed by William James Farrer at the beginning of
the 20th century allowed a considerable increase of yield in the
drought-prone areas of Australia. Release of drought tolerant maize
hybrids occurred as early 30’s [149]. In potato, the first references to
cultivars with enhanced tolerance are from the 70’s [61]. The doc-
umented impact of drought tolerant germplasm has been reported
even more recently, with the International Potato Center potato
cultivar Tacna, selected under the drought conditions of Southern
Peruy, introduced in China in 1994, released in 2006 under the name
of Jizhangshu 8 and now widely cultivated in drought-prone areas
of that country [140].

Alot of information about drought tolerance in potato has been
collected over the last two decades [124], but yield genetic gains
obtained through selection are poorly documented. This situation
dramatically contrasts with cereals. In maize for example, the yield
genetic gains obtained under drought by combining the use of
secondary traits and recurrent selection in populations with high
diversity have been quantified and the variation of selected and
non-selected traits has been described [134,150]. Some conceptual
models and theoretical ideotypes for drought tolerance have been
proposed in wheat [133] and maize [151] but not so far in potato.

3.6. Advances in the application of water saving techniques in
potato and cereals

The recent application to irrigated potato of the partial root dry-
ing technique has proven to be an efficient mean to reduce water
supply and increase water use efficiency (see above) and in some
cases to even increase tuber yield [45]. In both irrigated and rain-
fed potato, water use efficiency can also be improved by reducing
soil evaporation through mulching and no-tillage. Significant effect
of mulching on potato yield has been observed in drought prone
areas [17].In cereals, the application of water saving techniques has
been considered long time ago, with the development of conser-
vation agriculture techniques. Conservation agriculture defined as

minimal soil disturbance (no-till) and permanent soil cover (mulch)
combined with rotation [152] is practiced on over 108 million ha
globally under different production systems and ecologies [153].
In irrigated wheat cropping systems, additional techniques have
also been proposed and implemented to increase irrigation effi-
ciency, such as permanent raised bed planting [154]. However,
potato occupies only a small proportion of conservation agricul-
ture area, mainly in rice-potato cropping systems in South China.
The benefits of the application of conservation agriculture in potato
are still poorly documented and are largely focused on pest control
[155].

3.7. Potato and cereals in the face of climate change

The modeling of the impact of climate change on wheat yield
at the global level has been widely developed [156]. Conversely,
such studies are scarce for potato [11] and most have been done at
the regional level. These studies predict a strong impact of climate
change on potato production, higher than in cereals. Potato produc-
tion at low latitudes is expected to decrease from 18 to 32% without
adaptation of planting date and varieties and from 9 to 18% with
adaptation. Potato production in India is estimated to decline by 10
and 16% by 2020 and 2050, respectively, if no adaptation strategy
is implemented [157].

4. Research perspectives
4.1. Crop management

A challenging aspect in the implementation of limited irrigation
techniques in potato is to find the most appropriate definition of
both the timing of water shortage initiation and its duration in
order to promote the triggering of tolerance mechanisms (osmotic
adjustment, xanthophyll cycle, antioxidant synthesis) without
compromising tuber yield [45]. A better knowledge of the molec-
ular and physiological mechanisms responsible for tuberization
and drought tolerance in different genotypes and environments
is needed to face this challenge. The partial root-zone drying
technique is effective in potato. Notwithstanding, there are key
unresolved issues. It is not clear when the alternation of the
irrigation would optimize water savings and tuber yield in field
conditions. In addition, it is not well established which variable or
variable combinations (water soil condition, xylem-ABA concentra-
tion, root functioning performance) to use to decide when to switch
the irrigation from the wet to the dry side to optimize tuber yield.
Selection of cultivars with good adaptation to partial root drying
should also be initiated. Partial root drying causes a mild or false
water stress in crops [45]. Under this kind of controlled water sup-
ply, “opportunistic” or “risky” cultivars (i.e., those able to maintain
photosynthesis [158]) are likely to have better growth and tuber
yield. Nonetheless, this hypothesis should be experimentally vali-
dated. In a similar vein, conservation agriculture would also benefit
from clones selected for this management strategy.

4.2. Crop improvement

As mentioned above, there is a need to better know differ-
ent traits respond to changes in timing, duration and intensities
of water stress. The challenge is also, as in other cereals [159],
to find the yield components that are critically affected by water
stress and the combination of traits that enhance drought tolerance
without penalizing tuber yield. Drought tolerance tends to be envi-
ronment specific and dependent upon soil type, light intensity, and
evaporative demands, among others [158]. Therefore, it is conve-
nient to normalize the assessed trait values by the vapour pressure
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Fig. 2. Conceptual model for effective use of water (EUW) and drought tolerance in potato, showing related traits and methods used for their assessment.

deficit (e.g., transpiration in potato [130]) or leaf-meristem tem-
perature (e.g., leaf elongation in some cereals using thermal time or
degree days [160]), aiming at characterizing the expected drought
response with respect to the target environments.

Methods to assess the response of traits under drought stress,
particularly those non-invasive and non-destructive techniques
warrant special attention. Root growth, architecture and func-
tionality in response to drought are measurements that must be
incorporated in potato breeding programs [64]. In situ root imaging
is a technology being used in other crops and in potato [161,162].
Magnetic resonance imaging (MRI) can be used to study root
architecture in early stages of potato development (A. Posadas,
pers. comm.). Color imaging and infrared thermometry could com-
plement existing methods based on vegetation indices. Thermal
cameras offer several benefits compared to infrared thermometers,
particularly in terms of spatial resolution, precision of measure-
ments and reduction of errors due to changing environmental
conditions between measurements [163]. Attempts are actually
made to apply thermal imaging in potato breeding [164]. Since
noticeable changes in fluorescence only occur under severe water
stress conditions, fluorescence imaging on its own does not seem
suitable for the early detection of water stress. This technique has
however the potential to complement other imaging techniques
and provide information about responses to heat or severe drought.
The use of carbon isotope discrimination assessments should be re-
analyzed in the light of the experience in cereals. The variation of
this trait in different organs and under different stress intensities
and timings should be investigated, allowing a better definition of
conditions in which it could be used as an indirect selection crite-
rion for yield. It would be useful to develop conceptual models and
theoretical ideotypes for potato in order to address critical drought
tolerant related traits and implement corresponding assessment
methods in an integrative way. A first attempt is proposed in Fig. 2.
Selections based on in vitro experiments merit further development
at least as a pre-screening method, to be validated against selection
under field conditions.

Among the mechanisms that could determine drought toler-
ance improvement in plants, epigenetic stressful memory is an
issue that is currently debated and formalized in the scientific com-
munity [165]. Plant memory and specifically “stressful memory”

involves some processes that allow an improved stressful response
in individuals that previously have undergone acclimation and har-
diness to the same stress driver [165]. Stressful memory is caused
by epigenetic changes such as modification of DNA activation
by methylation or acetylation, histones alteration and chromatin
remodeling that result in gene silencing and/or gene activation
[166]. Drought stress memory studies have been carried out in
potato to test and compare water response and tolerance of some
varieties [39,43]. Activation of genes that take part in abscisic acid
biosynthesis metabolic pathways, heat-shock proteins, xantho-
phylls, anthocyanins and other anti-oxidants glutathione-related
were detected. Nevertheless, there is a need to compare memory
effects on seeds from fruits (botanic seeds), seedlings and adult
plants, and investigate the potential of trans-generation memory
of stress.

Modern potato varieties are generally highly susceptible to
drought. Thus, there is an increased interest in exploring and
exploiting the wide genetic variation that exists for abiotic stresses
tolerance in native potatoes. Selecting for drought tolerance while
maintaining maximum productivity under optimal conditions is
difficult as plant attributes involved in drought tolerance can
be counter-productive under favorable conditions. The exciting
results obtained in increasing abiotic stress tolerance in wheat by
introgressing genes from related species [145,146] should stimu-
late similar efforts in potato.

Recent biotechnological approaches offer new alternatives to
improve drought tolerance in several plants species, including
potato; in terms of the identification of signaling pathways and
master genes regulating drought tolerance. Genomic tools for
identifying genome regions and genes involved in the control of
drought tolerance should be more extensively used in potato. More
detailed information will become available in the future using the
metabolomics and proteomics techniques together with integrated
bioinformatics systems. These advances will facilitate the genetic
engineering of single or multiple targets to create a cultivated
phenotype with high-yielding potential under drought stress con-
ditions. Although cereal drought research may indeed have taken
of earlier in cereals than in potato, there are exciting opportuni-
ties to transfer the rich knowledge accumulated in cereals into
potato research. Many traits and screening methodologies have
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been developed over the years in cereals and these may be applied
to potato research as well. Taking advantage of the experience in
cereals, careful scrutiny is needed to define the environment and
the type of drought stress potato crops are really experiencing.
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Abstract

M.T. Pino, A. Avila, A. Molina, Z. Jeknic, and T.H.H. Chen. 2013. Enhanced in vitro
drought tolerance of Solanum tuberosum and Solanum commersonii plants overexpressing
the ScCBFI gene. Cien. Inv. Agr. 40(1):171-184. Cultivated potato crops are sensitive to
drought stress, reducing yield and tuber quality when the soil water potential drops to -0.3
MPa. However, drought not only affects plant growth and physiological activity, but this
stress also induces biochemical and molecular changes in the cellular gene expression profile,
triggering genes that play a direct role in plant protection and gene regulation. The genes
involved in regulation include C-repeat Binding Factors/Dehydration responsive element
binding (CBF/DREB) transcription factors, which increase cold, drought and salt tolerance in
different plant species. The aim of this research was to evaluate whether the overexpression of
the ScCBF1 gene from Solanum commersonii enhances drought stress tolerance in transgenic
Solanum tuberosum and S. commersonii plantlets grown in vitro and induces drought
adaptation mechanisms, such as osmoprotectors and genes for osmotic adjustment and
membrane stability. Drought conditions were simulated through the addition of polyethylene
glycol (PEG4000) to hormone-free MS medium. The vegetative growth, root development,
proline content, and ScCBF1, Al-pyrroline-5-carboxylate synthetase (P5CS) and Dehydrins
like genes (DNH10) expression were evaluated. The constitutive in vitro overexpression of
ScCBF1 in both potato species showed better overall plantlet growth and root development
under drought stress and higher proline levels in the stems and leaves. A significant increase
in DNHI0 expression was also associated with drought stress. In summary, the expression
of ScCBF1 in potatoes induces responses associated with drought adaptation mechanisms,
resulting in better overall plant growth.

Key words: CBF gene, drought stress, in vitro, potato, Solanum commersonii, Solanum tuberosum.

Introduction

The cultivated potato (Solanum tuberosum L.) is
the fourth most important food crop in the world,
with an annual production of approximately 325
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million tons (FAO, 2012). Although grown in many
different climates, potato crops are sensitive to
drought stress. Low levels of water availability
during potato crop growth significantly reduce
yield, shortening the production period and
limiting geographical distribution. Drought stress
is particularly harmful during tuber formation,
affecting tuber number, size and quality (Ekanayake
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and Midmore, 1992). Drought not only affects tuber
production but also primarily reduces vegetative
growth, shoot length, leaf size and leaf number
(Weisz et al., 1994; Deblonde and Ledent, 2001).
In addition to stomata closure, drought stress
reduces gas exchange through reductions in the
transpiration and photosynthetic rates (Ekanayake
and Midmore, 1992; Dalla Costa et al., 1997,
Deblonde and Ledent, 2001; Kiziloglu et al.,
2006). The vulnerability of potato to drought is
attributed to the shallow root system of this crop
(50 to 80 cm deep), which does limit water uptake
(Ekanayake and Midmore, 1992; Dalla Costa et al.,
1997). Drought tolerance could also be attributed
to several genotype characteristics. However, the
length and capacity of the root system are critical.
The root/shoot dry weight ratio increases as plant
water stress increases due to relative reductions
in the shoot dry weight (Chazen and Neumann,
1994; Iwama, 2008). Drought also induces
biochemical and molecular changes (Shinozaki
and Yamaguchi-Shinozaki, 2007). The synthesis
of compatible solutes, such as proline, soluble
sugars, and glycine betaine, plays a crucial role
in osmotic adjustments. Under osmotic stress,
there is an increase in the concentration of free
proline, which acts as an osmotic agent, protecting
plants from dehydration (Kavi Kishor ez al., 2005;
Szabados and Savoure, 2010). It has been suggested
that proline participates in multiple roles in plant
stress, stabilizing proteins and membranes and
providing a source of carbon, nitrogen and energy
during cell rehydration (Kavi Kishor ez al. 2005;
Szabados and Savoure, 2010). Proline has been
associated with drought tolerance and other
abiotic stresses in several plant species, such as
rice (Su and Wu, 2004) and potato (Knipp and
Honermeier, 2006). A study in different potato
genotypes showed the accumulation of free
proline in the leaves under drought stress (Bansal
and Nagarajan, 1986). However, a recent studied
showed that the proline concentration increased
earlier in drought susceptible varieties than in
drought tolerant varieties, suggesting that proline
accumulation is only a varietal characteristic in
potatoes (Schafleitner ez al.,, 2007). Several genes are

either up or down regulated in response to osmotic
stress (Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki,
2007; Yang et al., 2010). There are genes that
directly protect against environmental stresses
and genes that play a role in gene expression
regulation and signal transduction (Shinozaki and
Yamaguchi-Shinozaki, 2007). The genes that play
a role in gene expression regulation and signal
transduction include transcription factors such as
C-repeat Binding Factors/Dehydration responsive
element binding (CBF/DREB) genes (Liu et al.,
1998). The CBFs bind to the cold/dehydration
responsive regulatory motif (CRT/DRE) and are
present in the promoter of many drought and cold
responsive genes, such as those associated with
osmoprotectant, cold-responsive (COR) and late-
embryogenesis-abundant (LEA) proteins (Liu ez al.,
1998; Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki, 2007).
In Arabidopsis plants, 4¢CBF3 overexpression
increased Al-pyrroline-5-carboxylate synthetase
(P5CS) transcript accumulation and consequently
increased the proline concentration (Gilmour et
al.,2000). A similar response has been associated
with CBF overexpression in some species, such
as tomato (Hsich ef al., 2002), tall fescue (Zhao et
al., 2007) and potato (Pino et al., 2008). Studies
in wheat have reported an association between
the CBF genes and LEA expression upon abiotic
stress (Kume et al., 2005; Kobayashi et al., 2005).
Dehydrins like genes (DHNs) are members of the
LEA protein family, and the most abundant class
of dehydrins, such as the barley dehydrins DHNI,
DHN2, DHN3, DHN4, DHNG, and DHN?Y, is
induced in response to drought or ABA (Allagulova
et al., 2010). Some studies in potato and tobacco
have also demonstrated an association of CBF
overexpression with LEA protein expression. For
example, the overexpression of AtCBF in potato
substantially increased Solanum tuberosum
Protein inhibitor (StPI) and DHNI0 transcript
levels more than ®-9 stearoyl-ACP desaturase
(w-9) and DHN2 (Pino et al., 2008).

The expression of the CBF regulon increases
cold, salinity and drought tolerance in different
plant species (Jaglo ef al., 2001; Hsich et al.,
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2002; Kasuga et al., 2004; Yang et al., 2010).
Recent studies have confirmed the existence of
the CBF regulon in Solanum commersonii, a wild
potato species highly tolerant to abiotic stress. .
commersonii CBF genes induce similar genes to
those induced through CBF transcription factors
from Arabidopsis (Pennycooke et al., 2008; Carvallo
et al., 2011). Therefore, the CBF transcription
factors of S. commersonii might play a central role
in the response to low temperatures and drought
stress in potatoes. The aim of this research was
to evaluate whether the overexpression of the
ScCBF1 gene, cloned from S. commersonii, could
enhance drought stress tolerance in genetically
modified (GM) plants of Solanum tuberosum
and Solanum commersonii grown under in vitro
drought stress. To establish possible mechanisms
for drought tolerance, the free proline content was
measured. The expression of P5CS and DNHI10
was also evaluated, as both genes play a role in
osmotic adjustment and membrane stability.

Materials and methods
Constructs and plant transformation

A 750 bp fragment containing the coding region of
ScCBFI (GenBank: EU849672.1) was cloned into
the PstI (Sbf1) site of the binary transformation
vector pPCAMBIA1304. The resulting plasmid,
745, containing the ScCBFI coding sequence
under the control of the cauliflower mosaic virus
(CaMV) 35S promoter, was transformed into
Agrobacterium tumefaciens strain LBA4404.
Agrobacterium-mediated transformation was
conducted in a cultivated potato non-drought
tolerant S. tuberosum (cultivar Cardinal) and a wild
potato drought tolerant S. commersonii Dun (PI
243503 clone 13), according to Pino et al. (2008).
The plantlets were further selected for hygromycin
resistance (5 and 10 mg L"). Hygromycin-resistant
rooted plantlets were analyzed for ScCBFI
integration through PCR and Southern analyses.
The 35S promoter forward primer 35S-P.001
(5'-cacgtcttcaaagcaagtgg-3') and the ScCBFI gene

reverse primer (5'-gctagcttagatagaataattccataaag-3")
were used to verify the integration of the
355-ScCBF1 operon. The PCR reactions were
run in an XP Thermal cycler (Bioer Co., Zhejiang,
R.P China) for 35 cycles at 94 °C for 40 s, 55 °C
for 40 s and 72 °C for 60 s.

Plant material and drought stress treatment

In this study, wild type (WT) and three GM lines
(Lines 6, 21, 22) were used for S. commersonii, and
WT and three GM lines (Lines 11, 15, 19) were
used for S. tuberosum. The drought conditions
were simulated in vitro through the addition of
polyethylene glycol 4000 (PEG) mol. wt. 4000
(PhytoTechnology Laboratories., Shawnee
Mission, KS, USA) to hormone-free MS medium.
Briefly, MS (Murashige and Skoog, 1962) medium
containing 20 g L™ sucrose and no hormones was
supplemented with 0, 4 or 8% PEG , generating
water potential (MPa) values of -0.021, -0.362 and
-0.478, respectively. The media pH was adjusted
to 5.7, and the media were solidified with 7.5 g L"!
agar. Glass vessels (200 mL) containing 20 mL
of the medium were used. /n vitro drought stress
treatments were performed based on the results of
preliminary studies showing that potato vegetative
growth was negatively affected when the soil water
potential dropped to -0.3 MPa and that stomatal
conductance and net photosynthesis were reduced
when the soil water potential dropped to -0.55
MPa. The soil water potential was maintained
between 0 and -0.03 MPa in irrigated potatoes
and other species (Martinez and Moreno, 1992;
Molinos et al., 2004; Schafleitner et al., 2007). The
water potential of all media was measured using a
Vapor Pressure Osmometer Vapro 5520 (Wescor,
Inc., Logan, Utah, USA). The measurements were
repeated until reaching reliable consistent values.

Experimental conditions

Nodal segments (5-6 mm) from 30-day-old
plantlets were cut from the middle third of the
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stem (excluding the shoot tips and basal regions)
and used as explants. Three explants for each
vessel (experimental unit) were cultured. /n
vitro plantlets were grown at 24 °C in a growth
chamber with a 16 h light/8 h dark photoperiod
provided by a photon flux of 100 gmol m™2 s™
from cool white fluorescent tubes. The 50-day-old
plantlets (without sub culturing) were evaluated
for vegetative growth, root development, proline
quantification and gene expression.

Evaluation of vegetative growth

The plantlets were removed from the in vitro PEG-
based medium. The shoots were cut from the roots,
and the plantlet height was measured as the length
of the main stem from base to the tip. The foliage
(stems and leaves) was weighed, collected and
stored in liquid N2 at -80 °C until further analysis.

Evaluation of root characters

The roots were cut from the shoots and washed
to remove any residual medium and preserved
in 70% alcohol. The samples were measured for
root length, root diameter and total root area. The
roots were scanned using an EPSON Perfection
V700 Photo Scanner (Epson America Inc., Long
Beach, CA, USA), and the root characters were
analyzed using the WinRhizo-Pro image analysis
system (Regent Instruments Inc., Quebec, Canada).

Proline analysis

The free proline content was determined from the
stems and leaf tissue in each genotype under each
drought stress treatment. The stem and leaf tissues
were collected, pulverized in liquid N2 and stored
at -80 °C. The proline analyses, using 20-30 mg
lyophilized tissue per sample, were performed
as in Gilmour et al. (2000). The absorbance was
determined at 515 nm using a spectrophotometer
SpectroQuest-2800 (UNICO. Dayton, NJ, USA).

The resulting values were compared with a
standard curve constructed using known amounts
of L-proline (Sigma-Aldrich, SG, Switzerland).

Gene expression analysis

Total RNA was isolated from leaf tissue using
TRIZOL® Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) according to Chomczynski and Sacchi
(1987). For the quantitative real-time PCR
(QRT-PCR) analysis, 1 pg of RNA was reverse
transcribed using a Reverse Transcription System
(Promega, Madison, WI, USA) according to
the manufacturer’s instructions. The qRT-PCR
reactions were performed in 25 pL of LightCycler®
FastStart DNA Master SYBR Green I (Roche
Diagnostics; Mannheim, Germany), containing
10 ng of cDNA and 0.3 nM of each primer.
Primers were designed to generate the 63-bp
ScCBF1 fragment (F: 5-tatggcggaaggactaatge-3,
R: 5-tccacataatgatctcccatttc-3), the 102-bp P5SC
fragment (F: 5-cgatccacaat cagagctaattc-3,
R: 5-gcagtcataccacctcttcca-3) (Schafleitner
et al., 2007), the 496-bp StCl18 (DNH10)
fragment (F: 5-gctaaaccccaaaaaaaaactcatt-3,
R: 5-gtgaatgtactcgtcttttggac-3) (Pino et al,,
2008) and the 100-bp potato 60S fragment
(F: 5-aacaatggcggctaagaaga-3, R: 5-
tgceccataaaccctttttgt-3) (Carvallo et al., 2011).
The qRT-PCR reactions were performed using
areal-time PCR LightCycler 2.0 System (Roche
Diagnostics, Mannhein, Germany). Specific primers
for the potato 60S gene [expressed sequence tag
(EST) clone STMCK67] were used as the internal
control for the normalization of the RNA steady-
state level. The relative gene expression in the
wild-type (WT) lines at 24 °C (0 time) was set to
1, and the other values were adjusted accordingly.
For each gene, a calibration curve was generated
for each gene based on serial dilutions (10
to 10 pg uL") of the templates. The purity of
amplified products was verified through melting
curve analyses. The initial amount of transcript
in each sample was calculated from the standard
curve using the default (fit point/arithmetic)
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methods in the LightCycler Software Version 3
(Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) and
normalized to the values of the internal control.
The data represent the means of three experimental
replicates over time (n=9).

Experimental design and statistical analysis

A randomized complete block design was used.
Wild type and three GM lines per gene construct
and potato species were evaluated for three
drought stress treatments. For each genotype
and drought stress treatment, three independent
experiments over time, using three replicate
samples per experiment, were conducted, and
each replicate consisted of an experimental unit
of three plantlets. A total of 27 plantlets were
evaluated for each genotype and drought stress
treatment. The data were statistically analyzed
using analysis of variance (ANOVA) and mean
separation (Duncan’s Multiple Range) tests,
performed using the SAS Program VERSION
9.1.3 2003 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).

Results and discussion

Transgenic lines overexpressing the ScCBFI
gene showed significantly better plantlet growth
and survival under drought stress

One of the first responses to water deficit is
reduced plant growth, due to the inhibition of cell
expansion. Water limitation reduces the force, or
cell turgor pressure, required for cell expansion
and reduces leaf expansion and stem and root
growth (Spollen ef al., 1993; Iwama, 2008). It
has been reported in potatoes and other plant
species that soil water potential lower than -0.3
MPa reduces plant growth and biomass (Molinos
et al., 2004; Schafleitner et al., 2007). The results
of this study showed that plant growth was
adversely affected through in vitro drought stress
treatments (P<0.0001) when the water potential
dropped to -0.36 MPa (with 4% PEG). Only GM

lines overexpressing the ScCBFI gene showed
better overall plant growth in terms of reduction
in the stem length and total foliage weight (Table
1). In vitro drought stress adversely affected the
shoot height in both potato species, and the WT
lines were more affected, showing 70% shoot
height reduction after treatment with 4% PEG
and an 80% height reduction when the water
potential dropped to -0.48 MPa (8% PEG). The
shoot height of the GM lines was less affected.
In GM S. tuberosum (Lines 11, 15 and 19), the
shoot height was inhibited 30% after treatment
with 4% PEG and 55% after treatment with 8%
PEG. Similar results were observed for total
foliage weight (stems + leaves), showing that
the GM lines were significantly less affected
under in vitro drought stress compared with
the WT lines (P<0001). In GM S. tuberosum
Line 19, a 52% reduction in the total foliage
weight was observed with 4% PEG treatment
and a 67% reduction was observed with 8%
PEG (-0.48 MPa), while the WT lines showed
severe growth inhibition, with a 92% reduction
after 8% PEG treatment. /n vitro drought stress
adversely affected plantlet survival in both potato
species. Although all GM lines showed 100%
plantlet survival (0, 4, and 8% PEG), WT S.
commersonii showed a 15% reduction in survival
after 8% PEG treatment (P=0.0168), and WT S.
tuberosum showed a 20% reduction in survival
after 4% PEG treatment and a 40% reduction in
survival after 8% PEG treatment (P<0.0001).
These results suggest that in vitro screening is
sufficient to discriminate drought tolerance in
terms of biomass development and plantlet survival,
similar to previous studies showing that in vitro
screening is a useful technique for the initial
screening to select drought tolerant genotypes in
different plant species, such as sunflower (Punia
and Jain, 2002), Rubus (Orlikowska et al., 2009),
and potato (Gopal and Iwama, 2007). Gopal and
Iwama (2007) reported the general effect of
water stress on in vitro plant growth, which was
similar to the observations obtained under field
conditions, in terms of the reduction of stem and
foliage development, root number and root dry
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weight. Previous studies in cultivated potatoes
have shown that along with overall plant growth
inhibition, other major physiological mechanisms
are also affected with low soil water potential.
Indeed, after 10 days under drought stress, the
soil water potential dropped to -0.55 MPa, the
stomatal conductance was reduced to 89%, and
net photosynthesis was reduced to 86% (Martinez
and Moreno, 1992).
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ScCBF1 overexpression in potatoes increased
root development through the elongation of
existing roots.

Several studies have shown that the roots continue
elongating under conditions of low water potential,
suggesting that this differential response in roots
and shoots could be an adaptation to drought
stress (Westgate and Boyer, 1985; Spollen et

Table 1. /n vitro drought stress effects on overall plantlet growth, expressed as a percentage of shoot height reduction,
plant survival and foliage weight loss for Solanum commersonii (Sc.WT), GM plantlets (Lines 6, 21, 22), Solanum
tuberosum cv ‘Cardinal’ (StWT) and GM (Lines 11, 15, 16). In vitro potato plantlets were grown under different PEG4000
concentrations (0, 4 and 8%). The average values of three different experiments are shown (n=27)

Shoot height Total foliage weight
Species PEG4000 (%) Genotype reduction (%) loss (%) Plant survival (%)
S. commersonii 0 ScWT 0.0 0.0 100.0
Line 6 0.0 0.0 100.0
Line 21 0.0 0.0 100.0
Line 22 0.0 0.0 100.0
4 Sc.WT 64.5 85.1 100.0
Line 6 35.1 45.0 100.0
Line 21 32.1 60.0 100.0
Line 22 322 57.2 100.0
8 Sc.WT 82.8 91.2 85.2
Line 6 50.5 87.1 100.0
Line 21 60.9 89.2 100.0
Line 22 49.0 80.2 100.0
PEG Treatment P<0001 P<0001 P=0.0642
Genotypes P<0001 P<0001 P=0.0440
PEGXGenotype P<0001 P<0001 P=0.0168
S. tuberosum 0 StWT 0.0 0.0 100.0
Line 11 0.0 0.0 100.0
Line 15 0.0 0.0 100.0
Line 19 0.0 0.0 100.0
4 StWT 72.9 81.2 80.0
Line 11 50.3 67.1 100.0
Line 15 424 67.0 100.0
Line 19 44.5 52.4 100.0
8 StWT 84.8 91.7 60.0
Line 11 56.5 78.6 100.0
Line 15 59.4 69.8 100.0
Line 19 51.5 67.5 100.0
PEG Treatment P<0001 P<0001 p=0.0008
Genotype P<0001 p=0.0015 P<0001
PEGXGenotypes P<0001 p=0.0039 P<0001
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al., 1993). A field trial evaluating 250 potato
genotypes using “the pulling resistance of roots
selection-criterion” showed a positive correlation
between the maximum length and root dry weight
under drought stress (Ekanayake and Midmore,
1992). The potato GM lines showed differences
in the root development compared with that in
the WT lines (P<0.0001) in terms of root length,
root diameter and total root area (Table 2). For
example, in Line 15, the root length increased
from 39.4 cm (0% PEG) to 48.2 cm (4% PEQG),
while the total root area increased from 3.5 cm?
(0% PEG) to 4.0 cm? (4% PEG). Similar results
were observed in S. commersonii, where the root
length for GM Lines 6, 21 and 22, grown on 4%
PEG, was between 47 and 58 cm, while the root
length for the WT lines was significantly shorter
at 22 cm (Figure 1). However, when the water
potential dropped to -0.478 MPa (8% PEG), the
root growth was severely affected, while in GM
S. tuberosum lines, the root length was between
25 and 30 cm, and in the WT lines, the root length
was reduced to 14 cm. In addition, the root area
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was reduced 2-3 cm? in the GM lines and 0.9 cm?
in the WT lines. These results show that a PEG
medium-water potential lower than -0.4 MPa
drastically reduces root development, similar to
previous studies showing that a soil water potential
lower than -0.3 MPa reduces overall potato plant
growth (Molinos et al., 2004; Schafleitner et al.,
2007). These results showed that drought tolerant
lines increased root development through the
elongation of the existing roots and the expansion
of the root area, similar to the results of previous
studies in different plant species (Westgate and
Boyer, 1985; Iwama, 2008).

The proline content increased under in vitro
drought stress and ScCBF1 gene overexpression

Several plant species cope with drought stress
through osmolyte accumulation, such as soluble
sugars and free proline, which act as osmotic
agents, protecting plant cells from dehydration
(Szabados and Savoure, 2010). In different Andean

~ \:\
2% 4% 8%
":k“\ .‘R = e
| I |
v ( N
{ \\_\ ,_/
1 r
2% 4% 8%

Figure 1. /n vitro drought stress screening in potato plantlets, showing the overall growth and root development in GM
Solanum commersonii Line 22 (A, B) and WT plants (C, D). In vitro potato plantlets were grown under different PEG4000

treatments (0, 4 and 8%).
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Table 2. In vitro drought stress effects on plantlet root development for Solanum commersonii (Sc.WT), GM plantlets
(Lines 6, 21, 22), Solanum tuberosum cv Cardinal (StWT) and GM plantlets (Lines 11, 15, 16). In vitro potato plantlets
were grown under different PEG4000 concentrations (0, 4 and 8%). The average values of three different experiments are

shown (n=27)

Total root length Total root area

Species PEG4000 (%) Genotype (cm) Root diameter (mm) (cm?)
S. commersonii 0 ScWT 53.42 0.259 4.13
Line 6 31.93 0.190 1.90

Line 21 36.45 0.236 2.71

Line 22 42.71 0.233 3.13

4 SCWT 22.14 0.263 1.83
Line 6 57.69 0.204 3.70

Line 21 46.95 0.268 3.95

Line 22 50.57 0.195 3.10

8 Sc.WT 16.28 0.253 1.30
Line 6 19.14 0.190 1.14

Line 21 16.24 0.197 1.00

Line 22 18.31 0.222 1.33

PEG treatment P<0001 P=0.0015 P<0001

Genotype P<0001 P<0001 P<0001

PEGXGenotype P<0001 P<0001 P<0001

S. tuberosum 0 StWT 35.34 0.300 332
Line 11 36.28 0.228 2.60

Line 15 39.42 0.281 3.45

Line 19 35.84 0.207 2.33

4 StWT 23.98 0.258 1.94
Line 11 38.03 0.250 3.04

Line 15 48.12 0.267 4.04

Line 19 38.01 0.252 3.09

8 WT 13.88 0.219 0.96
Line 11 24.71 0.240 1.86

Line 15 27.94 0.233 3.04

Line 19 30.11 0.243 2.29

PEG treatment P<0001 P=0004 P<0001

Genotypes P<0001 P=0002 P<0001

PEGXGenotypes P<0001 P<0001 P<0001

potato clones, free proline is accumulated under
drought stress, increasing earlier in drought
susceptible varieties than in drought tolerant
plants (Schafleitner ez al., 2007). Because previous
studies reported proline accumulation in GM
Arabidopsis plants overexpressing the CBF3 gene
(Gilmour et al., 2000) and in GM tomato plants
overexpressing the AtCBFI gene under water
deficit (Hsich et al., 2002), the proline content was

also evaluated in the present study. Overall, the
proline concentration increased approximately 1.5-
and 2.5-fold under in vitro drought stress (Figure
2). In S. tuberosum, the increase in the proline
concentration was higher than in S. commersonii
(Figure 2B), showing significant differences among
in vitro drought stress treatments (P<0.0001) and
genotypes (P<0.0001). GM S. tuberosum, Lines
11, 15 and 19, showed increased proline content
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Figure 2. Effect of in vitro drought stress on free proline accumulation: (A) in GM Solanum commersonii Lines 6, 21,
and 22 and WT plants, and (B) in GM Solanum tuberosum cv. Cardinal Lines 11, 15, and 19 and WT plants. The average
values of three different experiments are shown (n=9). The bars indicate the standard deviation. Significant differences
were observed in both potato species, between GM lines and WT plants (P<0.0001).

compared with the non-drought stressed WT
plants. For example, in Line 15, the free proline
was 11.1 mg g dry weight, and in WT plants, the
free proline was significantly lower at 5.3 mg g
dry weight. Similar results were observed in S.
commersonii (Figure 2A).

Differential expression of ScCBF1, pyrroline-
S-carboxylate synthetase (P5CS) gene and
dehydrin-like gene (DNHI10) was observed in
both potato species upon drought stress

Similar to previous studies reporting that CBF/
DREB gene expression is associated with the
expression of P5CS and DNH-like genes under
abiotic stress (Gilmour et al., 2000; Kobayashi e al,
2005; Kume et al., 2005), in both potato species, the
constitutive overexpression of the ScCBFI gene was
also associated with P5CS and DNHI0 transcript
accumulation under in vitro drought stress (Figure 3).

The overexpression of the ScCBFI gene in GM
lines for both potato species was 1.8- and 3.3-fold
higher than that in control WT plants (Figure
3A and Figure 3B). This slight increase might
reflect the fact that the majority of GM lines
showed only one insertion site in the Southern
analysis (data not shown). GM S. tuberosum
Line 15 showed two insertion sites and increased
transcript accumulation. Despite the ScCBFI

expression level, the GM lines showed better
plantlet growth and root development than the
WT lines in both potato species. Notably, in the
GM lines, the ScCBF1 transcript increased upon
in vitro drought stress, reflecting the presence
of endogenous potato CBF homologs, which are
also induced under abiotic stress (Gilmour et al.
2000; Carvallo et al,. 2011).

The expression of P5CS and DNHI0 was also
examined, as both genes play a role in osmotic
adjustment and membrane stability, and the
expression of these genes is up regulated through
CBF genes (Gilmour et al., 2000). Previous
studies have revealed that GM tobacco plants,
overexpressing PSCS, accumulated more proline
than the control plants, showing enhanced
tolerance to osmotic stress (Kavi Kishor et al.,
2005). Other studies have suggested that P5CS
overexpression is associated with significantly better
root development (Kavi Kishor et al., 2005). The
GM potato Lines 15 and 21 showed significantly
larger total root areas and accumulated higher
proline content in the stems and leaves. In addition,
the GM lines showed 1.5-fold increased P5CS
transcript accumulation compared with control
WT plants (Figure 3C and Figure 3D). However,
this level of transcript accumulation is low with
respect to previous results reported in Arabidopsis
plants, where A¢CBF3 overexpression resulted in
increased proline content (5-fold higher compared
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Figure 3. Effect of drought stress on the relative gene expression of ScCBFI, pyrroline-5-carboxylate synthetase (P5CS)
and Dehydrins (DNHI10) genes. The transcript levels were determined through qRT-PCR analysis in GM Solanum
commersonii Lines 6, 21 and 22 and WT plants (A, C, D) and in GM Solanum tuberosum Lines 11, 15 and 19 and WT
plants (B, D, F). Potato plantlets were grown under in vitro drought stress at 24 °C, with a 16 h:8 h day:night photoperiod,
in hormone free MS medium containing 0, 4 and 8% PEG4000. The qRT-PCR analysis was performed using 100 ng of
total RNA per sample. The relative expression of each transcript was normalized using the potato 60S gene as an internal
reference. For Solanum commersonii, the relative expression in WT plants at 0% PEG was set to 1, and the other values
were adjusted accordingly. For Solanum tuberosum, the relative expression in WT plants at 0% PEG was set to 1, and
the other values were adjusted accordingly. The average values of three different experiments are shown (n=9). The bars
indicate the standard deviation. Significant differences were observed for ScCBFI and DNH10 expression in both potato
species and between GM lines and WT plants (P<0.0001).
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with control WT plants) and 4-fold higher P5CS
transcript accumulation (Gilmour et al., 2000).
This difference might partially reflect the fact that
in Arabidopsis plants, maximum expression was
reported at the beginning of the stress treatment
(24 hours), and subsequently, P5CS transcript
accumulation was significantly reduced (Gilmour
et al., 2000). In both GM potato lines, the gene
expression analysis was conducted at the end of
the experiment (50 days under in vitro drought
stress). Thus, the differences in the observation
might also reflect the P5CS probes used. Indeed,
a previous study in tomatoes overexpressing the
AtCBF1 gene showed that proline concentrations
were higher in GM tomato plants than in WT
plants, but no significant differences in the P5CS
expression between WT and GM plants were
observed, and the authors attributed this difference
to the P5CS probe used (Hsieh et al., 2002).

Several stress-responsive Dehydrins have been
associated with CBF overexpression and drought
stress. Dehydrins act as chaperons, stabilizing
vesicles, proteins, and membrane structures
in stressed plants (Close, 1997; Allagulova et
al., 2010). However, the precise function of
these proteins remains unknown. In wheat,
early Dehydrin expression has been associated
with drought tolerant genotypes and CBF gene
expression (Kobayashi et al., 2005; Kume et al.,
2005). In Solanum species, such as tobacco and
potato, DHN-like genes have been associated with
cold tolerance and CBF gene expression (Pino et
al., 2008). A previous study in GM tomato plants
overexpressing the AtCBFI gene did not show
Dehydrin like-gene expression (74S514) (Hsieh
et al., 2002). These results could be attributed
to the low homology between Arabidopsis gene
probes and tomato endogenous homologs or
unknown tomato LEA genes induced through the

heterologous expression of the CBF1 gene. In the
present study, GM S. tuberosum (Line 15) and
GM S. commersonii (Lines 21 and 22) showed the
best drought tolerance, in terms of plant growth,
total root length and total root area, and 1.5- to
3.0-fold higher DNH10 expression (P<0.0001)
compared with WT plants (Figure 3E and 3F).
In this study, the majority of GM S. commersonii
lines showed higher ScCBFI and DNH10 transcript
accumulation with drought stress (GM Lines 6, 21
and 22), while in GM S. tuberosum, the transcript
accumulation was significantly lower.

In summary, in vitro screening for drought tolerance
showed that the ScCBFI gene overexpression in
GM potato induces several responses associated
with drought adaptation mechanisms, resulting
in better overall plant growth, in terms of shoot
height, total foliage weight, root development and
plantlet survival. An association between ScCBF
and DNH 10 transcript accumulation was observed,
but no association with the PSCS gene was detected,
despite the observed effects on the proline content
during drought stress. Further studies are needed
to evaluate these GM lines in the field, in terms
of physiological parameters and tuber production
under different watering treatments. In addition,
it is necessary to confirm the function of P5CS
and DNH10 and other DNH-like genes through
the genetic transformation of potato. Moreover,
the identification of a novel potato stress inducible
promoter is needed to increase ScCBF1 transcript
accumulation under drought stress.

Acknowledgements
This research was financially supported through

funding from FONDECYT (FI11075021) and
MINAGRI-CHILE (501364-70).



182

CIENCIA E INVESTIGACION AGRARIA

Resumen

M.T. Pino, A. Avila, A. Molina, Z. Jeknic y T.H.H. Chen. 2013. Solanum tuberosum
y Solanum commersonii, sobre-expresando el gen ScCBF1, mejoraron su tolerancia a
sequia en condiciones de cultivo in vitro.. Cien. Inv. Agr. 40(1):171-184. La papa cultivada
es sensible a sequia, tanto el rendimiento como la calidad se reducen cuando el potencial
hidrico de suelo baja a -0.3 MPa. La sequia también produce alteraciones fisiologicas,
bioquimicas y moleculares, que han sido asociados a cambios en la expresion de genes que
actuan directamente en la proteccion de la planta o regulando otros genes de respuesta.
En este ultimo grupo, estan los factores de transcripcion del tipo CBF/DREB, que han
sido asociados a tolerancia heladas, salinidad y sequia en diferentes especies. El objetivo
de este estudio fue evaluar si la sobreexpresion del gen ScCBFI, clonado desde Solanum
commersonii, podria mejorar la tolerancia a sequia en plantas genéticamente modificadas de
Solanum tuberosum and S. commersonii bajo condiciones in vitro. En conjunto con algunos
mecanismos de adaptacion a sequia, como osmoprotectores y genes asociados al ajuste
osmético y estabilidad de las membranas. Los tratamientos de sequia fueron simulados in
vitro, agregando polyethylen-glycol (PEG4000) en medio MS libre de hormonas. Se evalud
crecimiento vegetativo, desarrollo radicular, contenido de prolina, y expresion de los genes
ScCBF1, P5CS y DNHI0. La expresion constitutiva del gen ScCBFI en ambas especies
mejoro significativamente el crecimiento vegetativo y radicular bajo sequia-in vitro. Ademas,
aumento significativamente el contenido de prolina en hojas y tallos, y la expresion del gen
DNH]I0, sugiriendo que la sobreexpresion constitutiva del gen ScCBF] estaria asociada a
algunos mecanismos de adaptacion a sequia.

Palabras clave: Gen CBF, in vitro, papas, sequia, Solanum commersonii, Solanum tuberosum.
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Abstract Drought strongly influences potato (Sola-
num tuberosum) production and quality. Potato being
a drought susceptible crop, the development of
varieties with enhanced tolerance to water stress could
highly improve productivity in drought prone areas.
The objective of this study was to evaluate the ability
of several yield based indices to be used in large scale
screening for drought tolerance. The experiment
included improved varieties, genetic stocks and land-
races potatoes grown under drought and irrigated
conditions. A group of accessions with high yield
under both conditions was identified. Mean produc-
tivity (MP), geometric mean productivity (GMP),
tolerance (TOL), drought tolerance index (DTI),
drought susceptible index (DSI) and yield stability
index (YSI) were calculated from tuber yield under
drought and irrigated conditions. The relationships
between these indices and yield were analyzed. The
Fleiss’ Kappa concordance test was used to analyze
the correspondence between accessions previously
identified as highly productive under both drought and
irrigated conditions and accessions with optimal
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values for the different indices. MP, GMP and DTI
allowed identifying genotypes combining high yield
potential and high yield under drought within the three
subsets of genotypes. Conversely, DSI, YSI and TOL
showed low and variable concordance values across
subsets, suggesting that their efficiency in screening
genotypes highly depends on the nature of the tested
genetic material.

Keywords Drought - Concordance test - Potato -
Yield based indices

Introduction

Drought is an important limiting factor for potato
production in most areas of the world, influencing
yield and tuber quality (Dalla Costa and Giovanardi
1994). Drought occurs due to lack of rainfall or
inadequate irrigation techniques. Potato is highly
sensitive to drought stress, the decline in photosyn-
thesis being fast and substantial, even at relatively low
water potential (Ta et al. 2003). Its vulnerability to
drought stress is also related to its shallow and poor
root system and low capacity to extract soil water
(Steyn et al. 1998). Drought affects plant growth and
production by reducing the amount of productive
foliage (Jefferies 1993), decreasing the rate of photo-
synthesis per unit of leaf area (Ta et al. 2003) and
shortening the vegetative period (Deblonde et al.
1999). All stages of crop development are sensitive to
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drought stress (Spitters and Schapendonk 1990). As
drought is an erratic and unpredictable phenomenon,
the objective of breeders is to improve the capacity of
the plant to tolerate drought tolerance while maintain-
ing high yield under favorable conditions (Spitters and
Schapendonk 1990).

According to their comparative yield performance
in stress and non-stress environments genotypes have
been categorized in four groups by Fernandez (1992)
as genotypes with relatively uniform performance in
both stress and non-stress conditions (group A),
genotypes with high yield in non-stress conditions
(group B), genotypes with high yield in stress condi-
tions (group C) and genotypes with low yield in both
stress and non-stress conditions (group D). Several
yield-based drought tolerance indices, based on
mathematical relationships between yield under irri-
gated and drought conditions, have also been proposed
to characterize the behavior of genotypes in stress and
non-stress environments, and to screen drought toler-
ant genotypes (Mitra 2001). These indices have been
used in many crops like sugar beet (Sadeghian et al.
2000), cotton (Zangi 2005), sesame (Golestani and
Pakniyat 2007), durum wheat (Talebi et al. 2009),
bean (Habibi 2011), sorghum (Singh et al. 2011),
maize (Mhike et al. 2012), barley (Khokhar et al.
2012) and bread wheat (Drikvand et al. 2012). In
potato, the efficiency of yield indices for potato clone
selection has been evaluated under hot (de Souza
Lambert et al. 2006) and drought (Hassanpanah 2010)
conditions. Most of these studies have been however
realized on a limited number of breeding material or
commercial cultivars.

