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RESUMEN

En la actualidad, los principales cultivos se caracterizan por su limitada diversidad
genética. La uniformidad genética ha tenido consecuencias dramaticas en el pasado y
constituye una seria amenaza para el futuro. Como consecuencia, la ampliacion de la
base genética es un objetivo crucial para combatir esta amenaza. En las habas (Vicia
faba L.), el uso de variedades antiguas es la mejor opcién para enfrentarse a este
problema. Sin embargo, el uso de este material tiene dificultades. De hecho, aunque las
variedades antiguas tienen alelos beneficiosos para la mayor parte de los caracteres de
interés en mejora, dichos alelos se encuentran generalmente ligados con otros de efectos
no deseados. Estos bloques de genes han sido tradicionalmente llamados genes co-
adaptados por los mejoradores, para resaltar que incluso las dificultades inherentes a la
transferencia de alelos de interés a partir de variedades antiguas. En este contexto, la
investigacion de la base genética de los caracteres de interés constituye un aspecto
crucial en mejora y, al mismo tiempo, el desarrollo de nuevos materiales vegetales que
permitan este tipo de estudios resulta un objetivo valioso en si mismo. Dada la

importancia de este tema se propusieron los objetivos especificos de esta tesis doctoral.

Durante esta tesis se han desarrollado varias poblaciones RIL (Recombinant Inbred
Lines) a partir de cruzamientos entre variedades pertenecientes a los cuatro grupos
botanicos descritos en la especie: major, equina, minor y paucijuga. Estas poblaciones
constituyen un material idéneo para investigar la base genética de los caracteres de
arquitectura de la planta y rendimiento mediante mapeo genético. Del mismo modo, la
caracterizaciéon de las primeras generaciones de estas poblaciones (F, y F,3) ha
permitido obtener una informacion muy valiosa para la mejora sobre la genética de estos
caracteres. Mas auln, la caracterizacion fenotipica en detalle de los individuos que
conforman estas RILs puede permitir la identificacion de nuevos individuos con alto

potencial para ser introducidas en el programa de mejora.

El desarrollo de recursos biotecnoldgicos, como la secuenciacién del genoma de
especies modelo, constituye una fuente importante de informacién para las habas. De
hecho, la existencia de sintenia entre las distintas especies de leguminosas hace posible
la transferencia de conocimiento de unas especies a otras. Sin embargo, las relaciones
de sintenia entre las habas y la especie modelo Medicago truncatula L. estaban
incompletas ya que todos los trabajos previos habian sido infructuosos para asignar las
relaciones entre el cromosoma IV de habas y M. truncatula. Sin embargo, los resultados
de esta tesis han permitido superar esta situacion, lo que ha beneficiado el desarrollo de

mapas genéticos consenso en la especie.

Xi
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Del mismo modo, las herramientas moleculares también facilitan la transferencia de
caracteres (genes) desde genotipos antiguos a variedades élite. De hecho, la
identificacion de marcadores moleculares fuertemente ligados a genes/QTL permitiria su
seleccién indirecta de forma rapida en los programas de mejora. Sin embargo, la
asociacion entre marcadores y caracteres tiene que ser validada en diferentes
condiciones ambientales y/o en distintos fondos genéticos antes de que esta informacién
pueda utilizarse en mejora. En esta tesis hemos validado varios QTLs para arquitectura
de planta y caracteres relacionados con el rendimiento en la poblacién RIL derivada del
cruzamiento V6 x Vf27. En algunos casos, los QTL han sido identificados en un trabajo
previo, pero su validacién estaba pendiente. Nuestro trabajo ha permitido tanto la
validacién de algunos QTLs importantes como la identificacibn de nuevas regiones
asociadas a los caracteres en estudio. Mas aun, algunos QTLs han sido validados
utilizando cuatro poblaciones F, distintas y/o mediante la comparacion con distintos
trabajos a partir de los marcadores comunes alrededor de las regiones de interés. Toda

esta informacion sera de gran utilidad a los programas de mejora.

Finalmente, aunque los marcadores moleculares ligados a caracteres de interés
son muy Uutiles, la eficiencia de seleccién disminuye con la distancia entre el marcador y el
gen/QTL responsable del caracter. Por tanto, la identificacibn de genes candidatos
responsables de la variacién para los caracteres de interés resulta muy interesante, ya
gue este conocimiento permite el desarrollo de marcadores diagnéstico, esto es,
marcadores con una eficiencia de seleccion del 100%. La existencia de sintenia entre las
leguminosas junto con el desarrollo de trabajos de mapeo comparativo ha demostrado la
existencia de un alto grado de colinealidad entre los genomas de M. truncatula y habas.
De ahi que, la publicacion de la secuencia del genoma de esta especie modelo constituya
una valiosa fuente de informacion para las habas. Estos recursos nos han permitido la

identificacion de genes candidatos para altura de planta en el cromosoma .