The objective of the present study was to compare
six drought tolerance indices (calculated from tuber

Improved varieties ()

Genetic stock (b)

yields obtained under drought and irrigated condi-
tions) within a large set of potato landraces, improved
varieties, and genetic stocks and to test the efficiency
of these indices to identify genotypes combining high
yield under drought and irrigated conditions. The
efficiency of yield indices to identify genotypes
yielding well under both stress and non-stress condi-
tions has been analyzed by many authors through their
correlation with yield under stress and non-stress
conditions, sometimes completed by multivariate
analysis (Kaya et al. 2002; Farshadfar and Sutka
2002; Golabadi et al. 2006; Sio-Se Mardeh et al. 20006;
Nouri et al. 2011; Khodarahmpour et al. 2011) or 3D
graphs, bi-plot and cluster analysis (Ahmadizadeh
et al. 2011). However, the different indices have
different levels of precision, making difficult compar-
isons with yield. On the other hand, each index has to
be interpreted according to its physiological meaning
and optimal value. For example a good behavior under
both irrigated and drought conditions leads to high
values of mean productivity (MP), geometric mean
productivity (GMP), drought tolerance index (DTI)
and yield stability index (YSI) and generally low
values of tolerance (TOL) and drought susceptible
index (DSI). Finally, according to Zangi (2005), a
good selection index should also allow distinguishing
group A as defined by Fernandez (1992) from the
others, what implies to compare the capacity of the
different indices to identify genotypes that combine
high yield under stress and non-stress conditions. To
allow comparison of indices and evaluation of their
efficiency in a more accurate way, the capacity of the
different indices to identify genotypes having high
yield under both stress and non-stress conditions was
evaluated in the present study by using the Fleiss’
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Fig. 1 Genotype groups based on yield under drought and irrigated conditions, in improved varieties (a), genetic stocks (b) and
landraces (c¢). Groups A, B, C and D are defined according to Fernandez (1992)
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Kappa test, an extension of the Kappa test which
provides a measure of the degree to which two
methods concur in their respective sortings of N items
into k mutually exclusive categories (Fleiss 1971).

Materials and methods
Plant material

A setof 918 potato accessions provided by CIP (Centro
Internacional de la Papa) genebank was used in this
study. It comprised 226 improved varieties, 74 genetic
stocks and 618 landraces. The subset of improved
varieties included non-CIP varieties and advanced
breeding clones extracted from the late blight resistant
(LBR) and lowland tropic virus resistant (LTVR)
populations developed at CIP (Bonierbale et al. 2003).
Genetic stocks comprised two segregating diploid
population extracted from populations developed at
CIP to improve late blight resistance and nutritional
characteristics, respectively. The development of the
first population is described by Bonierbale et al.
(1994). The second population was originated from a
cross between a LBR Phureja accession and a suscep-
tible late blight S. tuberosum dihaploid (Ghislain et al.
2001).

The 618 landraces accessions belonged, following
the taxonomy of cultivated potatoes proposed by
Spooner et al. (2007) and Ovchinnikova et al. (2011),
to the four species Solanum ajanhuiri Juz. & Bukasov
(15), S. curtilobum Juz. & Bukasov (15), S. juzepczukii
Bukasov (22) and S. tuberosum L. (566). S. tuberosum
L. included accessions of the cultivar groups Andig-
enum (261), Chaucha (113), Goniocalyx (45), Phureja
(81), Stenotomum (43) as well as non Andean S.
tuberosum accessions (23). Plant maturity in of the
accessions of each subset was scored (from 1 to 9),
with scores of 8 or 9 corresponding to accessions being
ready for harvesting. At 120 days after planting 68 %
of landraces were still not ready for harvesting. Within
the subsets of improved varieties and genetic stocks,
34 and 47 % of accessions were ready for harvesting at
90 days after planting and 76 and 100 % at 120 days,
respectively. As a consequence, the subset of land-
races was considered to be later than the subsets of
improved varieties and genetic stocks. This informa-
tion was taken into account in managing timing of
water stress application and harvest.

Experimental conditions

The set was evaluated throughout 5 years, from 2004 to
2008, in CIP’s La Molina experimental station, located
in the coast of Peru, at latitude —12.0778°, longitude
—76.9110° and 240 m above sea level. La Molina
climate is characterized by the absence of rainfall, high
relative humidity (between 71.3 and 92.0 %) and low
vapor deficit pressure (from 38 10~® MPa in August to
58 x 107° MPa in November). Annual average mini-
mum and maximum temperatures were 14.9 and
18.0 °C, respectively. Monthly maximum temperature
ranged from 17.1 °Cin Augustto 19.1 °Cin November.
Accumulated solar radiation increased toward the end of
the cropping season, and ranged from 1,671 to
4,808 W m™ 2 Weather inter-annual variation was very
low.

The soil was an Entisol, containing 46 % sand, 32 %
silt and 22 % clay. Bulk density ranged from 1.3 to
1.2 g cm ™ and field capacity from 24 to 21 % moisture
by weight down the soil profile to 100 cm. Soil organic
matter content was 3.1 % and pH was 7.1. Electrical
conductivity (EC) and cation exchange capacity were
2.7 DS m~" and 10.7 meq 100 g~ ', respectively.

Different accessions were evaluated each year with
the exception of the controls, cultivated in all years.
Planting was done during the first week of August, and
harvest the last week of November. Germplasm of the
three subsets was evaluated in three different trials,
due to their different plant type and earliness. Thirty
plants per clone, in three replications, in one row and
10 plants per replication were arranged in the field,
following an alpha design in a randomized complete
block design. Fertilization and weed and pest control
were the same for each group and year.

Irrigation frequency and volume were estimated to
allow significant differences between treatments and
accessions. In the irrigated treatment, water was
applied to the crop every 10 days. In the drought
treatment, furrow irrigation was stopped 35 days after
planting in the case of improved varieties and 42 days
after planting in the case of the genetic stocks and
native cultivars, to take into consideration the quicker
early growth of the improved germplasm. The total
quantity of water received by the crop over the 5 years
varied between 375 and 414 mm for the irrigated
treatment and 128 and 175 mm in the drought
treatment. Soil water potential was measured every
day in each treatment using granular matrix sensors

@ Springer



Euphytica

(Watermark model 900 M-Monitor, the Irrometer
Company, Riverside-California, USA), placed at 30
and 45 cm depth in three sites. Data were recorded
every day at 2:00 p.m. with a data logger. Four weeks
after stopping irrigation, soil water potential in the
fully irrigated treatment ranged from 0.022 to
0.063 MPa and exceeded by 0.2 MPa the drought
treatment.

Yield-based selection indices

Tuber yield (g plant™") was measured for each plot
were measured 120 days after planting on genetic
stocks and landraces and 90 days after planting for
improved varieties that had a much shorter growing
cycle. Drought tolerance indices were calculated using
the following relationships:

Mean productivity (MP) = (Y, + Y;)/2 (Rosi-
elle and Hamblin 1981)

Geometricmeanproductivity (GMP) = (Y, x Yy)
(Fernandez 1992)
Tolerance (TOL) = Y, — Y, (Hossain et al. 1990)

Droughttoleranceindex (DTI) = (Y, x Y,)/ (Yp)2
(Fernandez 1992)

Drought susceptibility index (DSI) = [1 — (Y;/
Y,)]/[1 — (SI)] (Fischer and Maurer 1978) where
stress intensity (SI) = 1 — (Y,/Y,)

Yield stability index (YSI) = Y,/Y, (Bouslama
and Schapaugh 1984)

In all these equations, Y was the yield of a given
genotype under drought, Y, the yield of this genotype

0.5

under irrigated conditions, ?S and ?p being the mean
yields of all genotypes under stress and non-stress
conditions, respectively.

Statistical analysis

Experimental data were subjected to analysis of
variance using SAS-Proc Mixed version 9.1 for
WINDOWS in order to adjust the year effect on the
accessions. The capacity of the different indices to
identify genotypes combining high yield under stress
and non-stress conditions was analyzed by comparing
the concordance of the grouping of genotypes in four
categories A, B, C and D according to Fernandez
(1992) with respect to the indices MP, GMP, TOL,
DTI, DSI and YSI, using the Kappa-Fleiss

@ Springer

concordance test. Whereas conventional Kappa tests
(e.g., Scott’s pi or Cohen’s kappa) work for only two
raters, Fleiss’ kappa works for any number of raters
giving categorical ratings to a fixed number of items.
It consequently allows assessing the reliability of
agreement between a fixed numbers of raters when
assigning categorical ratings to a number of items or
classifying items (Banerjee et al. 1999). It can be
interpreted as expressing the extent to which the
observed amount of agreement among raters exceeds
what would be expected if all raters made their ratings
completely randomly.

The Kappa index was calculated as: K =
(P —P.)/(1 —P.) where P, is the observed value
(observed proportion of concordance) and P, is the
expected value (proportion of concordance expected
according to the hypothesis of independence of
indices). The factor (1 — P.) gives the degree of
agreement that is attainable above chance, and (P,
— P,) gives the degree of agreement actually achieved
above chance. To calculate P, and P, the following
matrix was established:

Stress index Yield under irrigated conditions

Low High Sum
Low a b r
High c s
Sum t u N

P, and P, were calculated as (a+d)/N and (tr+us)/
N?, respectively.

If the raters are in complete agreement then K = 1.
If there is no agreement among the raters (other than
what would be expected by chance) then K = 0. Since
yield and indices are continued values, they were
discredited, using the median to separate in two
classes (high and low values). To reflect the sampling
error, a confidence interval around the obtained K
value was calculated according to Sim and Wright
(2005), as K £+ Z;_, Sk, where Z is the standard
normal and Sy is the standard deviation of the
estimator K.

The results of the test were interpreted based on
Landis and Koch (1977). Five levels of confidence of the
concordance were considered: very low (K < 0.2), low
(0.20 < K < 0.40), intermediate (0.40 < K < 0.60),
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high (0.60 < K < 0.80), and very high (0.80 <K <
1.0).

Results

Stress intensity (SI), calculated from Y, and Y values,
was 0.309 for the whole collection. Improved varie-
ties, genetic stocks and landraces had SI values of
0.422, 0.277 and 0.271, respectively. Highly signifi-
cant differences were found for tuber yield among the
tested subsets of accessions, both under irrigated and
drought conditions (data not shown). There was no
significant difference between years for the different
indices (Table 1). Significant differences were noted
between subsets and genotypes, except for DSI and
YSI. Improved varieties had significantly higher MP,
GMP, TOL and DTI (Table 2). Genotype effect was
significant for MP, GMP and DTI.

Correlation between Y, and Y was highly signif-
icant for improved varieties and landraces, and
significant for genetic stocks (Table 3). A positive
and highly significant correlation was noted between

Y, and the yield-based indices MP, GMP, TOL and
DTI within the three subsets. Y, was significantly
positively correlated to DSI and negatively to YSI. Y
was significantly associated with MP, GMP and DTI
within all subsets. It was associated with TOL within
improved varieties but not within genetic stocks and
landraces. Significant correlations were noted between
MP, GMP, TOL and DTI within all subsets. TOL
correlated positively to DSI and negatively to YSI.
DSI was highly significantly correlated to YSI within
all subsets. According to the levels of confidence
previously defined, the concordance values were high
or very high for MP, GMP and DTI within the three
subsets. Concordance values for TOL, DSI and YSI
were low or intermediate and highly differed with the
considered subset (Table 4).

Discussion

Moderate stress intensities observed in this study are
likely to be due to the high relative humidity of the

Table 1 Variance analysis for MP, MGP, TOL, DTI, DSI and YSI in the whole collection and its different subsets (improved

varieties, genetic stocks and landraces)

Source of variation Degrees of freedom MP GMP TOL DTI DSI YSI
Year 3,512,158ns  2,913,356ns  3,609,487ns  29.48ns 171.87ns  30.54ns
Subset (year) 1,337,747*%*  979,788** 4,660,703**  11.69%* 122.15ns  21.70ns
R (year x subset) 25 133,937** 144,173%%* 609,036** 2.10%*%  205.38%*  36.49%*
Genotype (year x subset) 946 119,252%* 110,048** 106,403ns 1.27%* 72.12ns 12.81ns
Improved varieties
Mean values 599.40 543.33 394.62 1.19 0.280 0.882
Year 4 1,094,253ns  778,300ns 1,737,267ns 7.74ns 119.23ns  21.18ns
R (year) 10 123,341 %* 78,597%%* 637,765%* 1.40**  178.34ns  31.68ns
Genotype (year) 236 156,105** 141,210%* 153,772%* 2.15%*  99.88ns 17.74ns
Genetic stocks
Mean values 311.55 279.88 176.93 0.32 0.522 0.780
Year 1 189,158ns 478,032ns 1,186,185ns 2.05ns 33.09ns 5.88ns
R (year) 4 27,496ns 42,863%* 129,772ns 0.25%*%  12.74* 2.26%*
Genotype (year) 76 39,459%3* 35,048%* 57,863ns 0.16%*  4.67ns 0.83ns
Landraces
Mean values 396.19 355.21 185.05 0.59 —0.304 1.128
Year 4 2,260,212 1,370,303* 7,728,019* 13.09ns  361.97ns  64.31ns
R (year) 11 182,275%* 240,628** 757,198** 3.42*%*  300.01* 53.30*
Genotype (year) 634 115,099** 107,439%* 94,588ns 1.08**  69.86ns 12.41ns

ns No significant
** Significant at 0.01, * significant at 0.05
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Table 2 Indices values of the three subsets

Index Improved varieties Genetic stocks Landraces
Mean productivity (MP) 599.4 £+ 11.18 311.55 £ 9.68 396.19 £+ 5.47
Geometric mean productivity (GMP) 543.33 £ 10.3 279.88 £+ 8.97 355.21 £5.15
Tolerance (TOL) 394.62 £+ 15.28 176.94 £+ 15.49 185.05 &£ 7.7
Drought tolerance index (DTI) 1.19 £ 0.04 0.32 £+ 0.02 0.58 4+ 0.02
Drought susceptibility index (DSI) 0.28 £ 0.42 0.52 £ 0.14 —-0.3 £ 0.19
Yield stability index (YSI) 0.88 £ 0.18 0.78 £+ 0.06 1.13 £ 0.08
Table 3 Relationships
between Yy, Yy, T OI_I?, MP, Y, MP GMP TOL DTI DSI YSI
GMP, DSI and YSI Improved varieties
Y, 0.77%%* 0.97%%* 0.94%%* 0.88%%* 0.91%%* 0.39% —0.39%
Y, 0.89%%* 0.94%%* 0.38%* 0.91%%* 0.03ns —0.02ns
MP 0.99%%* 0.76%* 0.96%* 0.28ns —0.28ns
GMP 0.67%* 0.97%%* 0.23ns —0.23ns
TOL 0.65%%* 0.55%%* —0.55%*
DTI 0.16ns —0.16ns
DSI —0.99%*
Genetic stocks
Y, 0.43% 0.92%%* 0.80%* 0.83%%* 0.75%%* 0.58%%* —0.58**
Y, 0.74%%* 0.88%%* —0.15 ns 0.87%%* —0.13 ns 0.13ns
MP 0.96** 0.55%%* 0.92%%* —-0.37* —-0.37*
GMP 0.33%* 0.96** 0.25ns —0.25ns
TOL 0.28%* 0.71%* —0.71%*
DTI 0.16ns —0.16ns
DSI —0.99%*
Landraces
Y, 0.71%* 0.96%* 0.92%%* 0.81%* 0.87%%* 0.38%* —0.38*
Y, 0.88%%* 0.92%%* 0.16ns 0.86** —0.16ns 0.16ns
MP 0.99%%* 0.61%* 0.93%%* 0.19ns —0.19ns
GMP 0.52%%* 0.947%%* 0.14ns —0.14ns
TOL 0.50%* 0.67%* —0.67%*
ns No significant DTI 0.11ns _0.11ns
** Significant at 0.01, * DSI —0.99%*

significant at 0.05

experimental site that reduces the evaporative demand
(Cabello et al. 2012). Year effect on tuber yield was
not significant due to the low inter-annual climatic
variation in the testing site. DSI and YSI did not
discriminate subsets and accessions with subsets.
Higher MP, GMP, TOL and DTI were observed in
the subset of modern varieties. This result as well as
the highly significant correlations noted between these
indices and tuber yield under irrigated conditions is
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likely to be explained by the mode of calculation of
these indices.

Mean productivity (MP), calculated as the arith-
metic mean between Y, and Y, highly depends on
yield under irrigated conditions and consequently
tends to be higher in genotypes (and subsets of
genotypes) with higher yield potential as previously
reported by Cengiz and IlThan (1998) in chickpea and
Ghagar Sepanlo et al. (2000) in wheat, Shirazi
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Table 4 Concordance test
(Kappa) for MP, GMP,
TOL, DTI, DSI and YSI in

Index Groups®

Concordance test
95 % confidence

improved varieties, genetic

Improved varieties
stocks and landraces

A =88
MP 88
GMP 88
TOL 16
DTI 88
DSI 38
YSI 38

Genetic stocks

A =24
MP 24
GMP 24
TOL 7
DTI 24
DSI 11
YSI 13

Landraces

A =239
MP 237
GMP 238
TOL 67
DTI 238
DSI 125
YSI 114

B =25 C=25 D =88

10 10 88 0.79 (0.73-0.86)
13 13 88 0.83 (0.77-0.89)
25 25 16 0.25 (0.19-0.31)
13 13 88 0.83 (0.77-0.89)
25 25 38 0.44 (0.37-0.51)
25 25 38 0.44 (0.37-0.51)
B=13 C=13 D =24

3 3 24 0.61 (0.48-0.74)
7 24 0.77 (0.66-0.88)
13 13 7 0.42 (0.30-0.54)
7 7 24 0.77 (0.66-0.88)
0 12 0.10 (0.06-0.20)
13 12 12 0.58 (0.45-0.71)
B = 68 C =69 D =239

22 25 239 0.76 (0.72-0.80)
32 34 239 0.82 (0.78-0.86)
68 66 64 0.31 (0.27-0.35)
32 34 239 0.82 (0.78-0.86)
0 2 127 0.18 (0.13-0.22)
68 67 112 0.18 (0.13-0.22)

* See Fig. 1

Kharrazi and Naroui Rad (2011) in sorghum. MP also
correlated to Y, and had high concordance values
within all subsets, indicating capacity to identify
genotypes combining high yield under stress and non-
stress conditions, i.e., genotypes belonging to the
group A as defined by Fernandez (1992). According to
Rosielle and Hamblin (1981), selection for mean
productivity generally increase yield in both stress and
non-stress environments.

Geometric mean productivity (GMP), calculated as
the root square of the product between Y, and Y is
supposed to be less driven by yield potential than MP
(Fernandez 1992; Zangi 2005) but is often used by
breeders to evaluate high-yielding genotypes under
stressed and optimal conditions (Ramirez and Kelly
1998). The highly significant correlations between GMP
and yield both under irrigated and drought conditions, as
well as the results of the concordance test, indicate the
capacity of this index to accurately identify genotypes
combining high potential yield and tolerance to drought

conditions. The ability to separate group A genotypes
from others using the GMP index is consistent with the
results reported by Kristin et al. (1997) and Fernandez
(1992) in common bean, Souri et al. (2005) in pea,
Rezaeizad (2007) in sunflower and Jafari et al. (2009) in
maize. The highly significant correlation noted between
MP and GMP suggests that both indices can be used
indifferently.

Weaker correlation between TOL and Y, could be
explained by the fact that high TOL values can be
favored by high Y, values but also by low Y
(Fernandez 1992). The association between TOL and
Y, was however weak or non significant. The concor-
dance value of this index differed according to the
considered subset. Finally, TOL did not allow iden-
tification of group A genotypes.

Drought Tolerance Index (DTT) effectively discrimi-
nated genotypes with high yield in both stressed and
non-stressed environments. DTI was significantly posi-
tively correlated to Y, and Y. DTI was highly significantly
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associated to both Y and Y, indices and exhibited high
concordance values within all subsets of genotypes,
suggesting that selection for DTI could allow identi-
fying genotypes that yield well in both stress and non-
stress environments.

Drought susceptible index (DSI) depends not only
on Y, and Y, but also on stress intensity. Its value
consequently highly depends on environmental con-
ditions. DSI of less than a unit are considered to be
drought tolerant, since their yield reduction in drought
conditions is smaller than the mean yield reduction of
all genotypes (Ramirez and Kelly 1998).

Both YSI and DSI significantly correlated to Y, but
not to Y. They did not correlate with other indices
except TOL and low concordance values were noted
for these indices within all subsets of genotypes.
Finally, genotype effects were significant for these two
indices neither in the whole collection, nor in each
subset. The use of both indices has been suggested by
Sio-Se Mardeh et al. (2006) and Golabadi et al. (2006)
to evaluate for drought tolerance. The results of the
present study however suggest that these indices tend
to give advantage to highly productive genotypes.

In summary, the significant and positive correlation
between Y, and MP, GMP and DTI observed in this
study are in good agreement with Talebi et al. (2009),
Ahmadizadeh et al. (2011) and Drikvand et al. (2012).
MP, GMP and DTT also had significant correlation with
yield under drought, as previously noted by Golabadi
et al. (2006), Sio-Se Mardeh et al. (2006) and Mhike
et al. (2012). The test of concordance used in the
present study brought useful information not provided
by previous yield based indices comparative studies,
allowing evaluating the ability of indices to discrim-
inate genotypes yielding well under both irrigated and
drought conditions. According to the test of concor-
dance MP, GMP and DTT had better capacity than other
indices to identify genotypes combining high yield
potential and high yield under drought. Conversely, for
DSI, YSI and TOL levels of confidence of concordance
varied across subsets, suggesting that their efficiency in
screening genotypes may highly depend on the nature
of the tested genetic material. Based on these results,
MP, GMP and DTI are more adequate to select
genotypes yielding well under both stressed and
optimal conditions. Saba et al. (2001) noted that
narrow-sense heritability estimates were much lower
for DSI and TOL, compared to GMP, MP, and DTT and
suggested that selection based on the latter indices

@ Springer

could be more promising than on DSI and TOL. As
potential yield influences yield under stress under
moderate stress conditions more than under severe
stress conditions (Blum 1996; Pantuwan et al. 2002)
the efficiency of these selection indices is however
expected to vary with stress severity. Further studies
under different environments and stress intensities, and
particularly under more severe stress, are consequently
needed to precise the efficiency of yield based indices
to select for drought tolerance in potato.
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Increased Genomic Prediction Accuracy in Wheat
Breeding Through Spatial Adjustment of Field
Trial Data
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ABSTRACT |In crop breeding, the interest of predicting the performance of candidate cultivars in the field
has increased due to recent advances in molecular breeding technologies. However, the complexity of the
wheat genome presents some challenges for applying new technologies in molecular marker identification
with next-generation sequencing. We applied genotyping-by-sequencing, a recently developed method to
identify single-nucleotide polymorphisms, in the genomes of 384 wheat (Triticum aestivum) genotypes that
were field tested under three different water regimes in Mediterranean climatic conditions: rain-fed only,
mild water stress, and fully irrigated. We identified 102,324 single-nucleotide polymorphisms in these
genotypes, and the phenotypic data were used to train and test genomic selection models intended to
predict yield, thousand-kernel weight, number of kernels per spike, and heading date. Phenotypic data
showed marked spatial variation. Therefore, different models were tested to correct the trends observed in
the field. A mixed-model using moving-means as a covariate was found to best fit the data. When we
applied the genomic selection models, the accuracy of predicted traits increased with spatial adjustment.
Multiple genomic selection models were tested, and a Gaussian kernel model was determined to give the
highest accuracy. The best predictions between environments were obtained when data from different
years were used to train the model. Our results confirm that genotyping-by-sequencing is an effective tool
to obtain genome-wide information for crops with complex genomes, that these data are efficient for
predicting traits, and that correction of spatial variation is a crucial ingredient to increase prediction accu-
racy in genomic selection models.
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Wheat is the third most-important cereal crop in the world, with a total
production of 704 million tons annually (FAOSTAT, 2011). To meet
future market demands, some of the most important breeding objec-
tives include increasing total yields and the rate at which wheat breed-
ing programs adapt to new and changing environments.

New genomic tools in wheat breeding have allowed the in-
corporation of new allelic variants into adapted germplasm. Strategies
like quantitative trait loci and association mapping have aided in
identifying genes or genomic regions responsible for traits of interest
(Lander and Botstein 1989; Jansen 1993; Tanksley 1993; Risch and
Merikangas 1996; Pritchard et al. 2000; Kraakman et al. 2004; Kirigwi
et al. 2007; Neumann et al. 2010; Le Gouis et al. 2012; Yu et al. 2012).

December 2013 | 2105

Volume 3 |


http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/
http://www.g3journal.org/lookup/suppl/doi:10.1534/g3.113.007807/-/DC1
http://www.g3journal.org/lookup/suppl/doi:10.1534/g3.113.007807/-/DC1
mailto:jari.zitzewitz@secobra.com

Table 1 Description of models used to adjust the phenotypic
data

Model Name Model Expression
1B y =g+ repj + bl(rep)i + ejj
RC y =g +rep ; + filirep) j« + col(rep) i + ejju
RCB_MVNG y =g + Bx; + repy + ek
MVNG y=u+pBx+e¢

IB, incomplete blocks, field design; g, treatment; rep, repetitions; bl(rep),
incompletes blocks nested in repetitions; e, residual; u, general mean; RC,
row by column model; fil(rep), rows nested in repetitions; col(rep), columns
nested in repetitions; RCB_MVNG, random complete block model with moving
means as covariable; x, covariable as phenotypic value of plot minus means of
neighbors plots within grid; MVNG, linear regression model with moving means
as covariable.

Trait-associated markers then become selection targets to assist in
molecular breeding programs (Collard et al. 2005; Landjeva et al.
2007; Collard and Mackill 2008; Buerstymayr et al. 2009). However,
these approaches have limitations due to the difficulty in detecting
significant markers within gene regions that are involved in the ex-
pression of complex traits influenced by many genes at different levels
(Xu 2003). The most important traits involved in breeding are com-
plex. Therefore, other strategies that take into account thousands of
markers at one time in a model to predict complex traits have recently
been developed.

Genomic selection (GS) is a recent approach that is being applied
in crop breeding to make decisions for advancing germplasm from
one generation to the next. GS was first proposed in animal breeding
by Meuwissen et al. (2001). The development of high-throughput
sequencing platforms, yielding a vast amount of information for each
genotype allows the application of GS. For GS to be applicable in
commercial breeding, genotyping methods need to be cost-effective.
Genotyping-by-sequencing (GBS) is a high-throughput genotyping
method that has been shown to be very useful for complex genomes
like wheat (Poland et al. 2012a; Poland and Rife 2012). GBS costs are
directly linked to the decreasing cost of sequencing driven by global
research into developing new low-cost sequencing technologies and
platforms. The wheat genome is very large at16 Gb (i.e., five times the
human genome) and very complex with 80% repeated regions and
25-30% of its genes duplicated (Bennett and Smith 1976; Dubcovsky
et al. 1996; Akhunov et al. 2003). Furthermore, wheat is a hexaploid
species with three genomes (A, B, and D) per chromosome (Sarkar and
Stebbins 1956; Dvorak and Zhang 1990; Dvorak et al. 1993). GBS uses
methylation sensitive enzymes, which results in the elimination of most
of the repeated regions and reduces the genome representation to in-
crease the efficiency of sequencing (Elshire et al. 2011; Sonah et al. 2013).

The development of novel statistical approaches for GS is a crucial
step, where all the genotypic information is taken into account to be
associated with phenotypic data by adjusting the parameters in
a prediction model. The parameters of the model are currently being
adjusted with linear models (Ridge regression [RR]), Bayesian
approaches (Bayes A and Bayes B), and semiparametric strategies
(reproducing Kernel Hilbert spaces [RKHS] and neural networks)
(Meuwissen et al. 2001; Gianola et al. 2003, 2011; de los Campos et al.
2010; Endelman 2011; Goddard et al. 2011; Poland et al. 2012b).
RKHS is defined by a “reproducing kernel,” which is a function of
the relationship between pairs of genotypes. RKHS is a semiparametric
approach, which could be represented as a parametric model by
choosing the appropriate kernel (de los Campos et al. 2010). Two
kernels that are commonly applied are known as RR and Gaussian
(GAUSS). The relationships between genotypes in RR are established
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by the use of an additive model, and in GAUSS, the relationship
between individuals is calculated with Euclidean distances that take
into account epistatic interactions (Gianola and Van Kaam 2008;
Endelman 2011).

Because genotyping is taking a more routine and accepted
approach, improvements in model predictions are focused on pre-
cision phenotyping. Physiological differences and environmental
conditions that affect the precision of the measured phenotype need
to be taken into account to have an accurate GS prediction model. The
breeder needs to know with accuracy the fields in which selections will
occur; therefore, high-throughput phenotyping technologies are being
implemented before planting (characterization of field heterogeneity)
and during crop development to help reduce nongenetic variation
(Crossa et al. 2006; Cabrera-Bosquet et al. 2012; Masuka et al. 2012;
White et al. 2012). Otherwise, traditional methods are applied in
which field design takes care of most of the variation and model
correction mechanisms take into account the field heterogeneity that
produces spatial correlation errors. These spatial trends can be elimi-
nated with postdata treatment. Different strategies exist, including model
variance-covariance matrixes, row-columns, and moving-means (Cullis
et al. 1998; Peiris et al. 2008; Miiller et al. 2010; Leiser et al. 2012).

The objectives of this study were (1) to validate the GBS technology
as a tool for genotyping germplasm with complex genomes; and (2) to
create an optimized training model for GS with a germplasm to be bred
in a Mediterranean climate environment of central Chile, using
a diverse set of wheat genotypes. Our study confirms that GBS is an
inexpensive, robust, and useful tool to obtain genomewide information
for breeding programs that work with complex genomes, such as
wheat. Furthermore, we evaluate that spatial adjustment of the
phenotypic data in each trial is very important to reduce error in
the model and increase prediction accuracy. Here we evaluate spatial
variation across the field, while also exploring fundamental variations
that take into account environmental and genotypic interactions.

MATERIALS AND METHODS

Germplasm and growth conditions

The germplasm consists of 384 advanced lines from two different
breeding programs, including 55 lines from the wheat breeding
program at Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIA)
in Chile, 143 from the International Wheat and Maize Improvement
Centre (CIMMYT) that were previously selected for adaptiveness to
Chilean environments (these lines share common ancestors with the
INIA-Chile breeding program), and 186 lines from INIA in Uruguay.
The objective with this set of lines was to create a germplasm base to
breed for drier areas in Chile and subsequently other countries within
the projects involved.

Y2

Ys | Y1 | Vi Y3 | Ye

Ya

Figure 1 Diagram to calculate the covariable x;. Y; is the phenotypic
value in the plot. The neighboring plots are indicated with gray color.
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Figure 2 PCoA from dissimilarity matrix calculated with genetic data.
Points in red represent advanced lines from the INIA Chile breeding
program, green points identify lines from CIMMYT, and blue points
denote advanced lines and prebreeding lines from the INIA Uruguay
breeding program.

The breeding germplasm was evaluated in the Mediterranean
environment Santa Rosa (36°32" S, 71°55" W; 217 m.a.s.l.) under two
levels of water supply, mild water stress and fully irrigated, in 2011. In

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 | 1 1 | |

2012 the lines were evaluated in Santa Rosa under the two levels of
water supply and also evaluated in Cauquenes (35° 58" S; 72° 17" W),
a traditionally dry-land agricultural region with lower yield potential.
Cauquenes has a granitic soil (Alfisol) with low fertility; the minimum
average temperature is 4.7° (July), the maximum is 27° (January) and
the long-term average annual precipitation is 695 mm. Santa Rosa has
a volcanic soil (Andisol) with adequate fertility for wheat; the mini-
mum average temperature is 3.0° (July), the maximum is 28.6° (January),
and long-term average annual precipitation is 1270 mm (del Pozo and
Del Canto 1999).

The experimental design was an alpha-lattice with 20 incomplete
blocks, with each block containing 20 genotypes. Two replicates were
used at both trials of Santa Rosa in 2011 and 2012 and at Cauquenes
in 2012. Plots consisted of five rows of 2 m long and 0.2 m distance
among rows. Sowing dates were on August 31st and September 7th at
Santa Rosa and Cauquenes, respectively, and the sowing rate was 20 g
m?. Plots were fertilized with 260 kg ha~! of ammonium phosphate
(46% P,05 and 18% N), 90 kg ha~! of potassium chloride (60% K,0),
200 kg ha™! of sulpomag (22% K,O, 18% MgO, and 22% S), 10 kg
ha™! of boronatrocalcita (11% B), and 3 kg ha™! of zinc sulfate (35%
Zn). During tillering, an extra 80 kg ha™! of N was applied. Weeds
were controlled with MCPA at 750 g a.i. ha™! + Metsulfuron Metil 8 g
ai ha™!. Furrow irrigation was used at Santa Rosa: one irrigation (at
tillering) for the mild water stress trial and four irrigations (at tillering,
flag leaf emergence, heading, and middle grain filling) of ca. 50 mm
each for the fully irrigated trial.

For phenotyping, all lines were evaluated for grain yield (GY),
thousand kernel weight (TKW), number of kernels per spike (NKS),
and days to heading (DH) in 2011. In 2012, only GY was evaluated.
For the yield components (TKW and NKS), 25 spikes were randomly
selected from each plot. For GY, the whole plot was harvested. DH
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Figure 3 GBS-based SNP distribution along
different wheat chromosomes.
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was recorded as the number of days from sowing till 50% of spikes
emerged.

SNP identification

Genomic DNA was extracted using DNeasy Plant Maxi Kit (QIA-
GEN). Library construction was followed by using the PstI-Mspl GBS
protocol described by Poland et al. (2012a). This step and sequencing
was performed twice. The libraries were made in collaboration with
the Kansas State University, Manhattan, Kansas, and the Institut de
Biologie Intégrative et des Systémes at the Université Laval, Quebec,
Canada. The sequencing was performed on an Illumina Hi-Sequation
2000 at the DNA core facility at the University of Missouri, Columbia,
Missouri, and the McGill Univesity-Génome Quebec Innovation
Centre (Montreal, Canada) for each set of libraries. The sequences
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were analyzed, in relation to base quality and distribution of se-
quence in different samples, using the Galaxy (http://galaxy.psu.
edu/) software.

Single-nucleotide polymorphism (SNP) calls were made using the
Tassel Pipeline (TP; http://maizegenetics.net), with modification for
nonreference SNP calling by Poland et al. (2012a). The TP handles the
sequence information coming from next-generation sequencing. Tags
are defined, which are a set of identical sequences, and then the
number of sequences per tag are counted. To handle tags with se-
quencing errors, the parameter to eliminate tags was established at less
than 15 sequences. Tags are then defined individually by the lines that
it came from. A pairwise alignment between tags to call some set of
potential SNPs is then established. The TP has different filters for
calling SNPs. In this study inbred lines that are in a highly homozygous
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Figure 4 Plot residuals along the field for each model analysis for Santa Rosa irrigated. The color scale shows the value of residuals as indicated.
(A) Residuals for incomplete blocks, field design; (B) residuals for RC; (C) residuals for RCB_MVNG; (D) residuals for MVNG.
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Figure 5 Plot residuals along the field for each model analysis for Santa Rosa nonirrigated trial. The color scale shows the value of residual effects
as indicated. (A) Residuals for incomplete blocks, field design; (B) residuals for RC; (C) residuals for RCB_MVNG; (D) residuals for MVNG

state were used; therefore, the “inbreeding coefficient” filter was used
and set to 0.9 to eliminate high amounts of heterozygotes. The minor
allele frequency filter was set to 0.01, and the minimum locus coverage
was set to eliminate SNPs with more than 80% missing data. Once
the complete SNP matrix was established (supporting information,
File S1), the missing data were imputed using the realized relation-
ship matrix method multivariate normal expectation maximization
(MVN-EM) described by Poland et al. (2012b) with the R environ-
ment (R Development Core Team 2008) package rrBLUP (Endelman
2011). To further verify that the imputed SNPs were not affected, we
correlated the genetic relationship matrix with and without imputed
SNPs. Then, to further verify the quality of the imputed SNPs,
marker-based kinship matrixes between random subsets of SNPs
were calculated and compared with the rrBLUP software package
(Endelman 2011).

£ G3:Genes | Genomes | Genetics

Genetic and phylogenetic comparisons

SNP data from 384 diverse wheat genotypes were used to calculate the
kinship (A) matrix of genotypes using the EMMA package (Kang
et al. 2008) in R environment (R Development Core Team 2008).
The dissimilarity matrix (1 — similarity matrix) was analyzed by
principal coordinate analysis (PCoA) by use of the ape package (Paradis
et al. 2004) in R.

Sequence alignments

The SNP tags were BLASTed against the sequence database available
from the Synthetic x Opata map by Poland et al. (2012a) (available at
http://www.wheatgenetics.org/index.php/download/viewcategory/10-
synop) using blastn from package NCBI-BLAST+ (Altschul et al.
1990) setting the parameters, maximum target, and number of
threads at 1 and percent of identity at 95%.
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Table 2 Broad sense heritability for each field trial

2011 2012
H2 1B H? RC H? RCB_MVNG / MVNG H?
SR_FI GY 0.42 0.44 0.57 0.622
TKW 0.88 0.88 0.89 —
DH 0.95 0.95 0.95 —
NKS 0.76 0.76 0.74 —
SR_MWS GY 0.33 037 0.56 0.641
TKW 0.79 0.81 0.82 —
DH 0.93 0.93 0.93 —
NKS 0.74 0.75 0.75 —
C_WS GY — — — 0.340

H2, broad sense heritability; IB, incomplete blocks, field design; RC, row by
column model; RCB_MVNG, random complete block model with moving means
as covariable; MVNG, linear regression model with moving means as covariable;
SR_FI, Santa Rosa under Full Irrigation; SR_MWS, Santa Rosa under Mild Water
Stress; C_SWS, Cauquenes under severe water stress; GY, grain yield; TKW,
thousand kernel weight; DH, days to heading; NKS, number of kernels per spike.

Linkage disequilibrium (LD) between each pair of mapped SNPs
was calculated as 122 using the trio package (Schwender et al. 2012) in
R. SNPs were ordered following the bin map order presented in the
database used by Poland et al. (2012a). After SNPs were ordered, the
LD values were plotted using the LDheatmap package (Shin et al.
2006) in R.

Phenotypic predictions

Phenotypic data were analyzed using the lme4 (Bates 2007) and
mvngGrAd (Technow 2012) packages in R. The analysis was per-
formed individually for each condition and year. Two different mixed
models and one linear regression model (Table 1), defined as Row-by-
Column (RC), Random Complete Block model with moving means
(RCB_LMVNG), and linear regression model with moving means as
covariable (MVNG), were considered to account for spatial correla-
tions. Two of the four models use a covariable to correct for spatial
variation in the field. The covariable (x;) was calculated as the value of
phenotypic plot minus mean phenotypic value of neighbors plots, x; =

yi — mean (Y, Y2, Y3 Ya Vs> Ve Figure 1).

The three mixed models have a general expression as follows:
y=BX+Zu+e

where X is the design matrix for fixed effects B, Z is the design matrix
for random effects, and u and e are the residual matrix that follows the
distribution e ~ N(0,0.2I). After the analysis of the residuals from each
phenotypic model was established, the best linear unbiased predictors
(BLUPs) were obtained to calculate genomic predictions by genomic
best linear unbiased predictor (GBLUP) using the rrBLUP package
with two different kernels, RR and GAUSS (Endelman 2011). The
predictions were validated with 100 replications using the cross vali-
dation method described by Crossa et al. (2010). The samples were
subdivided in seven similar sets. The training population was com-
posed of six of the sets (86% of the samples) and the validation was
performed on the remaining set (14% of the samples). For predictions
between environments, adjusted data from two environments were
used to train predictions in the remaining three environments.

RESULTS

SNP identification

GBS SNPs were identified among sequences tag pairs by allowing one
to three mismatches between tags. Two library replicates for the 384
samples were analyzed jointly for SNPs, producing a total of 102,324
SNPs. Similarity matrices calculated with and without imputation
shown high correlation (r = 0.990, p < 0.001).

Genetic and phylogenetic comparisons

To test the predictability of the markers in constructing a genetic
relationship matrix, the 102,324 SNPs were divided into two randomly
assigned identical sets of 51,162 SNPs in each group. Two genetic
similarity matrices were constructed independently with each of the
sets of SNPs. The Pearson correlation between matrices was 0.997 (p =
0.001). A genetic similarity matrix was calculated with the complete
set of markers to perform a principal coordinate analysis. The germ-
plasm was separated in two groups, representing each breeding pro-
gram (CIMMYT-INIA Chile and INIA Uruguay). The first two
principal coordinates explained 12.9% of variation (Figure 2).

Table 3 Accuracy of predictions for each trial in 2011 using random training sets with 100 independent randomizations

IB RC RCB_MVNG MVNG

SR_FI GY RR 0.298 = 0.117 0.296 = 0.119 0.319 = 0.114 0.319 = 0.113
GAUSS 0.312 £ 0.117 0.310 £ 0.120 0.325 = 0.117 0.326 £ 0.116

TKW RR 0.780 = 0.056 0.780 = 0.056 0.777 = 0.057 0.843 + 0.040

GAUSS 0.786 + 0.055 0.786 + 0.055 0.782 = 0.056 0.847 = 0.039

DH RR 0.409 = 0.109 0.409 = 0.109 0.405 = 0.109 0.579 £ 0.123

GAUSS 0.436 £ 0.111 0.436 £ 0.111 0.433 £ 0.111 0.614 = 0.121

NKS RR 0.479 £ 0.114 0.479 £ 0.114 0.484 = 0.115 0.665 = 0.077

GAUSS 0.487 £ 0.119 0.487 £ 0.119 0.492 £ 0.120 0.669 + 0.075

SR_MWS GY RR 0.236 = 0.141 0.275 £ 0.147 0.231 = 0.127 0.347 £ 0.134
GAUSS 0.231 £ 0.144 0.273 = 0.150 0.260 = 0.128 0.370 = 0.132

TKW RR 0.759 £ 0.061 0.762 £ 0.061 0.757 = 0.058 0.841 = 0.034

GAUSS 0.764 = 0.059 0.767 = 0.059 0.761 = 0.057 0.845 + 0.034

DH RR 0.398 £ 0.110 0.399 £ 0.110 0.396 £ 0.110 0.563 = 0.134

GAUSS 0.423 = 0.108 0.423 + 0.108 0.423 = 0.108 0.604 = 0.134

NKS RR 0.464 = 0.115 0.466 £ 0.114 0.458 £ 0.114 0.608 = 0.088

GAUSS 0.483 £ 0.111 0.485 £ 0.111 0.478 £ 0.111 0.608 = 0.086

IB, incomplete blocks, field design; RC, row by column model; RCB_MVNG, random complete block model with moving means as covariable; MVNG, linear
regression model with moving means as covariable; SR_FI, Santa Rosa under full irrigation; GY, grain yield; RR, Ridge regression kernel; GAUSS, Gaussian kernel;
TKW, thousand kernel weight; DH, days to heading; NKS, number of kemnels per spike; SR_MWS, Santa Rosa under mild water stress.
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Table 4 Accuracy of prediction for yield in 2012 using random
training sets with 100 independent randomizations

RR GAUSS
SR_FI 0.487 = 0.093 0.516 = 0.086
SR_MWS 0.617 = 0.078 0.626 = 0.077
C_SWS 0.382 = 0.104 0.378 = 0.104

RR, Ridge regression kernel; GAUSS: Gaussian kernel; SR_FI, Santa Rosa under
Full Irrigation; SR_MWS, Santa Rosa under Mild Water Stress; C_SWS, Caugenes
under Severe Water Stress.

Sequence alignments

When comparing sequences using BLAST against the Poland et al.
(2012a) GBS-based SNP database, we found that the sequences in
common showed a good coverage throughout all 21wheat linkage
groups. Of all the SNPs, 13% (13,357) found high-quality matches.
Although a good coverage was observed, the D genome presented
fewer SNPs than the A and B genomes (Figure 3). As expected, LD
analysis between mapped SNPs indicated high LD between closely
linked SNPs along all chromosomes (File SI).

Phenotypic analysis

Phenotypic data were collected under different soil water availability
in 2011 and 2012. The traits under study (GY, TKW, NKS, DH) were
analyzed adjusting for field design and for spatial variation using
linear mixed models. The residuals for the adjusted traits in 2011 were
heterogeneous due to spatial correlations (Figure 4 and Figure 5).
Other models (RC, RCB_MVNG, and MVNG) were considered to
reduce correlations between residuals. The RC model was inadequate
to correct the residual heterogeneity, because the same spatial corre-
lation was observed (Figure 4 and Figure 5). The other two
(RCB_MVNG and MVNG) models adjusted, which include the mov-
ing means as a covariable, presented homogeneous residuals along the
field (Figure 4 and Figure 5). In addition, the broad sense heritability
was calculated for each model. The greatest heritability value was for
the MVNG model for all traits (Table 2).

In 2012 the fields had minimal spatial variation; therefore, after we
adjusted the phenotypic data with the intended field design, the
residuals we observed were homogeneous throughout the field. The
heritability for yield was greater for the 2012 trials than for the 2011
trials. Cauquenes, which was a dry-land condition with more drought
stress, presented a more pronounced field variation (Table 2) resulting
in a lower heritability than the other two fields in 2012.

Table 5 Accuracy of predictions between different environments

Phenotypic predictions

A GS model using the GBLUP approach was fitted for each trait, using
the line BLUPs of the best-fit phenotypic model. In all cases the 86%
of genotypes were used to train the genomic model and the
predictions were assessed in the other 14%. The predictions were
evaluated using 100 cross validations with the training and prediction
sets randomly partitioned.

We determined the standard deviation across all correlation for
each model. The RR and GAUSS kernels were tested for each GS
model. In most of the cases GAUSS performed better than RR. In
general, the phenotypic data adjusted with MVNG, resulted in greater
prediction accuracies, although high standard errors were observed
(Table 3). The prediction accuracies for 2012 were greater than for
2011 (Table 3 and Table 4).

All possible combinations of the trials were used to test as training
sets to observe the prediction accuracy from year to year or from one
environment to the next. Because of the high variation from year to
year, the best predictions were obtained when adding information in
the model that included both years (Table 5).

DISCUSSION

The challenge in wheat breeding is to accelerate the adaptation of
germplasm for more efficient and rapid results, if possible, to increase
yield, and to adapt to future climate change. Tools are now available
that allow taking up this challenge and relate the complex genetic
mechanism involved in phenotypic expression in relation with
environmental interactions (Heffner et al. 2009).

Genotypic analysis

We detected 102,324 SNPs using two library replicates, which were
used to calculate a dissimilarity matrix, which was analyzed by PCoA.
As described by Poland et al. (2012a), we didn’t expect big differences
between dissimilarity matrixes calculates with and without imputa-
tion. For PCoA, the lines were grouped by breeding program of origin.
This was expected as the lines from the same breeding program
should be more similar genetically because they share a common
parental background and were bred under similar developmental con-
ditions (Rauf et al. 2010).

When BLASTing against tags in the SynOpDH genetic map, we
found that 13% of the tags aligned with high similarity. These tags
were used to test LD between SNPs (File S1). High LD groups were
identified, which is expected if the genotypes in each sample are true
calls. In the same way, the distribution and concentration of SNPs in

SR_FI2011 SR_MWS2011 C_SWS2012 SR_FI2012 SR_MWS2012
1 0.292 0.319 0.263 0.294 0.414 0.405 - - - -
2 0.221 0.234 0.192 0.205 - - 0.626 0.637 - -
3 0.291 0.312 0.251 0.275 - - - - 0.761 0.760
4 0.569 0.641 - - 0.319 0.310 0.592 0.624 - -
5 0.626 0.681 - - 0.258 0.249 - - 0.622 0.619
6 0.628 0.718 - - - - 0.403 0.426 0.458 0.453
7 - - 0.560 0.639 0.329 0.326 0.592 0.620 - -
8 - - 0.604 0.662 0.271 0.269 - - 0.610 0.615
9 - - 0.624 0.693 - - 0.430 0.445 0.466 0.465
10 - - - - 0.088 0.109 0.330 0.358 0.303 0.325

In each case (1—10), two environments were used to train the prediction model. SR_FI2011, Santa Rosa Full irrigated in 2011; SR_MWS2011, Santa Rosa mild water
stress in 2011; C_SWS2012, Caugenes severe water stress in 2012; SR_FI2012, Santa Rosa full irrigated in 2012; SR_MWS2012,Santa Rosa mild water stress 2012.
The training sets were 1: SR_FI2012/SR_MWS2012; 2: C_SWS2012/SR_MWS2012; 3: C_SWS2012/SR_FI2012; 4: SR_MWS2011/ SR_MWS2012; 5: SR_MWS2011/
SR_FI2012; 6: SR_MWS2011/C_SWS2012; 7: SR_FI2011/SR_MWS2012, 8: SR_FI2011/SR_FI2012; 9: SR_FI2011/C_SWS2012; 10: SR_FI2011/SR_MWS2011.
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different chromosomes was in agreement with other assessments of
LD in elite wheat breeding lines (Chao et al. 2010). Although 13%
does not seem like a high proportion, the resulting number of SNPs is
13,357, which are well distributed and is a high number of SNPs,
allowing us to calculate LD across individuals and confirming high
correlations between closely linked SNPs per linkage group. This ev-
idence allows us to trust the quality of the SNPs identified through
GBS for genomic predictions.

Phenotypic predictions

Before predictions were made, the phenotypic data were adjusted and
residuals in the model were analyzed. The analysis showed a strong
spatial effect across the field for the 2011 data. The introduction of
a spatial correction model enabled a better adjustment in measure-
ments, showing an increment in the heritability of measurements. A
greater heritability indicates that a greater proportion of the variance
in the experiment is due to a difference between genotypes (Holland
et al. 2003). The models that showed a greater heritability also showed
an increase in the mean accuracies of genomic predictions. The im-
portance of taking into account appropriate field design prior to the
experiment has been demonstrated before (Federer 2003; Federer and
Crossa 2012). Strategies for data analysis also have been described in
cases in which the variability in the field has not been measured before
applying the field design and has made the field design ineffective
(Cullis et al. 1998; Piepho and Williams 2010). In this study we found
that these postdata adjustments improved the quality of our data. As
genotyping becomes less and less of a constraint for developing ge-
nomic prediction training sets, proper treatment of phenotypic obser-
vations is the key to increasing the accuracy of predictions. There are
studies that include sets of environmental variables in training models,
which are measured during experiments, with the objective to control
these sources of variation and consider genotypic X environmental
interactions (Chapman 2008). If the different sources of variation
could be measured, together with genotypic X environment interac-
tions, prediction accuracies should improve.

Another interest is the ability to predict phenotypes across
environments, or from year to year (Burguefio et al. 2012). However,
when predicting new lines in previously untested environments, most
prediction power is lost. Therefore, it is important to generate a grow-
ing database for model training, with corresponding sets of genotypes
for the breeding program and target environments and continually
increase the number of environments tested. In the present study,
greater prediction accuracies were observed when we used data from
2 years to train the model (Table 5). When training the model with
data from only one year, the accuracies of predictions were low be-
cause the year-to-year correlation was low (Table 5).

The accuracies of predictions were comparable with other work in
wheat, which have used different fingerprinting approaches (Crossa
et al. 2010; Heffner et al. 2011), adding confidence to the GBS
approach.

Two different statistical models were tested using the GBLUP
approach. The greatest prediction accuracies were achieved with
a Gaussian kernel. This model considers epistatic effects in addition to
additive effects modeled presented in RR models (Gianola and Van
Kaam 2008).

This study is part of a long-term objective to adapt wheat
germplasm to Mediterranean climate environments of central Chile
and subsequently to other regions in South America that are in similar
needs. Previous data (I. Matus, unpublished data) and experience
suggest that the 384 lines present traits incorporated from
CIMMYT, show adaptation to drier areas in Chile, and that both
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germplasm groups (INIA-Chile and INIA-Uruguay) have shown
different degrees of adaptation to these Chilean environments. We
believe that this dataset contains the necessary genetic diversity for
a germplasm base to start a breeding program guided toward drier
areas in Chile.

The development of new genotyping tools has been the framework
to the practical implementation of GS. There are many crops with
different genomic characteristics that should be considered when
identifying the most suited genotyping methodology. In this study,
GBS was successfully applied for the genome-wide characterization of
wheat breeding lines. GBS is a low-cost approach that can be used to
genotype thousands of lines per year in a commercial breeding
program.

The challenge in leveraging genomic assisted breeding approaches
in applied programs now remains in obtaining high-quality and long-
term accumulation of phenotypic data from multiple years and
targeted environments. This study showed an increase in prediction
accuracy with proper treatment of phenotypic data from field trials.
High-throughput and high-precision phenotyping tools are being
tested and used that will be well suited for breeding program and
increasing predictions. Understanding and predicting the complex
interaction between genotype and environment will also be key to
select lines based on genotypic information.
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Abstract A collection of 368 advanced lines and cultivars of
spring wheat (Triticum aestivum L.) from Chile, Uruguay, and
CIMMYT (Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y
Trigo), with good agronomic characteristics were evaluated
under the Mediterranean conditions of central Chile. Three
different water regimes were assayed: severe water stress
(SWS, rain fed), mild water stress (MWS; one irrigation around
booting), and full irrigation (FI; four irrigations: at tillering, flag
leaf appearance, heading, and middle grain filling). Traits
evaluated were grain yield (GY), agronomical yield compo-
nents, days from sowing to heading, carbon isotope
discrimination (AC) in kernels, and canopy spectral reflec-
tance. Correlation analyses were performed for 70 spectral
reflectance indices (SRI) and the other traits evaluated in the
three trials. GY and A™C were the traits best correlated with
SRI, particularly when these indices were measured during
grain filling. However, only GY could be predicted using a single
regression, with Normalized Difference Moisture Index

(NDMI2: 2 2005 1 100) having the best fit to the data for the
three trials. For A®C, only individual regressions could be
forecast under FI (r*: 0.25-0.37) and MWS (r*: 0.45-0.59) but
not under SWS (r*: 0.03-0.09). NIR-based SRI proved to be
better predictors than those that combine visible and NIR
wavelengths.
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INTRODUCTION

High-throughput phenotyping under field conditions is of
paramount importance for QTL identification and genomic and
conventional selection of plants with better adaptation to
abiotic stresses. Drought is the main stress under a
Mediterranean climate, with wheat being mainly cultivated
under rain fed conditions. In that context, developing new
cultivars with higher yield potential and drought resistance is of
high importance to cope with the present constraints of
Mediterranean environments (Montecinos and Aceituno 2003;
Lionello et al. 2006), as well as the increased challenges caused
by global (i.e., social and environmental) change (Lobell
et al. 2008). In the Mediterranean climate region of Chile,
precipitation has been decreasing over the last century
(Minetti et al. 2003), probably as a consequence of the global
climatic change. On this scenario, agronomists, breeders, and
physiologists have aimed their efforts at developing drought-
tolerant genotypes.

Wheat grain yields (GYs) have increased significantly since
the 1960s in many regions of the world, including Chile
(Calderini and Slafer 1998; Engler and del Pozo 2013), as a
consequence of genetic improvement and better agronomic
practices. Unfortunately, GY progress has been greater in
temperate and humid environments (with high water availabil-
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ity) than in Mediterranean environments under rain fed
conditions (Araus et al. 2008). As a consequence, new
approaches are needed to tackle the lower productivity under
water-limited conditions (Fischer 2007).

According to Blum (2006) the superior performance of
drought-adapted cereal cultivars can be grouped into four
categories: (i) capturing more soil water; that is, plants with
deeper root systems can extract more soil moisture under
drought conditions; (ii) economizing water use, reducing water
loss through leaf morphology (e.g., waxy leaves with lower
stomatal conductance), and/or reducing soil evaporation using
vigorous plants that rapidly cover the soil surface (Richards
et al. 2002), or with plants having higher spike photosynthesis
(which has higher water use efficiency than leaves; Tambussi
et al. 2007); (i) maintaining cell hydration through osmotic
adjustment; and (iv) utilizing stem reserves for grain filling
under stress. However, the evaluation of these drought-
related traits is time consuming and is difficult to do when a
large number of genotypes need to be evaluated across
different environments.

A well-established phenotypic trait to select wheat geno-
types better adapted to water stress is the use of carbon
discrimination (A'3C). This trait is a proxy of water use efficiency,
and has been used to select genotypes with a constitutively
higher use efficiency that are better adapted to the

XXX 2014 | Volume XXXX | Issue XXXX | XXX-XXX

Suidfyouayd ndy8noayy-ys8iH :anssj [erads I

SS9JOY 994 I


http://www.wileyonlinelibrary.com/journal/jipb
http://www.wileyonlinelibrary.com/journal/jipb
Gustavo
Cross-Out

Gustavo
Inserted Text
;


O o OV bW N =

o-oooccvuviuviuviuviuuuiuiu b b B PSP DSBS DS DS DS DPHWWWWWWWWWWNNNNDNDNDNDNDNDN=S =2 < = — = = = =23 =
N 2 OW N OV DAWN=00VOONOUVIRAWN=20WVOONOTIUDNWN=200VOONOTUVTHAWN-=0OVOONOVA~WN-=O

2 Lobos et al.

Mediterranean conditions of Australia (Condon et al. 2002;
Rebetzke et al. 2002). However, A®C can also provide an indirect
determination of the effective water used by the crop (Araus
etal. 2002; Blum 2009). In that sense, linear (positive or negative)
relationships have been observed between kernel AC and GY
under Mediterranean conditions (Condon et al. 1987; Acevedo
et al. 1997; Araus et al. 2003, 2008; del Pozo et al. 2012).
Unfortunately, the determination of A">C needs an isotope ratio
mass spectrometer that either requires support from a technical
facility, or if outsourced, makes the analysis rather expensive and
therefore unaffordable when a large number of genotypes under
different environments have to be evaluated.

Indirect assessments of agronomic and physiological traits
can be performed using spectral reflectance techniques (Araus
etal. 2002; Babar et al. 2006b). These are based on the capacity
of plants to absorb and reflect certain wavelengths of solar
radiation according to the structural and physiological
characteristics of the canopy. Spectral reflectance indices
(SRI) seem to have a great potential for high-throughput
phenotyping in wheat breeding programs (Araus et al. 2002)
because they allow a priori assessment of yield and other
relevant crop traits in a fast, albeit nondestructive, manner,
and under real (i.e., field) conditions. To date the most widely
used SRl are vegetation indices based on the differential
reflectance of the canopy in the visible (400-700 nm) and near-
infrared (700-1 100 nm) ranges of the spectrum due to the
absorption of light by chlorophyll and associated pigments.
Among the most common is the normalized difference
vegetation index (NDVI) (Araus et al. 2001). However, there
are other categories of indices (Araus et al. 2002) such as those
informing on water status (Pefiuelas et al. 1997) or on
photosynthetic efficiency (Filella et al. 1996). Thus, using
ground-based spectroradiometers and combining the reflec-
tance at different wavelengths a large number of SRI have
been developed to assess in small-grain cereals different crop
traits such as plant density (Arnall et al. 2006), crop biomass
(Aparicio et al. 2002), leaf area index (Aparicio et al. 2002), leaf
chlorophyll (Babar et al. 2006b), stay-green syndrome (Lopes
and Reynolds 2012), plant water status (Gutierrez et al. 20103,
b), grain yield (Aparicio et al. 2000; Prasad et al. 2007b;
Gutierrez et al. 2010a,b), and protein (Apan et al. 2011%").
However, most of the above studies have been performed
using a rather limited number of genotypes and only a few SRl
have been tested. Moreover, while most of the available
studies in this area have been performed using the information
provided by the visible spectrum in addition to the near-
infrared (700-1 100 nm) region reflected by the canopy, the
availability of affordable field-portable spectroradiometers
reaching wavelengths up to 2 500 nm expands the capacity to
phenotype wheat that is better adapted to Mediterranean
conditions. Indeed, water, for example, absorbs several
wavelength regions in the range between 1 100 and 2 500 nm.

The objective of this study is to test the comparative
performance of a large set of SRI to assess genotypic
differences in grain yield and components of agronomic yield,
as well as A™C. For this a field-portable full-range (A 350-2
500 nm) UV/Vis/NIR spectroradiometer was used. Measure-
ments were performed in a large set of wheat genotypes (368
elite genotypes from INIA-Chile, INIA-Uruguay, and CIMMYT)
growing under a wide range of water regimes (severe and mild
water stress and full irrigation) in a Mediterranean environ-
ment (central Chile).
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RESULTS

Genotypic variability

The average GY of 368 genotypes was 1.7, 4.8, and 8.1 M
under severe water stress (SWS), mild water stress (MWS), and
full irrigation (F1), respectively, with large genotypic variability
for the three trials (Figure 1A). Plant height decreased with
water stress, from 98.6 at Fl to 58.3 cm under SWS (Figure 1B).
The A®BC in kernels increased from 14.2% (range 11.9-16.3)
under SWS to 18.3% (range 15.6-20.0) under FI (Figure 1C). The
GY components of spike per m?, kernels per spike (KPS) and
thousand kernel weight (TKW) also increased with water
supply and the ranges of genotypic variability were large for
the three trials (Figure 1D-F).

Relationships between SRI and traits

Correlation analysis between traits and the 70 SRI taken at
heading and the middle grain filling stage showed that Pearson
correlation coefficients of >0.65 or <—0.65 were only
obtained for GY and A®C in kernels (Tables S1, S2), whereas
lower coefficients were found for KPS and TKW. In general,
higher coefficients were observed when SRI were calculated
from measurements taken at the middle grain filling stage
compared with those conducted at heading (Tables S1, S2);
thus the coefficients of the correlations of SRI with GY
increased by 76% and 71% under MWS and Fl, respectively,
whereas correlations of SRI with A"C increased by 89% and
90%.

At the middle grain filling, the relationship between days
from sowing to heading (DH) and NDVI (830; 660) had a weak
correlation (r ~ 0.46), whereas with water SRI the r values
were even lower (=0.32; Table S2). Pearson correlations
between DH and GY or AC were in general not significant,
except for GY in MWS and AC in FI where these relationships
were weak (data not shown). Furthermore, when DH was
included in the stepwise regression analysis its specific weight
(coefficient) was low (0.04-0.08; Tables S3, S4).

For the different traits and trials, SRI (water- and
vegetation-SRI) selected according to their high correlation
coefficient (r> 0.65 or <—0.65) as an average for the three
trials (Table S2) were compared to the NDVI (830; 660) as
control using regression analysis (Figure 2). Under SWS, the
shortwave infrared water index (SWWI) and two normalized
difference moisture indices (NDMIs) correlated better than
NDVI with GY (r* increased = 41%). Under MWS most of the
water SRI exhibited higher (x10%) determination coefficients
with GY than the NDVI. In the case of FI the increment in r* of
the regressions was higher (=43%) (Figure 2A). Compared with
NDVI, the water SRI exhibited a better fit (r* increased at SWS
~ 46, MWS = 12; and FI =~ 32%) with A™C (Figure 2C). For plant
height the determination coefficients were lower (r* < 0.30)
than for GY, but the three groups of SRI performed better than
the NDVI for the three trials (Figure 2B). Regarding the number
of spikes per m?, the best SRI presented similar fits as the NDVI
(r* = 0.4) under SWS, whereas under MWS and FI all the SRI
(including NDVI) had a low r* (~0.13) (Figure 2D). Coefficients
of determination were low for KPS and TKW (Figure 2E, F).

The relationships between selected SRI (those with
r>o0.77) and the GY and A™C traits for the three trials are
shown in Figures 3 and 4. According to their r* values, SRI fitted
better with GY than AC in all of the trials, and the best indices
were NDMI2, NWI3, and SWWI followed by NDVI (Table 1).
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Figure 1. Mean and range (minimum-maximum) values for grain yield (A), plant height (B), carbon isotope discrimination (A"C)
in kernels (C), number of spikes per m* (D), number of kernels per spike per m* (E), and thousand kernel weight (F), for 368
genotypes of wheat grown under severe water stress (SWS) at Cauquenes, and mild water stress (MWS) and full irrigation (FI) at

Santa Rosa

Coefficients of determination for A"C depended on the trial:
between 0.25-0.37 under Fl, 0.45-0.59 under MWS, and 0.03-
0.09 under SWS (Table 1). Some of the SRI had positive and
linear relationships (e.g., NDVI), and others had negative linear
or curvilinear relationships (NDMI2, NWI3; and SWWI) with the
traits. The relationships of the SRI with the different traits
fitted differently at SWS (Cauquenes) than at the other two
trials at Santa Rosa (MWS and Fl), and this was more evident
for AC than for GY (Figure 4). In the case of GY, a single
regression equation either with NDVI or NDMI2 (lower data
dispersion between SWS and MWS) can be used for the three
trials (Table 1; and Figures S1, S2). For A®C none of the SRl fitted
the data into a single equation (Table 1).

DISCUSSION

In line with previous studies, genotypic variability was shown
for the SRI assayed (Aparicio et al. 2000; Babar et al. 2006a,b).
However, in our study a very large set of genotypes and SRI

www.jipb.net

were assayed. Grain yield, followed by kernel A"C were the
traits best correlated with SRI, whereas the correlations with
yield components were far weaker. Comparable results, even if
with a far smaller set of genotypes, have been reported
previously in wheat (Aparicio et al. 2004). Moreover, the
majority (74%) of the SRI increased the GY prediction if
measured during the middle grain filling period compared with
heading, which highlights the importance of when this
technique is used for breeding programs. In fact, the traits
evaluated (GY and A3C) are determined during grain filling, the
time when the measured SRI performed the best. Moreover
this agrees with the peculiarities of the Mediterranean climate,
which is characterized by increasing drought at the end of the
crop cycle. Furthermore, as shown by the stepwise regression
analysis, the better performance of SRI measured late in the
crop cycle was not really influenced by differences in
phenology across the set of genotypes (Bort et al. 2005).
Because most of the studies consider a limited number of
genotypes or a few SRI (Babar et al. 2006a,c; Prasad
et al. 2007b; Gutierrez et al. 2010a,b), it is difficult to compare
the current work with previous reports. For example, Babar
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Fi@lz. Determination coefficients (r*) for the relationships between several spectral reflectance indices with grain yield (A),
eight (B), carbon isotope discrimination (A™C) in kernels, number of spikes per m* (D), number of kernels per spike (E),

and thousand kernel weight (F) for the set of 368 genotypes of wheat grown under severe water stress (SWS; black bars), mild
water stress (MWS; grey bars) and full irrigation (Fl; white bars)

Measurements were conducted at middle grain filling. Two different categories of spectral indices were assayed: water and
vegetation indices. In addition, the vegetation index NDVI (normalized difference moisture index) (830; 660) was also included for

comparison.

et al. (2006a), working with 76 genotypes and seven SRI under
irrigated conditions, proved that the effect of growth stage on
SRI was dependent on the type of SRI (water- vs. vegetation-
SRI).

When individual regressions of SRI with GY or AC were
compared for each trial it was possible to establish that in
general NDMI2, NWI3, and SWWI indices performed better
than NDVI, the most commonly used SRI. Days from sowing to
heading correlated weakly with yield components and A®C in
kernels (Tables S1, S2), indicating that differences in phenology
have a low impact on these traits. Indeed, DH explained a far

www.jipb.net

lower range of genotypic variability in GY and A™C than the SR
(Tables S3, S4).

For each category of spectral indices, normalized differ-
ence formulations generally performed better than the
conventional ones by capturing genotypic variability in GY
and ABC. This agrees with previous studies (Inoue et al. 2008).
In our study, the genotypic variability in GY was better
explained by SRI belonging to either the categories of
normalized water (e.g., NWI3: 970; 920) or normalized
difference moisture (e.g., NDMI2: 2 2005 1 100) indices clearly
performed better than vegetation indices such as NDVI or
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Figure 3. Relationships between grain yield and the spectral reflectance indices normalized difference moisture index (NDVI)
(830; 660) (A), SWWI (1;650; 850) (B), NWI3 (970; 920) (C), and NDMI2 (2;200; 1;100) (D) across the set of 368 genotypes of wheat
grown under severe water stress (SWS; red) at Cauquenes, and mild water stress (MWS; yellow) and full irrigation (Fl; green) at
Santa Rosa. Crops were measured at middle grain filling

Colored lines are linear regression for each trial (for regression and coefficients of determination refer to Table 1).
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Figure 4. Relationships between A"C in kernels and the spectral reflectance indices normalized difference moisture index
(NDVI) (830; 660) (A), SWWI (1;650; 850) (B), NWI3 (970; 920) (C), and NDMI2 (2 200; 1100) (D) across the set of 368 genotypes of
wheat grown under severe water stress (SWS; red) at Cauquenes, and mild water stress (MWS; yellow) and full irrigation (FI;
green) at Santa Rosa. Crops were measured at middle grain filling. Colored lines are linear regression for each trial (for
regression and coefficients of determination refer to Table 1)
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Table 1. Equations, coefficients of determination and residual standard error (RSE) of the relationships across the 368 genotypes

between different spectral reflectance indices (SRI) measured at middle grain filling and either grain yield (GY) or A"C

Index Trial Grain yield ABC
Equation r RSE Equation r RSE
NDVI Fl y = 8.136x +2.961 0.33 1.356 y =3.047x +16.068 0.25 0.609
(830; 660) MWS y =8.225x + 1.706 0.62 0.833 y =5.322x 4 14.215 0.53 0.631
SWS y =8.183x — 0.012 0.40 0.531 y = —2.029X + 14.437 0.03 0.577
All" y =13.186x — 0.4765 0.84 1.174 y =7.743X +12.94 0.77 0.859
NDMI2 FI y =—14.267x — 1.843 0.47 1.207 y = —4.928x +14.558 0.30 0.586
(2 200; 1 100) MWS y =—9.358x 4 0.188 0.66 0.799 y =—5.377X +13.562 0.45 0.681
SWS y =—7.199x — 0.360 0.68 0.386 y =1.957X + 14.572 0.07 0.566
All y = 0.653 exp(—3.613x) 0.86 1.010 y =—8.220x + 12.04 0.78 0.776
NWI3 FI y=—79.788x +2.822 0.58 1.063 y = —27.22X +16.192 0.37 0.557
(970; 920) MWS y = —54.6x +3.595 0.66 0.765 y =—36.083x+15.418 0.59 0.577
SWS y =—80.998x +1.399 0.58 0.448 y =23.877x +14.1 0.07 0.566
All y =—89.673x + 2.1232 0.87 1.079 y = —51.815X + 14.491 0.77 0.768
SWWI FI y =—11.118x +12.535 0.42 1.193 Yy =—4.134x +19.662 0.33 0.575
(1 650; 850) MWS y=—6.868x + 9.452 0.63 0.775 y = —4.164x+19.034 0.47 0.656
SWS y =—6.066x + 6.813 0.66 0.401 y =1.902X + 12.407 0.09 0.560
All y =27.26 exp(—3.047x) 0.78 1.135 y = —7.055X + 20.61 0.73 0.727

Relationships were studied for each of the three growing conditions assayed: Cauquenes under severe water stress (SWS) and Santa Rosa under

mild water stress (MWS) and full irrigation (FI).

@Equation, coefficient of determination and residual standard error considering the data of the three water regimes (trial)

combined.

indices related to photosynthetic efficiency like PRI (Tables S3,
S4) (Table 1). In fact, both categories of indices (NWI and
NDMI) share in common the assessment of differences in
water status. The same may be said for the SWWI (1 6505 850),
which in spite of not being a normalized index performs better
than NDVI or PRI in capturing differences in GY within each
environment because it is a water index (Inoue et al. 2008)
(Tables S1, S2).

The NWI does not measure water content directly but does
apparently detect changes in leaf anatomy and cell structure
that are caused by the state of hydration in the plant. Itis based
on the hypothesis that the near-infrared radiation (NIR)
wavelength at 970 nm penetrates deeper into the canopy
and therefore may estimate water content more accurately
than other kinds of indices (Babar et al. 2006a; Prasad
et al. 2007a; Gutierrez et al. 2010a). In fact, most of the reports,
even with a far shorter number of genotypes tested thanin our
study, conclude that among the indices placed in the visible and
NIR range of the spectrum (approximately 350-1 200 nm),
water indices formulated using NIR wavelengths are the best
at identifying genotypic differences in water status (Gutiérrez
etal;; 20103,b). NWI3, the best of the NWIs in our study, as well
as in previous reports on wheat (Babar et al. 2006a), uses a
reference wavelength of 880onm whose energy is not
absorbed by water. In agreement with previous studies, this
gave slightly better results than the other NWIs, which use
reference wavelengths of 850, 900, and 920nm (Pefuelas
et al. 1997; Prasad et al. 2007a; Gutierrez et al. 2010b).

The NDMI is similarly calculated as the NWI, but uses
shortwave-infrared radiation (SWIR, approximately 1 300-2
500 nm) together with one NIR wavelength as a reference
instead of just two NIR wavelengths. The reduction in
reflectance of the SWIR as compared to the NIR is due to
the absorption of water in tissues, so this index value can be
used as an estimation of water content in the vegetation (Jin
and Sader 2005; Lozano et al. 2007). This index is also related to
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vegetation structure and cover, as well as to emissivity and
energy balance (McDonald et al. 1998). NDMI2 has been used in
previous studies covering a miscellaneous range of plants,
from cereals (Inoue et al. 2008) to trees (Lozano et al. 2007). In
the case of the SWWI, and similar to NDMI, water content in
tissues is also assessed through the reduction in reflectance of
the SWIR (in this case 1 650 nm compared to the 2 200 nm of
NDMI2) as compared to the NIR, which serves as a reference
wavelength (Inoue et al. 2008). Our study is novel in the sense
that it shows how an index like NDMI or even the SWWI, both
formulated using SWIR, perform comparably to NWI in
assessing genotyping differences in GY within each of the
growing conditions (trials).

In summary, whereas SWWI and NDMI2 are NIR-based SRI
that use water-absorbing wavelengths, NWI3 is an NIR-based
SRl that has weak water-absorbing bands (Pefiuelas
et al. 1993), but probably records morphological changes in
internal anatomy related to turgidity. The fact that at SWS the
slope of correlation between SRI and A"C were opposite to
those at MWS and Fl suggests that the information
incorporated into these SRl is different for the two categories
of environments. However, correlations of these SRI with GY
always had the same sign (either positive or negative) for the
three trials, which suggests that the portion of genotypic
variability in A™C included in these SRI at SWS would not be
associated with differences in biomass.

In the case of A3C, NWI3 was the best of the SRI even
when in general all the spectral indices captured a lower
portion of genotypic variability than for GY. Moreover, all of
the SRI only assessed genotypic variability in A3C under FI and
MWS. In the same way, genotypic correlation of A"3C with GY
was only significant (and positive) for Fl and MWS while under
SWS the correlation was very weak. The commonalities of AC
and the spectral indices catching genotypic differences in GY
only at the two least stressed growing conditions indicate that
these SRI capture the genotypic variability in A3C just through
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the same physiological principles as they do capturing in GY. In
fact, when pooling data from different trials, NWI3 assessed a
similarly large proportion of green biomass (around 80%) as
vegetation indices like NDVI (Royo and Villegas 2011). In the
same sense, when GY data from the three growing environ-
ments were combined in this study, the strength of the
determination coefficients of the relationships of NWI3,
NDMI2, and SWWI were very high and comparable to that
of NDVI. However, whereas these three categories of water
indices (NWI, SWWI, and NDMI) had comparable performances
that were better than the NDVI in predicting GY within each
growing condition, in the case of AC the NWI (and specifically
NWI3) performed better than NDMI2, SWWI, and vegetation
indices such as NDVI. In a previous study Gutierrez et al. (2010b)
concluded that among all water spectral indices formulated
using wavelengths in the range of the visible (400-700 nm) and
near-infrared (700-1 300 nm), NWI3 showed the most consis-
tent associations with water-relation parameters such as leaf
and soil water potentials and canopy temperature. NWI3 was
sufficiently sensitive to detect genotypic differences in water
status at the canopy and soil levels indicating its potential
application in precision phenotyping. Our study expands the
comparison by including a very large set of genotypes together
with indices formulated using wavelengths in the range of the
SWIR and concludes once more that NWI3 is the most
promising index assessing genotypic differences in water
status (in this case measured through a time-integrative trait
like AC in dry matter) (Condon et al. 2004). In fact the
performance of the vegetation index, NDVI, was comparable
to NDMI2 or SWWI in assessing A>C. Moreover, the association
between the different categories of water indices and A™C at
Fl and MWS indicates that canopy water content plays a role in
determining genotypic A™C at moderate-low stress condi-
tions. Our results contrast with previous studies in very
different plant species (trees) where MDWI, an index that
incorporates the maximum and minimum reflectance at the
SWIR wavelengths between 1 500 and 1 750 nm, performed
better at detecting plant water status compared to indices that
use near-infrared wavelengths such as the different water
indices (Eitel et al. 2006). Such results suggest there is still
room for testing more water indices using SWIR wavelengths.

The fact that at SWS the slopes of correlation between SRI
and A®C were opposite to those at MWS and Fl suggest that
the information these SRI have incorporated is different for the
two categories of environments. However, correlations of
these SRI with GY always had the same sign (either positive or
negative) for the three trials, which suggests that the portion
of genotypic variability in AC included in these SRI at SWS is
not associated with differences in biomass. These results
support the concept that genotypic variability in A®C can be
assessed indirectly, but only under moderate stress or well-
watered conditions. AC is a useful trait for selecting
genotypes under water stress conditions; however, its
determination is expensive when large amounts of analysis
are needed (Condon et al.; 2002, 2004). These results provide a
new tool to incorporate A™C in wheat breeding programs
focused on drought tolerance.

In conclusion, NIR and SWIR-based water indices proved to
be better predictors of GY than vegetation indices that
combine visible and NIR wavelengths, such as vegetation
indices like NDVI. Our data indicate that genotypic variability in
GY can be predicted using a single regression, with NDMI2

www.jipb.net

having the best fit for the three environments. There has been
no previous information for predicting A™C using SR, but its
investigation in the current study allows inclusion of this trait in
breeding programs for selecting drought-tolerant genotypes.
However, the SRI performed comparatively less well at
predicting AC than GY, and only for conditions of moderate
or no water stress, with NIR-based water indices performing
better than the other SRI. Even for conditions of moderate or
no water stress, different SRI showed a reasonable correlation
with ABC.

MATERIALS AND METHODS

Plant material

A collection of 368 advanced lines and cultivars of spring bread
wheat from INIA-Chile, INIA-Uruguay, and CIMMYT, with good
agronomic characteristics and disease tolerance were evaluat-
ed in two Mediterranean environments, Cauquenes (35758'S,
72°17'W; 177 m.a.s.l.) in rain fed or severe water stress (SWS)
and Santa Rosa (36°32'S, 71°55'W; 217 m.a.s.l.) under two levels
of water supply: mild water stress (MWS) and full irrigation
(F1), in 2011. At Cauquenes, the average-annual daily mean,
minimum and maximum temperatures are 14.7, 4.7 (July), and
27°C (January) respectively, while the average annual precipi-
tation is 695 mm, with a 6-month (November to April) dry
season (del Pozo and del Canto 1999). At Santa Rosa, the
average-annual daily mean, minimum and maximum temper-
atures are 13.0, 3.0 (July), and 28.6°C (Jan respectively,
while the average annual precipitation is 1‘@;1m (del Pozo
and del Canto 1999). Temperature and rainfall of the growing
season are detailed in Table 2.

Plots were of five 2 m-long rows, 0.2m apart and the
sowing rate was 20 g/m®. Sowing dates were 31 August and
7 September at Santa Rosa and Cauquenes, respectively. The
experimental design for each trial was an alpha-lattice =) a
single replicate. Plots were fertilized with 260 kof
ammonium phosphate (46% P,O; and 18% N), 9okg/ha of
potassium chloride (60%K,0), 200kg/ha of sul-po-mag
(22% K,0, 18% MgO and 22% S), 10kg/ha of boronatrocalcita
(11% B), and 3kg/ha of zinc sulfate (35% Zn). Fertilizers were
incorporated with a cultivator before sowing. During tillering
an extra 153 kg/ha of N was applied. Weeds were controlled
with the application of flufenacet + flurtamone + diflufenican
(96 g a.i.) as pre-emergence and a further application of MCPA
(525g a.i.)+metsulfuron-metil (5g a.i.) as post-emergent.
Furrow irrigation was used at Santa Rosa; one irrigation at
tillering (Z21) for the MWS trial and four irrigations for the fully
irrigated trial, at tillering (Z21), flag leaf emergence (Z37),
heading (Z50), and grain filling (Z70), of approximately 50 mm
each.

Evaluations
Traits evaluated on each trial were: (i) GY by harvesting 2 m?; (ii)
plant height at maturity; (iii) days from sowing to heading,
through periodic (twice a week) observations; (iv) number of
spikes per m? determined in 1 m row; (v) number of kernels per
spike (KPS) and thousand kernel weight (TKW) in 25 spikes
taken at random from each plot; and (vi) carbon isotope
discrimination (A™C) in mature kernels.

For A™C, kernels were finely ground in a mill and sent to the
Laboratory of Applied Physical Chemistry at Ghent University
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Table 2. Monthly maximum, minimum and mean temperature and monthly rainfall at the two experimental sites in central Chile

in 2011-2012
Cauquenes
May Jun Jul Aug Sept Oct Nov Dec Jan
Temp (°C) Max 17.7 13.9 13.3 14.6 19.5 21.9 25.6 30.8 30.0
Min 3.8 3.4 0.6 3.4 3.4 3.6 8.9 10.7 1.8
Mean 10.8 8.7 6.9 9.0 1.5 12.8 17.2 20.8 20.9
Rainfall (mm) 22.6 40.2 11.9 114.0 28.5 5.0 1.2 0.0 5.4
Santa Rosa®
May Jun Jul Aug Sept Oct Nov Dec Jan
Temp (°C) Max 14.9 12.8 10.4 10.9 17.7 20.2 23.8 29.0 28.8
Min 3.0 2.4 1.1 4.5 2.9 3.7 6.9 9.5 10.2
Mean 8.9 7.6 5.7 7.7 10.3 1.9 15.3 19.3 19.5
Rainfall (mm) 43.8 213.7 120.5 52.1 91.0 17.3 24.0 0.0 3.1

@Mild water stress (MWS) and full irrigation (F1) trials were furrow irrigated with 50 mm at flag leaf emergence (19 October 2011).
Three additional irrigations (of 50 mm each) were applied to the fully irrigated trial on 7, 22 November and 9 December 2011.

(Belgium) to analyze the carbon isotope composition (AC).
The AC was determined in an elemental analyzer (ANCA-SL,
PDZ Europa, Northwich, UK) interfaced to a Sercon 20-20 IRMS
with SysCon electronics (Sercon, Crewe, UK) and was
expressed as parts per mille (%). The samples were measured
relative to laboratory standards, which are similar to the
sample and have been calibrated against international stand-
ards by Iso-Analytical (Crewe). The precision of 8"C analyses
was 0.3% (SD, n=10). The A™C of kernels was calculated as:
ABC (%) =(APC, — ABC,)[1+ (A®Cp/1,000)], where a and p
refer to air and the plant, respectively (Farquhar et al. 1989).
ABC, was taken as —8.0%.

Absolute reflectance (350-2 500 nm) of the canopy was
taken using a portable spectroradiometer (FieldSpec 3 JR, ASD,
Boulder, CO, USA), with a 2.3 mm diameter and 25° full conical
angle optical fiber. Measurements were made from 11.0
17.00 hours, on clear days (radiation higher than 8oo W]
and at two phenological stages: (i) heading in Santa Rosa (22
November 2011) and (ii) middle late grain filling in Cauquenes
(13 December 2011) and Santa Rosa (21 December 2011). Three
shots per plot were taken on each measurement with the bean
of the optical fiber placed at 45° and 80 cm over the top of the
canopy. To avoid problems originating from sun position during
the day, radiometric calibration was performed against a field
reference panel (Spectralon, ASD) every 15 min approximately.
A total of 2 150 wavelength-bands were taken per measure-
ment and used to calculate a total of 70 SRI (Table S1)
previously published for small-grain cereals (Babar et al. 2006b;
Inoue et al. 2008; Royo and Villegas 2011). These indices belong
to two different categories: vegetation and water indices.

Statistical calculations and analysis

Data calculation consisted of the following steps: (i) correlation
across genotypes of the 70 SRI with GY, the agronomical yield
components and A"C at each of the growing conditions (trials)
and the two phenological stages assayed. In addition, for the
measurements taken during middle grain filling the NDVI (830;
660) was compared against the SRI with a high coefficient of
correlation (r) (at least two trials with r >0.65 or <—0.65, and
an average r for the three trials also beyond 0.65 or lower than
—0.65); from that group of SR, the three with the highest r
(>0.77 or <—0.77) but derived from different wavelength
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ranges (NDM2 (2 200; 1100); NWI3 (970; 920); and SWWI (1 650;
850)) (Table S1) were plotted and compared with NDVI (830;
660) for each trial and also fitted to a unique regression with all
data. To evaluate the relative contribution of phenology (days
from planting to heading, DH) on GY or A®™C, stepwise
regression analyses were performed for the spectroradio-
metrical indices NDMI2 (2 200; 1100) and NDVI (830; 660), and
phenology (Table S3 and 4). Also, Pearson’s correlation
coefficients were calculated on each trial between GY or
ABC and DH (data not shown). Statistical analysis was
performed using R 3.0.0 (R Development Core Team 2008)
and Sigma Plot (version 12.0, SPSS, Chicago, IL, USA).
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SUPPORTING INFORMATION

Additional supporting information can be found in the online
version of this article:
Figure S1. Relationships between grain yield and the spectral
eflectance indices NDVI (830; 660) (A), SWWI (1,650; 850) (B),
WI3 (970; 920) (C), and NDMI2 (2,200; 1,100) (D) across the set
of 368 genotypes of wheat grown under severe water stress
(SWS) at Cauquenes, and mild water stress (MWS) and full
irrigation (FI) at Santa Rosa, measured at middle grain filling.
White lines represent the fitting lines of the regressions (for
regression and coefficients of determination refer to Table 2).

@igure S2. Relationship between A®C and the spectral

eflectance indices NDVI (830; 660) (A), SWWI (1,650; 850)
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(B), NWI3 (970; 920) (C), and NDMI2 (2,200; 1,100) (D) across
the set of 368 genotypes of wheat grown under severe water
stress (SWS) at Cauquenes, and mild water stress (MWS) and
full irrigation (FI) at Santa Rosa, measured at middle grain
filling.

White lines represent the fitting lines of the linear regressions
(for regression and coefficients of determination refer to
Table 2).

Table S1. Correlation coefficients of the relationships between
spectral reflectance indices (SRI) measured at heading and:
grain yield (GY), plant height (PH), spikes per m?, kernels per
spike (KPS), thousand kernel weight (TKW), days from sowing
to heading (DH) and carbon discrimination (AC) in kernels,
for 368 genotypes of wheat grown in Santa Rosa under mild
water stress (MWS) and full irrigation (FI). Correlation
correlations >0.65 are highlighted.

Table S2. Correlation coefficients of the relationships
between several spectral reflectance indices (SRI) measured
at middle grain filling and: grain yield (GY), plant height (PH),
spikes per m?, kernels per spike (KPS), thousand kernel weight
(TKW), days from sowing to heading (DH) and carbon
discrimination (A™C) in kernels, for 368 genotypes of wheat
grown under severe water stress (SWS) at Cauquenes, and
mild water stress (MWS) and full irrigation (FI) at Santa Rosa.
Indices are the same as for Table S1. Correlation correlations
>0.65 are highlighted.

Table S3. Comparative performance of spectroradiometrical
indices NDMI2 and NDVI and phenology (days from planting to
heading, DH) explaining genotypic variability on grain yield
(GY). The three traits were used as independent variables in a
stepwise analysis.

Table S4. Comparative effect of spectroradiometrical indices
NDMI2 and NDVI and phenology (days from planting to
heading, DH) on genotypic variability on carbon isotope
discrimination (A™C). The three traits were used as indepen-
dent variables in a stepwise analysis.
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INTRODUCCION:

En el area del mejoramiento genético de cultivos la posibilidad de predecir comportamientos fenotipicos a campo de los distintos cultivares , a partir de la
informacion genética de cada individuo, ha aumentado debido principalmente a los recientes avances en las tecnologias de analisis molecular. El genotipado por
secuenciacion es una nueva técnica que permite simplificar la construccion de librerias genomicas reduciendo los costos de secuenciacion (Elshire et al., 2011), lo
cual incrementa la posibilidad de su utilizacion a gran escala en el marco de un programa de mejoramiento. Contando con una alta densidad de marcadores y buena
calidad de fenotipado, es posible predecir comportamientos a campo, contando unicamente con informacion genética, mediante Seleccion Genomica (Mewissen et
al., 2001).

OBIJETIVO:

Ajustar una metodologia de identificacion de SNPs mediante Genotipado por Secuenciacion en 384 genotipos para su posterior aplicacion en Seleccion Genomica
en el marco de un programa de mejoramiento genético de trigo.

METODOLOGIA: RESULTADOS:

Los analisis planteados permitieron identificar 28.199 SNPs en 382 individuos.
Se identifico un reducido numero de SNPs con bajas frecuencias alélicas
(entre 0.01 y 0.05%) y proporcion de heterocigotos mayor al 3%.

Genotipado por secuenciacion para construccion de librerias y
secuenciacion en plataforma lllumina/Solexa HiSeq2000
identificacion de SNPs

¥

Estructura de |la poblacion: analisis de coordenadas principales

con matriz Kinship.

Mapeo de SNPs en bases de datos y analisis de la distribucion

POr cromosoma

pcoa$vectors|, 2] (8%)

-0.10 -0.05 0.00 0.05 0.10

Predicciones fenotipicas (rendimientoy peso de 1000 granos) - ————

pcoa$vectors|, 1] (17%) 1A 1B 1D 2A 2B 2C 3A 3B 3C 4A 4B 4D 5A 5B 5D 6A6B 6D 7A 7B 7D

v validacion cruzada . Datos fenotipicos: alfa latice simple, 400
genotipos en 2 repeticiones y 2 condiciones hidricas (riego y
secano).

Figura 5. Distribucion de los SNPs en porcentaje, en
los distintos cromosomas.

Figura 4. Analisis de coordenadas principales. En
azul se destacan las variedades de Uruguay y en
rojo las de Chile.

Tabla 1. Heredabilidad de Rendimiento y peso de mil granos en ambos ambientes

rendimiento Peso de mil granos

Modelos H riego H secano H riego H secano

LS 0.42 0.33 0.88 0.79

FC 0.44 0.37 0.88 0.81
y=Xp+Zu+e BCA_MVNG 0.57 0.56 0.89 0.82

y: fenotipo; X: Matriz de disefio de efectos fijos; B: vector de efectos fijos (BLUE);
Z: Matriz de disefio de efectos aleatorios; u: vector de efectos aleatorios (BLUP); €:
efectos aleatorios del error experimental

FC: ajuste con modelo de filas y columnas; LS: ajuste con el modelo de diseno un alfa latice simple;

BCA_MVNG: ajuste con modelo de diseno de blogue completos al azar con medias moviles como covariable

Tabla 2. Correlaciones entre los GEBV y los BLUP en l|la poblacion de validacion, para

Protocolo GBS

¥ . : : ;
Rendimiento y peso de mil granos, con los 4 modelos planteados y para las medias sin

A (L] — E d
E 1
ajustar.
Rend. riego P1000g riego Rend. secano P1000g secano
Sin ajustar RR 0.174%0.057 0.79410.022 0.12940.051 0.75210.023
GAUSS 0.33710.090 0.79410.022 0.285+0.108 0.754+0.025
96 genotipos FC RR 0.221+0.061 0.755%0.021 0.171+0.068 0.766%0.019
Ll GAUSS  0.341:0.084  0.753+0.022 0.315+0.092  0.767+0.019
secuenciar
N _ I LS RR 0.245%0.060 0.751+0.023 0.191+0.061 0.745+0.026
Extraccion + Digestion + Adaptadores
GAUSS 0.361+0.074 0.751+0.031 0.324%0.07
BCA_MVNG RR 0.246x0.077 0.752+0.022 0.219+0.0
GAUSS 0.37410.078 0.753%0.023 0.33940.0
MVNG RR 0.278%0.068 0.787%0.019 0.216+0.0
GAUSS 0.396+0.070 0.787+0.020 0.357+0.0
Sin ajustar: medias fenotipicas con promedios simples; FC: ajuste con modelo de filas y columnas; LS: ajuste

REFERENCIAS:

con el modelo de disefio un alfa latice simple; BCA_MVNG: ajuste con modelo de disefio de bloque completos

al azar con medias moviles como covariable; MVNG: ajuste de un modelo de regresion lineal con medias

Elshire, R. J., et al. (2011). PloS one, 6(5), e19379.

Meuwissen, T. H., et al. (2001). Genetics, 157(4), 1819-29.

moviles como variable regresora.
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Wheat Is the most important winter crop in Uruguay. The wheat breeding efforts
are centralized In Increasing yield and grain quality. It Is also necessary to
Introduce resistance genes for the most important diseases among which leaf
rust (LR, caused by Puccinia triticina) Is one of the most relevant. LR Is present
every year and causes grain yield losses up to 50% In susceptible cultivars.
Genome Wide Association (GWA) analysis is a novel approach to reveal the
genetic basis of relevant agronomic traits through the incorporation of high
amounts of genetic data and used to identify new markers linked to QTLs that
Influence the expression of genes involved In those traits. In this study we
undertook GWA Iin 186 lines from INIA-Wheat Breeding Program (INIA-WBP)
using Genotyping-by-Sequencing (GBS) to detect QTLs for two relevant
agronomic traits, yield and LR resistance.