En resumen, esta tesis ha producido una serie de avances significativos: (i)
incremento del conocimiento de la base genética de caracteres agrondmicos y
relacionados con el rendimiento; (ii) identificacion del cromosoma IV de habas para el
desarrollo de estudios relacionados con sintenia; (iii) validacion de QTLs e identificacion
de genes candidatos para incrementar las oportunidades para el desarrollo de mejora
asistida por marcadores; (iv) establecimiento de las bases para el desarrollo de estudios
en detalle de la interaccién genotipo x ambiente mediante el desarrollo de poblaciones

segregantes RIL.
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ABSTRACT

Nowadays, the main crops are characterized by their limited genetic diversity. The
narrowing of the genetic diversity caused dramatic consequences in the past, and, thus, it
supposes a serious threat to the future. As a consequence, the widening of the genetic
bases is a crucial goal to deal with this problem. In faba bean (Vicia faba L.), the best
option to cope with this problem is the use of old cultivars. However, the use of this
material also implies difficulties. Indeed, old cultivars contain beneficial alleles for most of
the traits of interest in breeding. However, these alleles are usually linked with other
undesirable alleles. The existence of ‘blocks of genes’ have been usually referred by
breeders as ‘co-adapted genes’ to highlight the that the transfer of a single gene from old
cultivars to new ones is far from easy. In this context, it is crucial to investigate the genetic
basis for the traits of interest and, similarly, the development of new plant materials which
allow these studies is a worthy objective in itself. Thus, we proposed the specific

objectives of this PhD thesis.

This thesis has allowed the development of several Recombinant Inbred Line (RIL)
populations derived from crosses between genotypes belonging to the four botanic types
described in this species: major, equina, minor and paucijuga. These populations
constitute an idoneous plant material to investigate the genetic basis of yield-related traits
throughout genetic mapping. Similarly, the characterization of early generations of these
populations (F, and F,.;) has provided valuable information on the genetic basis of the
traits of interest in breeding. Furthermore, the extensive phenotyping of the individuals
forming these RILs may allow the identification of new individuals with high potential for
the faba bean breeding program.

The development of new biotechnological resources, such as sequencing of model
species, constitutes an important source of information for faba bean. Indeed, the
existence of synteny among legumes makes possible the transference of knowledge from
one species to another. However, the synteny relations between faba bean and the model
species Medicago truncatula L. were incomplete since all previous efforts had failed to
assign chromosome 1V from V. faba to M. truncatula. However, the results obtained in this
thesis have allowed overcoming this situation which has benefited the development of

consensus maps in the species.

Similarly, molecular tools also facilitate the transference of traits (genes) from old
plant materials to elite cultivars. Indeed, the identification of molecular markers tightly
linked to genes/QTL would allow their quick selection in breeding programs. However, the

association between markers and traits has to be validated in different environmental
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conditions and/or genetic backgrounds prior to their effective use in breeding programs. In
this thesis we have validated several QTLs for plant architecture and yield-related traits in
the RIL population derived from the cross Vf6 x Vf27. In some cases, these QTL have
been identified in a previous work but their validation was still pending. Our work has
allowed both the validation of some important QTLs and the identification of new regions
related to the traits under study. Furthermore, some QTLs have been validated using four
different F, populations and/or through comparison with previous works based on
common markers around the regions of interest. All this information will be very useful to

breeding programs.

Finally, although molecular markers linked to traits of interest are very useful their
selection efficiency diminish with the distance to the gene/QTL responsible of the trait.
Thus, the identification of candidate genes directly responsible of the variation is very
interesting since they allow the development of diagnostic markers, i.e., markers with
selection 100% selection efficiency. The existence of synteny among legumes, along with
comparative mapping efforts, has proven the existence of a high degree of collinearity
between faba bean and M. truncatula. Thus, the public release of the M. truncatula
genome sequence constitutes a valuable source of information for faba bean. These
resources have allowed us the identification of candidate genes for plant height in the

chromosome lII.

In summary, this thesis has produced the following advances: (i) increased
knowledge of the genetic basis of agronomic and yield-related traits in faba bean; (ii)
identification of chromosome IV of faba bean for synteny-related projects; (iii) validation of
QTLs and identification of candidate genes to increase the opportunities for marker-
assisted selection; (iv) establishment of the bases for more detailed studies such as

genotype x environment variation throughout the development of suitable plant materials.
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INTRODUCCION GENERAL

Como todas las leguminosas, las habas (Vicia faba L.) destacan por su gran valor
nutritivo y su papel fijador de nitrégeno atmosférico; por ambas cosas han sido
componentes esenciales en la agricultura tradicional: su riqgueza en proteina y el perfil de
aminoacidos las hacia complementos ideales en una alimentacion basada en cereales o
féculas tanto para el hombre como para el ganado, y el enriquecimiento del suelo que
repone el nitrégeno extraido por los demas cultivos (lo “estercolaban”, decian los autores
romanos) las hacia necesarias en las rotaciones, bien como cultivo secundario, bien

como abono verde o en praderas.