Materials and methodS prrmm———

Phenotypic evaluations were carried out during 2012 wheat growing season for
yield and LR resistance, in Chile and Uruguay, respectively. The 186 genotypes
were field tested for yield under two different water regimes in Mediterranean
climatic conditions: mild water stress (MWS; one irrigation at tillering) and
irrigated (l; four irrigations: at tillering, flag leaf appearance, heading and middle
grain filling). The same genotypes were phenotyped for LR resistance Iin two
artificial inoculated locations, Young and La Estanzuela. Phenotypic analyses
were performed using R software and Best Linear Unbiased Predictor (BLUP)
were calculated for each trait. Genotypic data was collected using GBS through
Tassel pipeline (Elshire et al. 2011, Poland et al. 2012). GWA were realized
using a model with Kinship relationship matrix as random effect and principal
component analysis as fixed effect (both calculated with SNPs)

Results and ConcClUSIONS s

From a total of 97,771 SNPs identified, 7 % (6813 SNPs) were mapped using the
wheat database Synthetic x Opata DH. GWA analyses were conducted for each
environment using a mixed model with genetic relatedness as random effect. We
found 25 and 24 significant markers for yield under MWS and FlI, respectively, on
chromosomes 1B, 2A, 2B, 3A, 3B, 4B, 5B, 6A and 6B for both water regimes and
In chromosomes 2D, 3D and 7B only for MWS. For LR, 12 associations were
detected on chromosomes 1B, 2A, 2D, 3A, 3B, 3D, 4B, 6A and 6B. All markers
positions were confirmed using the BLAST of International Wheat Genome
Sequencing Consortium (IWGSC).This study provides significant marker trait
assoclations that can be used for enhancing yield and LR resistance through
molecular breeding at INIA.

Fig. 1. Manhattan plot for Association Mapping using Kinship model A. Signicant markers for
Leaf Rust (LR) Resistance B. Signicant markers for Yield under Irrigation (YIELD I) C. Signicant
markers for Yield under mild water stress (YIELD MWS). Dotted line show the threshold
above we consider significant markers associated to QTL.

References:
Elshire, Robert et al. 2011. “A Robust, Simple Genotyping-by-sequencing (GBS) Approach for High Diversity Species.” PloS One 6: €19379
Poland, Jesse et al. 2012. “Genomic Selection in Wheat Breeding Using Genotyping-by-Sequencing.” The Plant Genome Journal 5:103.

O‘.
1. 1A

Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria
URUGUAY FONTAGRO

- log10(P)

A

Discovering QTL Iin Uruguayan Wheat Germplasm
using Genome Wide Associlation Analysis

Lado, Bettinal, Silva, Paula ¢, Matus, lvan.3, Inostroza, Luis3, del Pozo, Alejandro#, Castro Marina?, German, SilviaZ,

! Facultad de Agronomia, UdelaR, Garzon 780, Montevideo 12900, Uruguay:;? Instituto Nacional de investigacion Agropecuaria, La
Estanzuela, Colonia 70000, Uruguay:;? Instituto de Investigaciones Agropecuarias, Quilamapu, Casilla 426, Chillan, Chile;?
Universidad de Talca, Facultad de Ciencias Agrarias, Casilla 747, Talca, Chile.; °SECOBRA Saatzucht GmbH, Feldkirchen 3, 85368

Association mapping Kinship-LR

> -

+ - - —

B Association mapping Kinship-YIELD |

= 5 RE

R e ]

' > -
0)):.".,'. G

K
- - . » Ly y
‘. "..' ..‘\ . ‘.'--‘

C Association

mapping Kinship-YIELD MWS

Chromosome position



INIA-Chile, INIA-Uruguay y el Centro Internacional de la Papa unen
esfuerzos para desarrollar variedades de papa y trigo tolerantes al
Cambio Climatico

Maria Teresa Pino', Julio Kalazich', Ivdn Matus', Luis Inostroza®, Patricio Sandafia’, Raymundo
Gutierrez®, Bettina Lado®, Marina Castro®. * INIA-Chile, *Centro internacional de la Papa, ’INIA-
Uruguay.

Todos los escenarios a nivel mundial proyectan alzas en las temperaturas, variaciones en los
patrones de precipitaciones y mayor ocurrencia de eventos climaticos extremos.

Los estudios del Panel Intergubernamental de Cambio Climatico (IPCC, sigla en inglés) muestran
gue en conjunto con un alza en las temperaturas promedios también se observan variaciones en
los patrones de precipitaciones y mayor frecuencia en la ocurrencia de eventos climaticos
extremos. En casi todos los escenarios a nivel mundial se proyecta que la temperatura promedio
subiria entre 1,82C y 4°C a final de este siglo, mientras el nivel del mar subiria entre 29 y 82
centimetros, producto del derretimiento de los hielos polares y de los glaciares. Esta pronosticado
qgue esto tendra graves consecuencias debido a que segln se asegura, el umbral critico de
aumento de la temperatura es de alrededor de 22C. En Chile, el escenario climdtico al 2040
proyecta intensificaciéon de aridez en la zona norte y el avance del desierto hacia el sur. Se
produciria un aumento de la temperatura promedio de 29C a 42C, mientras que las precipitaciones
disminuirian en alrededor del 30% en la zona central y aumentarian en los extremos del pais
(CONAMA, 2006). Mas alla de los escenarios climaticos proyectados, Chile en los ultimos afios ha
enfrentado importantes periodos de sequia, particularmente la zona centro norte del pais. Los
embalses de la region de Coquimbo han estado operando a menos de la mitad de su capacidad
histdrica, alcanzando niveles preocupantes: Puclaro un 4%, La Paloma un 3% y Cogoti inferior al
1%.

Los Sistemas Productivos de Secano Serian los mds Afectados por el Cambio Climatico

Como la agricultura depende de la disponibilidad de agua, cualquier cambio en el régimen de
precipitaciones y en particular la sequia afectarian a gran parte de los cultivos y frutales de nuestro
pais. Los sistemas productivos de secano serian los mas afectados, porque dependen de las
precipitaciones estacionales. Por otra parte, la implementacion de riego en cultivos de secano no
es facil, la pequefia y mediana agricultura serian las mas vulnerables considerando su baja
capacidad de inversion.

El efecto de la sequia sobre los rendimientos de los cultivos de secano depende de la especie, del
estado de desarrollo del cultivo y de la duracion de la sequia. En trigo, el aumento de
temperaturas vy la sequia aceleran el desarrollo del cultivo, causan aborto floral, y acortan el
periodo de llenado del grano. El periodo mas critico a estrés por sequia ocurre durante la floracién

Se publicard la segunda quincena de enero del 2014 en TIERRA ADENTRO N° 106, http://www.inia.cl/prensa/revista-
tierra-adentro/



y llenado de granos, causando pérdidas importantes en los rendimientos. A nivel mundial, la
sequia ha afectado la produccion de trigo en diferentes regiones en las ultimas temporadas; las
sequias en Estados Unidos, Rusia y Australia, causaron la mayor reduccién en la oferta de trigo a
nivel global desde el afio 2003. Kansas, el mayor productor de trigo de invierno de Estados Unidos,
no solo enfrentd las peores condiciones climaticas en casi tres décadas; también sufrié una de las
peores sequias en el afio 2012. En Asia Central, Kazajstan (pais que ocupa el sexto lugar entre los
mayores exportadores de trigo del mundo), también enfrentd estrés por sequia y altas
temperaturas durante el 2012, lo cual significd una reduccion en la produccién de trigo del 57%;
mientras normalmente cosechaban 42 granos en cada espiga, esa temporada cosecharon sélo 2 a
4 granos por espiga.

En papa, el incremento de las temperaturas y la sequia afectan el crecimiento vegetativo, inhiben
la tuberizacién, tamafio y calidad del tubérculo. El periodo critico a déficit hidrico es durante la
tuberizacidn o llenado de tubérculos. Las proyecciones indican que la sequia y el aumento de
temperaturas causaria una disminucion de los rendimientos en papas, particularmente en zonas
donde “no exista” la posibilidad de implementar riego tecnificado. Por otra parte la temperatura
nocturna tiene una influencia crucial en la diferenciacidon de tubérculos y formacion de almidon.
Cuando la temperatura supera los 229C el desarrollo de los tubérculos se ve severamente
afectado. La disminucion esperada de los rendimientos en varios paises, particularmente de
regiones tropicales y subtropicales, llegard al 20—-30%. Durante estas ultimas temporadas, la
sequia ha afectado a 130.000 hectareas de papa en Colombia, causando pérdidas en la
produccidn del 50%. Contrariamente, se espera que el cambio climatico tenga un efecto favorable
sobre los rendimientos en zonas de cultivo de mayor latitud y mayor altitud, siempre y cuando no
existan limitaciones de agua. Por otra parte, el aumento sostenido de la temperatura ejerce una
alta presién de seleccién sobre las papas silvestres; el CIP estima que cerca del 20% de ellas corren
el riesgo de extinguirse para el afio 2055.

El consorcio INIA-Chile, INIA-Uruguay y el Centro Internacional de Papa (CIP) trabaja en la
seleccidn y desarrollo de genotipos de trigo y papa con mayor tolerancia a la sequia y a altas
temperaturas.

El consorcio INIA-Chile, INIA-Uruguay y el Centro Internacional de Papa (CIP) busca aumentar la
competitividad y sustentabilidad de cultivos de papa y trigo frente al Cambio Climatico, a través
de la seleccidn y desarrollo de genotipos con mayor tolerancia a sequia y a altas temperaturas.
Fundamentalmente busca poner a disposicion de los programas de mejoramiento genético
regionales; genotipos tolerantes a sequia y a altas temperaturas, protocolos de caracterizacion
genética y fenotipica eficientes y estandarizados. En este contexto y con financiamiento de los
proyectos FONTAGRO ATN/OC-11943-RG (Fondo SECCI) y Cambio Climatico (MINAGRI 501364-70)
se han evaluado 380 genotipos de trigo y sobre 200 genotipos de papa en los diferentes paises con
el apoyo de un grupo interdisciplinarios de profesionales en las dreas de mejoramiento genético,
fisiologia vegetal, biologia molecular y manejo agrondmico.

Se publicard la segunda quincena de enero del 2014 en TIERRA ADENTRO N° 106, http://www.inia.cl/prensa/revista-
tierra-adentro/



Los materiales de trigo evaluados en el contexto del consorcio provienen de los programas
nacionales de mejoramiento genético de INIA-Chile (55 genotipos), del CIMMYT (143 genotipos) e
INIA-Uruguay (186 genotipos). En Chile y durante estas Ultimas temporadas, los 384 genotipos
fueron evaluados en campo bajo dos condiciones hidricas (riego y déficit hidrico) en Santa Rosa y
ademas fueron evaluadas en Cauquenes (déficit hidrico severo). Ambos ambientes presentan
clima mediterrdneo, pero difieren en el tipo de suelo y cantidad de precipitaciones. En Cauquenes
(352 58’S; 722 17’0) el suelo es de origen granitico (Alfisol), presenta baja fertilidad y las
precipitaciones no superan los 500 mm/afio. Por otro lado, en Chillan (36°31’ S; 71°54’ O) el suelo
es de origen volcanico (Andisol), presenta una adecuada fertilidad para el cultivo del trigo vy las
precipitaciones pueden superar los 1000 mm/afio. Los materiales de trigo fueron evaluados en
funcién del rendimiento, componentes del rendimiento, pardmetros fisioldgicos y moleculares.
Basado en indices de seleccién de tolerancia a sequia, los cuales integran el rendimiento bajo riego
y sequia, se identificaron en Chile 16 genotipos contrastantes en rendimiento (tolerantes y
sensibles) en ambas condiciones (riego y sequia). Esos genotipos fueron nuevamente fenotipados
en campo en INIA La Estanzuela, Uruguay (34° 20’S, 57° 42’0), en suelos con una adecuada
fertilidad para el cultivo del trigo (Brunosol Eutrico Tipico LAc v) y bajo techos corredizos para
evitar el efecto de las precipitaciones.

Por otra parte, con fondos del proyecto se caracterizaron genéticamente las 384 lineas de trigo
utilizando una metodologia de secuenciacién de ultima generacion conocida como GBS (sigla en
inglés para Genotyping-by-Sequencing), trabajo que se realizd en colaboracién con Kansas State
University (EEUU) y el Institut de Biologie Intégrative et des Systemes (IBIS), Université Laval
(Quebec, Canada). Esta técnica permite la selecciéon de genotipos sobresalientes en caracteres que
se busca mejorar, como tolerancia a sequia o rendimiento de grano, mediante la integracién de
informacién fenotipica y genotipica en modelos de predicciéon. Se identificaron 102.324
marcadores moleculares tipo SNP (single nucleotide polymorphism) y se ajusté el modelo de
predicciéon (GBLUP) para rendimiento de grano (RG); este analisis permitid identificar los mejores
genotipos (prediccion de progenitores con alto RG) mediante el calculo de sus ‘valores de cria’,
indice que integra la informacién fenotipica (RG) y genotipica (SNP), en cada ambiente y entre los
distintos ambientes. También se realizé analisis de ‘mapeo asociativo’, procedimiento que permite
identificar regiones gendmicas o genes de interés para la tolerancia a sequia.

En papa, se han evaluado sobre 200 genotipos entre Chile y el CIP, incluyendo germoplasma
nativo, lineas segregantes, lineas avanzadas y cultivares, los cuales han sido caracterizados por su
respuesta a sequia y altas temperaturas. El protocolo de evaluacién en papas considera
evaluaciones en campo bajo riego y sequia, evaluaciones fisiolégicas detalladas para genotipos
contrastantes (sensibles y tolerantes) y evaluaciones moleculares que incluyen expresion génica y
genotipado. Al igual que en trigo, se esta utilizando la metodologia de secuenciacién de ultima
generacién (GBS, sigla en inglés para Genotyping-by-Sequencing), trabajo que se realiza en el
Institute for Genomic Diversity, Cornell University (EEUU). La evaluacion en campo ha considerado
evaluar los distintos genotipos tanto en condiciones de riego como de sequia en diferentes areas
geograficas de cada pais (Tabla 1). En este contexto el CIP durante la ejecucion del proyecto evalué
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un total de 918 accesiones de papas basados en los indices de seleccidn de tolerancia a sequia, los
cuales integran el rendimiento bajo riego y sequia. Entre los indices evaluados, MP (productividad
Media), GMP (productividad media geométrica) y DTI (tolerancia a sequia) permitieron identificar
un grupo de accesiones con alta produccidon en ambas condiciones (riego y sequia). Ademas, el
INIA-Chile ha estado evaluando cada temporada con esta metodologia lineas de papas avanzadas
prontas a convertirse en cultivares comerciales con el objeto de entregar al productor informacion
relevante respecto a cdmo estos materiales se comportarian frente a eventos climaticos como
sequia y altas temperaturas.

Por otra parte, en el proyecto FONTAGRO se ha estado calibrado y validando el modelo de
simulaciéon AQUACROP (creado por la FAO) en cinco genotipos de trigo y en los cultivares Karu-
INIA y Desiree-INIA en condiciones de riego y secano. Esta herramienta permitird no solo predecir
los cambios en rendimientos de este cultivo en respuesta al futuro cambio climatico, sino que
también ayudara a diseflar y evaluar estrategias de manejo (ej: épocas de plantacion y
necesidades de riego) que permitan mantener o incrementar los rendimientos en futuros
escenarios climaticos.

El consorcio INIA-Chile, INIA-Uruguay y el CIP ha permitido identificar lineas parentales tolerantes
a sequia que ya estan siendo incorporados a los programas de mejoramiento genético de cada
pais. Asimismo, los cultivares actualmente comercializados han sido evaluado en funcién de su
respuesta a sequia y altas temperaturas, lo cual ha permitido identificar algunos materiales
genéticos que tienen mejor comportamiento frente a eventos de sequia, destacan lineas de
papas avanzadas como R89063-59 y R90160-5, y cultivares como Karu-INIA.

Asimismo, este proyecto ha permitido presentar sus resultados en por lo menos 20 congresos
nacionales e internacionales, cuatro publicaciones cientificas de alto impacto, por lo menos 10
dias de campo, tres talleres regionales entre los paises miembros del consorcio, y paises como
Espafia, Estados Unidos y otros paises Latino Americanos en temas como estrategias de genética
asociativa, evaluacién de la tolerancia a factores abidticos, metodologia de secuenciacidon de
ultima generacidn y la formacion de por lo menos 10 tesistas en esta tematica. Ademds, este
proyecto cuenta con una pagina web que entrega informacidon sobre sus objetivos, avances,
resultados y actividades de difusidn. Su link es http://platina.inia.cl/ftg cluype/
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Tabla 1. Lugares en Peru y Chile utilizados para evaluaciones de respuesta a sequia y altas temperaturas en papas.

Pais Lugar Ubicacion Periodo de cultivo Temperaturas promedios y
precipitaciones acumuladas durante
el periodo de cultivo

Peru La Molina Lat.:12204'41.20"S Oct.2010- Ene.2011 Temp promedio maxima 25.29C, Temp

Long.:76256'36.50"E Min Prom 17.32C. Precipitacion
Alt.: 243 msnm acumulada 0 mm. Desértico arido sub-
tropical costanero.

Huancayo Lat.:12200'34.96"S Ene.2011-Abril.2011 Temp promedio maxima 24.92C, Temp
Long.:75213'22.50"E Min Prom 9.32C. Estuvo bajo los
Alt.: 3293 msnm techos corredizos, para evitar el efecto

de las precipitaciones

Majes, Lat:16229'27"S, Oct.2011- Feb.2012 Temp promedio maxima 26.29C, Temp

Arequipa Long.:72205'33"E, Min  Prom 13.62C. Precipitacion
Alt:1,268 msnm, acumulada 0 mm. Desierto arido.

Chile La Platina, RM | Lat:3323412"S, Long: | Oct.2011- Marz.2012 | Temp promedio maxima 32.8°C, Temp

70238'0 promedio 18.6°C. Precipitacion
Alt: 625 msnm acumulada Omm

La Platina, RM | Lat:3323412"S, Long: Temp promedio maxima 35.5°C, Temp
70238'0 Sept.2012- Marz.2013 | promedio 17.4°C. Precipitacion
Alt: 625 msnm acumulada 68mm

Remehue, Lat: 40231'S Oct.2011- Abril.2012 Temp promedio maxima 20.9°C. Temp

Osorno Long: 73203'0 promedio 13.8°C, Precipitacion
Alt: 65 msnm. acumulada 279 mm

Remehue, Lat: 40231'S Temp promedio maxima 20.3°C. Temp

Osorno Long: 73203'0 Oct.2012- Abril.2013 promedio 13.9°C. Precipitacion
Alt: 65 msnm. acumulada 375 mm
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Dia de Campo realizado en INIA La Estanzuela Uruguay (34°20°S, 57°42°0) Octubre 2012
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Curso: "Evaluacion de la tolerancia a factores abioticos”
Simposium: “Tolerancia a factores abioticos en plantas”

Del 7 a 11 de Mayo del 2012
Centro Internacional de la Papa
Cuzco-Peru

Workshop Proyecto FONTAGRO en INIA La Estanzuela, Mayo 2013 (Colonia, Uruguay)
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Ensayos bajo invernadero en genotipos contrastantes de papas (sensibles y tolerantes a sequia)
para evaluaciones fisioldgicas detalladas y expresion de genes (INIA Chile)
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Caracterizacion fenotipica de alta precision: el nuevo desafio del mejoramiento
genético de la tolerancia a sequia en especies cultivadas como el Trigo

Luis Inostroza Ing.Agr. Dr Marina Castro. Ing.Agr. Maria-Teresa Pino
linostroza@inia.cl PhD Ing.Ag.PhD

INIA Quilamapu INIA Uruguay INIA La Platina
Ivan Matus. Ing.Agr. Bettina Lado Biog. MSc Julio Kalazich
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Alejandra Rodriguez. Raymundo Gutiérrez. Patricio Sandafia
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INIA Quilamapu CIP INIA Remehue

Mejoramiento genético y alimentacion humana

Incrementar la tolerancia a sequia y/o eficiencia en el uso del agua de las especies
vegetales cultivadas es un desafio para muchos programas de mejoramiento genético,
tanto pablicos como privados a nivel mundial. EI problema radica en el incremento en
la demanda de alimentos ocasionado por el crecimiento sostenido de la poblacion
mundial y la competencia por el recurso hidrico entre los distintos agentes de la
sociedad global (agricultura, urbanismo e industrias).

En el afio 1804 la poblacién humana alcanzo el primer billon de habitantes y tomé cerca
de 118 afios en duplicarse (2 billones). Posteriormente, la segunda guerra mundial
gatillé un incremento similar en la poblacion pero en sélo 37 afios. Las generaciones
nacidas durante éste periodo (1945-1955) han sido testigos de una nueva duplicacion de
la poblacién, pero ahora desde los 3 a los 6 billones de habitantes en la actualidad. Se
estima que para los proximos 20 afios la poblacion incrementara en cerca de 2 billones
de habitantes. Por otro lado, el consumo anual de agua dulce de la poblacion humana es
cercano a los 4.500 km?®, de los cuales el sector agricola ocupa cerca del 70% en sus
procesos productivos. La fuerte competencia por el recurso hidrico entre los distintos
sectores de la sociedad (agricultura, urbanismo e industrias) presiona a incrementar la
produccién de alimento con menores volimenes de agua. La problematica se acentla al
considerar los efectos del cambio climatico en los ambientes agricolas de Chile
Continental, donde se estima que para finales del siglo XXI las precipitaciones se
reduciran en torno al 25% en primavera y 40% en verano.

Hasta ahora, la demanda de alimentos ha sido satisfecha por el sector agricola. Desde el
afio 1800 hasta la primera mitad del siglo XIX, el incremento en la produccion de
alimento se asocid estrechamente a la incorporacion de nueva superficie arable para la
agricultura. Hoy ésta estrategia no es posible y existe fuerte restriccion al crecimiento de
la superficie agricola por efecto del crecimiento demografico.

La ‘Revolucion Verde’ fue un hito historico que impactd significativamente la
produccion de alimentos. En la década de los 60, la incorporacion de los fertilizantes
sintéticos y la implementacion de técnicas de riego en los sistemas productivos
agricolas, iniciaron una revolucion en las ciencias agronémicas. Por otro lado, los
avances en el mejoramiento genético, asociado al descubrimiento de los genes de
enanismos en cereales, permitieron cambiar la particion de la biomasa desde los tallos al
grano. Desde la ‘Revolucion Verde’ la productividad de los cultivos se ha incrementado
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en paralelo a la demanda de alimentos de la poblacion mundial, esto sin incrementos en
superficie cultivable. Existe un claro consenso entre mejoradores y agrOnomos para
atribuir los incrementos en la produccion de alimentos tanto a los avances en la
agronomia (50%) y mejoramiento genético de los cultivos (50%).

Caracterizacion genética vs caracterizacion fenotipica

Historicamente el mejoramiento genético se ha definido como una mezcla entre ciencia
y arte. Hoy los desafios son complejos y los avances en el conocimiento de la genética a
nivel molecular son asombrosos. Desde la secuenciacion completa del genoma humano
durante el afio 2003 ya siete genomas de especies vegetales han sido secuenciados
completamente, de estos seis corresponden a especies cultivadas (arroz, maiz, sorgo,
vid, dlamo y papaya) y uno a la especie modelo Arabidopsis.

Uno de los avances mas impactantes en el campo de la genética molecular ha sido la
disminucién en los costos de secuenciacion, lo que se expresa relativo al costo de
secuenciar un genoma humano. Por ejemplo, en el afio 2001 el costo por secuenciar un
genoma humano alcanzaba los 90 millones de dolares, hoy con las nuevas técnicas de
secuenciacion-masiva (NGC, next generation sequencing) el costo ha bajado a los 8.000
dolares/genoma y se trabaja para lograr secuenciar un genoma en menos de 24 horas a
un costo de 1000 dolares (http://www.genome.gov/sequencingcosts/). Todos estos
avances han impactado la genética vegetal, actualmente se dispone de mapas geneéticos
organizados por marcadores moleculares de distintos tipos (SSR y SNP), se conocen
secuencias de genes de importancia agrondémica (resistencia a enfermedades, calidad de
grano, entre otros) y su ubicacion en el genoma. Informacién que permite seguir la
herencia de caracteres fenotipicos de interés y facilitar su introgresion dentro del
material elite. De esta manera disminuyendo significativamente los costos, en términos
de tiempo y dinero, para el desarrollo de nuevos cultivares comerciales.

Con lo descrito en el parrafo anterior, queda de manifiesto la importancia de la
informacion molecular en el mejoramiento genético de especies vegetales. Sin embargo,
su uso potencial depende de la capacidad para asociarla a la expresion de caracteres
fenotipicos de importancia agronémica, como lo es la tolerancia a sequia. La secuencia
de un gen ‘x’ no sirve de nada si se desconoce su funcion en la planta y su efecto sobre
el fenotipo. Los analisis genéticos que permiten estudiar la asociacién genotipo/fenotipo
también han evolucionado en el tiempo desde los andlisis clasicos de QTL (loci de
caracteres cuantitativo) hasta los analisis de seleccion gendmica. Los Gltimos no solo
buscan encontrar la asociacion genotipo/fenotipo sino que también predecir el fenotipo
en funcion de la informacidn genética. En este sentido, los avances en el mejoramiento
genético de la tolerancia a sequia de especies vegetales cultivadas se ve limitado por la
escasez de metodologias de caracterizacion fenotipica bajo condiciones de campo,
estandarizadas y de alta precision, que sean un complemento a la informacién genética.

Proyecto FONTAGRO ATN/OC-11943: desarrollo de herramientas fisiologicas
para la seleccion de plantas tolerantes a sequia

En términos genéticos la tolerancia a sequia es un caracter fenotipico complejo, esto
significa que es un caracter controlado por muchos genes que son altamente
influenciados por el ambiente donde crecen las plantas. Por esta razon la tolerancia a
sequia es un caracter dificil de mejorar. En este contexto, uno de los objetivos del
proyecto FONTAGRO ATN/OC-11943 fue “identificar y estandarizar métodos
eficientes de seleccion de genotipos tolerantes a sequia y altas temperaturas”. Para ello
se trabajo con los Programas Nacionales de Mejoramiento Genético de trigo y papa de
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tres paises del Cono Sur de América (Chile, Uruguay y Pert). Un grupo
multidisciplinario de investigadores provenientes de INIA-Chile, INIA-Uruguay y el
Centro Internacional de la Papa en Per(, unieron esfuerzos para caracterizar
fenotipicamente 384 genotipos de trigo y 200 genotipos de papa en diversos ambientes,
donde la sequia y las altas temperaturas son los estreses ambientales que mas limitan la
productividad de los cultivos. A continuacidn se presentan los principales resultados de
la seleccidn de genotipos de trigo tolerantes a sequia.

Estrategias para evaluar tolerancia a sequia en trigo

Durante dos temporadas de crecimiento (2011/12 y 2012/13), se establecieron 384
accesiones de trigo en dos ambientes representativos de la zona cerealera de Chile. En
Cauquenes (35° 58°S; 72° 17°0; Foto 1A) el suelo es de origen granitico y presenta baja
fertilidad; las precipitaciones no superan los 500 mm/afo. En Chillan (36°31° S; 71°54°
O; Foto 1B) el suelo es de origen volcéanico y presenta una adecuada fertilidad para el
cultivo del trigo; las precipitaciones pueden superar los 1000 mm/afio. Ambos
ambientes presentan clima mediterraneo, donde el cultivo del trigo sufre una sequia de
tipo terminal durante el periodo de llenado de grano. En Chillan, se establecieron dos
experimentos, uno manejado bajo condiciones de riego y otro bajo secano. En
Cauqguenes solo se cultivé bajo condiciones de secano. En todos los ensayos, se
instalaron sensores de capacitancia para monitorear la humedad del suelo (Foto 2A), los
que registraron en intervalo horario el contenido de humedad volumétrico (Foto 2B).

Durante el periodo de crecimiento vegetativo se midié la fraccion de radiacion
fotosintéticamente activa interceptada (FIPAR) con un ceptémetro (Foto 2C). Durante
el periodo de llenado de grano se midio en la hoja bandera el contenido de clorofilas con
un medidor SPAD-502 (Minolta, Foto 2D), el contenido relativo de agua mediante
registro del peso fresco, turgido y seco de la hoja (CRA, Foto 2E) y éarea foliar
especifica mediante el registro del peso seco y area de las hojas. También se determind
la temperatura de la planta mediante termometria infrarroja (Foto 2F), la discriminacion
isotopica del 13C (A13C), mediante espectrometria de masa y el contenido de
carbohidratos no estructurales presente en los tallos al inicio y al final del periodo de
llenado de grano. Por otro lado, la caracterizacion agronémica contempld el registro de
la fecha de espigadura, numero de tallos por metro cuadrado, altura de planta,
rendimiento de grano y sus componentes (peso mil granos, numero de granos por
espigas, entre otros).

Los resultados mostraron una amplia variabilidad genética en todos los caracteres
fenotipicos evaluados. El rendimiento grano varié entre localidades, temporadas de
crecimiento y ambientes hidricos (riego vs secano). En Chillan, durante la primera y
segunda temporada de crecimiento la sequia redujo el rendimiento de grano en un 25y
10%, respectivamente (Figura 1), reflejando la mayor severidad de la sequia durante la
primera temporada. Algunos caracteres mostraron un alto grado de asociacién con el
rendimiento de grano evaluado bajo condiciones de sequia (Figura 2). Por ejemplo, el
indice de tolerancia a sequia (IST), calculado a partir de los datos de rendimiento de
grano evaluado bajo condiciones de riego y secano, permitio seleccionar accesiones con
tolerancia a sequia divergente (Tolerantes vs Sensibles). Las que se diferenciaron en su
comportamiento agronémico Y fisioldgico bajo condiciones de sequia (Tabla 1).

Consideraciones finales

El proyecto FONTAGRO ATN/OC-11943 permitio validar e implementar una
plataforma de caracterizacion fenotipica bajo condiciones de campo. La que
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actualmente se encuentra disponible en los Programas de Mejoramiento Genético de
trigo de los paises del Cono Sur de América. La plataforma considera protocolos para la
evaluacion de caracteres fisiologicos de forma rapida y econdmica. Ademas integra
elementos computacionales que facilitan la digitalizacion instantanea de la informacion
colectada. La plataforma fenotipica permite identificar variabilidad genética en
caracteres agrondémicos y fisioldgicos relacionados con la tolerancia a sequia del cultivo
de trigo, lo que facilita la seleccion y mejora genética del caracter. En este estudio se
identificaron 8 genotipos tolerantes a sequia, los que se estdn caracterizando
genéticamente para entender los mecanismos moleculares que le confieren el atributo
sefialado.

Con la informacién fisiologica obtenida, en términos de su control sobre el
comportamiento agronémico del cultivo de trigo bajo condiciones de sequia, se
avanzara en la automatizacién de los procesos de fenotipeo mediante la integracion de
imagenes aéreas multiespectrales. Las que permitiran evaluar caracteres fisiolégicos de
forma rapida y econdémica. Por otro lado, hoy se avanza, para integrar a la plataforma
fenotipica, en el desarrollo de técnica de caracterizacion fenotipica de raices, las que
cumplen un rol fundamental en los mecanismos de tolerancia a sequia de todas las
especies cultivadas..
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Tabla 1. Media grupal para caracteres agrondmicos y fisiologicos evaluados en
genotipos de trigo con tolerancia divergente a sequia (tolerantes y sensibles), evaluados
bajo condiciones de secano en Chillan.

Caracter Fenotipico Sensibles Tolerantes |
Rendimiento grano (Ton/ha) 5.20 7.30
Stay green (SPAD/dia) -0.42 -0.53
A13C (°lo0) 16.4 17.3
FIPAR (%) 82.2 89.4
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Figura 1. Rendimiento de grano de 384 genotipos de trigo evaluado durante dos
temporadas de crecimiento (Al= 2011/12 y A2=2012/13), dos localidades (Cauquenes
(CQ) y Chillan (SR)) y dos ambientes hidricos (riego y secano).
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Figura 2. Relacion entre el indice de tolerancia a sequia y el rendimiento de grano
evaluado bajo condiciones de secano.

http://www.inia.cl/prensa/revista-tierra-adentro/, en TIERRA ADENTRO N° 106, que
se publicara la segunda quincena de enero del 2014:



Foto 1. Foto panoramica de los experimentos de caracterizacion fenotipica de 384
genotipos de trigo en Cauquenes (A) y Chillan (B). Cuadrado rojo y amarillo sefialan
experimentos manejados bajo condiciones de riego y secano, respectivamente.
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(A), Registro y descarga de registro temporal del contenido de humedad de suelo (B),
medicion de la fraccion de radiacion fotosintéticamente activa interceptada con un
ceptémetro (C), medicién del contenido de clorofilas en hoja bandera (D), colecta de
hoja bandera para la determinacion de contenido relativo de agua y area foliar especifica
(F), medicidn de la temperatura de la planta mediante termometria infrarroja (F).
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SELECCION GENOMICA Y MEJORAMIENTO DE TRIGO.

Dalma Castillol, Ivan Matusl, Luis Inostrozal, Alejandro del Pozo2,
Alejandra Rodriguezl, Bettina Lado3, Martin Quincke3, Marina Castro3, Jari Von
Zitzewitz4

1 INIA-Quilamapu-Chile, 2:Universidad de Talca, 3:INIA-La Estanzuela-
Uruguay, 4: SECOBRA Saatzucht, Alemania.

La creciente demanda alimenticia es un desafio que obliga a los mejoradores de cultivos a
incrementar de manera sostenida la productividad, logrando, mediante los procesos de
mejoramiento genético, ajustar el ciclo de crecimiento y los requerimientos del cultivo a
nuevas zonas, perfeccionando ademds caracteristicas agrondmicas que favorecen la
resistencia tanto a enfermedades y plagas, como a condiciones ambientales adversas, por
ejemplo, altas y bajas temperaturas y déficit hidrico.

Los métodos convencionales de mejoramiento genético de cultivos (cruzamiento,
retrocruzamiento y seleccion a campo de genotipos mds promisorios) han sido y siguen siendo
fundamentales en la obtencién de variedades con las caracteristicas deseadas. Sin embargo,
durante los ultimos afos se han incorporado técnicas biotecnolégicas que ofrecen diversas
ventajas, entre las que se destacan la inclusion de genes de interés presentes en otras
especies dentro del cultivo objetivo del mejoramiento (transgénesis) y la posibilidad de
acortar los tiempos en la obtencién de un cultivar con las caracteristicas deseadas. La
seleccién asistida por marcadores moleculares (SAM), se incluye dentro del grupo de métodos

gue permiten reducir estos tiempos, y se basan en la identificacion de marcadores asociados a
genes de interés. Sin embargo, la seleccidén asistida por marcadores moleculares (SAM), y
la transgenia, han permitido avanzar y mejorar, principalmente, caracteres del tipo
cualitativos, pero no facilita el desarrollo de nuevas variedades de cultivos puesto que los
caracteres cuantitativos, también llamados complejos o poligénicos, de alta importancia
agrondmica y econdémica, son dificiles de identificar con estas metodologias.

Frente a esto Ultimo se ha desarrollado una nueva forma de andlisis llamada Seleccidn
Gendmica (SG), en la cual se seleccionan los mejores individuos basandose en el valor de cria
estimado o valor de la progenie (GEBV). A diferencia de otros analisis, la SG, considera la
totalidad de la varianza genética de cada individuo mediante la suma de los efectos de los
alelos, logrando identificar regiones gendmicas cuyo efecto sobre el fenotipo es reducido, las
cuales se enmascaran en un analisis gendmico cldsico. Esta capacidad de prediccion de
caracteres complejos hace de la selecciéon gendmica una metodologia clave en un programa
de mejoramiento genético vegetal.

http://www.inia.cl/prensa/revista-tierra-adentro/, en TIERRA ADENTRO N° 106, se publicara la segunda
quincena de enero del 2014:



Hoy en dia, el proceso de seleccion de genotipos de alto potencial de rendimiento y tolerancia
a condiciones adversas como estrés hidrico, demora aproximadamente 10 a 15 afios. La
seleccion gendmica sugiere avances sustanciales en la eficiencia de seleccién combinando Ia
caracterizacion molecular y la seleccién a campo (caracterizacion fenotipica). Asi permitiria
reducir el ciclo de seleccion y aumentar la eficiencia en combinacidon con métodos de avance
generacional (descendencia por semilla Unica en autdgamas, doble haploides, entre otros), ya
gue SG lograria inferir la informacion para seleccion, basandose en el ADN del individuo.

Una de las ventajas mas importantes para un programa de mejoramiento, es aplicar SG en la
generacion F2, seleccionando asi desde el comienzo los genotipos de interés y a la vez,
generar informacién para poder predecir los cruzamientos que generan individuos con
mayores potenciales.

Para aplicar seleccion gendmica y realizar estas predicciones es necesario, realizar el siguiente
proceso, resumido también en la Figura 1:

- Saturar el genoma con marcadores moleculares, de la especie involucrada de manera amplia
y con alta densidad. Es importante enfatizar que esta herramienta debe ser accesible (en
referencia a su simplicidad y costos) de ser aplicada en un programa de mejoramiento.

- Utilizar métodos de caracterizacién fenotipica (fenotipado) de alta precision.

- Y desarrollar un modelo estadistico adecuado con informacion genética y fenotipica de un
conjunto de individuos que formen parte del programa de mejoramiento. Dicho modelo
permite predecir el comportamiento fenotipico de variedades aunque no se cuente con su
informacién fenotipico.

De este modo, se podrian seleccionar genotipos conjugando factores importantes tanto para
mejoradores, como productores y la industria tales como rendimiento de grano y la calidad
industrial sin necesidad de contar con una serie de afios 0 ambientes con estreses bidticos y
abidticos extremos para poder seleccionar el material.

En Chile, esta metodologia aun no es incorporada a los programas de mejoramiento. Sin
embargo, el Programa de Mejoramiento de Trigo de INIA-Quilamapu, dentro del marco del
proyecto Fondo Regional de Tecnologia Agropecuaria (FONTAGRO)-8038, titulado: “Aumento
de la competitividad de los sistemas productivos de papa y trigo en Sudamérica ante el
cambio climatico”, desarrollado por INIA-Chile e INIA-Uruguay, ha iniciado el desarrollo
preliminar de esta metodologia. Para eso se utilizaron 384 lineas de trigo de primavera cuyo
origen era Chile, Uruguay y CIMMYT. Estas lineas de trigo fueron secuenciadas, lo que
permitio la identificaciéon de 28.199 marcadores moleculares SNP (Polimorfismo de nucledtido

http://www.inia.cl/prensa/revista-tierra-adentro/, en TIERRA ADENTRO N° 106, se publicara la segunda
quincena de enero del 2014:



unico), de interés para el programa de mejoramiento. Luego, con el objetivo de validar los
SNPs, en su aplicacion en el calculo de predicciones fenotipicas, se utilizaron datos de
rendimiento y peso de mil granos obtenidos a partir de ensayos de campo (para todos los
individuos) establecidos en campo experimental en Santa Rosa, Chillan, (36°34'WS) Chile,
bajo 2 condiciones hidricas contrastantes, riego y secano.

Rendimiento, es una variable de interés y de dificil prediccion. Su expresion depende de la
interaccion entre un gran nimero de genes y una serie de procesos bioquimicos, que se
definen por la combinacién de factores genéticos y ambientales como caracteristicas de suelo,
precipitaciones, fertilizacion, temperatura ambiental e interaccion genotipo x ambiente (GxE),
en cambio Peso de Mil Granos presentd un mayor valor de heredabilidad que el anterior, por
lo que supone una mejor prediccion.

Si bien la Seleccién Gendmica es una metodologia que continda en desarrollo, este trabajo
aporta evidencias que indican que seria un método aplicable a programas de mejoramiento
genético de trigo., lo cual sumado en los decrecientes costos en secuenciacién y a nuevas
tecnologias de caracterizacion genotipica que permiten individualizar especies de genomas
complejos, con un numero de marcadores masivos y sin genoma de referencia, como es el
caso de trigo, potenciando aun mas la utilidad de SG en especies productivas.

Seleccion progenitores
cruzamientos

R

Poblacion
seleccionada

v

Siembra en campo de
poblacion. Inicio ciclo
mejoramiento corto plazo

Obtencion
GEBV y
seleccion

- izacio licacion model
Poblacién de garact_enzacmn gpl ca? Pn odelo
referencia enotipicay Slecclo

fenotipica Genomica

Figura 1: Diagrama aplicacion de Seleccion Gendmica en programa de mejoramiento de trigo
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Wheat (Triticum aestivum L.) is the most important winter crop in Uruguay. The wheat
breeding efforts are centralized in increasing yield and grain quality. It is also
necessary to introduce resistance genes for the most important diseases among which
leaf rust (LR, caused by Puccinia triticina) is one of the most relevant. LR is present
every year and causes grain yield losses up to 50% in susceptible cultivars. The
traditional wheat breeding has been improved by the incorporation of new genomic
tools. Genome Wide Association (GWA) analysis is a novel approach to reveal the
genetic basis of relevant agronomic traits through the incorporation of high amounts of
genetic data and used to identify new markers linked to QTLs that influence the
expression of genes involved in those traits. In this study we undertook GWA in 186
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lines from INIA-Wheat Breeding Program (INIA-WBP) using Genotyping-by-Sequencing
(GBS) to detect QTLs for two relevant agronomic traits, yield and LR resistance.
Phenotypic evaluations were carried out during 2012 wheat growing season for yield
and LR resistance, in Chile and Uruguay, respectively. The 186 genotypes were field
tested for yield under two different water regimes in Mediterranean climatic conditions:
mild water stress (MWS; one irrigation at tillering) and fully irrigated (FI; four
irrigations at tillering, flag leaf appearance, heading and middle grain filling). The same
genotypes were phenotyped for LR resistance in two artificial inoculated locations,
Young and La Estanzuela. Phenotypic analyses were performed using R software and
Best Linear Unbiased Predictor (BLUP) were calculated for each trait. Genotypic data
was collected using GBS through Tassel pipeline. From a total of 97,771 SNPs
identified, 7 % (6813 SNPs) were mapped using the wheat database Synthetic x Opata
DH. GWA analyses were conducted for each environment using a mixed model with
genetic relatedness as random effect. We found 25 and 24 significant markers for yield
under MWS and FI, respectively, on chromosomes 1B, 2A, 2B, 3A, 3B, 4B, 5B, 6A and
6B for both water regimes and in chromosomes 2D, 3D and 7B only for MWS. For LR,
twelve associations were detected on chromosomes 1B, 2A, 2D, 3A, 3B, 3D, 4B, 6A
and 6B. This study provides significant marker trait associations that can be used for

enhancing yield and LR resistance through molecular breeding at INIA.
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1 PR Genotipado por secuenciacion en trigo (Triticum aestivum)
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8" Jornadas de la Sociedad de
Bioquimica y Biologia Molecular 2013
(SBBM, SUB)

B. Lado1, M. Quincke2, I. Matus3, , M. Castro2, J. von Zitzewitz4
1Departamento de Bioguimica, Facultad de Ciencias (UDELAR); 2Programa Nacional de
Investigacion Cultivos de Secano, Instituto Nacional de investigacion Agropecuaria,
Est. Exp. La Estanzuela, Colonia 70000, Uruguay, 3Instituto de Investigaciones
Agropecuarias, Centro Regional de Investigacion Quilamapu, Casilla 426, Chillan, Chile;
4SECOBRA Saatzucht GmbH, Feldkirchen 3, 85368 Moosburg, Germany.

El genotipado por secuenciacién (GBS) es una metodologia para identificar marcadores
a gran escala, muy util para genomas complejos como el de trigo. GBS tiene como
objetivo disminuir costos y pasos de manipulacién, reduciendo la complejidad del
genoma con enzimas de restriccibon que evitan cortar en zonas repetidas. Los
fragmentos que han sido digeridos son identificados de forma diferencial para cada
muestra, esto permite realizar un multiplex de 96 o mdas muestras para secuenciar
conjuntamente. En este trabajo se genotiparon 384 lineas experimentales provenientes
de los programas de mejoramiento de trigo de Uruguay y Chile. Una vez extraido el
ADN utilizando el kit Qiangen® se enviaron a construir las librerias de GBS a la
Universidad Laval, Canada que se secuenciaron en la Universidad McGill, Canada. Los
datos se analizaron por dos metodologias bioinformaticas (pipelines) para identificar
polimorfismos en una sola base (SNPs). Los métodos de validacion utilizados fueron
interpretacion de la similitud genética entre lineas, mapeo en base de datos y calculo
de desequilibrio de ligamiento de los SNPs mapeados. El método que mostré mejores
resultados fue el pipeline de Tassel
(http://www.maizegenetics.net/tassel/docs/TasselPipelineGBS.pdf) identificandose
28.199 SNPs. Los métodos de validacion utilizados permitieron concluir que la
metodologia es adecuada para genotipar lineas experimentales de trigo. El siguiente
paso es la utilizacion de los datos en la asociacion con el fenotipo.

8vas Jornadas de la Sociedad de Bioquimica y Biologia Molecular 2013, Montevideo. El
resumen esta en la pagina 64,
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GENOTIPADO — IDENTIFICACION DE colo macedtide (SNPs)
MARCADORES MOLECULARES EN EL GENOMA

Mayor abundancia
en el genoma

Algunos de los mas usados actualmente:

Polimorfismo en el largo de los Fragmentos de Restriccion (RFLP)
Polimorfismo en el largo de los Fragmentos de Amplificacion (AFLP)
ADN Polimérfico Amplificado al Azar (RAPD)

Microsatélites o SSR

CAPs —
Y mucho més.. . . HiSeq 2000

_g_8888 _
f 8800
0860

| & |
L

ESTs/BACs Desarrollo de Golden Gate Assay
10 Trigos _SNPs ) o
Son trabajosos y relativamente costosos al aplicarlos en poblaciones grandes Infinium Assay
Su abundancia en el genoma es limitada con ADN de poblacion



Problemas con los chips:

Muchos SNPs no son polimdrficos en mi poblacion
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Genotipado utilizando secuenciacion masiva
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Nature Review Genetics, Julio 2011, vol. 12, p.499
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Costo por muestra

$33.00

t I Secuenciacion
| $19.00
[ B Mano de obra
| $9.00
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48-plex 96-plex  384-plex
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http://www.maizegenetics.net/gbs-overview

Andlisis de Calidad de los datos

- Utilizando el software Galaxy se analiza la calidad de las
secuencias obtenidas

- Distribucion nucleotidica a lo largo de las secuencias
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Filirado de SNPs

Nomero de muesiras

10

Separacion de las muestras por cddigo de barra
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Lineal Linea2 Linea3 Linea4d
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La correlacidon entre distancias con subgrupos de marcadores sirven para

determinar si ambos grupos explican las mismas relaciones genéticas
(Hamblin et al., 2007; Chao et al., 2009).