Junto con otras leguminosas de grano han sido un cultivo histérico en Espafia,
habiendo sufrido como las demas la imposicién de una agricultura llamada “industrial”
que hoy se trata de resolver por medio de las agriculturas “sostenibles”, “integradas”, “de
conservacion”, “de laboreo minimo” o “de no laboreo”, “ecolégicas”, “biolégicas”,
“biodinamicas” y quiza otras varias; todas ellas requieren un factor comun para lograr sus
objetivos: volver a las rotaciones y, en ellas, utilizar leguminosas, pues no hay otra
manera conocida en la actualidad que permita disminuir los fertilizantes nitrogenados de

sintesis manteniendo al mismo tiempo la estructura fisica del suelo.

Las habas se sembraron en grandes superficies hasta mediados del siglo XX,
cuando la mecanizacion se impuso masivamente y definitivamente en el campo de los
paises desarrollados, eliminando la necesidad de animales de tiro y, por tanto, la de
pienso para ellos. Ademas, la enorme produccion de soja (otra leguminosa) registrada
sobre todo en el ultimo tercio del siglo XX permitié la importacion de grandes cantidades
de torta rica en proteina para piensos compuestos aptos para todo tipo de ganaderia. Ello
dejé un vacio proteinico enorme en los paises no productores de soja que no se ha
rellenado ni siquiera parcialmente a pesar de las voces de alerta desde los afios setenta
del pasado siglo. Incluso, la politica de los paises europeos, la tantas veces mencionada
PAC (Politica Agraria Comun), parece haber ignorado esta realidad, evitando tomar
medidas que revirtieran de una forma efectiva esta situacion. No obstante, la importancia
de las leguminosas tanto de grano como de forraje es una realidad: no por sus superficies
actuales sino por las potenciales esperables en una agricultura que intente ser

verdaderamente sostenible.

En 2013 la superficie sembrada de habas fue de unos de 2 millones de ha con una
produccion total de unos 3,5 millones de toneladas (FAOSTAT, 2013). No se consideran

en esa estadistica las habas horticolas para consumo en verde, enlatado o congelado,
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gue ocupan una superficie mucho menor pero de mucho mayor valor econémico. La

mayor parte de la produccién de habas secas proviene de Asia, seguida de Africa y

Europa (Figura 1). El principal pais por superficie de cultivo es China (922.000 ha),

seguido a gran distancia por Etiopia (151.225 ha). En general, el cultivo sigue siendo

significativo en paises en vias de desarrollo y regiones de agricultura de subsistencia por

las razones apuntadas mas arriba.

Oceania
8.8% \

Africa
21.7 %

Europa
19.5 %

Américas
6 %

t

Figura 1: Produccién de habas secas por continente (FAOSTAT, 2013)

Asia
44 %

En Europa la superficie cultivada fue, en 2013, de 227.233 ha, siendo Francia el

principal pais por superficie con 68.000 ha, seguido de Reino Unido, Italia, Espafa y

Alemania (FAOSTAT, 2013) (Figura 2).

200k
150k 2

I 100k a

50k - —— t._____'
'Y
L : — > e i - —
——._,_._ —-—-#.L_ e - ——
_—‘:_ - ¥ -
; S __:‘___h" A e N S S ——

Ok

o S T R R L R b D
\Q\&\‘”\[‘q\"’\&m“@m@fﬁw@@ﬂ@@"?@m“@m“r\?'@

#- Alemania + Espana #- Francia i Italia
Haba comun y haba caballar secas Haba comun y haba caballar secas Haba comun y haba caballar secas Haba comun y haba caballar secas
Area cosechada Area cosechada Area cosechada Area cosechada

*- Reino Unido .
Haba comun y haba caballar secas M = Million, K = Thousand
Area cosechada