Algunas caracteristicas de los SNPs identificados
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En trigo se espera bajo nivel de heterocigosis, especie autégama. Chao et al. (2010)
0.5% de alelos heterocigotos .

Componente principales:
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programas de mejoramientos
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Resumen de Trabajo- poster

Determinacion de ideotipos de planta con tolerancia a la sequia basado en el estudio de
diez clones de papa (Solanum tuberosum L.) bajo condiciones de zona arida

Castillo B.%, Pino M.T.?, Gutiérrez R.>, Pocco M. !, Bonierbale M. 3
'Facultad de Ciencias Bioldgicas y Agropecuarias, Escuela Profesional y Académica de Agronomia, Universidad
Nacional San Agustin de Arequipa, Arequipa, Peru.
’|nstituto de Investigaciones Agropecuarias, La Platina, Santiago, Chile. CP: 8831314. E-mail: mtpino@inia.cl
*Centro Internacional de la Papa (CIP), Lima, Perd. Apartado 1558, Lima 12.

El calentamiento global provocado por el cambio climatico que experimenta el mundo y la escasez de
agua para la agricultura en los préximos afos, hacen necesario la determinacion de caracteristicas
deseables (ideotipos) para los cultivos bajo condiciones de estrés hidrico y/o que sean tolerantes a la
sequia, estos aspectos pueden mejorar la capacidad de adaptacion al cambio climatico principalmente
en los sistemas de produccién de papa en el mundo. El objetivo de esta investigacion fue determinar
ideotipos de papa para tolerancia a sequia. Se evaluaron diez clones de papa con 16 repeticiones, en
un disefio completamente al azar con arreglo factorial de 2 (tratamientos de riego) por 10 (clones), en
un area experimental de 244,8 m?” durante el periodo de octubre de 2011 a febrero de 2012. El
experimento se realizd en Santa Rita de Siguas Arequipa, Peru (162 29' 27" Lat. Sur). Se comparé: riego
y sequia en la etapa de inicio de tuberizacién (70 dias después de la siembra). Se buscé establecer las
relaciones entre la fisiologia, biometria y caracteristicas agrondmicas al estrés por sequia. Las
evaluaciones fisioldgicas realizadas fueron: fotosintesis, area especifica de la hoja, contenido relativo
de agua, reflectancia NDVI (indice Diferencial de la Vegetacién Normalizada por sus siglas en inglés),
contenido de clorofila SPAD (Soil Plant Analysis Development), drea foliar, termoestabilidad de la
membrana celular. Las evaluaciones biométricas realizadas fueron: altura de planta, cobertura foliar,
longitud de hoja y didmetro de tallo. Las evaluaciones agrondmicas realizadas fueron: rendimiento,
biomasa e indice de susceptibilidad al estrés. Los clones con mejores caracteristicas para la tolerancia
a la sequia fueron: 398192.592, 398190.523 y 397077.16 los mismos que reunen ciertos ideotipos que
los hacen apropiados como caracteristicas asociadas con la tolerancia a la sequia.

Financiamiento: proyecto FONTAGRO ATN/OC-11943 y STC-CGIAR MINAG
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Resumen de Trabajo-Presentacion Oral

Efecto del Estrés Hidrico Controlado en el Intercambio Gaseoso, Fluorescencia de Clorofila
Biomasa y Rendimiento para Seis Genotipos de Papas.

Pino MT.}, Salazar C.}, Villagra P.%, Romero P.}, Sandafia P.%, Kalazich J.2
YInstituto de Investigaciones Agropecuarias, La Platina, Santiago, Chile. CP: 8831314. E-mail:mtpino@inia.cl
’Instituto de Investigaciones Agropecuarias, Remehue, Osorno, Chile.

En Chile, el escenario climatico al 2040, proyecta que por efecto del cambio climatico se produciria un
aumento de temperatura que fluctuaria entre 2°C y 4°C, mientras las precipitaciones disminuirian en
alrededor del 30% en la zona central. En este escenario sera indispensable contar con genotipos
adaptados a la sequia y a altas temperaturas. En estudio se evalud la respuesta a sequia de seis
genotipos de papas (Desireé, Karu, Patagonia, Yagana, R89063-59, R877009-28) bajo condiciones
controladas de invernadero. Estos genotipos fueron seleccionados a partir de 30 genotipos
previamente evaluados por su respuesta a sequia en campo. Estas variedades y lineas avanzadas
fueron sometidas durante 28 dias a déficit-hidrico controlado a partir de inicio de tuberizacién, bajo
los siguientes tratamientos; 25% de riego (T25), 50% de riego (T50), 100% de riego (T100), en un
disefio de bloques al azar con tres repeticiones. A los 0, 7, 14 y 28 dias de tratamiento, se evaluaron:
intercambio gaseoso (tasa de fotosintesis neta AN, conductancia estomatica gs, concentracion sub-
estomdtica de CO, Ci, tasa de transpiracidon E); Fluorescencia de clorofila (tasa de transporte de
electrones ETR, ¢PSll, quenching fotoquimico gP, rendimiento cuantico maximo del PSIl Fv'/Fm’);
biomasa, rendimiento de tubérculos por planta, y desarrollo radicular. Los datos fueron sometidos a
analisis de varianza, comparacién de medias y analisis de componentes principales. Los resultados
mostraron diferencias significativas en rendimientos y en los parametros fisioldgicos; la variedad Karu
y la linea R877009-28 mostraron mejores rendimiento por planta para T25 y T50. Karu, Desireé y la
linea R877009-28 presentaron mayor intercambio gaseoso, con tasas mas altas de fotosintesis y
conductancia estomatica, luego de dos semanas bajo estrés hidrico. Karu presentd los valores mas
alto de transporte de electrones (ETR), ¢PSIl y rendimiento cudntico maximo del PSIl (FV'/Fm’), a
partir de las dos semanas bajo estrés hidrico.

Financiamiento: Proyectos FONTAGRO ATN/OC-11943 FTG8038, MINAGRI-INIA 501364-70 Cambio climatico.
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Validacion del modelo Aquacrop en cinco genotipos de trigo (Triticum aestivum L.)
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Hoy es relevante conocer el comportamiento fisiolégico y agrondmico de cultivares modernos de trigo
ante los eventuales escenarios climaticos proyectados a futuro como consecuencia del calentamiento
global. Los modelos de simulacion de cultivos permiten estimar éstas respuestas y generar
informacién para la orientacién de los criterios de seleccion en programas de fitomejoramiento. El
modelo AquaCrop, desarrollado por FAO, simula la produccién de biomasa y rendimiento en respuesta
a la disponibilidad de agua del suelo. El objetivo de este estudio, fue validar el modelo AquaCrop en
cinco cultivares de trigo (Triticum aestivum L.), cultivados en dos condiciones hidricas contrastantes
(riego y secano) en la zona central de Chile. En cada condicién hidrica se establecio los cultivares en
parcelas de 2x4 m en hileras distanciadas a 0.2 m. Cada experimento se organizé en un disefio de
bloques completos al azar con 4 repeticiones. Se evallo la tasa de crecimiento de érganos (tallos,
hojas y espigas) y el rendimiento con sus componentes. Con ésta informacion se evalué y calibro el
modelo de simulacién. El modelo AquaCrop, mostrd una sobrestimacion de la biomasa acumulada en
los primeros estados de desarrollo, en comparacién con los datos de campo. AquaCrop fue capaz de
simular la producciéon de biomasa con una precision entre buena y aceptable, con un error de la raiz
del cuadrado medio normalizado (RMSE) entre 10 y 25% y un indice de concordancia (indice-D) entre
0.95 y 0.98. De los cinco cultivares solamente Pandora y QUP2542 tuvieron un RMSE normalizado
menor al 20% y un indice-D promedio de 0.97. En cambio Millan sélo en condiciones de riego obtuvo
un RMSE normalizado menor a 20% y un indice-D promedio 0.97. Por ultimo, el rendimiento fue
simulado correctamente no existiendo diferencias significativa (p > 0.05) entre lo observado y
simulado, siendo QUP2542 el cultivar de mayor rendimiento bajo condiciones de secano.

Actividad financiada por proyecto FONTAGRO ATN/0OC-11943 y MINAGRI-INIA-501364-70
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Valores de cria y predicciones gendmicas para rendimiento en 384 genotipos de trigo de
Chile y Uruguay
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La seleccién de genotipos de trigo mediante la integracion de la informacion fenotipica y
genotipica en modelos de prediccion se conoce como Seleccion Gendmica. La informacion
genotipica debe ser obtenida con alta densidad en el genoma del individuo, mediante
métodos de genotipado a gran escala. La precision de los datos fenotipicos es clave en el
ajuste de los modelos que seran usados para predecir fenotipos en lineas que solo cuentan
con informacion genotipica. El objetivo del presente trabajo fue evaluar el modelo de
prediccién gendmica para la seleccion de lineas experimentales de trigo sin datos fenotipicos
y seleccionar individuos en base a los valores de cria genéticos estimados, integrando la
informacién genética y los datos de rendimiento evaluados en el campo en distintos
ambientes. En este trabajo se genotiparon 384 lineas de trigo de los programas de
mejoramiento genético de INIA Chile e INIA Uruguay utilizando la metodologia de genotipado
por secuenciacién. Dichas lineas fueron evaluadas en el campo bajo dos condiciones hidricas
(riego y déficit hidrico) en Santa Rosa 2011 y 2012, y ademas fueron evaluadas en Cauquenes
en 2012 (déficit hidrico severo). El modelo de prediccién que se ajusté fue un modelo GBLUP
en el cual se integra la matriz de relaciones entre individuos calculada a partir de los
marcadores genéticos. Los mejores genotipos se seleccionaron con el cdlculo de valores de
cria que integran la informacidon fenotipica y genotipica, en cada ambiente y entre los
distintos ambientes. La metodologia de validacion cruzada mostré que lo valores obtenidos
en las predicciones de rendimiento se ajustan a lo esperable, con valores de correlaciones
entre 0.33 y 0.52, dependiendo del aio y el ambiente en el que se realicen las predicciones.
Este trabajo muestra que la metodologia empleada es adecuada en el ajuste de modelos de
Seleccion Gendmica.

Actividad financiada por proyecto FONTAGRO ATN/0OC-11943 y MINAGRI-INIA-501364-70
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Las variedades de papa Karu y Yagana muestran diferencias en su respuesta a sequia, en
rendimiento, intercambio gaseoso y expresion de los genes AAO y DHN
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La papa (Solanum tuberosum L.) es un cultivo sensible a sequia, particularmente durante el periodo de
tuberizacidn y llenado de tubérculos. En plantas el déficit hidrico es primero reconocido a nivel de
raices, gatillando una serie de sefiales y activando varios genes que conllevan al cierre estomatico,
disminucion del intercambio gaseoso y baja en la asimilacién de carbohidratos. Varios genes son
regulados en respuesta a estrés hidrico, entre ellos el gen ABA aldehyde oxidasa (AAQO) que participa
en la sintesis de ABA y genes tipo Dehidrinas (DHNs) que actian estabilizando vesiculas, proteinas y
membranas en plantas estresadas. Durante este estudio, se evalud el efecto del déficit-hidrico en dos
variedades de papas, Yagana y Karu, bajo condiciones controladas de invernadero. Ambas variedades
fueron sometidas durante dos semanas a estrés hidrico a partir de inicio de tuberizacidn, bajo los
siguientes tratamientos; 25% de riego (T25), 50% de riego (T50), 100% de riego (T100) en un disefio de
bloques al azar con tres repeticiones. Rendimiento, biomasa, intercambio gaseoso, y expresidon de los
genes AAO y DNH10 fueron evaluados durante el experimento. La conductancia estomatica y tasa
fotosintética disminuyeron con el nivel y tiempo de déficit hidrico en ambas variedades, siendo Karu
aquella que presenté niveles mas altos de intercambio gaseoso. La relacién de la biomasa
area/raices+tubérculos fue menor en Kard, mostrando un mayor desarrollo radicular y de tubérculos
en relaciéon al desarrollo de tallos y hojas bajo estrés hidrico. El rendimiento en Karu fue
significativamente (P<0.05) superior a Yagana bajo déficit hidrico. Diferencias significativas fueron
observadas en la expresién del gen AAO que participan en la sintesis de ABA. No se detectaron
diferencias significativas en la expresidon del gen DNH10. En conclusién, Kard presentd una mejor
respuesta a déficit hidrico que Yagana, en términos de rendimientos y mecanismos de adaptacién a
sequia.

Financiamiento: Proyectos FONTAGRO ATN/OC-11943 FTG8038, MINAGRI-INIA 501364-70 Cambio
climatico.
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CULTIVARES DE PAPAS NO TRANSFORMADOS Y TRANSFORMADOS CON EL GEN
ScCBF1, CLONADO DESDE Solanum commersonii”
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ABSTRACT

The cultivated potato is sensitive to freezing stress and drought, limiting their distribution and
productivity. This research aimed to study the response to drought and frost in non transgenic potato
cultivars and transgenic potatoes genetically transformed with ScCBF1gene cloned from Solanum
commersonii, a wild potato highly tolerant to abiotic stress.

In order to evaluate freezing tolerance, the cell damaged was studied by ion leakage test to -2, -4, -6, -8, -
10 and -12°C in potato plants non-acclimated and cold- acclimated to 4°C during one week. Transgenic
and no transgenic plants for Solanum tuberosum (WT-St) cv. Cardinal, S. tuberosum cv. Umatilla (WT-St)
and S. commersonii Dun P1243503 clone 13 (WT-Sc) were evaluated. The transgenic lines of these potato
species were genetically modified with 35Sp::ScCBF1gene (lines-Z45), pSc gene (lines-Z47) and
pSc::ScCBF1 gene (lines-Z57). Experimental design was a randomized complete block with three
replications. The experimental unit consisted of three plants per genotype and treatment (acclimated and
not cold acclimated). Three independent experiments were performed in time with three replicates per
genotype and condition, per each experiment. In S. commersonii, the comparative analysis of frost
tolerance showed that transgenic lines Z-45, harboring ScCBFlgene under a constitutive promoter,
significantly improved their frost tolerance. Moreover, the results showed that these transgenic lines Z45
improved in frost tolerance after one week under cold acclimation. In relation to S. tuberosum cv.

Cardinal, transgenic lines harboring construction Z45, significantly improved frost tolerance compared


mailto:smillaguir@gmail.com

with their wild type (no transgenics) However, no significant differences in freezing tolerance were
observed between cold acclimated and non-acclimated plants. Regarding to transgenic S. tuberosum cv.
Umatilla genetically transformed with ScCCBF1 gene, no significant differences were detected in frost
tolerance compared with their wild type (no transgenics) for any of evaluated gene constructs.

The response to drought stress was assessed by monitoring the stomata conductance (mmol m? s?),
chlorophyll fluorescence variation (Fv/Fm) and decreased on net photosynthetic rate (umol CO, m?s ™)
after 2, 4, 8, and 10 days under drought stress (25% replacement of evaporated water). This experiment
was conducted in pots (2L) under greenhouse conditions. Solanum commersonii Dun P1243503 (clone 13)
and nine S. tuberosum genotypes (Cardinal, Desiree, Karu, Patagonia, Pukara, Yagana, R87009-28,
R89054-34, and R91193-1) were evaluated. The water content in soil was monitoring with FDR probes
ECHS5 (Decagon Devices, USA) connected to a data logger (EM50), data were recorded every 30 min.
This information was complete by monitoring the weight loss per pot during the trial. Experimental design
was a randomized complete block with four replications, the experimental unit consisted of four plants per
genotype and treatment (T1: unrestricted irrigation (100% replacement) and T2: With watering restrictions
(25% replacement)). The results showed that for all genotypes; stomata conductance, chlorophyll
fluorescence and photosynthetic rate decreased significantly with the length of drought stress treatment
(T2). S. commersonii was less affected in these physiological parameters in relation to S. tuberosum
genotypes. Tubers per plant and yield per plant were also assessed; the results showed a significant

decrease in the yield per plant in all S. tuberosum genotypes, yield loss was between 15 and 30%.

Keywords: abiotic stress; frost, drought, Solanum commersonii, Solanum tuberosum, SCCBF1 gene.

RESUMEN

La papa cultivada es sensible al estrés por heladas y a la sequia lo cual limita su distribucién y baja su
productividad. La presente investigacion buscé estudiar la respuesta a heladas y a sequia de cultivares de
papas no transformados genéticamente y transformados con el gen ScCBF1 clonado desde Solanum
commersonii, una papa silvestre altamente tolerante a estrés abidtico.

Para evaluar la tolerancia heladas, se estudio6 el porcentaje de células dafiadas (i6n leakage test) a -2, -4, -
6, -8, -10 y -12°C en plantas de papas no aclimatadas y aclimatadas a 4°C. Los genotipos evaluados
fueron plantas transgénicas y no transgénicas de Solanum tuberosum cv. Cardinal, S. tuberosum cv.
Umatilla y S. commersonii Dun P1243503 (clone 13). Las lineas transgénicas de estas especies fueron
transformadas con tres construcciones; 35S:: ScCBF1 (lineas-Z45), pSC (lineas-Z47) y pSC::ScCBF1

(lineas-Z57). Se utiliz6 un disefio experimental de bloques completamente al azar con tres repeticiones. La



unidad experimental estuvo compuesta por tres plantas por genotipo y tratamiento (aclimatadas y no
aclimatadas a 4°C). Se realizaron tres experimentos independientes en el tiempo con tres repeticiones por
genotipo y condicion. El andlisis comparativo para las lineas transgénicas (Z45, Z47 y Z57) de S.
commersonii, mostré que aquellas lineas transformadas genéticamente con el gen ScCBF1 bajo un
promotor constitutivo (Lineas Z45), mejoraron significativamente su tolerancia a heladas. Ademas, los
resultados mostraron que estas lineas transgénicas Z45 al ser aclimatadas a 4°C durante una semana,
mejoraron su tolerancia a heladas respecto a estas mismas sin aclimatar. En relacién con S. tuberosum cv.
Cardinal transformada genéticamente con la construccion Z45, estas lineas mejoraron significativamente
su tolerancia a heladas en comparacion con su control sin transformar. Sin embargo, no se observaron
diferencias significativas entre plantas aclimatadas y no aclimatadas a bajas temperaturas. Respecto a S.
tuberosum cv. Umatilla transformada genéticamente con el gen ScCBF1, no se observaron diferencias
significativas en tolerancia a heladas respecto al control no transformado, para ninguna de las
construcciones evaluadas. La respuesta a déficit hidrico se evalué a través del seguimiento de la
conductancia estomatica (mmol m?s™), variacion de la fluorescencia de clorofila (Fv/Fm) y disminucion
de la tasa fotosintética neta (umol CO, m? s™), después de 2, 4, 8, y 10 dias bajo estrés hidrico (25% de
reposicién de agua evaporada). Este estudio se realiz6 bajo invernadero y en plantas en macetas. Los
genotipos evaluados fueron S. commersonii Dun P1243503 (clone 13) y nueve genotipos de S. tuberosum
(Cardinal, Desiree, Karu, Patagonia, Pukara, Yagana, R87009-28, R89054-34, R91193-1). El contenido de
agua en el suelo se monitore6 con sondas del tipo FDR (Decagon Devices,USA) ECH5 conectadas a un
datalogger (EM50) que permitié obtener registros por maceta cada 30 min. Esto fue complementado con
un seguimiento de la pérdida de peso por maceta durante el ensayo. Se utiliz un disefio experimental de
bloques completamente al azar con cuatro repeticiones. La unidad experimental estuvo compuesta por
cuatro plantas por variedad y tratamiento; T1 sin restricciones de riego (100% de reposicion) y T2 con
restricciones de riego (25% de reposicion). Los resultados mostraron que en todos los genotipos
evaluados; la conductancia estomatica, la fluorescencia de la clorofila y la tasa fotosintética disminuyeron
significativamente en la medida que aumentaron los dias bajo déficit hidrico (T2). La respuesta fisiologica
fue menos afectada en S. commersonii. Asimismo se evalué los tubérculos por planta y el rendimiento por
planta, los resultados mostraron una disminucion significativa en la produccién por planta en todos los

genotipos de papa cultivada, entre un 15y 30%.

Palabras claves: estrés abidtico; heladas; sequia; Solanum commersonii; Solanum tuberosum; gen
ScCBFL1.



INTRODUCCION

Importancia de la papa

La papa cultivada (Solanum tuberosum L.) se destaca por su importancia en la dieta del hombre. La papa
contiene précticamente la mayoria de los componentes esenciales de la dieta como hidratos de carbono,
micronutrientes, proteinas, vitaminas y minerales esenciales para la salud. Una papa tamafio medio
contiene casi la mitad de la cantidad de vitamina C necesaria a diario por un adulto y una fuente
importante de vitaminas del complejo B, minerales como fésforo y el magnesio (FAO, 2008). La papa,
ademas de utilizarse en la alimentacién humana, tiene otros diferentes usos como alimento de ganado,
industria alimentaria (fabricacion de purés deshidratados, hojuelas crocantes, papas fritas), almidén y
destilacion para la obtencién de alcohol (FAO, 2008).

En el mundo se consumen méas de 200 millones de toneladas de papa (S. tuberosum) al afio, con un
promedio de 31 kg por persona. Esta ocupa el cuarto lugar en importancia como alimento después del
trigo, arroz y maiz, y su produccion anual supera los 300 millones de toneladas para el afio 2008.
Actualmente representa el 50% de toda la produccion mundial de raices y tubérculos (ODEPA, 2010). En
Chile la produccién de papa se realiza practicamente en todo el pais, concentrandose mayoritariamente
entre las areas de Coquimbo y Los Lagos. En relacion a la superficie, las Regiones Bio Bio, Araucania, y
de Los Lagos son las que presentan mayor superficie plantada, en cuanto al rendimiento nacional éste
alcanza las 12 t ha™* (ODEPA, 2010).

A nivel nacional existen 156 variedades de papas registradas en el Servicio Agricola Ganadero (SAG), de
las cuales 31 de ellas se encuentran inscritas en el registro de variedades protegidas con derecho de
propiedad intelectual (Kalazich et al., 2006). De las multiples variedades de tubérculos existentes en
Chile, las méas vendidas son Asterix (31,1%), seguida por la Desireé (27,3%) y la Karu (16,2%), ademas
de las variedades Cardinal, Pukard, Rosara y Yagana (ODEPA, 2010).

Taxonomia, morfologia y distribucion de la papa

Taxonomia

La papa cultivada pertenece a la familia de las Solanaceas. Actualmente es conocida colectivamente bajo
el nombre de S. tuberosum (Spooner y Salas, 2006; Andre et al., 2007). Los niveles de ploidia de las
papas cultivadas varian en un rango que va desde las papas diploides (2n = 2x = 24), triploides (2n = 3x =
36), tetraploides (2n = 4x = 48) hasta las pentaploides (2n = 5x = 60) (Hijmans y Spooner, 2001; Spooner
et al., 2004; Spooner y Salas, 2006).



Actualmente, no hay consenso en la clasificacion taxonémica en las diferentes especies de papas, debido a
que el limite entre especies no esta definido. Spooner et al. (2008) clasificaron las papas nativas en cuatro
especies: Solanum ajanhuiri (diploide), Solanum juzepczukii (triploide), y Solanum curtilobum
(pentaploide) y S. tuberosum, con dos grupos cultivados: Andigena (Andiegenum) y Chilotanum; en el
primero se incluyen todas las papas andinas, tanto diploides como tetraploides, que crecen a lo largo de los
Andes desde Venezuela hasta Argentina, y el segundo estd conformado por las papas adaptadas a dia
largo, que crecen en las tierras bajas del Centro y Sur de Chile, incluyendo las Islas del Archipiélago de
los Chonos (Rodriguez, 2009).

Morfologia

La papa es una planta dicotiled6nea, herbacea, pero puede ser considerada como perenne potencial debido
a su capacidad de reproducirse vegetativamente por medio de tubérculos. La planta puede medir de 0,40 a
1,4 m de altura, con tallos de 5 a 19 mm de diametro en la base, erectos, pubescentes o glabros, de color
verde a purpura (Huaman y Spooner, 2002). Los estolones son tallos laterales que crecen horizontalmente
debajo del suelo y que pueden desarrollar tubérculos o crecer verticalmente desarrollando follaje normal,
lo anterior sucede cuando los estolones no han sido tapados completamente con tierra (Puentes, 2004).

Las hojas son alternas, las primeras tienen aspecto simple, después vienen las hojas compuestas
imparipinadas con tres pares de foliolos laterales y un foliolo terminal (Rios, 2007). La flor corresponde a
una inflorescencia cimosa, cuyas flores son hermafroditas, con cinco estambres. Cada uno de éstos posee
dos anteras de color amarillo, o bien anaranjado y producen polen a través de un tubo terminal (Herrera,
2005). La raiz, es la estructura subterranea responsable de la absorcion de agua.

Las raices adventicias se desarrollan en la base del tubérculo y las yemas horizontales se alargan dando
origen a tallos en forma de estolones. El crecimiento es primero vertical dentro de la capa de suelo arable,
luego horizontal de 25 a 50 cm, la planta de papa posee un sistema radicular fibroso y muy ramificado. El
tubérculo, es un tallo subterraneo, acortado, engrosado y provisto de yemas u ojos en las axilas de sus
hojas escamosas. En cada ojo existen normalmente tres yemas, aungue en ocasiones puede presentar mas
(Herrera, 2005).

Distribucién

El género Solanum, se encuentra distribuido desde el sureste de Norteamérica, por toda América central y
Sur. Este crece desde el nivel del mar hasta la cordillera, a 4500 m de altitud. La mayor variabilidad
genética de las especies de papas, se concentra en el area de la meseta peruano-boliviana, y de las 183
especies de este género; el 74,3% es diploide, el 3,8% es triploide, el 14,8% es tetraploide, el 1,6% es

pentaploide y el 5,5% es hexaploide (Contreras, 2008).



Requerimientos edafoclimaticos de la papa

La papa crece bien en climas templados con temperaturas entre 15° y 27°C. Requiere una estacion de
crecimiento con un largo minimo de 3 a 4 meses, en la cual las temperaturas no sean mayores a 30°C o
inferiores a 5°C (Peralta, 2003). Si la temperatura es demasiado elevada afecta a la formacion de los
tubérculos y favorece el desarrollo de plagas y enfermedades. Al efectuar la plantacion la temperatura del
suelo debe ser superior a los 7°C, ya que si las temperaturas bajan demasiado perjudica el desarrollo de
los tubérculos (Puentes, 2004).

La papa se adapta bien a diferentes tipos de suelo, sin embargo el suelo 6ptimo es de buena textura,
aireacion y profundos, entre 28 y 30 cm (Inostroza, 2009). También es importante considerar una buena
preparacion de suelo, que permita un buen desarrollo radicular y tuberizacién (Contreras, 2003).

En relacion a los requerimientos hidricos de este cultivo, la humedad del suelo debe ser éptima; aunque
esta especie resiste la aridez, en los terrenos secos las ramificaciones del rizoma se alargan demasiado, el
namero de tubérculos aumenta, pero su tamafio se reduce considerablemente. Por otra parte Haverkort
(1986); citado por Bonilla (2009), menciona que la papa requiere en promedio entre 600 y 800 mm de
agua segun las condiciones climaticas y la duracion del periodo vegetativo. Ekanayake (1994), menciona
en relacion al agua necesaria para el cultivo de papa, debe regarse a 0,35 bares de potencial tensiométrico

del suelo para mantener un micromedio bien irrigado.

Estrés abidtico y medio ambiente

Los estreses abidticos como las temperaturas extremas y falta de agua estan entre los principales factores
que determinan la distribucion geografica natural de plantas y limita la produccion agricola de los
cultivos, lo cual podria tener particular relevancia ante fenémenos como el cambio climatico. El cultivo de
la papa, no escapa a este escenario ya que segun los modelos globales de circulacion de la atmosfera
(GCM), las producciones de papa en Chile se podrian ubicar, en areas donde el efecto invernadero podria
afectar negativamente la pluviometria y alterar el régimen habitual de temperaturas (AGRIMED, 2008).
En relacion a lo anterior, cualquier alteracion que se produzca en el medio ambiente generara una serie de
estimulos en las plantas denominados estresores. Los factores estresantes pueden ser variaciones en la
temperaturas (heladas o aumento de temperaturas sobre el nivel de tolerancia de los cultivos), cambio en

la intensidad luminica, y escasez de agua entre otros (Bonilla, 2009).

Estrés hidrico por sequia en papa
La papa es un cultivo sensible al estrés por sequia. Segin Martinez y Moreno (1992), en estudios de
cultivos de papas realizados en campo, se determinaron dos puntos criticos en los requerimientos hidricos;

después de emergencia y durante la tuberizaciéon. En relacion a la etapa de crecimiento vegetativo, el



estrés hidrico afectaria directamente el tamafio de la hoja, la longitud de las raices y altura de la planta
(Alsharari et al., 2007; Hinojosa, 2009). También en esta etapa un estrés tendria como consecuencia una
disminucién de los tubérculos por planta que da como resultado pocos y grandes tubérculos a la cosecha
(Llorens, 2007).

Segun Hinojosa (2009), la cantidad de materia seca en raices y estolones es afectada por el déficit hidrico.
De igual manera sefiala que la sequia afecta el rendimiento del tubérculo en papa y que este bajo
rendimiento es consecuencia de la reduccion del follaje, disminucion de la tasa fotosintética por unidad
foliar y acortamiento del periodo vegetativo (Loon, 1981).

Ademas de la produccion, las plantas de papas responden a la falta de agua con una serie de cambios
morfolodgicos, fisioldgicos y bioquimicos que les permiten tolerar en mayor o menor grado los trastornos
producidos por el déficit hidrico (Montenegro, 2006).

La fotosintesis se ve afectada por el estrés hidrico, ésta es inhibida debido a que los estomas en su funcién
de regulador hidrico, disminuye su apertura para impedir la pérdida de agua por transpiracion, como
también cualquier intercambio gaseoso entre el interior de la hoja y el ambiente (Yordanov et al., 2003).

El estrés hidrico también provoca una disminucion del potencial hidrico de hoja, pérdida de turgencia,
disminucién del crecimiento y de la elongacion celular (Jaleel et al., 2009). Asi, las plantas al ser
expuestas a estrés hidrico reducen su crecimiento, ya que afectan varios procesos fisiolégicos y
bioquimicos, como la respiracion, la translocacion de carbohidratos, absorcién de iones, el metabolismo
de nutrientes y factores de crecimiento (Farooq et al., 2008).

La presencia de compuestos osmoprotectores, han sido reportados en varios estudios de respuesta a
sequia. Cambios en el contenido de prolina debido a sequia han sido reportados en varias especies
(Martinez y Moreno, 1992; Parra et al., 1999; Garcia et al., 2004; Avendafio et al., 2005). Se ha estudiado
el contenido de prolina en dos variedades de papa en condiciones de campo, los resultados mostraron
mayor acumulacion de prolina en aquella variedad que presentd mejor ajuste osmotico y mayor

recuperacion de la planta luego de un periodo de sequia (Martinez y Moreno, 1992).

Estrés por heladas en papas

En cualquier zona del mundo las heladas afectan seriamente los rendimientos y calidad del cultivo de
papa. En las zonas templadas, las heladas causan dafios principalmente en primavera y otofio. En los
Andes de América del sur las heladas pueden ocurrir en cualquier momento del periodo vegetativo
(Barrientos et al., 1994; Vega y Bamberg, 1995). En las regiones Mediterraneas donde el cultivo de papa
temprana se cultiva a principio de temporada (fines de otofio) y heladas a inicio de primavera pueden

causar pérdidas considerables (lovene et al., 2004).



La actividad fotosintética del cultivo de papa también se ve afectada por estrés por bajas temperaturas,
particularmente por la congelacion, dafio que a menudo es irreversible (Seppanen y Coleman, 2003).
Segln Chen y Li (1980), temperaturas inferiores a -2,5°C pueden causar dafios en el follaje, acortar el
periodo de crecimiento, y reducir los rendimientos de la papa. A nivel de tejido, las heladas pueden causar
deshidratacion celular, debido a la formacidn de hielo extracelular, si el dafio es mas severo éste puede
dafar las membranas celulares y producir desnaturalizacién de las proteinas (Thomashow, 1999).

Ademas del dafio que sufren tejidos vegetales como hojas y tubérculos, ocurren una serie de cambios
bioguimicos y morfoldgicos a nivel celular. Estos incluyen alteraciones en sus niveles de carbohidratos,
proteinas, &cidos nucleicos, amino&cidos, reguladores del crecimiento, fosfolipidos y &cidos grasos (Li,
1984). La mayoria de éstos se gatillan a s6lo pocos segundos que la planta se ve estresada por bajas
temperaturas. La composicion lipidica de las membranas se altera durante la aclimatacién al frio. Una
amplia variedad de plantas experimenta cambios en la composicion y fluidez de las membranas (Palta et
al., 1993).

Algunas plantas, han desarrollado la capacidad para adaptarse a bajas temperaturas en un proceso llamado
aclimatacion a bajas temperaturas, esta capacidad se asocia con la activacion de genes de respuesta a bajas
temperaturas, cambios en la membrana celular y la sintesis de solutos compatibles o crioprotectores entre
otros (Steponkus et al., 1998; Taji et al., 2002), como por ejemplo, aminoacidos libres (prolina), hidratos
de carbono (sacarosa). La prolina es un aminoacido que se encuentra en pequefias cantidades en la planta
cuando se encuentra en condiciones Optimas. Sin embargo en condiciones de estrés, ésta aumenta para
actuar como agente osmotico, protegiendo a las plantas de la deshidratacion producto de diferencial
osmético que ocurre con la formacion de hielo extracelular y ademas tiende a bajar el punto de

congelamiento intracelular (Chaman, 2007).

Respuestas moleculares a sequia 'y bajas temperaturas

Tanto la respuesta a bajas temperaturas como sequia, es regulada primeramente a nivel molecular por
varios genes que pueden activar a su vez otros genes de respuesta a bajas temperaturas o sequia que tienen
directa incidencia en varias rutas metabdlicas de las plantas. Es importante destacar que entre las vias de
respuesta a sequia y bajas temperaturas, actlan algunos genes en comun como los factores de
transcripcién del tipo CBF o DREB (Figura 1), los cuales cumplen un importante rol en aclimatacion y

tolerancia a bajas temperaturas (Thomashow, 1999; 2001).
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Figura 1. Modelo de las vias de regulacion de genes CBF en Arabidopsis, en respuestas a bajas
temperaturas, regulén CBF (CRT/DRE).

Figure 1. Model of regulatory pathways of CBF genes in Arabidopsis in response to cold, CBF
regulon (CRT / DRE).

Los factores de transcripcion CBF1, CBF2 y CBF3 o DREB1b, DREB1c y DREB1a, respectivamente,
fueron descritos por primera vez en Arabidopsis. La funcion de estos genes esta asociada directamente a la
respuesta a bajas temperaturas. Estos factores de transcripcion CBF, tienen la particularidad que tanto a
bajas temperaturas (no inferiores a 0°C) como a la sequia conduce a una rapida induccion de otros varios
genes. Los cuales a su vez, reconocen y se unen a un elemento regulatorio del tipo CRT (C-repeat)/DRE
(dehydration responsive element) denominado también Regulon CBF que esta presente en el promotor de
otros genes de Arabidopsis que responden a sequia o a bajas temperaturas. Varios estudios indican que la
activacion de este Regulon CBF induce genes del tipo COR (regulados por bajas temperaturas), del tipo
ERD y otros atn no identificados XYZ (Thomashow, 1999; 2001). La expresion del Regulon CBF ademas
de aumentar la tolerancia a bajas temperaturas aumenta la tolerancia a sequia y salinidad (Baker et al.,
1994; Jaglo-Ottosen et al., 1998; Jaglo et al., 2001; Hsieh et al., 2002; Kasuga et al., 2004).

Este tipo de genes CBF han sido encontrados y descritos en varias especies como canola y dlamo entre
otros varios (Jaglo et al., 2001; Benedict et al., 2006). En recientes estudios realizado por Pino et al.
(2008); Carvallo et al. (2011), demostraron que los genes CBF pueden tener un importante rol en
tolerancia a heladas en papas; un gene del tipo CBF (denominado ScCBF1) fue clonado de S.
commersonii, una especie silvestre de papa que es capaz de tolerar hasta -9°C. Cultivares de papas fueron
genéticamente transformados con este gen ScCCBF1 y evaluados para su resistencia a sequia y heladas. En
un estudio reciente se evaluo la respuestas a sequia in vitro de papas del cultivar Cardinal genéticamente

modificadas con este gen ScCCBF1, los resultados mostraron que la expresion de este gen indujo tolerancia



a sequia en conjunto con la expresiéon de prolina (un osmoprotector) y de otros genes asociados con
respuesta a sequia (Avila, 2011).

Basados en estos antecedentes esta tesis busca estudiar la respuesta a bajas temperaturas y a sequia de
variedades no transformadas genéticamente y transformadas con el ScCBF1 clonado desde S.
commersonii. Y como objetivos especificos, determinar la tolerancia a heladas en lineas transgénicas de
papas conteniendo el gen ScCBFL1 clonado desde S. commersonii, una especie silvestre de papa altamente
tolerante a heladas y estudiar la respuesta a déficit hidrico controlado de 10 genotipos de papas, desde el

punto de vista del intercambio gaseoso, fotosintesis y componentes productivos.
MATERIALES Y METODOS
Metodologia para evaluar la respuesta a heladas en diferentes genotipos de papas
Material vegetal
Para este estudio se usaron las especies de S. commersonii Dun P1243503 (clon 13) y de S. tuberosum cv.
Cardinal y cv. Umatilla transformadas genéticamente con las construcciones descritas en el Cuadro 1. El

detalle de las lineas evaluadas se muestra en el Cuadro 2.

Cuadro 1. Caracteristicas de las construcciones genéticas utilizadas en transformacion genética de papa.

Table 1. Gene constructs used in potato genetic transformation.

Nombre construccion Promotor Gen
Z45 35s ScCBF1*
Z47 pSc --
Z57 pSc ScCBF1*

*: Skinner et al. (2009), GenBank: EU849672.1
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Cuadro 2. Lineas de papas transgénicas evaluadas segin construccion.
Table 2. Transgenic potato lines evaluated per each gene construct .

Especie Z45 ZA7 Z57

S. commersonii Z45-6, 245-21, Z45-22 ZAT7-1, Z47-2, Z47-3 Z57-4, Z57-5, Z57-6
S. tuberosum cv. Z45-1, 745-5, Z45-6

Umatilla

S. tuberosum cv. Z45-11, 745-15, Z45-19

Cardinal

Condiciones del experimento

Plantas de papas, tanto transgénicas como no transgénicas, provenientes de material in vitro se
trasplantaron a macetas, siguiendo las siguientes etapas: cultivo in vitro, aclimatacién en cdmara de
crecimiento, crecimiento en invernadero y test de tolerancia a heladas (lon Leakage Test).

Las plantas fueron cultivadas y manejadas bajo condiciones controladas de luz (fotoperiodo de 16 horas
dia y 8 horas noche) y temperatura de 24°C. Las plantas de papas fueron establecidas en maceteros de 2
kg de capacidad, utilizando como sustrato Sunshine Mix 3. Las plantas fueron fertilizadas con salitre
potésico con formulacion 15% N y 14% K y regadas diariamente. En la Figura 2 se puede apreciar el
proceso de crecimiento y aclimatacion de las plantulas de papas, desde cultivo in vitro en (A) y

aclimatacion de plantulas en cdmara de crecimiento (B y C).

Figura 2. Aclimatacion y seleccion de plantas. Plantulas de cultivo in vitro fueron trasplantadas a vasos
plasticos con suelo, para posteriormente ser aclimatadas en la cdmara de crecimiento y trasplantadas a los
maceteros definitivos. A: Cultivo in vitro, B: plantulas de 1 mes de desarrollo, C: cAmara de crecimiento.
Figure 2. Acclimation and plant selection, seedlings growing in vitro were transplanted into plastic cups
with peat and these were acclimated in a growth chamber and transplanted into final pots. A: in vitro
culture, B: seedlings of 1 month of development, C: growth chamber.
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La respuesta a heladas fue evaluada en plantas no aclimatadas a bajas temperaturas (T1) y en plantas
aclimatadas a 4°C (T2). En T1 se mantuvieron las plantas a una temperatura de 24°C fotoperiodo de 16:8
dia: noche. Mientras que en T2 las plantas se sometieron a 4°C durante una semana, a fotoperiodo de 16:8

horas dia: noche. Posteriormente, las plantas fueron sometidas a test de tolerancia a heladas.

Test de tolerancia a heladas (lon leakage test)

La prueba de tolerancia a heladas (lon leakage test) fue aplicado como se detalla en Pino et al. (2007).
Brevemente, por cada planta se depositaron discos de hojas en tres tubos de ensayos (cada uno con tres
discos). Los discos contenian previamente 100 uL de agua destilada como se detalla en la Figura 3. Estos
tubos se colocaron en un bafio ultra refrigerado (Fisher scietific, E.E.U.U) a -0,5°C durante 1 h. Luego la
temperatura se bajé a -1°C y se agregaron pequefias piezas de hielo a cada tubo para inducir
congelamiento. Luego la temperatura se bajé -2°C durante una hora y posteriormente se fue reduciendo a -
3°C, -4°C, -5°C, -6°C, -7°C, -8°C, -9°C, -10°C, -11°C, -12°C. Los tubos se fueron retirando a la
temperatura deseada y luego del descongelamiento se evalué rompimiento celular, usando un
conductivimetro (MARCA SARTORIUS PP-20, ALEMANIA). En la Figura 4 se puede observar el bafio
refrigerado y conductivimetro utilizado en el test de tolerancia a heladas. En funcion de los resultados se

calculd a qué temperatura ocurre el 50% de muerte celular (LT50).

Com-Z45 Com-WT
ik g g"k
“.(-\‘ ~ Vg

REERR

. . ‘ . . . —Discos de hojas

Tubos de ensayo

Figura 3. Diagrama de toma de muestras y test de tolerancia a heladas en hojas de papa.

Figure 3. Diagram of sampling and ion leakage test on potato leaves.
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Figura 4. A: bafo refrigerado para inducir el congelamiento y B: conductivimetro para evaluar el
rompimiento celular.
Figure 4. A: refrigerated bath to induce freezing and B: conductivimeter to evaluate of cell disruption.

Estudio de expresion génica

Mediante RT-PCR (PCR de transcriptasa reversa) se determind la expresién génica en papas no
transformadas genéticamente y en lineas transgénicas Z45. Especificamente se realizé un seguimiento a la
expresion de los genes ScCBF1, D1-pirrolina-5carboxylatesynthase (P5cs) y dehydrine (Dhnl0) en
plantas no aclimatadas a bajas temperaturas (24°C) y plantas aclimatadas a 4°C durante 30 min, 24 h y
una semana. Ubiquitin (Ubq) se us6 para un control constitutivo interno para asegurar la integridad del
ARN. Brevemente, el ARN total fue aislado a partir de hojas maduras, previamente almacenadas en
nitrégeno liquido, a través del método TRIZOL Regeant (Invitrogen) descritas por Chomczynski y Sacchi
(1987). Mediante M-MLYV reverse transcriptase (Promega, USA) se sintetizé el cDNA a partir de 1ug de
ARN utilizando 40U RNAsa OUT como inhibidor de nucleasas. Para la amplificacién de los genes en
estudio mediante PCR se disefiaron los siguientes primers: ScCBF1 (F: 5- tatggcggaaggactaatgc-3, 5-
tccacataatgatctcccatttc3) 63pb;  P5sc (F:5-cgatccacaatcagagctaattc-3,R:5-gcagtcataccacctcttcca-3)102pb;
Dhn10 (F: 5-gctaaaccccaaaaaaaaactcatt-3, R: 5gtgaatgtactcgtcttttggac-3) 496pb y Ubiquitina (F: 5-
gcagttggaggacggacgt-3, R: 5-gaaagctcagacaccattg-3) 155 pb. El programa utilizado fue denaturacion
inicial: 2 min a 94°C seguido de 35 ciclos de 40 s a 94°C; 30 s a 58°C (ScCBF1); 53°C (p5cs); 53°C
(Dhn10); 60°C (Ubiquitina) y 30 s a 72°C, con una finalizacion de 10 min a 72°C en un termociclador
Bioer XP Cycler. Los resultados fueron analizados en geles de agarosa al 1% tefiidos con Gel Red 1X
(Biolabs, USA) y visualizados en un transiluminador (Ultra-LUM.INC, USA). Este estudio de expresion
génica se realizd en plantas de S. commersonii no transformadas (Sc-WT), lineas S. commersonii
transgénicas (Z45-6, Z45-21 Z45-22). En plantas de S. tuberosum cv. Cardinal no transformadas (St-WT)
y lineas Cardinal transgénicas Z45-11, Z45-15y Z45-19.
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Disefio experimental y analisis estadistico

Se utilizé un disefio experimental de bloques completamente al azar con tres repeticiones. La unidad
experimental estuvo compuesta por tres plantas por variedad por cada tratamiento (aclimatadas y no
aclimatadas a 4°C durante una semana). Se realizaron tres experimentos independientes en el tiempo con
tres repeticiones por genotipo y condicion. La validez estadistica de los resultados se obtuvo mediante
anélisis de varianza (ANDEVA) y para la separacién de medias se utiliz6 el test de Duncan (p<0,05),
utilizando SAS Program VERSION 9.1.3 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) afio 2003.

Metodologia para evaluar la respuesta a sequia en diferentes genotipos de papas

Material vegetal
En este estudio se evaluaron 10 genotipos de papas; S. commersonii Dun P1243503 (clone 13) y de S.
tuberosum (Yagana, Karu, Cardinal, Patagonia, Pukara, Desiree, R-89054-34, R-87009-28, R-911931).

No se evaluaron materiales transgénicos porgue no habia suficiente material disponible.

Condiciones del experimento

El experimento se realiz6 en la estacion experimental de INIA La Platina (33°34' lat. Sur altura 625 m
s.n.m.), en invernadero para evitar el efecto de precipitaciones, bajo condiciones controladas de
temperatura (25°C). Las papas fueron establecidas en maceteros de 2 L de capacidad, utilizando como
sustrato Sunshine mix 3. Las plantas fueron fertilizadas con salitre potésico con formulacion de 15% N,

14% con una dosis de 1,0 g planta ™ y fueron regadas segin tratamientos descritos a continuacion.

Tratamientos hidricos

Dos condiciones hidricas fueron evaluadas; T1, sin restricciones de riego (100% de reposicion) y T2, con
restricciones de riego (25% de reposicién). Basados en que el periodo de déficit hidrico en esta especie
ocurre frecuentemente en el periodo de tuberizacion, los tratamientos hidricos de estrés se realizaron
durante dos semanas durante el periodo de plena tuberizacion. Posteriormente las plantas se sometieron a
recuperacion con riego 100% para ambos tratamientos. La distribucion de las plantas en el ensayo se

muestra en la Figura 5.

Disefio experimental y analisis estadistico
Se utilizé un disefio experimental de parcelas divididas con bloques al azar con cuatro repeticiones. La
unidad experimental estuvo compuesta por cuatro plantas por variedad en cada tratamiento. La validez

estadistica de los resultados se obtuvo mediante analisis de varianza (ANDEVA) y para la separacion de
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medias se utilizo el test de Duncan (p<0,05). Se us6 SAS Program version 9.1.3 (SAS Institute Inc., Cary,

NC, USA) afio 2003.

R-89054-34 Karu R-87009-28 Karu Cardinal Yagana
Yagana R-91193-1 Cardinal R-87009-28 Pukara Patagonia
desiree Pukara Patagonia R-89054-34 Desiree R-91193-1

Com-13 Com-13
pukara Karu R-89054-34 Pukara yagana R-87009-28
desiree Yagana Patagonia desiree Cardinal Patagonia
Cardinal R-87009-28 R-91193-1 R-91193-1 R-89054-34 Karu
Com-13 Com-13
Cardinal Yagana R-89054-34 R-91193-1 R-89054-34 R-87009-28
Karu desiree Patagonia Pukara Karu Patagonia
R-91193-1 Pukara R-87009-28 Cardinal Yagana Desiree
Com-13 Com-13
Yagana R-89054-34 R-87009-28 Cardinal Patagonia Yagana
Karu Cardinal pukara Pukara R-91193-1 R-87009-28
R-91193-1 Desiree Patagonia R-89054-34 Desiree Karu
Com-13 Com-13

[[] T1: 100% contenido de humedad.

T7] 25% Contenido de humedad.

Figura 5. Distribucion de los tratamientos de riego y disefio experimental utilizado en evaluacion de
respuesta a sequia.

Figure 5. Irrigation treatments distribution and experimental design used in drought stress response.
Variables de humedad de suelo, fisiologica y productiva

Contenido de agua en el suelo

Se midi6é como contenido volumétrico (%) de agua en el suelo y contenido de agua disponible (%) para las

plantas utilizando sondas del tipo FDR (Decagon Devices,USA) ECH 5. Estas fueron conectadas a un data

logger (EM50), el cual registrd la variacion del contenido de humedad por maceta cada 30 min.
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Conductancia estoméatica
La conductancia estomatica (gs) se midié en mmol m2seg™. Se utiliz6 un porémetro marca Decagon,
modelo SC-1(USA) (Figura 6). Los registros se realizaron diariamente antes de medio dia en hojas

maduras (3% y 4 2 hoja).

Figura 6. Medicion de conductividad estomatica, en papas regadas con un 100% y 25%. A: Pinzas, B:
porémetro marca Decagdn,USA.
Figure 6. Stomatal conductivity measurement in potatoes plants irrigated with 100% and 25%. A: Clips,

B: leaf Porometer Decagon, USA.

Eficiencia de la fotosintesis

El rendimiento cudntico maximo por genotipo y tratamiento se evalué mediante relacion entre la
fluorescencia variable y la fluorescencia maxima (Fv/Fm), utilizando el fluorémetro (Modelo FMS2
portatil HANSATECH INSTRUMENTS LTD. INGLATERRA). Para ello, cada 2 dias las hojas se

adaptaron a oscuridad por 30 min (Figura 7).

Figura 7. Mediciones realizadas con el fluorometro (FMS2, HANSATECH) en papas regadas con un
100% y 25%. A: pinzas, B y C: mediciones.

Figure 7. Measurements made with the fluorometer (FMS2, HANSATECH) in potatoes plants irrigated
with 100% and 25%. A: clips, B and C: measurements.

16



Intercambio gaseoso

El intercambio gaseoso fue evaluado segln lo indicado por Schittenhelm et al. (2004) y Seppanen y
Coleman (2003). Se utiliz6 el sistema portatil de medicion de intercambio gaseoso, LI 6400XT (LICOR,
Biosciences, Inc. Lincoln, Nebraska, EUA) con una cédmara automatica para hojas (de 6 cm? de
superficie). Especificamente se analizd la tasa fotosintética en umol CO, m? s (A) y transpiracion
mmol H,O0 m?s™ (EVAP) a una temperatura constante de 25°C, concentracién de CO, de 400 ppm y una
PAR de 600 pmol m?s™. Las mediciones se realizaron semanalmente durante todo el periodo del ensayo
en hojas completamente expandidas ubicadas en la parte media de cada planta por cada variedad,
tratamiento y repeticion. Los registros que se muestran corresponden a los obtenidos cada 7 dias durante
el periodo de evaluacion. En la Figura 8 se muestra el sistema portatil de medicion (B) y las mediciones de

intercambio gaseoso realizadas a las hojas.

LI1-6400XT

Figura 8. Mediciones de intercambio gaseoso realizadas con el sistema portatil de medicion de
fotosintesis LI 6400XT (LICOR, Biosciences, Inc. Lincoln, Nebraska, EUA). A: camara automatica para
hojas, B: completo sistema portatil de medicion de intercambio gaseoso.

Figure 8. Measurements of gas exchange with LI-6400XT portable photosynthesis system (LICOR
Biosciences, Inc. Lincoln, Nebraska, USA). A: automatic leaf chamber, B: complete gas exchange

portable system.

Transpiracion
Se realizaron dos mediciones de transpiracion de las plantas sin estrés mediante la diferencia de peso que
presentaron las macetas en el curso del dia. Las plantas se regaban a las 08:00 h, posteriormente eran

pesadas a las 18:00 h.
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Produccion por planta
La cosecha se realiz6 en el mes de enero en forma manual. Se contabilizaron los tubérculos por planta y el

rendimiento por planta en gramos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Objetivo 1. Determinar la tolerancia a heladas en lineas transgénicas de papas conteniendo el gen
ScCBF1 clonado desde S. commersonii, una especie silvestre de papa altamente tolerante a heladas.
La respuesta a heladas para los genotipos de S. tuberosum no transformada (St-WT), S. commersonni no
transformada (Sc-WT) y lineas transgénicas de las construcciones Z45, Z47 y Z57 se grafica en la Figura
9. Para las lineas transgénicas de S. commersonii sélo aquellas que contienen la construccion Z45 (lineas
6, 21 y 22) mejoraron su tolerancia a heladas respecto a los controles no transformados (Sc-WT y St-WT).
Las construcciones Z47 y Z57 no mejoraron la tolerancia a heladas en S. commersonii ni en ninguna de
las otras variedades transformadas con estos genes.

En relacion a las lineas transgénicas Z45 de S. commersonii evaluadas, se aprecia mayor tolerancia a bajas
temperaturas en las lineas Z45-6 y Z45-22 con valores cercanos a -6,5°C comparada con la linea Z45-21
cercano -5°C y respecto a los controles no transformados con el gen ScCBF1. La tolerancia a heladas fue
para el control S. commersonii no transformado de -4,0°C y para el control de papa cultivada no
transformada de -2,1°C (Figura 9A).
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Figura 9. Prueba de tolerancia a heladas (ion leakage test) expresado como porcentaje de células dafiadas
a-2, -4, -6, -8, y -10°C en plantas de papas no aclimatadas a bajas temperaturas; para los genotipos de S.
tuberosum no transformado genéticamente (WT-St-UMA), S. commersonii no transformado
genéticamente (WT-Sc) y las lineas transgénicas de S. commersonii conteniendo los genes A) 35S::
ScCBF1 (lineas-Z45), B) pSC (lineas-Z47) y C) pSC::ScCBF1 (lineas-Z57).

Figura 9. Frost tolerance test (ion leakage test) expressed as percentage of damaged cells at -2, -4, -6, -8,
and -10 ° C in potato plants not cold acclimated; for S. tuberosum genetically untransformed (WT-St), S.
commersonii genetically untransformed (WT-Sc-UMA) and S. commersonii transgenic lines containing
genes A) 35S:: ScCBF1 (lines-Z45), B) pSC (lines-Z47) and C) pSC: ScCBFL1 (lines-Z57).

En la Figura 10 se muestra el porcentaje de células dafiadas por bajas temperaturas en plantas
transformadas genéticamente con la construccion Z45 de S. commersonii, y papa cultivada S. tuberosum
de los cultivares Umatilla y Cardinal. Los resultados indican que el cultivar Cardinal transformado

genéticamente con la construccion Z45 (Figura 10C) mejor6é su tolerancia a heladas al igual que S.
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commersonii (Figura 10A). Respecto a las lineas transgénicas del cultivar Cardinal (Z245-11, Z45-15,
Z45-19), la linea transgénica Z45-11 mejoro6 su tolerancia desde -2,0°C a -3,2°C mientras que la linea

transgénica Z45-15 mejord su tolerancia desde -2,0°C a -3,0°C.
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Figura 10. Prueba de tolerancia a heladas (i6n leakage test) expresado como porcentaje de células
dafadas a -2, -4, -6, -8, y -10°C en plantas de papas no aclimatadas a bajas temperaturas; para los
genotipos de S. tuberosum no transformado genéticamente (WT-St-UMA), S. commersonii no
transformado genéticamente (WT-Sc) y transformados con el gen 35S::ScCBF1 (lineas Z45), A) lineas
transgénicas de S. commersonii (Z45-6, Z45-21, Z45-22), B) lineas transgénicas del cultivar Umatilla
(Z245-1, Z45-5, Z45-6) y C) lineas transgénicas del cultivar Cardinal (Z45-11, Z45-15, Z45-19).

Figure 10. Frost tolerance test (ion leakage test) expressed as a percentage of damaged cells at -2, -4, -6, -
8, and -10°C in potato plants not cold acclimated; for S. tuberosum genetically untransformed (WT-St), S.
commersonii genetically untransformed (WT-Sc-UMA) and transformed with the gene 35S:: Sc- CBF1
(line Z45) A), transgenic lines of S. commersonii (Z45-6, Z45-21, Z45-22), B) transgenic lines of cultivar
Umatilla (Z45-1, Z45-5, Z45-6) and C) transgenic lines of cultivar Cardinal (Z45-11, Z45-15, Z45-19).
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La prueba de lon Leakage Test para Umatilla no mostré diferencias en relacion con las plantas no
transformadas (Figura 10B). Por lo tanto, lineas transgénicas del cultivar Umatilla no fueron consideradas
en analisis posteriores. Un analisis comparativo de la tolerancia a heladas en plantas aclimatadas a bajas
temperaturas durante una semana y no aclimatadas, se muestra en la Figura 11A para las lineas S.
commersonii transgénicas Z45. Lineas transgénicas (Z45-6, Z45-21, Z45-22) y no transgénicas (WT)
mejoraron su tolerancia a heladas en alrededor de -4°C despueés de ser aclimatadas durante una semana a
4°C. Las lineas Z45-6 y Z45-22 alcanzaron a tolerar temperaturas tan bajas como -10,2°C, lo que
significé una mejoria de un poco mas de -2°C respecto al control no transformado WT. El estudio de
expresion del gen ScCBF1 mediante RT-PCR mostré que la expresion de este gen incrementa en la
medida que aumenta la exposicion a bajas temperaturas (Figura 11B). En S. commersonii control no
transformado (WT), se observa expresion del gen ScCBF1 porque éste es un gen enddgeno de la papa
silvestre S. commersonii, pero su expresion es menor respecto al observado en las lineas transgénicas Z45
donde el gen es expresado constitutivamente. Ademas de la expresion del gen ScCBF1, se estudid la
expresion de otros genes que responden a bajas temperaturas como el gen D1-pirrolina-5
carboxylatesynthase (P5cs) precursor de prolina, un osmoprotector asociado a respuesta estrés, y el gen
Dhn10 que codifica para la proteina dehydrina Dhnl10 la cual tiene un rol en el desarrollo de la planta y
tolerancia a estrés abidtico. El gene p5cs presentd mayor expresién en la lineas transgénicas Z45,
particularmente en la medida que incrementd su exposicion a bajas temperaturas. Para el gen Dhn10 tanto

WT como las lineas transgénicas expresaron este gen.
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Figura 11. Prueba de tolerancia a heladas y anélisis de expresion génica en plantas de S. commersonii no
transformadas (Sc-WT) vy lineas transgénicas Z45-6, Z45-21 Z45-22. A: lon Leakage Test, temperatura
letal a la cual ocurre el 50% de mortalidad de células (LT50) en plantas creciendo a 24°C (no aclimatadas)
y luego de ser aclimatadas a 4°C durante una semana. B: estudio de la expresion génica usando la técnica
de PCR transcriptasa inversa, para el gen SCCBF1, el gen D1-pirrolina-5carboxylatesyntasa (P5cs) v el
gen Dhn10, en plantas no aclimatadas al frio (24°C) y plantas aclimatadas a 4°C durante 30 min (4°Cx30
min), 24 horas (4° C X 24 h) y una semana (4°C X 2 una semana). Ubiquitin (Ubq) se usé como control
constitutivo interno.

Figure 11. Frost tolerance test and gene expression analysis in untransformed S. commersonii plants (Sc-
WT) and transgenic lines Z45-6, Z45-21, Z45-22. A: lon Leakage Test, lethal temperature at which occurs
50% of cell mortality (LT50) in plants growing at 24°C (non-acclimated) and after cold acclimated to 4°
for a week. B: gene expression study using reverse transcriptase PCR for SCCBF1 gene, D1-pyrroline
5carboxylatesynthase (P5cs) gene and Dhn10 gene in plants growing at 24°C (non-acclimated) and after
cold acclimated at 4°C for 30 min (4°Cx30min), 24 hours (4°CX 24 hours) and one week (4°C X 2 one

week). Ubiquitin (Ubq) internal constitutive control.

Respecto a S. tuberosum cv. Cardinal, segin los resultados obtenidos no se observaron diferencias

significativas (P = 0,3119) entre plantas no aclimatadas y plantas aclimatadas durante una semana a 4°C
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(Figura 12A). Sin embargo las lineas transgénicas mejoraron su tolerancia a heladas en -0,5 a -1,3°C
respecto a su control sin el gen (WT). La linea Cardinal transgénica Z45-19 fue capaz de tolerar hasta -
3,3°C versus su control que toler6 hasta -2,0°C. Este grado de tolerancia a heladas también estuvo
relacionado con la expresion del gen introducido SCCBF1 y los genes asociados a respuesta estrés como
D1-pirrolina-5 carboxylatesynthase (P5cs) y el gen Dhn10. EI mayor nivel de expresion del gen ScCBF1,
estuvo asociado con mayor expresion de los genes P5cs y Dhnl0 particularmente después de ser

aclimatadas a 4°C por 24 horas (Figura 12B).
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Figura 12. Prumamas de S. tuberosum cv.
Cardinal no transformadas (St-WT) y lineas Cardinal transgénicas Z45-11, Z45-15, Z45-19. A: lon
Leakage Test, temperatura letal a la cual ocurre el 50% de mortalidad de células (LT50) en plantas
creciendo a 24°C (no aclimatadas) y luego de ser aclimatadas a 4°C durante una semana. B: estudio de
expresion génica usando la técnica de PCR transcriptasa inversa, para el gen SCCBF1, el gen D1-pirrolina-
5carboxylatesynthase (P5cs) y el gen Dhnl0, en plantas no aclimatadas a bajas temperaturas (24°C) y
plantas aclimatadas a 4°C durante 30 min (4°C X 30 min), 24 horas (4°C X 24 h) y una semana (4°C X una
semana). Ubiquitin (Ubq) se usé como control constitutivo interno.

Figure 12. Frost tolerance test and gene expression analysis in untransformed Solanum tuberosum cv.
Cardinal untransformed (St-WT) and transgenic lines Cardinal Z45-11, Z45-15, Z45-19. A: lon Leakage
Test lethal temperature at which occurs 50% of cell mortality (LT50) in plants growing at 24°C (non-
acclimated) and after being acclimated to 4°C for a week. B: study of gene expression using reverse
transcriptase PCR for ScCCBF1 gene, D1-pyrroline 5carboxylatesynthase gene (P5cs) and Dehydrin gene
(Dhn10) in plants grown to 24°C and cold acclimated plants at 4°C for 30 min (4°C X 30 min), 24 h (4°C

X 24 h) and one week (4°C X one week). Ubiquitin (Ubq) internal constitutive control.
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En previos estudios la expresion del Regulon CBF ademas de aumentar la tolerancia a bajas temperaturas
aumenta la tolerancia a sequia y salinidad (Baker et al., 1994; Jaglo-Ottosen et al., 1998; Jaglo et al.,
2001; Hsieh et al., 2002; Kasuga et al., 2004). Este estudio ratifica que cuando existe expresion de este
tipo de factores de transcripcion mejora la tolerancia a bajas temperaturas y la expresion de genes que de
alguna forma protegen a la planta de las bajas temperaturas, particularmente de la formacién de hielo. La
expresion de P5CS esta directamente asociada a la sintesis de prolina, aminoacido que cumple un
importante rol como agente osmotico, protegiendo a las células de deshidratacién (Chaman, 2007). Es
importante destacar que el dafio por congelamiento implica deshidratacion celular por diferencias de
potenciales. Por otra parte, varios estudios han mostrado que plantas méas tolerantes a bajas temperaturas
presentan mayor expresion de proteinas del tipo dehydrinas, que actlan como chaperonas, estabilizando
proteinas, membranas y otras, ante condiciones de estrés (Close, 1996; 1997), en ambas especies de papas
evaluadas se observé que la expresion de Dhnl10 incrementd con las bajas temperaturas y con la expresion
del gene ScCBF1, sugiriendo que este gene podria inducir estos tipos de moléculas que estaria ejerciendo
un rol protectivo contra bajas temperaturas y con ello mejorando la tolerancia a heladas. Es importante
destacar que éstos son algunos de los aspectos que estarian siendo influenciados por ScCBF1, y que resta
estudiar otros varios aspectos que no han sido abordados en esta tesis, como ultra estructura de la hoja
segun lo reportado por Pino et al. (2008; 2009).

En relacion a los resultados de esta investigacion se observaron respuestas similares a los descritos en
cuanto a tolerancia a heladas para S. commersonii y S. tuberosum cv. Cardinal, sin embargo la variedad
Umatilla transformada con el gen ScCBF1 de S. commersonii no presentd mayor tolerancia a las bajas
temperaturas comparadas con estas mismas sin transformar, lo cual estaria dado porque el nivel de

expresion que logré este gen en Umatilla fue muy inferior al logrado en Cardinal transgénica.

Objetivo 2. Respuesta a déficit hidrico controlado de 10 genotipos de papas, desde el punto de vista
del intercambio gaseoso, fotosintesis y componentes productivos
La respuesta a sequia se evalud en cultivares de papa cultivada no transgénicos ya que no se constaba con

plantas suficientes para realizar la evaluacion de tolerancia a heladas y sequia.

Conductancia estomética

Durante la aplicacion del estrés hidrico la conductancia estomatica disminuy6 en los distintos genotipos
evaluados (Figura 13). Ademas, se observan diferencias en el tipo de respuesta entre genotipos. Para S.
commersonii, una variedad de papa silvestre tolerante a sequia, se observa que la pendiente de descenso
es menos pronunciada que el resto de los genotipos. A dos dias bajo sequia, la conductancia estomatica

descendi6 abruptamente en cultivares como Desiree, alcanzando un 50%. A los cuatro dias bajo sequia,
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la conductancia estomatica disminuy6 a menos de la mitad de su capacidad en cultivares como Cardinal,
Desireé, Patagonia y R91193-1. Las diferencias en conductividad estomatica entre los genotipos fueron
significativas desde las primeras etapas de estrés por sequia (P<0,0001). Es importante destacar que los
cultivares Desiree, Patagonia y la linea avanzada R91193-1 fueron las méas afectadas desde el punto de

vista del rendimiento.
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Figura 13. Conductancia estomética [mmol m?s™] después de 2, 4, 8, y 10 dias bajo estrés hidrico (25%
de reposicion de agua evaporada) en S. commersonii y 10 genotipos de S. tuberosum (Cardinal, Desiree,
Karu, Patagonia, Pukara, Yagana, R87009-28, R89054-34, R91193-1).
Figure 13. Stomatal conductance [mmol m s "] after 2, 4, 8, and 10 days under water stress (25%
replacement of evaporated water) in S. commersonii and 10 genotypes of S. tuberosum (Cardinal, Desiree,
Karu, Patagonia, Pukara Yagana, R87009-28, R89054-34, R91193-1).

Mediciones de eficiencia de la fotosintesis (Fv/Fm)

Este parametro fisiologico, mide la variable de fluorescencia méaxima después de un periodo de
adaptacion a la oscuridad, representa el rendimiento cuantico maximo del PSII. Tres de los 10 genotipos
evaluados comenzaron a registrar estrés hidrico a partir del cuarto dia bajo sequia, con valores Fv/Fm
inferiores a 0,800; estos cultivares fueron Patagonia, Pukard y Yagana. Después de 8 dias bajo estrés
hidrico, solo S. commersonii y la linea tuberosum R89054-34 no resgistraron estrés de acuerdo a
fluorescencia clorofila con valores de Fv/Fm de 0,823 y 0,813 respectivamente. Particularmente, en la
papa silvestre S. commersonii no se registraron valores inferiores a 0,800 aun después de 10 dias bajo
estrés por sequia. La diferencia entre los diferentes genotipos evaluados fueron significativas luego de 8

dias bajo restricciones hidricas con un valor P< 0,004 (Figura 14).
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Figura 14. Variacion de la fluorescencia de clorofila Fv / Fm, después de 2, 4, 8, y 10 dias bajo estrés
hidrico (25% de reposicién de agua evaporada) en S. commersonii y 10 genotipos de S. tuberosum
(Cardinal, Desiree, Karu, Patagonia, Pukara, Yagana, R87009-28, R89054-34, R91193-1).

Figure 14, Variation of chlorophyll fluorescence Fv/Fm after 2, 4, 8, and 10 days under water stress (25%
replacement of evaporated water) in S. commersonii and ten genotypes of S. tuberosum (Cardinal, Desiree,
Karu, Patagonia, Pukara Yagana, R87009-28, R89054-34, R91193-1).

Fotosintesis neta

Respecto a los resultados obtenidos en la tasa fotosintética, se observé una disminucién general para todos
los genotipos cuando fueron sometidos a sequia, pero en S. commersonni siempre fue mayor en
comparacion con el resto de los genotipos evaluados, como muestra la Figura 15. Luego de una semana
de sequia, los genotipos que redujeron su capacidad fotosintética en mas de un 50% fueron Pukara,
Yagana, la linea R87009-28 y linea R91193-1. Las diferencias en fotosintesis neta entre los genotipos

fueron significativas desde las primeras etapas de estrés por sequia (P<0,0001).
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Figura 15. Disminucién de la tasa fotosintética neta (umol CO, m 2s ™), después de 0, 7 y 14 dias bajo
estrés hidrico (25% de reposicion de agua evaporada) en S. commersonii y 10 genotipos de S. tuberosum
(Cardinal, Desiree, Karu, Patagonia, Pukara, Yagana, R87009-28, R89054-34, R91193-1).
Figure 15. Decrease in net photosynthetic rate (umol CO, m #s %), after 0, 7 and 14 days under water
stress (25% replacement of evaporated water) in S. commersonii and 10 genotypes of S. tuberosum
(Cardinal, Desiree, Karu, Patagonia, Pukara Yagana, R87009-28, R89054-34, R91193-1).

Transpiracion
En relacion a los resultados obtenidos al evaluar la transpiracidn por diferencia de peso al principio y final
del ensayo, el andlisis estadistico indicdé que no existen diferencias significativas entre los genotipos

evaluados respecto al agua evapotranspirada al final del periodo de evaluacion (P=0,5448) (Figura 16).
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Figura 16. Diferencias de pesos por maceta entre el inicio y final del periodo en que fueron sometidos a
estrés hidrico (25% de reposicidon de agua evaporada) en S. commersonii y genotipos de S. tuberosum
(Cardinal, Desiree, Karu, Patagonia, Pukard, Yagana, R87009-28, R89054-34, R91193-1).
Figure 16. Pot weights differences between the beginning and end period in which they were subjected to
water stress (25% replacement of evaporated water) in S. commersonii and 10 genotypes of S. tuberosum
(Cardinal, Desiree, Karu, Patagonia, Pukara Yagana, R87009-28, R89054-34, R91193-1).
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Varios estudios relacionados con las respuestas fisiologicas frente a estrés por déficit hidrico afirman que
las plantas bajo un déficit hidrico, los estomas comienzan a cerrarse provocando una reduccion en la
transpiracion y la fotosintesis (Acevedo et al., 1998). Del mismo modo Yordanov et al. (2003) afirman
que la fotosintesis se ve afectada como consecuencia de una disminucién de la apertura estomatica para
evitar la pérdida de agua por transpiracion. Los resultados obtenidos en este estudio coinciden con los
obtenidos para fotosintesis, sin embargo respecto a la transpiracién por diferencia de peso, ésta no

presento diferencias significativas.

Componentes productivos

Los distintos genotipos de papas sometidos durante dos semanas a sequia, en pleno periodo de
tuberizacién, experimentaron una disminucidn significativa de la produccién por planta (Figura 17). Las
diferencias fueron significativas tanto para las variedades (P=0,0009) como para los tratamientos
(P<0,0001). Los genotipos que mostraron mayores pérdidas por planta fueron Pukard, Desiree y Patagonia
con pérdidas cercanas al 30%. Mientras la linea R89054-34 fue la menos afectada al ser sometida a estrés

hidrico controlado, la produccién por planta disminuy6 en un 15%.
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Figura 17. Rendimientos por planta (gramos) en papas regadas sin restriccion (100% de riego) y luego de
ser sometidos a estrés hidrico (25% de reposicion de agua evaporada) durante la tuberizacion en 10
genotipos de S. tuberosum (Cardinal, Desiree, Karu, Patagonia, Pukara, Yagana, R87009-28, R89054-34,
R91193-1).

Figure 17, Yield per plant (gram) in irrigated potatoes without watering restriction (100% irrigation) and
after being subjected to water stress (25% replacement of evaporated water) during tuberization, in 10 S.
tuberosum genotypes (Cardinal, Desiree, Karu, Patagonia, Pukara Yagana, R87009-28, R89054-34,
R91193-1).
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Considerando que el periodo de estrés por sequia se realizé mientras las plantas estaban en tuberizacion,
tanto el nimero de tubérculos como el tamafo de los tubérculos debid ser afectado negativamente. Los
resultados mostrados en el Cuadro 3, indican que la mayoria de los genotipos evaluados disminuy6 el
namero de tubérculos por planta al ser sometidos a los tratamientos de sequia, excepto el cultivar Karuy
las lineas avanzadas R-87009-28 y R-91193-1 que mantuvieron el ndmero de tubérculos, claro,
presentaron menor tamafio y peso. La linea avanzada R89054-34, que fue la menos afectada al ser
sometida a estrés hidrico controlado, disminuy6 el numero de tubérculos por planta de 9 a 8 y
practicamente no presentd variaciones en el peso de tubérculos. Contrariamente, los genotipos Pukara y
Desire que fueron més afectados por el tratamiento de sequia en términos de pérdida de peso del tubérculo
y nimero de tubérculos. Yagana también disminuy6 el nimero de tubérculos de 14 a 11 en forma

importante pero hubo una compensacion en la pérdida de peso individual de éstos.
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Cuadro 3. Comportamiento del rendimiento de tubérculos en papas regadas sin restriccion de agua (100%
de riego) y luego de ser sometidos a estrés hidrico (25% de reposicion de agua evaporada) durante la
tuberizacion en nueve genotipos de S. tuberosum (Cardinal, Desiree, Karu, Patagonia, Pukard, Yagana,
R87009-28, R89054-34, R91193-1).

Table 3. Behavior of potato tuber yield in plants without watering restriction (100% irrigation) and after
being subjected to water stress (25% replacement of evaporated water) during tuberization in nine S.
tuberosum genotypes (Cardinal, Desiree, Karu, Patagonia, Pukara Yagana, R87009-28, R89054-34,
R91193-1).

N° de tubérculos por planta Peso de tubérculo (g)

Genotipos 100% riego 25% riego 100% riego 25% riego
Cardinal 11 10 32,7 38,1
Desiree 9 7 39,5 35,3
Karu 10 10 35,1 21,7
Patagonia 10 7 435 48,3
Pukara 9 7 50,3 41,4
R-87009-28 15 14 24,4 20,8
R-89054-34 9 8 40,4 39,6
R-91193-1 6 7 75,5 43,7
Yagana 14 11 28,1 29,9

P value (tratamiento) < 0,05 P value (tratamiento)= 0,0655

P value (genotipo) < 0,0001 P value (genotipo) < 0,0001

CV 230 CV 36,3

Estudios realizados por Canada-Saskatchewan irrigation Diversification Centre (CSIDC) en 1999 con
diferentes variedades de papas encontr6 que un déficit de agua en periodo de iniciacion de tubérculo
puede reducir la cantidad de éstos, en tanto que un déficit de agua en etapa de llenado puede producir una
disminucidn del tamafio de éstos. De igual manera se observéd que la proporcién de tubérculos pequerios
aumenta en condiciones de estrés hidrico, con bajos niveles de agua aplicada y también con exceso de ella
(Puentes, 2004). Estos estudios coinciden con nuestros resultados ya que en la mayoria de los cultivares se

observo una disminucién del calibre y/o nimero de tubérculos.
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CONCLUSIONES

e El anélisis comparativo de la tolerancia a heladas en lineas transgénicas de S. commersonii, portando
las construcciones Z45, Z47 y Z57 mostro diferencias significativas. Aquellas lineas transformadas
genéticamente con el gen ScCBF1 bajo un promotor constitutivo (construccion Z45), mejoraron
significativamente su tolerancia a heladas en comparacion con su control sin transformar y con las
lineas transgénicas Z47 y Z57. Ademas, los resultados mostraron que las lineas transgénicas Z45 al
ser aclimatadas a 4°C durante una semana, mejoraron su tolerancia a heladas respecto a estas mismas
sin aclimatar.

e En relacién a S. tuberosum cv. Cardinal transformada genéticamente con el gen scCBF1 bajo un
promotor constitutivo (construccion Z45), mejord significativamente su tolerancia a heladas en
comparacion con su control sin transformar. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas
entre las plantas aclimatadas y no aclimatadas a bajas temperaturas.

e Respecto a S. tuberosum cv. Umatilla transformada genéticamente con el gen ScCBF1, no se
observaron diferencias significativas en tolerancia a heladas respecto al control no transformado, para
ninguna de las construcciones evaluadas.

e Al estudiar la respuesta a déficit hidrico en S. commersonii y nueve genotipos de papa cultivada S.
tuberosum (Yagana, Karu, Cardinal, Patagonia, Pukara, Desiree, R-89054-34, R-87009-28 y R-
911931), los resultados mostraron que la conductancia estomatica, la fluorescencia de la clorofila y la
tasa fotosintética disminuyeron significativamente en la medida que aumentaron los dias bajo déficit
hidrico controlado. S. commersonii fue menos afectada que papa cultivada.

e En relacion a los componentes productivos evaluados bajo sequia en Yagana, Karu, Cardinal,
Patagonia, Pukara, Desiree, R-89054-34, R-87009-28 y R-911931, se observé una disminucion
significativa en la produccidn por planta en todos los genotipos, entre un 15y 30%. La linea R89054-
34 fue la menos afectada. De igual forma en la mayoria de los genotipos evaluados disminuyd el
nimero de tubérculos por planta, excepto en el cultivar Karu y en la linea R-87009-28 y linea R-
91193-1, los cuales mantuvieron el nimero de tubérculos por planta pero disminuyeron su calibre

significativamente.
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RESUMEN

En mejoramiento genético de cultivos la posibilidad de predecir comportamientos fenotipicos
de los distintos cultivares en el campo se ha incrementado debido a los recientes avances en
las tecnologias de analisis molecular. Sin embargo, en el caso de trigo (Triticum aestivum),
existen limitaciones para aplicar algunas de las nuevas tecnologias de identificacion de
marcadores moleculares, debido la complejidad de su genoma. En este sentido, el objetivo de
este trabajo es aplicar y validar una nueva metodologia para identificar variaciones en una
sola base (SNPs) en el genoma de trigo. Dicha metodologia es sencilla y comprende la
construccién y secuenciacion de librerias gendmicas, a través de la técnica conocida como
“Genotipado por Secuenciacion”, permitiendo reducir costos en relacion a otros métodos. Las
muestras de ADN gendmico son secuenciadas para posteriormente realizar la identificacion
de SNPs a través del analisis bioinforméatico de las secuencias, por dos metodologias
diferentes. En la primera (PipT) se comparan entre si los fragmentos de ADN de las distintas
muestras para identificar posibles variaciones entre ellas y en la segunda (PipRef), la
comparacion se realiza con un ensamblado del genoma de trigo disponible. EI método PipT
fue el método seleccionado debido a que identific6 SNPs con mejores caracteristicas. El
filtrado de falsos SNPs es un paso fundamental en el proceso. Se identificaron 28.199 SNPs
en 382 muestras de trigo. Estos SNPs se utilizaron para realizar predicciones fenotipicas de
un caracter con baja heredabilidad (rendimiento) y un caracter con alta heredabilidad (peso de
mil granos), en dos condiciones ambientales contrastantes: riego y secano. Esto permitio
comparar los resultados obtenidos con los datos reales, previamente conocidos, por el método
de validaciones cruzadas. Los datos fenotipicos presentaron variacion espacial, por lo que se
evaluaron distintos modelos para corregir la tendencia encontrada, seleccionando un modelo
de ajuste que utiliza medias mdviles como covariable. La correlacién de las predicciones en
rendimiento ajustando por blogues incompletos (disefio a campo) fue de 0,354 y 0,311,
obteniéndose una mejora significativa al aplicar el ajuste espacial, en el cual los valores
ascendieron a 0,396 y 0,357 en riego y secano, respectivamente. Para peso de mil granos,
caracter con mayor heredabilidad, las correlaciones fueron de 0,751 y 0,748 con el ajuste del
disefio, frente a 0,787 y 0,799 con ajuste espacial, en riego y secano, respectivamente. Estos
resultados permiten concluir que el método desarrollado puede ser aplicado en forma efectiva
para deteccion de SNPs en trigo y que los mismos son validos tanto para la prediccién del

peso de mil granos como del rendimiento. Lo anterior constituye una herramienta muy



potente que podria ser utilizada en la seleccion de material genético dentro de los programas

de mejoramiento genético de trigo.

SUMMARY

In crop breeding, the interest of predicting phenotypic behaviors of cultivars in the field has
increased due to recent advances in molecular breeding technologies. However the
complexity of wheat genome presents some limitation for applied new technologies in
molecular markers identification with Next Generation Sequencing (NGS) technologies.
Therefore, we applied “Genotyping by Sequencing” (GBS), a recently developed method to
identify single nucleotide polymorphisms (SNPs), in the genome of 382 individuals of wheat
(Triticum aestivum). GBS involves the construction and sequencing of genomic libraries; a
simple and low-cost method directly applicable to plant and animal breeding programs.
Genomic DNA samples were sequenced to subsequently perform the identification of SNPs
through two different bioinformatic analysis methods, which compare the DNA fragments of
different samples to identify variations between them or against a pseudo reference genome
of wheat. The first one identified SNPs with better characteristics and therefore was used for
all subsequent analysis. The step in filtering false SNPs was essential in deciding between
these two analyses. 28,199 SNPs were identified in 382 samples of wheat. These SNPs were
used to predict a low heritable phenotype (yield) and a highly heritable phenotype (thousand
kernel weight), derived from two fields with two different environmental conditions: irrigated
and without irrigation. This allowed comparing genomic predictions with the actual data by
performing cross-validations. The phenotypic data showed spatial variation. Therefore,
different models were tested to correct the trend found in the field, where the model that best
fits the data was the one using moving-means as a covariate. The correlations of the predicted
yields, adjusted for the incomplete block field design, were 0.354 and 0.311 and with spatial
adjustment were 0.396 and 0.357, in irrigated and without irrigation, respectively. For
thousand kernel weight, correlations were 0.751 and 0.748 with field design adjustment and
0.787 and 0.799 with spatial adjustment in irrigated and without irrigation respectively. These
results allow concluding that the developed method can be applied effectively for SNPs
detection in wheat being valid for thousand kernel weight and yield predictions. Finally, this
is a powerful tool that could be applied in selection of genetic materials inside a breeding

program.



ABREVIATURAS
SNP — Polimorfismo en una sola base de ADN

NGS — Secuenciacion por técnicas de nueva generacion
GBS — Genotipado por secuenciacion

PCA — Anaélisis de componentes principales

PCoA — Analisis de coordenadas principales

LD — Desequilibrio de ligamiento

GS — Seleccion Gendmica

GEBYV - Valores de cria genéticos estimados

PipT — Pipeline de Tassel

PipRef — Pipeline con genoma de referencia

LS — Disefio de Latice Simple

FC — Disefio de Filas y Columna

BCA_MVNG - Disefio de bloques completos al azar con medias moéviles como covariable

MVNG — Disefio de regresion lineal con medias moviles como covariable



1. INTRODUCCION

1.1. BREVE HISTORIA DE LA AGRICULTURA Y EL MEJORAMIENTO
GENETICO

La agricultura puede definirse como “arte, ciencia e industria que se ocupa de la explotacion
de plantas y animales para el uso humano”. La agricultura moderna depende en gran medida
de otras ciencias como la ingenieria, ciencias bioldgicas y fisicas, asi como también de la
tecnologia disponible. Existen diversas teorias de las causas que impulsaron el desarrollo de
la agricultura. Una de ellas habla de causas multivariadas en las cuales intervienen la presion
por la necesidad de recursos (presiones poblacionales), los cambios climaticos y el desarrollo
tecnoldgico (Flannery, 1982; McNeish, 1992). Se estima que la agricultura como tal se inicia
en el afo 10.000 a.C., y luego de 3000 afios se convierte en la principal forma de obtener
alimentos en diversas sociedades en todo el mundo. La agricultura no sélo permitio el
crecimiento de las poblaciones, dada la mayor abundancia de alimentos, sino que permitid la

conquista de nuevos territorios en los cuales no se podia vivir anteriormente.

Los primeros cultivos se domesticaron en Medio Oriente entre los afios 9600 y 8500 a.C.,
siendo el trigo (Triticum monoccocum y T. diccocum) y la cebada (Hordeum vulagre) los
primeros cereales en ser domesticados. En China, en el afio 7500 a.C., aparecen los primeros
indicios de cultivo de arroz (Oryza sativa) y soja (Glycine max) (Diamond, 2002). La
domesticacion de plantas implica modificar artificialmente un esquema genético generado a
través de la seleccion natural, con el objetivo de adaptar las plantas a las distintas
caracteristicas de las zonas habitadas por el hombre. Esta seleccion favorece la sobrevivencia
de caracteristicas deseadas en estas poblaciones de cultivos, en detrimento de las indeseables.
Por lo tanto, la domesticacién es definida como un proceso de seleccion genética continuo

llevado a cabo por el hombre. (Gepts y Papa, 2002; Gepts, 2004).

El mejoramiento genético vegetal puede definirse como la ciencia cuyo objetivo es modificar
genotipos, mejorandolos con un fin determinado de acuerdo a las necesidades del hombre
(Frankel, 1958). El principal objetivo de la domesticacion de cultivos ha sido el incremento
del rendimiento, con el fin de aumentar la disponibilidad de alimento para el ser humano.
Existen ciertas condiciones necesarias dentro de un proceso de mejora genética vegetal, entre
las que destacan, la existencia de variabilidad genética o la capacidad de crearla, la capacidad

para detectar dichas diferencias con potencial valor para el hombre y la manipulacion de
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dicha variacion que permita obtener cultivares agronomicamente estables (Zamir, 2001). Los
mayores avances en el mejoramiento genético de plantas se han producido en la era moderna,
debido a algunos descubrimientos cientificos claves. Las primeras evidencias son aportadas
en 1694 por Camerarius, quien describe la sexualidad en las plantas (Zirkle, 1935 revisado
por Rieseberg y Carney, 1998). Luego en 1717, Fairchild produce artificialmente la primera
planta hibrida de clavel (Rieseberg y Carney, 1998) y en 1859 Darwin publica el “Origen de
la especies”, libro en el cual postula su teoria sobre la seleccién natural y la evolucion.
Posteriormente, en 1866, Mendel realiza sus primeros experimentos que dieron origen a las
conocidas “Leyes de Mendel”. A partir de estos conocimientos, ya en el siglo XX se
producen un gran nimero de descubrimientos en el area de la genética y el mejoramiento
vegetal, los cuales han aportado las bases para entender los mecanismos que operan en la
seleccion natural (Bringham, 1981; Borlaug, 1983). Dichos descubrimientos han aportado
informacidn para determinar los patrones de evolucidn de las especies cultivadas, variaciones
mendelianas, hibridacion intra-especifica y poliploidia, estos patrones que se han utilizado
por los mejoradores son los mismos mecanismos que han formado parte de la seleccion
natural (Vaughan et al., 2007)

Una de las mayores contribuciones de los procesos de mejora genética ha sido la adaptacion
de variedades a nuevas areas, lo que requiere ajustar el ciclo de crecimiento y los
requerimientos del cultivo a las caracteristicas de la nueva region. Otros aportes importantes
han sido la mejora en caracteristicas agronémicas, entre las que se destacan resistencia a
enfermedades y plagas, la tolerancia a condiciones ambientales adversas como por ejemplo,
altas y bajas temperaturas y déficit hidrico (Cornide, 2001).

1.2. CULTIVO DE TRIGO (Triticum aestivum L.)

El trigo es uno de los principales cultivos a nivel mundial, siendo el pilar béasico para la
alimentacion humana. Actualmente la produccion mundial de trigo se ubica en el quinto lugar
con 653 millones de tonelada y ocupa el primer lugar en hectareas sembradas (FAO-STAT,
2010). Los principales paises productores son: China, India, Estados Unidos, Francia y la
Federacion Rusa, en el hemisferio sur Australia, Argentina y Brazil (FAO-STAT, 2010). En
Uruguay, el trigo es el principal cultivo de invierno, y su produccion ha ido en aumento en

los Gltimos afios, con una produccion de 205 mil toneladas en la zafra 2002/03 a 1.300 miles
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de toneladas en 2010/11 (DIEA-MGAP, 2011). Esto lo convierte en el segundo cultivo en
importancia despueés de la soja (FAO-STAT, 2010).

El trigo es una especie autbgama y hexaploide, producto de la hibridacion de 2 especies de T.
turgidum (el cual posee los genomas A y B) y Aegilops tauschii (que aporta el genoma D)
(McFadden y Sears 1946, Kihara et al., 1944 revisado por Chao et al., 2010). A su vez, la
especie T. turgidum es producto de una hibridacion previa de T. uratu (genoma A) y A.
speltoides (genoma B) (Sarkar y Stebbins, 1956; Dvorak y Zhang, 1990; Dvorak et al., 1993).
En este sentido, la caracteristica poliploide del trigo ha dificultado el desarrollo de mapas
genéticos, asi como el estudio de caracteres de herencia compleja, ya que las variables
agrondmicas se ven influenciadas por genes provenientes de 3 genomas distintos. Algunas de
estas dificultades han sido superadas con la construccién de plantas nulisémicas (Lafever y
Patterson, 1964) y monosomicas (Allan y Vogel, 1964), las cuales poseen un menor numero
de cromosomas que las plantas normales. A su vez, el genoma de trigo presenta otras
caracteristicas, como su gran tamafio (16Gb, cinco veces el genoma humano), un alto nimero
de regiones repetidas (80%) (Bennett y Smith, 1976;) y un 25 a 30 % de sus genes
duplicados (Dubcovsky et al., 1996; Akhunov et al., 2003) que dificultan el desarrollo de
andlisis genéticos precisos en esta especie. Posee una gran ventaja ya que, al ser una especie
autdgama, presenta bajos niveles de heterocigocidad y bajas proporciones de flujo génico (<1

%) debido a un reducido nivel de polinizacion cruzada (Martin, 1990; Gustafson et al., 2005).

Uruguay fue el pais pionero en Ameérica Latina en lo referente al mejoramiento del cultivo de
trigo con los trabajos desarrollados por el Dr. Alberto Boerger (Bonfanti, 2010). La creacion
del Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT) permiti6 intensificar
la colaboracion entre México y otros paises y el envio de materiales al resto del mundo
(Heisey et al., 2002). Por lo tanto, la investigacion en mejoramiento genético en el cultivo de
trigo en Uruguay es un pilar fundamental que aporta al desarrollo econémico del pais y del

mundo.

1.3. METODOS DE MEJORA GENETICA

Los métodos clasicos de mejora genética de cultivos (cruzamiento, retrocruzamiento y
seleccion a campo de genotipos méas promisorios) han sido y siguen siendo fundamentales en

la obtencion de cultivares con las caracteristicas fenotipicas y agronomicas deseadas
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(Koebner y Summers, 2003). Por otro lado se han desarrollado nuevos métodos que apuntan a
la creacion de variabilidad genética. En 1920 se descubre la posibilidad de generar
mutaciones en el genoma, exponiendo la planta a radiaciones o por medio de compuestos
quimicos, lo que permitio obtener variedades comerciales empleadas actualmente (Peterson y
Shama, 2005). Este momento podria considerarse el comienzo de la incorporacion de técnicas
biotecnologicas o de ingenieria genética en la mejora clasica de los cultivos. Estas
herramientas ofrecen diversas ventajas, entre las que se destacan la inclusion de genes de
interés presentes en otras especies dentro del cultivo objetivo del mejoramiento (transgénesis)
y la posibilidad de acortar los tiempos en la obtencion de un cultivar con las caracteristicas
deseadas. La seleccion asistida por marcadores moleculares se incluye dentro del grupo de
métodos que permiten reducir estos tiempos, y se basan en la identificacion de marcadores
asociados a genes de interés, lo que permite seleccionar materiales por sus caracteristicas
geneéticas (Koebner y Summers, 2003). El éxito de la seleccion mediante caracteristicas
genéticas depende en gran medida del nimero de genes involucrados en el control genético
del caracter, de las relaciones inter-alélicas (dominancia o recesividad) y de la influencia del
ambiente, medida comunmente mediante el pardmetro conocido como heredabilidad (Mackay
et al., 2009). La heredabilidad se define como la proporcién de variacion fenotipica en una
poblacién que puede ser explicada por la varianza genética entre los individuos (Holland et
al., 2003). El interés de la aplicacion de estos marcadores dentro de un programa de
mejoramiento genético, surge con diversos objetivos entre los que se destacan la posibilidad
de identificar factores genéticos Utiles en poblaciones, introgresar genes de interés en lineas
de mejoramiento, estudiar la interaccion genotipo ambiente, monitorear la diversidad genética
e identificar cultivares y/o germoplasma con un mayor potencial agronémico (Sorrels, 1998;
Stuber et al, 1999).

1.3.1. Marcadores Moleculares

Los marcadores moleculares surgen como una herramienta util para alcanzar los objetivos de
la mejora genetica, permitiendo conjugar la variabilidad genotipica y fenotipica, siendo
utilizados como criterio de seleccién (Bonnett et al., 2005). Hasta hace pocos afios la unica
herramienta disponible para genotipar el ADN eran los marcadores del tipo microsatélites
(SSR), polimorfismo en el largo de los fragmentos amplificados (AFLPs), polimorfismo en

el largo de los fragmentos de restriccion (RFLPs), entre otros. Estos métodos, requieren la
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inversion de mucho tiempo y recursos, tanto para su desarrollo como para su aplicacién en la
evaluacion de poblaciones, principalmente cuando es necesario evaluar un gran namero de
marcadores en diversos individuos (Gupta et al., 2008). Estos marcadores mostraron ser muy
efectivos a la hora de identificar los efectos de genes que codifican caracteristicas simples. En
cambio, no sucedid asi en el caso de caracteristicas complejas, en las cuales interactian
muchos genes, cada uno de ellos en distinta proporcion (Collard et al., 2005; Buerstymayr et
al., 2009). Otro tipo de marcador empleado: los SNP, polimorfismos en una sola base. Este
tipo de marcador ha cobrado importancia en los dltimos tiempos debido a su abundancia en el

genoma y a las tecnologias desarrolladas para su identificacion (Gupta et al., 2008).

Dentro de las nuevas tecnologias que permiten identificar SNPs se encuentran los
microarreglos (Jaccoud et al., 2001), que han significado un avance en la caracterizacion
genotipica, dado que permiten una cobertura de alta densidad de marcadores y aceleran los
tiempos de evaluacion. Sin embargo, esta sigue siendo una tecnologia muy costosa que
requiere inversion de tiempo y recursos para ser desarrollada (Akbari et al., 2006). Estas
limitantes han conducido al desarrollo de nuevas tecnologias que permiten el genotipado de
miles de marcadores en cientos de individuos, sin la necesidad de una identificacion previa de
los mismos (Hyten et al., 2010c). Dentro de estas nuevas tecnologias se encuentran los
métodos de preparacion de librerias, la secuenciacion y el analisis bioinformético para
identificar SNPs, los cuales se basan en la re-secuenciacion del genoma en pequefios
fragmentos de ADN de las distintas muestras a genotipar. La alineacién de estos fragmentos
entre si y/o contra un genoma de referencia, permite identificar variaciones genéticas de
cambios en una Unica base nucleotidica, inserciones y/o deleciones de las mismas. Este tipo
de secuenciacion a gran escala permite identificar un elevado niumero de marcadores en el
genoma, a un costo mas reducido, haciendo posible su utilizacion como herramienta de apoyo

a los programas de mejoramiento de cultivos vegetales (Ingvarsson y Street, 2011)

1.3.1.1. Identificacion de SNPs
Meétodos de preparacion de librerias gendmicas

Existen diversas técnicas de preparacién de librerias, las cuales, permiten preparar el ADN
que va a ser secuenciado. Actualmente, los métodos mas utilizados se centran en el uso de

enzimas de restriccion, las cuales realizan cortes en regiones especificas del genoma, que
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permitan obtener una representacion reducida de este. Existen distintos métodos que utilizan

enzimas de restriccion, los principales son, la secuenciacion de representacion reducida

(RRL), la secuenciacion de ADN asociada a los sitios de restriccion (RAD-seq) y la

secuenciacion de baja cobertura para genotipado (Davey et al., 2011, Figura 1). Una de las

grandes ventajas del uso de enzimas de restriccion, es la posibilidad de excluir regiones

altamente repetidas en el genoma, debido a que existen enzimas que son sensibles a las

regiones metiladas y no son capaces de cortar en estos sitios (Davey et al., 2011). Todos los

métodos de preparacion de librerias con enzimas de restriccion involucran la digestion del

ADN genomico (con una 0 méas de estas enzimas) y seleccion o reduccion en el nimero de

fragmentos, para la posterior secuenciacion de los fragmentos seleccionados (Davey et al.,

2011).
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Figural. Esquema de la preparacion de librerias de ADN por distintos métodos que utilizan

enzimas de restriccion, secuenciacion de representacion reducida (RRL), secuenciacion de

ADN asociada a sitios de restriccion (RAD-seq) y Genotipado por Secuenciacion (GBS).

Este trabajo, se ha centrado en la evaluacion de un método denominado Genotipado por

Secuenciacion (GBS), el cual se clasifica dentro del grupo de los métodos de secuenciacion
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de baja cobertura (Davey et al., 2011). Estos son métodos que permiten secuenciar un gran
numero de individuos, aungue con una menor cobertura en cada uno de ellos. Si bien en estos
casos, se reduce la cobertura de marcadores por individuo, el método supone que un sub-
grupo de diferentes marcadores son genotipados en distintos individuos. La estrategia
entonces es poder utilizar marcadores que estén respaldados por un gran namero de lecturas y
mejorar la cobertura por medio de la imputacion de los genotipos sin informacion dentro de
la poblacion de individuos que han sido secuenciados conjuntamente. Una ventaja muy

importante de este método es su sencillez y el bajo costo por muestra (Elshire et al., 2011).

El primer paso en la aplicacion de esta teécnica es la obtencion y posterior normalizacion de
ADN de alta pureza. Este paso asegura que todas las muestras contienen la misma cantidad
de ADN para ser secuenciado. A continuacion, se colocan 2 adaptadores, los cuales van a
ligarse al ADN. Estos adaptadores son oligonucleétidos que cuentan con: la secuencia
complementaria al oligo que se encuentra unido a la celda de flujo del secuenciador, la
secuencia de los oligonucleétidos usados para amplificar las lecturas y los sitios de
restriccion correspondientes. Uno de ellos cuenta también con el codigo de barras que
permite identificar las muestras. Es importante que los adaptadores se encuentren a la misma
concentracion antes de ser adicionados en las distintas muestras. El siguiente paso consiste en
la digestion del ADN con las enzimas de restriccion, a continuacion se agrega el adaptador
junto con una enzima ligasa, ocurriendo la unién del ADN a los correspondientes
adaptadores. Debido a que cada muestra se encuentra identificada con su codigo de barras, es
posible secuenciar conjuntamente 96 0 mas muestras y formar el multiplex. A continuacion,
el pool de ADN se amplifica mediante la reaccion en cadena de la polimerasa o Polymerase
Chain Reaction (PCR) y se realiza una limpieza para eliminar posibles “artefactos”. Para
finalizar, la calidad de la libreria se confirma por electroforesis en gel de agarosa y su
concentracion se mide con la técnica de PicoGreen™ (Molecular Probes, Eugene, OR) (Ahn
et al., 1996) (Figura 2). Una vez alcanzado este punto, el material se secuencia masivamente.
Esta tecnologia de caracterizacion genotipica se ha aplicado recientemente con éxito en
especies aldgamas como maiz (Elshire et al., 2011), switchgrass (Grabowski et al., 2012), vid
(Baldo et al., 2012) y eucaliptus (Grattapaglia, 2012), y también especies autdbgamas como
ser cebada (Elshire et al., 2011) y trigo (Poland, et al. 2012a).
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Genotipado por Secuenciacion (GBS)
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Figura 2. Esquema de la metodologia de Genotipado por Secuenciacion, en el cual se indica

detalladamente los sucesivos pasos de la técnica.

Meétodos de secuenciacién masiva

La primera tecnologia desarrollada con el fin de secuenciar el genoma ha sido el método de
secuenciacion automatica Sanger (Sanger et al., 1977), la cual se aplicd para lograr la
secuenciacion del genoma humano (Lander et al., 2001; Venter et al., 2001). La tecnologia
Sanger se clasifica dentro del grupo de tecnologias de primera generacion. La concentracion
de recursos en esta area permitié el desarrollo de nuevas tecnologias denominadas de
secuenciacion masiva o “Next Generation Sequencing” (NGS). Dentro de las NGS se pueden
clasificar las tecnologias de segunda, tercera y cuarta generacion. La principal ventaja de las
tecnologias de segunda generacion es su capacidad para generar mucha informacion con
menos recursos, existiendo distintas plataformas desarrolladas para la secuenciacion (Metzker
et al., 2010; Niedringhaus et al., 2011). Las tecnologias de tercera y cuarta generacion se
diferencian de las de segunda generacion porque se secuencia una unica molécula de ADN
(Levene et al., 2003). Lo anterior permite evitar el paso de amplificacion, en el cual es

posible generar errores de secuenciado. En el caso de las llamadas metodologias de cuarta
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generacion, existe también un cambio en el detector, en el cual se remplaza la fluorescencia

por una sefial eléctrica (Branton et al., 2008).

Este trabajo se centra en la aplicacion de técnicas de segunda generacion, dado que las de
tercera y cuarta generacion se encuentran aun en proceso de desarrollo (Niedringhaus et al.,
2011). Como se ha comentado, existen distintas plataformas desarrolladas para la aplicacion
de las técnicas de NGS vy la eleccion de las plataformas de secuenciacion depende de cuales
sean los objetivos. Las principales plataformas comerciales en la segunda generacion de NGS
son: Roche/454®, Illumina/Solexa® y Applied Biosystems/SOLID®. Las diferentes
plataformas se distinguen por las tecnologias utilizadas para secuenciar: las plataformas de
Roche e Illumina utilizan la llamada secuenciacion por sintesis (Niedringhaus et al., 2011),
mientras que SOLID®, de Applied Biosystems aplica un método de secuenciacion por
ligacion (McKernan et al, 2009). A su vez, mientras Roche usa el método de emulsion por
PCR para amplificar las moléculas de ADN, Illumina utiliza la amplificacion en fase solida,
diferenciandose ambas también en las tecnologias de deteccion de fluorescencia (Metzker,
2010). A la hora de escoger una u otra plataforma de secuenciacién es importante conocer las
diferencias en los tipos de datos que generan, como por ejemplo, distintas puntuaciones de
calidad de las bases, diferencias en la precision de la secuenciacion y en el largo de las

secuencias, entre otras.

En este trabajo se utilizo la plataforma Solexa® de Illumina, en la cual, los oligonucleétidos
de secuencia complementaria a los adaptadores de los fragmentos de ADN de las librerias, se
encuentran unidos covalentemente a la celda de flujo del secuenciador. Los fragmentos de
ADN se inmovilizan en la celda de flujo al hibridar con los oligonucle6tidos, luego se unen
separados entre si permitiendo que ocurra la formacion de los clusters de moléculas de ADN
idénticas. La formacion de clusters se produce porque cada molécula de ADN hibrida a través
de su extremo libre, con el segundo adaptador, a un nuevo oligo vecino unido a la celda,
formando lo que se llaman puentes de amplificacion (Figura 3). Una vez formado los
mismos, una polimerasa se encarga de copiar la hebra, la cual es clivada y desnaturalizada
(Figura 3). Este proceso se repite muchas veces hasta formar los clusters, los cuales cuentan
con aproximadamente 1000 moléculas idénticas de ADN simple hebra. En cada celda de flujo
es posible formar mas de 150 millones de clusters. Es importante conocer este proceso, ya
que durante el mismo es posible que se introduzcan errores, siendo fundamental su

consideracion para la correcta deteccion de SNPs. A continuacion, el chip se transfiere a la
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plataforma de fluidos de Illumina para la secuenciacion propiamente dicha. La secuenciacién
se inicia con la hibridacion de un cebador complementario al adaptador en el cual se va a
anclar la polimerasa para iniciar la elongacion, la cual adiciona de uno en uno, nucle6tidos
marcados fluorescentemente con 4 colores diferentes. Luego de agregar cada nucleétido, se
cumple un paso de lavado, el cual es seguido del registro fluorescente por parte del detector.
Para finalizar, tanto el terminador como el marcador fluorescente son removidos, cerrando el
ciclo con un nuevo lavado. Estos pasos se repiten numerosas veces y cada secuencia de pasos
es denominada ciclo. Este sistema es capaz de producir lecturas de un largo de 100 pb ya que
para obtener mayores tamafios seria necesario incrementar el nimero de ciclos, existiendo
una mayor probabilidad de producir un desfasaje en la elongaciéon de las hebras de ADN
(Erlich et al., 2010). Si esto ocurre, la presencia de una poblacion heterogénea de lecturas
dentro de un cluster produce ruido de fondo, el cual disminuye la pureza de la sefial y por
ende, la precision. Esta limitacion no es tan significativa en la plataforma de 454® de Roche,

donde se obtienen lecturas de largos mayores entre 400 y 500 pb (Knierim et al., 2011).
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Figura 3. Esquema representativo del proceso de secuenciacion de ADN mediante la
plataforma Illumina/Solexa. Se detalla la union del fragmento de ADN a la celda de flujo, la
formacion de los puentes de amplificacion y los clusters correspondientes y por dltimo, la

secuenciacion mediante la adicién de nucleétidos marcados fluorescentemente.
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El error mas comun producido por esta metodologia es la sustitucion de una base nucleotidica
por otra. Esto es aln mas frecuente cuando el nucle6tido anteriormente adicionado es una
Guanina (Dohm et al., 2008). También se ha registrado una mayor pérdida de fidelidad al
secuenciar regiones ricas en repetidos AT y GC, probablemente debido a errores durante la
amplificacion en la construccion de los clusters (Dohm et al., 2008; Hillier et al., 2008;
Harismendy et al., 2009). A pesar de que la plataforma Illumina presenta limitaciones, la
cantidad de datos que genera y la accesibilidad en relacion a los costos, en comparacion con
otras plataformas, hace que sea una de las tecnologias méas utilizadas actualmente. Es una
tecnologia que ha sido exitosamente aplicada en la secuenciacion y genotipado de genomas
de grandes tamarfios, como por ejemplo trigo y maiz (Akhunov et al., 2009, Elshire et al.,
2011).

Identificacion de SNPs — Andlisis bioinformatico

Una vez generados los datos de secuenciacion, el desarrollo en el area de la tecnologia y la
bioinformatica permite disponer de las herramientas necesarias para identificar posibles
marcadores a partir de las secuencias crudas provenientes del secuenciador. Para analizar
estos datos es necesario contar con procesadores que permitan almacenar y procesar Giga a
Terabytes de datos. No existe una metodologia estandar para el analisis de secuencias,
variando con la especie en estudio, asi como también con los métodos de construccion de

librerias y de secuenciacion que se utilicen (Nielsen et al., 2011).

Un proceso factible para el analisis de los datos es la division en dos etapas. La primera, que
comprende el procesamiento de secuencias y el alineamiento las mismas (ya sea contra un
genoma de referencia o entre las mismas secuencias) y la segunda, culminaria con la
identificacion de los SNPs y el genotipado (Yang et al., 2010). El objetivo del analisis es
alinear las secuencias provenientes de la re-secuenciacion del genoma, con el fin de
identificar posibles variaciones entre los genotipos que han sido re-secuenciados. Estas
variaciones pueden identificarse al ser comparadas contra un genoma de referencia
(Deschamps et al., 2010; Wu et al., 2010; Varala et al., 2011; Hendre et al., 2012) o también
en ausencia de este, siendo mas complejo el analisis en este Gltimo caso. La ausencia de
genoma de referencia introduce una dificultad en el andlisis y para sortearla se han

desarrollado diversas estrategias. Una de ellas consiste en la construccion de un genoma de
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novo mediante el ensamblado de secuencias obtenidas con la plataforma 454 de Roche
(Hyten et al., 2010c; You et al., 2011). Una segunda estrategia se basa en el alineamiento de
las secuencias de los distintos genotipos entre si, con el fin de identificar las variaciones
genéticas deseadas (Ratan et al., 2010; Elshire et al., 2011; Poland et al., 2012a). Una vez
realizado el alineamiento, el siguiente paso, es la identificacion de posibles candidatos a
SNPs y la obtencion de los genotipos correspondientes a las distintas muestras. Finalmente es
necesario filtrar falsos SNPs provenientes de errores de secuenciacion, secuencias
homeotlogas o paralogas. Existen diversas herramientas disponibles para la realizacion de
estos analisis, algunos de los paquetes informaticos son: Fastxtoolkit (Blankenberg et al.,
2010a y 2010b), SAMtools (Li et al. 2009), vcftools (Danecek et al., 2011), GATK
(McKenna et al., 2010; DePristo et al., 2011) y varscan (Koboldt et al., 2009).

1.4.SNPs EN EL ANALISIS DE ESTRUCTURA DE POBLACIONES Y
ANALISIS DE DESEQUILIBRIO DE LIGAMIENTO

Los polimorfismos entre las distintas variedades de un cultivo son indicativos de la
diversidad genética presente entre los individuos (Zhang et al., 2011). En poblaciones menos
diversas se obtiene un menor nimero de estos marcadores, dado que los individuos poseen un
genoma mas similar, situacién que ocurre en analisis de poblaciones de mapeo biparentales
(Hyten et al., 2010a). El conocimiento de la diversidad genética y de la estructura poblacional
entre los individuos es muy importante a la hora de escoger una estrategia en la mejora
genética de un cultivo (Chen et al., 2012). En este sentido, la posibilidad de encontrar genes
que expresen caracteristicas de interés en el cultivo, depende en gran medida de la
variabilidad genética que exista dentro de los individuos de la poblacién (Flint-Garcia et al.,
2005). La estructura de la poblacién esta definida por la formacion de subpoblaciones que
poseen mayores valores de parentesco genético entre si por haber co-evolucionado
separadamente. Estudiar la estructura de la poblacion nos permite conocer la historia de un
programa de mejoramiento, que incluye los ancestros pre-domesticados, el sistema de
mejoramiento usado y la complejidad de las practicas de mejoramiento aplicadas (Xie et al.,
2008). El genotipado con marcadores en el conjunto de individuos a estudiar nos permite
construir matrices de distancias genéticas, las cuales son valores de pares de individuos que

indican el grado de cercania genética entre dicho par (Guo et al., 2011).
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Para poder analizar los datos generados existen diferentes métodos que facilitan su
interpretacion. Los analisis mas comunmente aplicados son analisis de componentes
principales (PCA, “Principal Component Analysis”) 0 andlisis de coordenadas principales
(PCoA, “Principal Coordinate Analysis”), analisis de cluster de clasificacion supervisada y
no supervisada. EI PCA es un analisis sencillo, que permite identificar patrones en los datos,
resaltando sus diferencias y similitudes, mediante la disminucion de las dimensiones de estos
para facilitar su interpretacion (Smith, 2002). EI PCoA posee una base similar que el PCA
pero esta disefiado para aplicarse en caso de tener matrices de distancia genética, siendo Util
para obtener informacién de estructura de los resultados en base a los datos genéticos
obtenidos (Dreisigacker et al., 2005; Zhang et al., 2011).

La informacion de pedigri, que reconstruye la historia de cada linea, también permite obtener
matrices de parentesco entre los individuos. Algunos trabajos demuestran que las matrices de
parentesco construidas a partir de marcadores moleculares exhiben mayor precision a la hora

de establecer estas relaciones genéticas (Almaza-Pinzon et al., 2003; Condén et al., 2008).

Por otro lado, el analisis de desequilibrio de ligamiento (LD) es comunmente utilizado para
identificar grupos de asociacion entre marcadores (grupos de LD). Estos grupos permiten
construir haplotipos o grupos de marcadores que segregan juntos en las lineas en estudio,
eliminando del analisis datos redundantes y generando marcadores poli-alélicos (Akey, 2001,
Wall y Pritchard, 2003). Esto es posible debido a que marcadores cercanos en el genoma
tienden a segregar juntos durante la meiosis, cuando se dan los procesos de recombinacion
entre los cromosomas (Flint-Garcia et al., 2003; Gupta et al., 2005). Existen distintas formas
de calcular este valor de LD entre pares de marcadores, los mas utilizados son r> y D’. D’
solo estima diferencias de recombinacién, mientras que r* ademas, toma en cuenta la historia
de mutaciones (Jorde, 2000; Ardlie et al., 2002). En un cultivo con alto desequilibrio de
ligamiento como el trigo (Sommers et al., 2007) se esperaria que se formaran diversos grupos
de ligamiento si se cuenta con un buen nimero de marcadores moleculares ordenados a lo

largo del genoma.

1.5. ASOCIACIONES ENTRE GENOTIPO Y FENOTIPO

La expresion de un fenotipo en un individuo depende tanto del componente genético como de

los factores ambientales en los cuales esta expuesto. Los factores ambientales incluyen
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caracteristicas intrinsecas de un determinado sitio, variables climaticas, de manejo del
cultivo, entre otras. Los factores genéticos basicamente estan determinados por el ADN de
cada una de las plantas. Si bien esta es una subdivision ampliamente aceptada, ambos factores
no son independientes, y en funcion de la caracteristica fenotipica que se considere, pueden
estar mas o menos relacionados entre si (Bnejdi y Gazzah, 2010; Chenu et al., 2011). La
heredabilidad es un factor caracteristico de las variables fenotipicas que permite estimar el
grado de interaccion entre los dos factores en la expresion del fenotipo de interés. En
definitiva, nos indica cuanto de la variable esta explicado por la genética de la planta y cuanto
es debido al ambiente, siendo las caracteristicas con alta heredabilidad menos influenciadas
por este (Holland et al., 2003; Wray y Visscher et al., 2008). Algunos de los caracteres son de
herencia simple o cualitativa, en los cuales intervienen pocos genes de efectos aditivos (el
efecto del heterocigoto tiene un efecto promedio entre ambos alelos). Estos caracteres han
sido ampliamente estudiados y no constituyen actualmente un objetivo en la mejora genética
de cultivos. Las caracteristicas de mayor importancia agronémica, como ser rendimiento,
calidad y resistencia a enfermedades, presentan en general herencia compleja o cuantitativa.
Lo anterior refiere a que estdn determinadas por numerosos genes que contribuyen
diferencialmente en la determinacién del fenotipo (Mackay et al., 2009). Lo que
mayoritariamente ocurre es que existen pocos genes de efectos mayores que son faciles de
detectar y varios genes de efectos menores, que tienen accion pleiotrépica sobre el caracter
estudiado (Robertson, 1967; Kearsey y Farquhar, 1998). El efecto genético no es Unicamente
aditivo, existe un componente que es no aditivo en el cual intervienen otros tipos de acciones
genéticas, por ejemplo, dominancia completa o incompleta y epistasis, que complejizan aun
més los analisis (Carey, 2000). Por lo tanto, los estudios que buscan detectar posibles
asociaciones entre el genotipo y el fenotipo deben tener en cuenta esta diversidad de factores
a la hora de identificar genes involucrados en diferentes caracteristicas o identificar genotipos

gue posean el fenotipo deseado.

El andlisis de locus de caracter cuantitativo (QTL, “Quantitative Trait Locus”) comenz0 a
cobrar importancia entre la década del 80 y el 90 con los primeros estudios llevados a cabo en
tomate y maiz (Paterson et al., 1988, Stuber et al., 1992). Este analisis posee como objetivo
principal identificar el nimero, la posicion y el efecto, de los genes involucrados en un
caracter de herencia cuantitativa (Lande y Thompson, 1990). ElI QTL se define como aquella
region, en alguna parte del genoma, que esta involucrada en la expresion del caracter

cuantitativo (Collard et al., 2005). El analisis de QTL se lleva a cabo en poblaciones de
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mapeo biparentales que permitan identificar marcadores moleculares que segreguen junto a
los QTL de interés, es decir, que se encuentren en mayor proporcién en los individuos con el
fenotipo de interés (Huang et al., 2011). Estos marcadores tienen una direccion en el genoma
y permiten asignar una localizacion aproximada a los QTL. Esta metodologia fue
ampliamente aplicada a distintos cultivos, permitiendo identificar regiones genoémicas
involucradas en la expresion de caracteres complejos (Andaya y Mackill, 2003; Kirigwi et al.,
2007; Cuesta-Marcos et al., 2009). Estos trabajos no solo permitieron avanzar en el
conocimiento de los mecanismos genéticos subyacentes, sino que también aportaron una
herramienta en la seleccion y manipulacion de los caracteres (Tanksley y Nelson, 1996). Una
de las limitaciones de este tipo de andlisis, es la necesidad de contar con poblaciones
segregantes y balanceadas para la obtencion de una base genética similar en la poblacion, lo
cual facilita la deteccion de diferencias debido al caracter en estudio (Huang et al., 2011).
Otra limitante es la necesidad de contar con un mapa de ligamiento para la poblacién a
analizar (Hori et al., 2003). A su vez, para su aplicacion en el marco de un programa de
mejoramiento, los QTL conocidos deben ser previamente validados en la poblacion local
(Parisseaux y Bernardo, 2004; Ordas et al, 2010; Castro et al., 2012). Una vez realizada esta
validacién, la seleccion de los QTL con marcadores moleculares implica pasos de

amplificacion y corrida de geles en cientos a miles de individuos para multiples QTL.

Como alternativa al analisis de QTL existe el Mapeo asociativo, el cual se centra en la
busqueda de asociaciones de marcadores con fenotipos de interés, basandose en el concepto
de LD entre genes y marcadores (Myles et al., 2009). Estos analisis intentan eliminar la
necesidad de desarrollar poblaciones de mapeo para la identificacion de asociaciones
geneéticas (Filt-Garcia et al. 2003; Varshney et al. 2005), trabajando directamente con los
individuos que componen el programa de mejoramiento. Existen diferentes variables que
afectan este tipo de andlisis como ser el grado de LD, la estructura de la poblacion (Pitchard
et al., 2000), la deriva génica y seleccion (Filnt-Garcia et al., 2003). Debido a lo anterior,
previo a la realizacion de estos analisis es necesario conocer las caracteristicas genéticas del
material en estudio, asi como la estructura de la poblacién, ya que de esto dependera en gran
medida la cantidad de marcadores y el numero de individuos necesarios para los analisis.
Recientemente, con el desarrollo de nuevas tecnologias de obtencion de marcadores es
posible obtener altas densidades de marcadores distribuidas a lo largo del genoma, lo cual
permite realizar estudios de asociacion conocidos como “Genome Wide Asociation

Mapping” (GW-AM). Este tipo de estudios permiten realizar simultaneamente asociaciones
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marcador — fenotipo en todo el genoma mediante un analisis de modelos mixtos (von
Zitzewitz et al., 2011).

La seleccion gendémica (SG) por su parte, es una nueva metodologia de seleccion por
marcadores propuesta por Meuwissen et al. (2001), en la cual se seleccionan los mejores
individuos basandose en el valor de cria genético estimado (GEBV). Esta terminologia, poco
difundida hasta el momento en el mundo vegetal, pero inicialmente utilizada por medio de
seleccion con matrices de pedigri, es ampliamente utilizada en animales, donde cada animal
posee un valor de cria genético (Hayes et al, 2009; Nayaka y Isobe, 2012). El principio de
este analisis es realizar predicciones fenotipicas en base al genotipo de los individuos. Para
esto es necesario entrenar un modelo con informacién genética y fenotipica de un conjunto de
individuos que formen parte del programa de mejoramiento. Este modelo entrenado es capaz
de predecir el comportamiento fenotipico de variedades que no presentan informacion
fenotipica (Mewissen et al., 2001; Heffner et al., 2011). A diferencia del analisis de QTL, SG
permite analizar toda la varianza genética de cada individuo mediante la suma de los efectos
de los alelos de GEBV (Heffner et al., 2009), por lo que se espera capturar regiones
genodmicas con menor efecto en el fenotipo, las cuales se enmascaran en un analisis de QTL
clasico (Goddard y Hayes, 2009). Existen diversos estudios en plantas que demuestran el
éxito de la seleccion gendmica (de los Campos et al., 2009; Heffner et al., 2009; Crossa et al.,
2010; lwata y Jannink, 2011; Resende et al., 2011). El paso siguiente seria comenzar a aplicar

esta metodologia en un programa de mejoramiento.

1.6. SELECCION GENOMICA Y MEJORAMIENTO VEGETAL

La SG podria constituirse como una herramienta clave en los programas de mejoramiento
tanto vegetal como animal, permitiendo la prediccion de caracteres fenotipicos complejos.
Actualmente, para poder seleccionar lineas experimentales de trigo con alto potencial de
rendimiento y niveles aceptables de tolerancia a estrés bidtico y abiotico, es necesario esperar
al desarrollo de la planta bajo diferentes condiciones de crecimiento y evaluar el
comportamiento de los distintos genotipos en estas condiciones (Heffner et al, 2010). Un
programa de mejoramiento se inicia con un gran nimero de cruzamientos iniciales, el cual
dependera de las capacidades de los programas de mejoramiento. En el caso del programa de

mejoramiento genético de trigo de INIA La Estanzuela, el proceso se inicia con unos 600
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cruzamientos. La generacion F1 pasa inmediatamente a F2 dado que en F1 no existen
variaciones, por ser todos los individuos genéticamente idénticos. En la poblacién F2 es clave
la correcta seleccion de los genotipos, ya que es la generacion en la cual ocurren las mayores
variaciones entre los individuos. En esta generacion se selecciona por caracteres simples, los
cuales poseen en general, altos valores de heredabilidad (por ej.: resistencia a algunas
enfermedades, altura de planta, tamafio de grano, entre otros). A continuacion, los diferentes
genotipos se autofecundan hasta la generacion F6 y en cada una de las generaciones se realiza
seleccion por fenotipo. Recién a nivel de F5 y F6 se comienza a seleccionar por rendimiento,
dado que se cuenta con un menor namero de individuos, lo cual permite realizar ensayos a
mayor escala. Finalmente, se cuenta con un grupo de individuos preliminares que seran
seleccionados y evaluados por rendimiento, obteniendo los genotipos finales que son
evaluados en distintos ambientes y con las repeticiones correspondientes. Los individuos con
mejores rendimientos y que no presenten ninguna caracteristica indeseable son seleccionados
y denominados “elite”. Las variedades elite son evaluadas durante 3 afios en un programa de
evaluacion antes de poder ser liberadas. Todo este proceso lleva entre 10 y 15 afios. (M.
Quincke, com pers, 2012).

Con el objetivo de acortar estos tiempos y aumentar la eficiencia en combinacion con
métodos de avance generacional (haploides duplicados, descendencia por semilla Unica en
autdgamas y avance generacional fuera de época, entre otros), la SG busca inferir esta
informacion, basandose en el ADN del individuo (Heffner et al., 2011). Uno de los objetivos
mas interesantes, dentro de un programa de mejoramiento, es poder realizar SG en la
generacion F2, seleccionando desde el comienzo los genotipos de interés. Otro desafio de la
SG es predecir los cruzamientos que generan individuos con mayores potenciales (Endelman
et al.,, 2011). Para realizar estas predicciones son necesarias diversas herramientas que se
encuentran aun en desarrollo. Las principales son:

- Amplia y densa cobertura de marcadores a lo largo de todo el genoma. Es importante
enfatizar que esta herramienta debe ser accesible (en referencia a su simplicidad y
costos) de ser aplicada en un programa de mejoramiento (Elshire et al., 2011, Poland
etal., 2012a).

- Métodos de fenotipado de alta precision (revisado por Cabrera-Bosquet et al., 2012).

- Desarrollo de modelos estadisticos adecuados que permitan realizar los analisis para

calcular los valores de cria estimados (Meuwissen et al., 2001; Crossa et al., 2010).
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1.7. OBJETIVOS

1.7.1. Objetivo general

Ajustar y validar una metodologia de identificacion de SNPs para su aplicacion en programas

de mejoramiento genético de trigo.

1.7.2. Objetivos especificos

I.  Ajustar y validar una metodologia de analisis bioinformatico para la identificacion de
marcadores, mediante el andlisis 384 genotipos de trigo de los programas de

mejoramiento genético de INIA Uruguay e INIA Chile.

Il.  Validar la metodologia de seleccién gendmica como herramienta de seleccion en el

mejoramiento genético de trigo.

27



2. METODOLOGIA

2.1. GENOTIPADO

Los trabajos se llevaron a cabo a partir de una seleccion 384 materiales pertenecientes a los
programas de mejoramiento de INIA Chile e INIA Uruguay, de los cuales 186 genotipos
pertenecen al programa de mejoramiento de Uruguay y 198 al de Chile. Para la extraccion de
ADN se utilizaron 100 mg de tejido vegetal, empleando el kit de extraccion DNeasy Plant
Maxi Kit (Qiagen), asegurando la pureza necesaria para el andlisis. La concentracion y
pureza del ADN en las muestras se determiné por espectrofotometria y mediante la

utilizacion de geles de agarosa al 1 %.

Para la construccion de las librerias se prepararon diluciones a una concentracion de 20 ng/ul
de ADN, en un volumen total de 15 pl de buffer de dilucion (Qiagen), las cuales se enviaron
al laboratorio de secuenciacion del Institut de Biologie Intégrative et des Systéemes (IBIS) de
la Université Laval (Quebec, Canadd). Las librerias se construyeron segin el protocolo
propuesto por Elshire et al. (2011), modificado con enzimas de restriccion Pstl/Mspl (Poland
et al., 2012a). Posteriormente las muestras fueron enviadas a la Universidad de McGill de

Montreal para su secuenciacion en la plataforma lllumina/Solexa®.

2.2. IDENTIFICACION DE MARCADORES

Los datos de la secuenciacién fueron recibidos en un archivo crudo proveniente del
secuenciador, en formato Fastq. En un principio se analizé la calidad de las secuencias y la
distribucion nucleotidica, utilizando el software Galaxy (http://galaxy.psu.edu/). A
continuacion, se estudié la distribucion de las secuencias en las 96 muestras de cada linea de
la celda de flujo, para constatar si todas las muestras presentaban lecturas y evaluar la

distribucién entre las distintas muestras.

Se identificaron SNPs mediante dos metodologias diferentes de analisis de datos. La primera
metodologia empleada fue desarrollada en el Departamento de Agricultura de EE.UU.
(USDA, www.maizegenetics.net) y se denomind Pipeline de Tassel (PipT), permite

identificar variaciones en los fragmentos secuenciados sin la necesidad de contar con un
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genoma de referencia. La segunda metodologia, desarrollada para el cultivo de soja en la
Universidad de Laval, Quebec, Canada (sin publicar), se diferencia de la anterior por
contrastar los individuos contra un genoma de referencia. En este trabajo se realizd una
adaptacion de la misma para poder ser aplicada en el cultivo de trigo, el cual carece (por el
momento) de un genoma de referencia. Ambas metodologias se iniciaron con la
identificacion de los cddigos de barras y adaptadores asignados a las distintas lecturas de cada
muestra (llamaremos lecturas a las secuencias provenientes del secuenciador Illumina),
descartando lecturas que no cumplieron con los requisitos de calidad. Para trabajar con las
lecturas fue necesario eliminar los codigos de barras que no forman parte real de la secuencia
del genoma. A partir de este punto, ambas metodologias operan de un modo diferente con el
fin de identificar las variaciones en una sola base. Una vez identificadas estas variaciones, se
filtraron SNPs para eliminar la mayor cantidad de falsos marcadores. Ambas metodologias se

detallan a continuacion.

2.2.1. Pipeline de Tassel

A continuacion se describe el andlisis de los datos obtenidos en la secuenciacion, mediante la
aplicacion del protocolo obtenido en USDA, Kansas, EE.UU. En el primer paso se
seleccionaron las lecturas validas y se contabiliz6 el numero de veces que se repitié cada
lectura. Las lecturas seleccionadas fueron aquellas que contaron con el codigo de barras
seguido del sitio de restriccion de la enzima y que no presentaron ninguna N (bases no
identificadas durante las secuenciacion en esa posicion) en las primeras 64 pb. Estas lecturas
fueron cortadas en fragmentos de 64 pb y colocadas en un nuevo archivo, el cual contiene
secuencias que se denominan tags. Estas secuencias representan un conjunto de lecturas

idénticas, identificandose la cantidad de secuencias que conforman este grupo.

En el siguiente paso se identificaron las muestras que presentaron cada lectura
correspondiente. Las muestras se procesaron de la misma manera detallada en el paso
anterior, obteniéndose un archivo que contiene las distintas tags en las filas y los individuos
(muestras) en las columnas. Cuando la tag correspondiente estaba presente en la muestra se
asignd un valor en la matriz que corresponde al nimero de lecturas que formaban dicha tag
en esa muestra y por el contrario, si dicha tag no estaba presente en la muestra, se asigné un

valor de 0.
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Es importante aclarar que para cumplir con los dos pasos anteriores es necesario construir un
archivo en el cual se identifica a cada muestra con su codigo de barras, este archivo se conoce
como “Key”. Paralelamente, es necesario también, proporcionar informacién sobre que
enzima de restriccion fue utilizada en la construccion de las librerias de GBS (en este trabajo
fueron utilizadas las enzimas Pstl-Mspl). Al finalizar este paso se cuenta con la informacion
organizada para poder avanzar en la realizacion de alineamientos de a pares entre las tags
para poder identificar los posibles SNPs. Una vez identificados los SNPs se colocan en
formato HapMap para poder continuar el analisis.

2.2.2. Pipeline con genoma de referencia

En esta segunda metodologia de anélisis, desarrollada en la Universidad Laval, Quebec,
Canada para el genoma de soja (sin publicar), el andlisis se inicié con la separacion de
secuencias por cédigo de barras comunes. Se generé un archivo fastq para cada muestra
secuenciada. A continuacion, las muestras fueron cortadas en fragmentos para eliminar el
cddigo de barras y el adaptador; todas las lecturas se redujeron a un tamafio no mayor de 104
pb, eliminando los fragmentos conformados por menos de 35 pb. Como se ha mencionado,
esta metodologia requiere de un genoma de referencia, por lo que se utilizé un ensamblado
del genoma de trigo, disponible en (bio-sanger.bio.bris.ac.uk). EI ensamblado fue construido
secuenciando la variedad Triticum aestivum cv. Chinese Spring en la plataforma Roche/454®

con cobertura 5x.

A continuacion, se alinearon una a una las distintas muestras “contra” el genoma de

referencia, utilizando el algoritmo Burrows-Wheeler del paquete bwa (Li y Durbin, 2009).

Como resultado de este alineamiento se obtiene, para cada una de las muestras, un archivo
que contiene informacién del alineamiento con el genoma de referencia. Para la
identificacion de SNPs en el conjunto de muestras, se utilizo el paquete de herramientas
conocido como SAMtools (Li, 2009) y se obtuvo un Unico archivo (con extension bcf) que
contiene los candidatos a SNPs por muestra. El archivo obtenido en el paso anterior necesita
ser filtrado dado que contiene muchos SNPs, pero la informacion es incompleta. Para filtrar
este archivo se utilizé el paquete de herramientas llamado vcftools (Danecek et al., 2011).

Luego de realizada la filtracion, se obtuvo un archivo final con extension vcf que puede ser
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convertido en otros formatos (por ejemplo, plink), dependiendo del tipo de andlisis a

desarrollar.

2.3. EVALUACION DE LAS METODOLOGIAS UTILIZADAS EN LA
IDENTIFICACION DE SNPs (PIPELINES)

Una vez obtenidos y filtrados los SNPs, se compararon ambas metodologias tomando como
indicadores el analisis de la cantidad de datos faltantes por SNP y por muestra, el contenido
de heterocigotos y la frecuencia alélica. Para llevar a cabo estos anélisis se utilizo el software

R (http://cran.r-project.org/).

2.4. VALIDACION DE SNPs

Para confirmar si los SNPs identificados son verdaderas variaciones entre individuos
ubicados en una misma region genémica, se seleccionaron distintos métodos de validacion de

los mismos, los cuales se interrelacionan entre si y se describen a continuacion.

2.4.1. Comparacion entre matrices genéticas con sub-grupos de datos

En este procedimiento de validacion, el total de SNPs candidatos identificados se dividieron
al azar formando dos subgrupos, y se calcularon matrices de relaciones aditivas (A) entre los
individuos para cada grupo. La matriz A se calcula de la siguiente forma (VanRaden, 2008):
A=WW/  Win= Xim+ (1—2pm)

¢=2%mPm (L - Pm)

pm €s la frecuencia del alelo 1 en el marcador m, X es la matriz de marcadores codificada
como -1, 0, 1; m: marcadores; i: individuos.

Como se cuenta con una gran proporcion de datos perdidos, debido a las caracteristicas de la
metodologia de genotipado utilizada (GBS), se imputaron los datos faltantes (Poland et al.,
2012a) utilizando el paquete rrBLUP (Endelman et al., 2011) disponibles en el software R.
Para realizar las comparaciones, mediante la correlacién de Pearson con el test de Mantel
(paquete vegan del software R), se utilizaron los datos con y sin imputacion (la imputacion se

realizo por separado en cada subgrupo de los SNPs).
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Este método podria considerarse de screening para la validacion, dado que, si los SNPs son
verdaderas variaciones en el genoma, se cuenta con suficientes marcadores para esperar
obtener matrices muy parecidas al calcularlas con la mitad de los SNPs identificados.

Finalmente, se calcula las matrices de relaciones aditivas con el total de los SNPs obtenidos

en PipT y PipRef, por separado, y se comparan ambas matrices entre si.

2.4.2. Andlisis de la estructura poblacional

A continuacion se propone validar los SNPs mediante el anélisis del relacionamiento genético
entre los individuos. Por lo tanto, a partir de la matriz de relaciones genéticas aditivas
(calculada con el conjunto de marcadores en el paso anterior) se realizé un andlisis de
coordenadas principales, que permite interpretar los datos disminuyendo sus dimensiones a 2
vectores principales. Este analisis se realiz6 con el objetivo de identificar sub-poblaciones
dentro de los 382 individuos. Como herramienta informéatica en este caso se utilizé en

paquete ape disponible en R (Paradis et al., 2004).

2.4.3. Comparacion entre matriz de coancestria y de parentesco con marcadores

En este método de validacion de SNPs, se construyé una matriz de coancestria (COP),
utilizando los datos de pedigri disponible para 177 de las 182 lineas uruguayas genotipadas.
La matriz de relaciones genéticas (K) se calculé utilizando el paquete Efficient Mixed-Model
Association (EMMA) de R (Kang et al., 2008), de la forma:

Kzzh Ly *W*X;,
L es la matriz de marcadores codificada 0 y 1; W es una matriz que asigna peso diferencial a
cada SNP (en este caso es un matriz diagonal de 1); x;, es el efecto aleatorio del alelo.

Una vez definidas ambas matrices se compararon entre si mediante la evaluacion de la
correlacion de Pearson. La matriz de coancestria se construye utilizando los software
ORDARCH y GENARCH (F. Conddn, INIA, Uruguay) y el paquete pedigri disponible en el
software R (Coster, 2011). El objetivo de esta metodologia es transformar los datos de
marcadores moleculares y de pedigri en datos de relaciones genéticas entre individuos, para

poder comparar ambas informaciones.
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2.4.4. Mapeo de SNPs

Otra forma de validar los SNPs es evaluar su distribucién en el genoma de trigo, con el
objetivo de observar como se distribuyen los marcadores en los distintos cromosomas y
genomios de trigo. En esta metodologia, se utilizaron las 2 bases de datos de trigo para
mapear las tags que contienen los SNPs identificados. Una de las bases de datos disponibles
fue generada por Poland et al. (2012a) y la otra pertenece al consorcio de trigo y esta
disponible en http://urgi.versailles.inra.fr/. Como herramienta informatica para el mapeo se

utilizé el paquete standalone blast-ncbi (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

La base de datos generados Poland et al. (2012a) est4d compuesta de tags secuenciadas por la
metodologia de GBS, en la cual se utilizé una poblacion segregante de dobles haploides y se
construy6 un mapa de bins que permite ordenar las tags dentro de cada cromosoma con ayuda
de otros marcadores moleculares. Por otra parte la base de datos de URGI Unicamente nos

permite asignar en que brazo del cromosoma se encuentra cada SNP.

2.4.5. Andlisis de desequilibrio de ligamiento

Esta metodologia de validacion de SNPs analiza la existencia de desequilibrio de ligamiento
utilizando los resultados obtenidos en el punto anterior. A partir de los SNPs mapeados se
analizo el desequilibrio de ligamiento entre los marcadores con los genotipos de los 382
individuos. Se obtuvo el r? para todos lo pares de marcadores, utilizando como herramienta
informatica el paquete trio (Schwender et al., 2012), disponible en el software R. A
continuacion utilizando el paquete LDheatmap (Shin et al., 2006) se evalud la presencia o
ausencia de desequilibrio de ligamiento entre marcadores. El objetivo de este analisis es
determinar si los marcadores, ordenados en el cromosoma, forman grupos de asociacién a lo

largo del cromosoma.
2.4.6. Predicciones fenotipicas.

Con el objetivo de validar los SNPs, en su aplicacion en el calculo de predicciones
fenotipicas a partir de los genotipos secuenciados, se utilizaron datos de rendimiento y peso
de mil granos obtenidos a campo (para todos los individuos) en Santa Rosa, Chile. El ensayo
fue sembrado bajo un disefio de alfa latice, con 400 genotipos distribuidos en 20 bloques de
20 tratamientos por blogue, con dos repeticiones por tratamiento. EI mismo ensayo se realizo

bajo 2 condiciones hidrica contrastantes, riego y secano.
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Debido a la existencia de variacion espacial en los ensayos a campo (correlacion entre los
residuales de las variables fenotipicas), se evaluaron distintos modelos con el objetivo de
lograr el mejor ajuste de la medias. Se plante6 la evaluacion de 4 modelos distintos: Léatice
Simple (LS, disefio planteado a campo), filas y columnas (FC), blogues completos al azar con
medias moviles como covariable (BCA_MVNG) y una regresion lineal con la medias
moviles como covariable (MVNG). Los datos se analizaron utilizando los paquetes Ime4 y

mvngGrAd disponibles en el software R.

Los primeros tres modelos evaluados se plantearon como modelos mixtos de la siguiente

forma:
y =Xb+Zu+e

en el cual X es la matriz de disefio de efectos fijos, b es el vector de los efectos fijos (BLUE),
Z es la matriz de disefio de los efectos aleatorios, u es el vector de efectos aleatorios (BLUP)

y e comprende los errores experimentales del modelo.

En el caso de los modelos LS y FC, X estd compuesta por las repeticiones. Mientras que para
BCA_MVNG ademas de las repeticiones se incluye la covariable (x;) de las medias méviles
en los efectos fijos del modelo. En el caso de LS los efectos aleatorios son los tratamientos y
blogues anidados en las repeticiones; en el caso de FC, dichos efectos estan constituidos por
los tratamientos y las filas y columnas anidadas en las repeticiones y, en el caso de
BCA_MVNG, por los tratamientos. EI modelo MVNG considera la covariable (x;) de las
medias moviles como regresor en el modelo. X; = yi- ¥gri¢, donde y; es el valor fenotipico de
cada observacion y ¥grid €S la media fenotipica de las observaciones que se consideran dentro
del grid. El grid fue construido utilizando el paquete movingGrid de R (Technow, 2011;
Figura 4).

Vi

Figura 4. Los plot sefialados son los que forman parte del grid con el cual se calcula la media

movil, que posteriormente se emplea para restar al valor de y; en el calculo de la covariable.
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Tabla 1. Descripcion detallada de las ecuaciones que representan los 4 modelos usados para

ajustar las medias fenotipicas en el campo.

Modelos
LS y =gi+rep; + bl(rep)ijk + e
FC y =gi+rep; + fil(rep) j« + col(rep) i + eijui
BCA_MVNG Yy =it PXj + rep + ik
MVNG y=u+Bxi+ €

g: tratamientos, rep: repeticiones, bl(rep): bloques incompletos anidados dentro de las repeticiones, fil(rep): filas
anidadas en repeticiones, col(rep): columnas anidadas en repeticiones, e: residual, X: covariable calculada como
el valor fenotipico del plot menos la media fenotipica de las parcelas vecinas que forman el grid. LS: Disefio de
campo, alfa latice simple; FC: modelo de andlisis de filas y columnas anidadas en las repeticiones;
BCA_MVNG: modelo de bloque completos con medias méviles como covariables; MVVNG: modelo lineal

medias mAviles como covariable.

Luego de ajustar los datos se obtuvieron los BLUP (con el efecto genético de cada genotipo)
en cada uno de los modelos, para realizar las predicciones fenotipicas con el paquete rrBLUP
(ridge regression) disponible en R. Del set de 382 individuos, de los que se obtuvieron datos
genotipicos, previo a la obtencion de los BLUP, se elimino la variedad 209 por presentar muy
baja cobertura en la parcela. Los 381 genotipos se repartieron aleatoriamente en 7 sets (3 set
con 55 individuos y 4 set con 54) para realizar la validacion cruzada (Legarra et al., 2008).
Seis sets (86% de individuos) fueron utilizados para entrenar el modelo de prediccion. Una
vez calculados los parametros del modelo, se predijeron los valores de cria estimados
(GEBV) para el set restante de validacion. A continuacion, se determind la correlacion entre
los GEBV predichos por el modelo y los BLUP (anteriormente calculados) en el set de
validacion. Se realizan 10 aleatorizaciones diferentes; en cada aleatorizacion se determina la
correlacion intercambiando el set de validacion hasta validar en los 7 sets. Para realizar las
predicciones se utiliz6 el método de Genomic BLUP (G-BLUP, equivalente a Ridge
Regresién) y G-BLUP utilizando el Kernel GAUSS que considera efectos epistaticos
(Gianola y van Kaamm, 2008) y que se encuentra disponible en el paquete rrBLUP
(Endelman, 2011).
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3. RESULTADOS

3.1. GENOTIPADO

Los resultados obtenidos son producto de la secuenciacion de 384 genotipos de trigo
provenientes de los programas de mejoramiento de INIA Chile e INIA Uruguay. Las librerias
se construyeron con el método de GBS y la plataforma de secuenciacion utilizada fue
Illumina/Solexa HiSeq 2000. Producto de la secuenciacion de las muestras se obtuvieron 4
archivos provenientes de 4 lineas distintas de la celda de flujo del secuenciador. Cada archivo

contiene secuencias mezcladas provenientes de 96 muestras en formato Fastq.

La calidad de los fragmentos resulté aceptable hasta el final de cada secuencia (108 pb). Si
bien se observé un descenso hacia el extremo 3’ de los fragmentos, en ningin caso fue
inferior de 30 de valor promedio (0.1 % de error) (Figura 5). La distribucién nucleotidica de
los fragmentos permitio verificar que los nucleétidos se presentaron con igual probabilidad en
cada posicién, en el conjunto de secuencias. Se observo ademas, distorsion en las primeras
bases donde se encuentran los cédigos de barras, seguidos por el sitio de restriccion de la

enzima (Figura 6).

La calidad de la secuenciacién resultd similar en las distintas lineas estudiadas, a modo de

ejemplo se presenta la figura 5.

Fig
ura 5. Distribucion de la calidad en la secuenciacion para cada una de las bases en el conjunto

de fragmentos para una de las lineas del secuenciador.
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Figura 6. Distribucién nucleotidica en los fragmentos en funcion de la posicién de las bases
en el fragmento de ADN secuenciado. N, no identificada; T, timina; G, guanina; C, citosina;

A, adenina.

El anélisis de la distribucion de las lecturas por muestra fue posible al separar las secuencias
por cddigo de barras, asignando cada fragmento de ADN a la muestra de la cual proviene.
Dos de las muestras secuenciadas en la linea 4 no presentaron fragmentos de ADN, lo que
redujo el nimero total de muestras a 382 genotipos. En el resto de las muestras, la cantidad
de lecturas fue aceptable, con variaciones en el nimero de secuencias identificadas (Tabla 2).
La linea numero 4 fue la que presento mayor porcentaje de fragmentos perdidos por no
presentar codigo de barras y/o el sitio de restriccion de la enzima. La media de secuencias por

muestra fue similar en todas la lineas (aproximadamente 1 % de las secuencias totales).

Tabla 2. Andlisis de la distribucion de las secuencias por linea del secuenciador.

Linea 1 Linea 2 Linea 3 Linea 4
NUmero total de fragmentos 165.943.288 175.654.571 153.151.244 181.354.392
Fragmentos descartados (%b6) 5 4 4 18
Fragmentos en 96 muestras 157.317.160 148.399.361 147.498.032 149.099.411
Media por muestras 1.638.720 1.769.106 1.536.438 1.586.148
Desviacion estandar 322.839 630.338 394.675 613.719
Numero de muestras 96 96 96 94

Debido a que no se detectd ninguna anormalidad que ponga en duda la integridad de la
secuenciacion, se procedio a la identificacion de SNPs.
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A continuacion, se presentan los resultados de la identificacion de SNPs para las dos
metodologias planteadas, Pipeline con genoma de Referencia (PipRef) y Pipeline de Tassel
(PipT, sin genoma de referencia). La identificacion de SNPs por el método de PipRef,
permitié identificar mas de 200 mil SNPs, muchos de los cuales no contaban con suficiente
informacion y otros eran falsos SNPs. Luego de establecer un minimo de 2 lecturas para
identificar el genotipo en cada muestra (de lo contrario se considerdé dato perdido) y
establecer un numero de lecturas promedio menor a 2 y mayor a 10 (en el conjunto de las
muestras), se identificaron aproximadamente 83.000 SNPs. En el conjunto de estos SNPs se
identificd una alta proporcion de ellos con muy baja frecuencia alélica (datos sin presentar).
Los dos altimos filtros eliminaron SNPs con frecuencia alélica, menor a 0.01 y la presencia
de mas de 3 SNPs en una distancia de 100 pb, permitiendo identificar los 32.160 SNPs con

los cuales se realizaron los subsiguientes analisis.

Por su parte el procesamiento de las secuencias segin la metodologia establecida en PipT
permitio identificar 28.199 SNPs.

3.2. COMPARACION ENTRE PIPELINES

Se evalud la distribucién y caracteristicas de los SNPs identificados, por dos metodologias, a
través del analisis de secuencias obtenidas por GBS. La baja cobertura de GBS determind la
alta proporcién de datos perdidos en el conjunto de las muestras estudiadas. En el estudio de
la distribucién de la cantidad de datos presentes por muestra, una alta proporcién de
individuos (73 %) presentaron distribucion normal con media aproximada del 50% de datos
presentes. Sin embargo, se registré un elevado nimero de muestras (27 %) en las cuales se
identificd menos del 30 % de los alelos (Figura 7A). Al analizar este comportamiento para
cada linea de la celda de flujo (Figura 7B, Anexo 1), se identificd que dichas muestras se
ubicaron mayoritariamente en la linea nimero 1. El analisis de la profundidad de los
fragmentos de cada una de las lineas, permitio determinar le existencia de menor nimero de
fragmentos, de profundidades (nimero de veces que se encuentra repetida la secuencia) entre

3y 16, en lalinea 1 con respecto a las otras tres lineas (Anexo2).
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Figura 7. A) Distribucion de los datos presentes en el conjunto de muestras. B) Distribucion
por linea del secuenciador de las muestras con mas de un 70% de datos perdidos. En rojo se

muestra la distribucion para los SNPs obtenidos en el PipT y en azul para PipRef.

Cuando se estudi6 la distribucion del namero de SNPs segun la proporcion de muestras con
datos presentes (Figura 8), se verificd que en ambos pipelines, la mayoria de los SNPs
presentaron entre un 50 y un 70 % de datos perdidos. No se registraron SNPs con mas de un
80 % de datos perdidos, ya que éste fue un criterio de filtro de falsos SNPs. Como se ha
mencionado anteriormente, en ambos pipelines se filtraron los SNPs que presentaban una
frecuencia alélica menor a 0.01. Se observaron diferencias entre ambas metodologias, en la
proporcion de SNPs con baja frecuencia alélica. En PipRef se registraron 8.800 SNPs con
frecuencias alélicas entre 0.01 y 0.05, mientras que en PipT se registraron 913 SNPs en dicho

intervalo de frecuencias (Figura. 8B).

Al analizar la proporcion de SNPs heterocigotos en cada una de las muestras se observaron
diferencias sustanciales entre ambas metodologias. En el método de PipT el 89 % de las
muestras presentaron baja proporcion de heterocigotos (<2 %) y ninguna muestra con mas de
10%. Por lo contrario, utilizando el PipRef se observé una mayor proporcién de SNPs

heterocigotos (75 % de la muestras con més del 2% de los SNPs heterocigotos, Figura 9).
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Figura 8: A) Numero de SNPs segun la proporcion de individuos en los que esta presentes. B)
Distribucion de los alelos con menor frecuencia. En color rojo se presenta la distribucion para

los SNPs obtenidos por PipT y en azul para PipRef.
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Figura 9: Proporcion de SNPs heterocigotos en los 382 genotipos secuenciados. En color

rojo se muestran los heterocigotos para PipT y en azul, para PipRef.

3.3. VALIDACION DE LOS SNPs IDENTIFICADOS

A continuacion se describen los resultados obtenidos con los métodos de validacion de SNPs

propuestos.
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3.3.1. Analisis de correlacion entre matrices genéticas

Se presentan los resultados obtenidos de las correlaciones entre las matrices de distancia
geneticas calculadas con los subconjuntos de SNPs. Las matrices se obtienen con y sin
imputacion de los datos, por lo que se calcularon dos valores de correlaciones para cada
pipeline.

En el estudio de la correlacion entre las matrices de distancia genética, calculadas con los
SNPs obtenidos por PipT (14.099 SNPs en cada una de las matrices), se obtuvo un valor de
correlacion de Pearson de 0,93 (p<0,001). Este resultado se obtuvo a través del calculo de la
matriz de parentesco con un elevado nimero de datos perdidos (aproximadamente 50 % de
los datos). Por lo tanto, al imputar dichos datos (utilizando la media entre columnas y filas de
la matriz), se observo una mejora en la correlacion entre ambas matrices, obteniéndose un
valor de correlacién de 0,97 ( test de mantel p<0,001; r* = 0,94). Estos mismos analisis se
realizaron con los datos de PipRef, y en el mejor de los casos (con imputacion de datos), se
obtuvo un valor r* de 0,82 (r= 0.91, p<0.001, Figura 10B).
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Figura 10: A) Correlacion de las matrices geneticas sin (izg.) y con imputacion (der.), para

PipT. B) Correlacion de las matrices genéticas sin (izg.) y con imputacion (der.), para PipRef.
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A continuacion se analizé la correlacion de las matrices de relaciones genéticas calculadas
con el conjunto de los SNPs identificados en cada uno de los pipelines. La correlacion de la
distancia genética entre individuos en ambas matrices fue aceptable (r = 0.93, p<0.001),
aunque presentd diferencias entre ambos conjuntos de datos. También se observaron
diferencias en el rango de valores de distancia entre matrices; mientras que para PipRef los
valores oscilaron entre -0,2 y 0,8, para PipT, se obtuvieron valores entre -0,5 y 2,0 (Figura
11).

Correlacion entre pipelines
r=0.93

Matriz de PipRef
-02 00 02 04 06 08

05 00 05 10 15 20
Matriz de PipT
Figura 11. Plot de correlacion entre las matrices de parentesco, calculadas utilizando la matriz

de SNPs de cada pipeline.

Al realizar la comparacién de datos de los SNPs identificados utilizando ambos pipelines, se
observaron mayores correlaciones entre matrices de distancia genética para el PipT, el cual a
su vez, presentd menores niveles de heterocigocidad en los SNPs identificados y una mejor
distribucion de las frecuencias alélicas. Por lo tanto, se continué la validacion de SNPs

unicamente para la metodologia PipT.

3.3.2. Analisis de la estructura poblacional

Se conoce tanto la informacion de procedencia como el pedigri de los genotipos considerados
en el estudio. Con el objetivo de relacionar estos datos con los datos geneticos y evaluar
como se agrupan las muestras, se realizé un analisis de PCoA de la matriz de distancia

genéticas calculada con el conjunto de los SNPs. A continuacion, se calculé la matriz de
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coancestria para los 177 individuos (que presentaban suficiente informacion de sus ancestros)

del total de 182 materiales uruguayos genotipados y se correlacion6 con la matriz genética.

En el andlisis de coordenadas principales se identificaron 2 grupos, el grupo 1 formado
principalmente por materiales uruguayos y el grupo 2 por materiales chilenos, si bien existe
una proporcién de materiales que se entrecruzan (Figura 12). La correlacion entre la matriz
de coancestria y la matriz de relaciones genéticas fue 0,51 (p < 0.0001). Los valores de la
matriz de distancia genética calculada con los marcadores moleculares oscilaron entre 0,577
y 0,990, con media 0,682 y mediana 0,975, sin tomar en cuenta la diagonal. Por otro lado, la
matriz de coancestria presentd valores entre 0,0003 y 0,779, con media 0,031 y mediana
0,061. EI promedio del niUmero de generaciones utilizadas para la construccion de la matriz

COP fue de 18 generaciones, con un minimo de 11 y un maximo de 26 generaciones.
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Figura 12. Analisis de coordenadas principales. En color azul se destacan las variedades de
Uruguay y en rojo las de Chile. A la izquierda se presenta la proporcion de varianza

explicada por las primeras 20 coordenadas principales.

3.3.3. Mapeo de SNPs y analisis de desequilibrio de ligamiento (LD)

Se realizo un mapeo de los SNPs en las bases de datos disponibles (Poland et al. 2012a y base
de datos del Institut National de la Recherche Agronomique (INRA)). En el mapeo de los

SNPs en referencia a la base de datos de Poland et al. (2012a) se localizaron el 45 % de los
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SNPs identificados (12.587); los SNPs se asignaron a un cromosoma Yy se ordenaron segun
los datos del mapa de bin de la base de datos. El alineamiento con la base de datos del URGI,
INRA (http://urgi.versailles.inra.fr/Species/Wheat) nos permitié identificar el cromosoma en
el cual se encuentran el 64 % de los SNPs (17.754) aunque no fue posible identificar la
posicidn exacta, ni el orden de los SNPs dentro del cromosoma. Se identifican SNPs en todos
los cromosomas y la distribucion fue similar en ambas base de datos (Figura 13). Para los

siete cromosomas se identificaron menos SNPs en el genoma D (Figura 13).
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Figura 13. Distribucién de los SNPs en los distintos cromosomas. A) Mapeo de SNPs en la
base de datos de www.urgi.versailles.inra.fr/Species/Wheat/. B) Mapeo de SNPs en la base
de datos Poland et al. (2012a).

En el analisis de LD para los SNPs mapeados se obtuvieron distintos grupos de ligamiento
(Figura 14). En la Figura 15 se presenta el mismo andlisis pero para la base de datos de
URGI, la cual no permite ordenar los SNPs dentro del cromosoma. Por lo tanto, los grupos de
ligamiento se distinguen con menor claridad y Unicamente es posible identificar algin grupo

aislado cuando se grafican conjuntamente varios cromosomas.
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Figura 14. Analisis de desequilibrio de ligamiento. A) LD para los primeros 100 SNPs. B)
LD a lo largo del cromosoma 1A (618 SNPs). El valor de r* se codifica con un cédigo de

colores que oscila de blanco-amarillo (r>=0) a rojo (r*=1).

Desequilibrio de ligamiento

Physical Length:4999kb

Figura 15. LD para los primeros 5000 SNPs que se mapearon utilizando el BLAST de URGI.
La escala de colores que oscila entre blanco y el rojo indica el valor de r* de 0 a 1,
respectivamente. Los 5000 SNPs comprenden los cromosomas 1A, 1B, 1D, 2A, 2B ,2D, 3A,
3B, 3D, 4A, 4B y 4D.
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3.3.4. Predicciones fenotipicas

Las variables elegidas para realizar las predicciones fueron rendimiento y peso de mil granos,
que son variables con distintas caracteristicas de heredabilidad. Se estudiaron las variables
individualmente en cada uno de los ambientes (riego y secano). Ambas caracteristicas se
ajustaron a una distribucion normal (Figura 16).
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Figura 16. Distribucion de las variables rendimiento y peso de mil granos. En verde se

muestra Riego y en amarillo Secano.

El andlisis de los residuales para los datos fenotipicos obtenidos en el campo (modelo de
latice simple, LS), permitié observar la existencia de correlacion entre ellos, lo cual es
consistente con la presencia de variacion espacial en el campo (Figura 17). Por lo tanto, se
plantearon 3 modelos de correccién de dicha variacion espacial: FC, BCA_MVNG y MVNG,
con el objetivo de obtener las mejores medias ajustadas, que eliminen la correlacion existente

debido a la variacién espacial y permitan obtener mejores predicciones.
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Figural?7. Distribucion espacial de los residuales ajustados con el disefio de latice simple
(LS). En ambos ambientes, se asigna una coordenada espacial a cada valor de los residuos.

Los colores indican los valores de los residuales: en azul valores negativos y en amarillo
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valores positivos y en verde valores intermedios. A la izquierda se observan los valores

obtenidos para los genotipos en condicion de riego y a la derecha de secano.

En el analisis de las medias ajustadas por tratamiento, para los 4 modelos y las medias sin
ajustar, se observd una menor desviacion para BCA_MVNG y MVNG en el conjunto de los
datos (Figura 18).
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Figura 18. Medias ajustadas para los tratamientos sin ajustar-control (1) y para cada uno de
los modelos evaluados: Bl (2), FC (3), BCA_MNVG (4) y MVNG (5), en condiciones de
riego (A) y secano (B).

Con el objetivo de evaluar la efectividad del ajuste de los distintos modelos, se grafico la
distribucion espacial de los residuales para cada modelo (Figura. 19, se grafica para riego a
modo de ejemplo dado que secano presento similar comportamiento). Se observd que los
modelos BCA_MVNG y MVNG corrigieron la tendencia encontrada en los residuales del
modelo LS. EI perfil de los residuales del modelo con correccion por filas y columnas fue

similar al encontrado en el ajuste con el modelo del disefio experimental.

47



4000

3000

2000

1000

-1000

-2000

4000
2000

2000
1000

-2000
-1000

2000 -4000

Figura 19. Distribucion de los residuales obtenidos con cada uno de los modelos de ajuste. A
cada valor de residual se le asigna la posicion en el campo y con los colores se indica la

magnitud.

Con el objetivo de comparar los modelos para cada una de las variables, se calculd la
heredabilidad, obteniéndose un valor en 3 de los 4 modelos, dado que para el modelo MVNG
no se conoce el dato de la varianza entre los tratamientos. La heredabilidad fue més alta para
la variable peso de mil granos que para rendimiento, aumentando la misma en ambos casos al
ajustar los datos fenotipicos con el modelo BCA_MVNG. Este aumento fue mas significativo
en el caso del rendimiento (Tabla 3). Luego de ajustar los modelos, se obtuvieron los BLUP
(los mejores predictores lineales insesgados), a partir de los cuales se realizaron las
predicciones en ambas variables (Tabla 4). La validacién cruzada permitié evaluar la
precision de las predicciones, mediante correlaciones entre los GEBV y los BLUP obtenidos
con los distintos modelos. Las predicciones presentaron mejor correlacion para la variable
peso de mil granos que para rendimiento. En cuanto a las predicciones de los distintos

modelos, la mayor precision fue la de los modelos que incluyen las medias moviles como

48



covariable, siendo MVNG el modelo que presentd los valores mas altos de correlacion (Tabla

4). En los modelos FC y LS se observan valores de correlacion similares.

Tabla 3. Heredabilidad de las variables rendimiento y peso de mil granos, bajo condiciones

de riego y secano.

Rendimiento Peso de mil granos
Modelos H riego H secano H riego H secano
LS 0,42 0,33 0,88 0,79
FC 0,44 0,37 0,88 0,81
BCA_MVNG 0,57 0,56 0,89 0,82

FC: ajuste con modelo de filas y columnas; LS: ajuste con el modelo de disefio un alfa latice simple;

BCA_MVNG: ajuste con modelo de disefio de bloque completos al azar con medias moéviles como covariable

Tabla 4. Correlaciones entre los GEBV y los BLUP en la poblacién de validacion, para
rendimiento (Rend.) y peso de mil granos (P1000g), con los 4 modelos planteados y para las

medias sin ajustar, en los ambientes evaluados (riego y secano).

Rend. riego P1000g riego Rend. secano  P1000g secano
Sin ajustar RR 0,174+0,057 0,794+0,022 0,129+0,051 0,752+0,023
GAUSS  0,337+0,090  0,794+0,022 0,285+0,108  0,754+0,025
FC RR 0,221+0,061 0,755%0,021 0,171+0,068 0,766+0,019
GAUSS  0,341+0,084 0,753%0,022 0,315+0,092 0,767+0,019
LS RR 0,245+0,060 0,751+0,023 0,191+0,061 0,745%0,026
GAUSS  0,361+0,074 0,751+0,031 0,324+0,078 0,748+0,027
BCA_MVNG RR 0,246%0,077 0,75240,022 0,219+0,060 0,764+0,019
GAUSS  0,374%0,078 0,753+0,023 0,339+0,086 0,764+0,021
MVNG RR 0,278+0,068 0,787+0,019 0,216+0,065 0,799+0,021
GAUSS  0,396%0,070 0,787+0,020 0,357+0,084 0,799+0,02

Sin ajustar: medias fenotipicas con promedios simples; FC: ajuste con modelo de filas y columnas; LS: ajuste
con el modelo de disefio un alfa latice simple; BCA_MVNG: ajuste con modelo de disefio de bloque completos
al azar con medias moviles como covariable; MVNG: ajuste de un modelo de regresion lineal con medias

méviles como variable regresora.
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4. DISCUSION

La mejora genética ha permitido incrementar los niveles de produccion mundial de los
cultivos a lo largo de la historia (Prakash, 2001). Los descubrimientos en el area genética y
biotecnoldgica logrados durante el dltimo siglo no solo aportaron las bases tedricas para
comprender los mecanismos que operan en la mejora de los cultivos, sino que también
brindaron nuevas herramientas para la manipulacion de esos mecanismos. La primera
herramienta biotecnoldgica utilizada fue la irradiacion y modificacion quimica de cultivos
con el objetivo de crear variabilidad genética (Prakash, 2001). Hoy en dia este objetivo se
busca también mediante la transgénesis, que es un método méas especifico y permite mayor
variacion genética por expresion de genes provenientes de diferentes especies (Pakash, 2001;
Abdul et al.,, 2009). Junto a las metodologias de transgénesis se aplican métodos de
identificacion y seleccion de genes por marcadores moleculares que son menos costosos y
controversiales que los primeros (Zamir, 2001). La generacién de nuevos cultivares depende
directamente de la capacidad de mejorar la expresion de caracteristicas complejas, es decir,
influenciadas por varios genes (Khush, 2001). Sin embargo, los métodos hasta ahora
existentes, que permiten asociar la informacién genética a la expresion fenotipica de estos
caracteres presentan ciertas limitaciones, debido a las interacciones genéticas y al alto
numero de genes involucrados en la expresion de las variables (Verhoeven et al., 2010; Lu et
al., 2011).

Por otro lado, el desarrollo tecnolégico en el area de la secuenciacion ha dado el puntapié
inicial para la puesta a punto de técnicas de genotipado masivo, en las que se propone
disminuir costos y simplificar la metodologia de obtencion de marcadores moleculares.

En el Gltimo tiempo se han llevado a cabo distintos trabajos, con el objetivo de obtener
marcadores moleculares, utilizando dichas tecnologias en distintas especies, como ser
Aegilops tauschii (You et al., 2011), soja (Deschamps et al., 2010; Wu et al., 2010; Varala et
al. 2011), trigo (Trebbi et al., 2011) y frijol (Hyten et al., 2010c). Es importante destacar que
la aplicacion de esta metodologia para la identificacion de marcadores en el genoma de trigo
presenta dificultades debido a las caracteristicas complejas de su genoma. La presencia de
cromosomas homeologos y la alta proporcion de regiones repetidas en genomas poliploides
como el de trigo, son 2 obstaculos en la identificacion de SNPs (Akhunov et al., 2009). En
este sentido, para evitar la identificacién de falsos SNPs por homedlogos o paralogos, es
importante tener en cuenta que la diversidad entre estas regiones es mayor que la diversidad

entre distintos cultivares de trigo. Se ha determinado que la frecuencia de encontrar un SNP
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entre variedades de trigo oscila entre 1 en 200 a 613 pb, mientras que para regiones
homeologas, la misma asciende a 1 en 24 a 61 pb (Somers et al., 2003; Schnurbusch et al.,
2007; Barker y Edwards, 2009). Recientemente se propuso el genotipado por secuenciacion
como una herramienta alternativa para la identificacion de SNPs en trigo (Poland, et al.
2012a), sacrificando la “representacion” del genoma en lo fragmentos re-secuenciados, por
una mayor cobertura de cada uno de los fragmentos (menos fragmentos que se secuencien
maés veces). Otras alternativas en este sentido se plantean con la construccion de librerias de
representacion reducida del genoma, las cuales permiten disminuir ain mas la
“representacion” de los fragmentos aumentando su cobertura (Hyten et al., 2010b; Varala et
al., 2011).

La necesidad de desarrollar nuevas metodologias para la seleccion de caracteristicas
complejas junto a los avances en el area del genotipado, han llevado al desarrollo de nuevas
metodologias de seleccidén, como ser la seleccion gendmica. Cabe destacar que en estas
técnicas no solo es importante la calidad de los datos genotipicos, sino también la de los datos
fenotipicos utilizados para entrenar los modelos de seleccion (Cabrera-Bosquet et al., 2012).
Con el objetivo de incorporar estas nuevas metodologias a los programas de mejoramiento en
Uruguay, es que se propuso aplicar GBS en 384 genotipos de trigo ajustando un método
bioinformatico de identificacion de SNPs para ser utilizando en SG. El analisis de los datos
fenotipicos obtenidos a campo permitié introducir en el trabajo la evaluacién de nuevos
modelos de correccion espacial, aportando una herramienta para su aplicacion en ensayos de

evaluacion de genotipos en programas de mejoramiento genético.

4.1. IDENTIFICACION DE SNPs

Para el analisis de la informacion brindada por el secuenciador es recomendable estudiar la
distribucion de calidad de la bases en el conjunto de fragmentos obtenidos; lo que permite
detectar la existencia de algun problema durante la secuenciacion (DeWit et al., 2012). En
este trabajo, la calidad de los fragmentos es elevada hasta el final de la secuenciacion,
disminuyendo hacia el extremo 3’. A su vez, la media y el primer cuartil, de la distribucion de
la calidad de la bases en el conjunto de fragmentos, se mantuvieron cercanas a 30, que

indican una probabilidad de error de uno en mil (DeWit et al, 2012).

51



El analisis de profundidad de las secuencias (nUmero de veces que se encuentra repetida) por
linea del secuenciador indica que, aproximadamente un 2,5 % del total de secuencias se
encuentran repetidas. Cada una de las muestras esté representada por el 1 % del total (millon
y medio de secuencias) de fragmentos de ADN en la linea del secuenciador. Lo anterior
indica que hay una gran proporcion de informacion que se descarta, dado que secuencias de
Unica repeticion no son tomadas en cuenta en los analisis posteriores, debido a que existe una
alta probabilidad de que se deban a errores durante la secuenciacion o amplificacion (Elshire
etal., 2011; Varala et al., 2011). Por lo tanto el incrementar la precision durante la
secuenciacion y evitar los pasos de amplificacién son dos factores a tener en cuenta para un

uso mas eficiente de la informacion obtenida (Metzker, 2010; Niedringhaus et al., 2011).

La identificacion de SNPs utilizando las metodologias PipRef y PipT produjo resultados que
se diferencian manteniendo algunos puntos en comdn. La principal diferencia entre ambas
radica en el método de alineacién de los fragmentos durante el proceso de analisis de posibles
variaciones. En PipRef fue necesario contar un ensamblado de secuencias para utilizarlo
como genoma de referencia, ya que en el caso del trigo aun no se dispone de esta
herramienta. Es importante destacar que la calidad de este ensamblado es una limitante en la
aplicacion de esta metodologia. La limitaciones en este caso estan dadas por la cobertura del
genoma que esta representada en el ensamblado y por lo posibles errores existentes en el
mismo (Hyten et al., 2010c; Alkan et al., 2011; Helyar et al., 2012). En el caso de PipT no es
necesario contar con un genoma de referencia, sino que se realizan alineamientos de a pares
entre las secuencias generadas. Una limitante de esta metodologia es que se requiere un buen
numero de secuencias repetidas para asegurar el SNP (Poland et al.2012a y 2012b), dado que
ambos alelos estan determinados Unicamente por el conjunto de secuencias re-secuenciadas
(Ratan et al., 2010; Elshire et al., 2011). En este caso el contar con un genoma de referencia
permitiria ser menos exigente en este punto. En el caso de PipRef es necesario contar con al
menos 2 secuencias para llamar a cada genotipo (asignarle un alelo u otro a la muestra),
tomando también en cuenta SNPs en funcion de la profundidad media en el conjunto de
individuos entre un maximo y un minimo. El valor medio minimo de profundidad permite
asegurarse que la lecturas se encuentran distribuidas en cierta proporcion de las muestras y
gue no se encunetran concentradas en pocos individuos (Trebbi et al., 2011). En este sentido
se establece un umbral de valor medio maximo de profundidad, a modo de eliminar
secuencias que provengan de zonas repetidas del genoma (Wu et al.,, 2010). Estos son

parametros que se pueden modificar en busca de optimizar la identificacion de SNPs (Nielsen
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et al., 2011). Otra de la diferencias importantes entre ambas metodologias es el tamafio de
fragmento, para PipT es de 64pb y en el caso de PipRef un promedio de 80-85 pb. Cuanto
mas largo es el fragmento, con mayor exactitud se produce el alineamiento entre secuencias,
asignando la direccidn correcta en el caso de alinear contra una referencia (Harismendy et al.,
2009). Los SNPs identificados mediantes ambos pipelines mostraron un perfil de proporcion
de SNPs por muestra similar. Una caracteristica negativa de GBS es que se genera una
elevada cantidad de datos faltantes (Elshire et al., 2011; Poland et al., 2012a y 2012b); la
mayoria de la muestras presentaron un promedio del 50 % de los SNPs sin datos,
coincidiendo con los resultados obtenidos por Poland et al. (2012a y 2012c). Una forma de
resolver esta dificultad es genotipar un gran numero de muestras que permitan inferir
informacion unas a otras mediante la imputacion de los datos. Poland et al. (2012c) describen
distintas metodologias de imputacion de datos, midiendo la eficiencia de la imputacion

simulando datos perdidos.

Los SNPs identificados por ambos pipelines presentaron distribuciones similares de datos
faltantes en el conjunto de muestras. La principal diferencia entre ambas metodologias radica
en las frecuencias alélicas de los SNPs y el nUmero de SNPs heterocigotos. Al establecer un
filtro por mé&xima frecuencia alélica 0,01 se filtraron alelos presentes en menos del 1% de las
muestras (Kim et al., 2011). La frecuencia alélica en el conjunto de SNPs identificados por
PipT presentd una distribucion homogénea, con un menor nimero de SNPs de frecuencia
alélica entre 0,01 y 0,05. Por otro lado, con PipRef se obtuvo una alta proporcién de SNPs
con valores de frecuencia alélica entre 0,01 y 0,05. La proporcion de SNPs heterocigotos
también aumenta significativamente al utilizar PipRef, a pesar de que en trigo (especie

autdgama) se espera baja proporcion de heterocigosis (Enjalbert y David, 2000).

4.2. VALIDACION DE SNPs

Para la validacion de los SNPs se utilizaron distintas estrategias para decidir si la informacion
de los marcadores obtenida a partir del conjunto de datos, representa una informacion
coherente acerca de los individuos cuyas muestras han sido secuenciadas. Todas las
metodologias propuestas utilizan el conjunto de los datos para su validacion, ya sea mediante
el calculo de matrices de distancia genetica, mediante mapeo y analisis de desequilibrio de

ligamiento de los SNPs o0 a través de la realizacion de predicciones fenotipicas. En diferentes
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trabajos es comun realizar validacion mediante la amplificacion y re-secuenciacion por el
método de Sanger de un determinado numero de SNPs escogidos al azar, en distintos
genotipos (Wu eta;l., 2010; Deschamps et al., 2010; You et al., 2011). En este trabajo se
descarto la aplicacion de este método de validacion, ya que al contar con 28.199 SNPs
detectados seria necesario validar al menos de 100 SNPs en por lo menos 8 genotipos. Lo
anterior sera costoso y aportaria la misma informacién que los métodos de validacion

planteados en este trabajo.

4.2.1. Correlacion entre matrices genéticas

Las distancias genéticas entre los individuos, calculadas a partir de subgrupos de SNPs
divididos aleatoriamente, mostraron buena correlacion, que aumenté al imputar los datos
faltantes. EI valor de correlacion de las matrices fue mayor para los SNPs identificados
mediante PipT que mediante PipRef. Lo anterior es un indicador de que los SNPs
identificados en PipRef estarian introduciendo errores en el calculo de distancias genéticas,
probablemente debido a un mayor nimero de falsos SNPs (Hamblin et al., 2007; Chao et al.,
2009). Sin embargo, las distancias genéticas calculadas con los SNPs identificados mediante
PipT correlacion6 muy bien (r=0.93, p<0.001) con las distancias calculadas con los SNPs
identificados en PipRef. Esto nos indica que ambas matrices poseen informacién comdn
(Chao et al., 2009). En base a los descrito anteriormente y considerando también un mayor
namero de heterocigotos y alelos con bajas frecuencias en el caso de PipRef, se decidid
seleccionar la metodologia de PipT para continuar el proceso de validaciéon. Sin embargo,
cabe considerar que la limitante de la ausencia del genoma de referencia en el caso de trigo
puede ser levantada conforme surjan nuevas investigaciones en la tematica. PipRef ha sido
aplicado exitosamente al cultivo de soja (con algunas variante en los filtros por tratarse de
otra especie) que cuenta con un genoma de referencia (com. pers., F. Belzile, Universidad de

Laval Quebec).

4.2.2. Correlacion entre SNPs y Pedigri

El anélisis de coordenadas principales, a partir de la matriz de distancias genéticas entre

individuos, si bien mostrd separacion entre los materiales chilenos y uruguayos, ambos
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grupos se mezclan. La mezcla de materiales entre ambos grupos se explica por la presencia
de ancestros comunes a ambos programas de mejoramiento, provenientes de CIMMYT. Lo
anterior es una caracteristica deseable para su aplicacion en genética asociativa o seleccion
gendmica, evitando los problemas que generan una poblacion altamente estructurada
(Jannink y Walsh, 2002; Breseghello y Sorrells, 2006).

La correlacion entre la matriz de coancestria calculada con el pedigri y la matriz de
parentesco genética es mayor que la descrita por Almanza-Pizén et al. (2003) para
marcadores SSR y AFLP, de todos modos siguen siendo valores de correlacién medios
(r=0.51, p<0.001). Esto podria deberse a las limitaciones para establecer relaciones entre
lineas por su pedigri, dada la falta de informacion para extender los pedigris de cada
genotipo. En general en trigo se ha visto que los marcadores moleculares son mas sensibles
para establecer relaciones entre individuos (Manifesto et al., 2001; Almaza-Pinzén et al.,
2003; Fufa et al., 2005). Los valores de distancia genéticas de las matrices de coancestria son
mayores (mas cercanos a 0, valor que representa una distancia genética infinita) que los
valores de las matrices de parentesco genéticas. Si bien estas limitaciones no permite llegar a
una conclusién definitiva, la correlacion entre marcadores y pedigri es mayor a la hallada
con marcadores SRR y AFLP (Manifesto et al., 2001; Almaza-Pinzon et al., 2003).

Por otro lado, la correlacion entre matrices de parentesco genéticas y coancestria depende
mucho de la calidad de los datos con los que se trabaje. Se supone que si tenemos una
cobertura ideal de marcadores y una base de datos de pedigri completa, estas dos matrices
tenderian a correlacionar muy bien, pero estas situaciones son ideales. Crossa et al. (2010)
muestra que el uso de las dos matrices aportan informacién complementaria en los analisis

que incluyen datos genéticos.

4.2.3. Mapeo de SNPs

El mapeo de SNPs en una base de datos es una herramienta atil en la validacion de estos
marcadores. Referenciar una alta proporcion de los SNPs a un cromosoma permite tener una
idea de como es su distribucion en los distintos cromosomas y genomas (Chao et al., 2009).
A su vez la comparacién del nivel de polimorfismo identificado en los cromosomas con el
hallado en otros trabajos nos podria aportar nueva evidencia en la validacion. Por otro lado,

el orden de los marcadores dentro del cromosoma y el célculo del valor de r? entre los
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marcadores permitieron identificar la formacion de grupos de ligamiento dentro del
cromosoma. Estas asociaciones aportan evidencias que ayudan confirman la veracidad de los
SNPs identificados (Chao et al., 2010)

El genoma D presentd significativamente menor nimero de SNPs que los otros dos
homeotlogos A y B, confirmando lo descrito en otros estudios llevados a cabo en trigo (Chao
et al., 2009 y 2010; Allen et al., 2011). A su vez, en la gran mayoria de los cromosomas el
genoma B presenta mayor cantidad de SNPs que el genoma A, situacion que también se ha

descrito en trabajos previos (Gu et al. 2004; Chao et al., 2009).

Una limitacion en este analisis es la imposibilidad de establecer una direccion genética de los
SNPs en los cromosomas, debido a que las bases de datos utilizadas para mapeo no poseen
dicha informacion. Sin embargo, al ordenar los SNPs segun el mapa de bins de Poland et al.
(2012a), se pudo identificar la formacion de grupos de ligamento a lo largo del cromosoma.
Lo anterior es un indicio de la identificacion verdaderas variaciones entre individuos, dado
que se espera que los falsos SNPs sean espurios en el conjunto de individuos (Gupta et al.,
2005).

4.2.4. Predicciones fenotipicas

Como ultimo método de validacion se planted realizar predicciones fenotipicas y estudiar su
precision mediante validacion cruzada. Para realizar las predicciones fenotipicas a partir de
los 28.199 SNPs identificados, se utilizaron los datos obtenidos a campo de 381 del total de
las variedades genotipadas. Las variables escogidas en la validacién fueron rendimiento y
peso de mil granos. El rendimiento, es una variable de interés y de dificil prediccién, dado
que esté influenciada por muchos genes que actlan sobre diversas caracteristicas (Wu et al.,
2012). El peso de mil granos es uno de los componentes de rendimiento, presentd un mayor
valor de heredabilidad que el anterior, lo que presupone mejores predicciones (lwata y
Jannink, 2011).

A diferencia de lo encontrado en las simulaciones planteadas por Gezan et al. 2010 el disefio
de filas y columnas no mostr6 mejoras con respeto al disefio de latice simple realizado a
campo, no siendo adecuado para la correccidn de variacion espacial detectada en los datos.

Coincidiendo con los trabajos de Townley-Smith y Hurd (1973) y Gezan et al. (2010) se
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propuso incluir en los modelos las medias mdviles como covariables, seleccionando el

modelo lineal que incluye dicha covariable como Unico componente regresor.

Un disefio a campo en el cual se controle el efecto diferencial, de los principales efectos
ambientales, sobre los genotipos para evaluarlos aplicando la correccion segun el disefio
planteado; es el escenario ideal para llevar a cabo los ensayos (Edmondson, 2005). Sin
embargo, por diversos factores que van desde el no conocimiento del campo hasta
limitaciones en la disponibilidad de materiales, hacen que el planteo de un buen disefio previo
no siempre sea posible (Cullis et al., 2006; Leiser et al., 2012). En los ultimos tiempos se han
publicado algunos trabajos que proponen distintos modelos para ajustar la variacion espacial
post obtencion de los datos. Los principales modelos de correccion espacial existentes son el
ajuste por filas y columnas, asociando este dato a cada valor fenotipico (Piepho y Williams,
2010), ajuste mediante la correlacion de errores con distintas estructuras de covarianza
(Federer, 2003), ajuste aplicando el método de vecinos méas cercanos (Papadakis, 1937;
Miuiller et al., 2010) y ajuste usando medias moviles (Townley-Smith y Hurd, 1973; Peiris et
al., 2008). Para seleccionar los modelos es importante considerar el tipo de variacion espacial
encontrada (local, general, con tendencia, en focos, etc), ya que los distintos métodos
muestran mejores o peores performances dependiendo del tipo de variacion existente (Gezan
et al., 2010)

Utilizando un modelo de regresion lineal con medas méviles como covariable, 1o valores de
precision en las predicciones de rendimiento fueron menores que los obtenidos por Crossa et
al. (2010) para trigo y mayores que los presentados por Heffner et al. (2011) y Poland et al.
(2012a). En cambio para la variable peso de mil granos las correlaciones fueron mayores a las
encontradas en Poland et al. (2012c). Es importante destacar, que la precision en las
predicciones depende, entre otros factores, de la calidad de los datos fenotipicos; la relacion
entre la poblacion de entrenamiento y validacion: tipo de poblacion (emparentada o diversa)
y del numero de individuos que componen cada poblacion; de los modelos de prediccion
utilizados; de la especie en estudio y de la variable estudiada (Crossa et al., 2010; Heffner et
al., 2011; Burguefio 2012; Nakaya e Isobe, 2012; Poland et al., 2012c; Resende et al., 2012).

Heffner et al. (2010) analizaron las condiciones de los programas de mejoramiento genético
de maiz y trigo invernal de la Universidad de Cornell. Estos trabajos han demostrado que
mediante la aplicacion de seleccion genomica, obteniendo una precision de 0.30 en la

validacion de las predicciones de rendimiento en trigo, es posible obtener mejores ganancias
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geneticas que con la aplicacion de la seleccion clésica por marcadores. Los resultados de este
trabajo son un indicio promisorio para la futura aplicacion de seleccion genémica, dado los
valores de correlacién obtenidos en las validaciones cruzadas (0.40 y 0.36 para riego y

secano, respectivamente).

Una de las limitaciones que presentan las predicciones realizadas con los datos fenotipicos
radica en que la informacion proviene de dos ambientes (riego y secano) con el mismo patron
de correlacion entre los residuales. Aumentando la cantidad de ambientes y mediante un
andlisis de multi-ambiente las predicciones obtenidas podrian mejorar (Burguefio et al.,
2012). Otra informacion que puede ser incluida en el modelo con el objetivo de mejorar las
predicciones es la matriz de coancestria calculada con los datos de pedigri, como se

demuestra en Crossa et al., (2010).

Finalmente, cabe destacar que el modelo de prediccion puede ser ajustado utilizando distintas
metodologias que tomen en cuenta de diferencialmente el efecto de los marcadores. Alguno
de estos métodos es capaz de asignar valores diferenciales dependiendo de la localizacion de
los marcadores (Crossa et al. 2010). En nuestro caso los modelos se ajustaron con el método
de G-BLUP o ridge regresion (RR), el cual asume que todos los marcadores tienen la misma
distribucion con media 0 y la misma varianza, y con el método de GAUSS. Este ultimo,
utiliza un kernel diferente para el célculo de la matriz de Kinship, que permite considerar
interacciones epistaticas entre marcadores (Gianola y van Kaam, 2008; Endelman; 2011)

La Seleccion Gendmica es un método que propone acortar los tiempos y aumentar la
eficiencia de mejoramiento, pero su aplicacion depende de la calidad de los datos fenotipicos
y genotipicos obtenidos. Este trabajo permitio validar un procedimiento de identificacion de
SNPs para su aplicacion directa en un modelo de seleccion gendmica. Para que esto sea
exitoso, es condicion necesaria aunque no suficiente, contar con un buen disefio a campo que
permita obtener datos fenotipicos confiables. En este sentido, contar con herramientas que
permitan ajustar y corregir datos fenotipicos post-disefio puede mejorar mucho la precision de

la seleccion.

58



5. CONCLUSIONES

La aplicacion de genotipado por secuenciacion como herramienta para la identificacion de
SNPs fue exitosa en variedades de trigo provenientes de un programa de mejoramiento,
identificandose un alto nimero de polimorfismos de una sola base que estan distribuidos en

los distintos cromosomas, formando grupos de ligamiento.

El método de genotipado por secuenciacion permitié obtener una densidad adecuada de
marcadores genéticos, lo que lo convierte en una herramienta promisoria para su aplicacion
en un programa de mejoramiento genético de trigo. La mayor limitacion en la técnica radica
en la disponibilidad de datos en relacién al genoma de trigo, lo cual limita su aplicacion para

mapeo asociativo o andlisis de QTL en trigo.

El andlisis de las variables mediante la correccion de la variacion espacial existente, permitié

potenciar las predicciones realizadas mediante seleccion gendémica en el cultivo de trigo.

Si bien la Seleccion Gendémica es una metodologia que continGa en desarrollo, este trabajo
aporta evidencias que indican que seria un método aplicable en los programas de

mejoramiento genético de trigo.
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