Figura 2: Evolucién superficie cultivada en paises de Europa durante los Ultimos veinte
(FAOSTAT, 2013).
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En ese mismo afio, la superficie dedicada a habas en Espaiia fue de 18.400 ha, con
una produccion de unas 28.000 toneladas (FAOSTAT, 2013). En la Figura 3 se recoge la
serie historica de los ultimos 20 afios. Puede observarse el aumento de superficie que se
produjo en el periodo comprendido entre los afios 2001 y 2005, para después volver a
caer drasticamente, casi a niveles de 1994; la principal causa de tal caida fue la
aplicacion de la Reforma Politica Agraria Comunitaria (PAC), esta vez la aprobada en
2003, en la que se plante6 una reduccion a un 25% de las ayudas de la superficie
dedicada a este cultivo, provocando un descenso del cultivo desde las 59.500 ha en 2005
a las 18.400 ha en 2013. Todo ello nos da una idea de la dependencia que, en nuestro
pais, tiene este cultivo de las ayudas externas a la produccién y por lo tanto de las
normas de la PAC que se apliquen en cada momento. En otros paises como Francia, se
puede observar el mismo fenémeno si bien la caida posterior no fue tan drastica e incluso
ha habido periodos con mas area dedicada al cultivo en afios mas recientes (Figura 2).
Es curioso que, al igual que en otras leguminosas de grano como el garbanzo y las
lentejas, en Espafa caen las superficies y las producciones totales pero aumentan las

importaciones.
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Figura 3: Evolucion de la produccion y superficie cultivada en Espafa, en los dltimos veinte afios
(FAOSTAT, 2013).

Con la aprobacién de una nueva PAC para el periodo 2014-2020, se espera un
aumento del area de cultivo dedicada a las leguminosas en general y de las habas en
particular. La nueva reforma, en efecto, ofrece una buena oportunidad para la expansion
del cultivo ya que establece un pago ecolégico o “Greening” que supondra hasta el 30%
del Pago Directo y que estard destinado a practicas que permitan el uso 6ptimo de los
recursos naturales: aumento de la diversidad de cultivos, mantenimiento de pastos

permanentes y conservacion de superficies de interés ecoldgico. Dentro de la diversidad
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gue se pretende, las habas cobran interés por los beneficios adicionales hacia el medio
ambiente que supone su cultivo. Disponer de materiales aptos para una agricultura
moderna y sostenible es uno de los principales retos que afrontan los mejoradores de

este cultivo.

1.- Importancia de V. faba como leguminosa

Todas las leguminosas se consideran cultivos mejorantes, ya que producen un
incremento del nitrégeno en el suelo por su asociacion simbidtica con bacterias del
género Rhizobium y relacionados que son capaces de asimilar y fijar el nitrégeno

atmosfeérico (Figura 4).

Figura 4: Bacterias Rhlzoblum en unaraiz de V|C|a faba L. (Masley S©,
Www.grow-it-organically.com)

Los datos aportados por Walley et al. (2007), sugieren que habas, guisantes y
lentejas contribuyen de forma significativa en la fijacion de nitrégeno en el suelo a largo
plazo. Ademas, el uso de leguminosas en rotaciones de cultivos tiene otros efectos
positivos como la reduccién en la incidencia de parasitos de todo tipo al romper el ciclo
continuo que ocurre en el monococultivo, asi como la mejora de la estructura del suelo.
Un gran namero de trabajos ha mostrado siempre de forma consistente las ventajas de la
rotacion cereales-leguminosas no ya en efectos como el enriquecimiento en nitrdgeno o
en la estructura del suelo sino incluso en algo tan elemental como la “cuenta de
resultados” (Christiansen et al. 2015, Preissel et al. 2015); baste con un ejemplo: en
ensayos llevados a cabo en esta provincia de Cérdoba se demostré6 que la rotacion
habas-trigo producia mas rendimiento del cereal que el monocultivo trigo (Lopez-Bellido

et al. 2012). También los resultados de distintos proyectos europeos sobre leguminosas,
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como el recientemente finalizado Legume-supported cropping systems for Europe, han
vuelto a mostrar los beneficios y la relevancia de estos cultivos. De ahi que la nueva
PAC, antes brevemente comentada, parezca haber acogido, siquiera levemente, tales
ideas.

2.- Retos de la mejora genética de habas

Los grandes problemas a los que se ha enfrentado tradicionalmente el cultivo de las
habas, como los de otras leguminosas, han sido sus bajos rendimientos y la inestabilidad
de los mismos. Entre los factores responsables figuraban la incidencia de plagas y
enfermedades y los estreses abidticos como la sequia, heladas y altas temperaturas. Tal
circunstancia comenzé a cambiar desde los primeros planes europeos a principio de los
afos setenta del pasado siglo y el papel del ICARDA (International Center for Agricultural
Research in Dry Areas) para paises en vias de desarrollo. Se consiguieron nuevos
cultivares de alto rendimiento y se identificaron resistencias a las principales
enfermedades; al ser programas publicos y el ICARDA una institucién internacional
dependiente del Grupo Consultivo Internacional de Investigaciones Agrarias (CGIAR en
sus siglas oficiales inglesas), las nuevas lineas obtenidas eran de uso comdn y sucesivos
programas europeos y hacionales produjeron variedades competitivas que sin embargo
no fueron bien aprovechadas por las distintas politicas agrarias al no potenciar las

tecnologias adecuadas para su desarrollo

En la actualidad, como el resto de cultivos, se enfrentan al nuevo reto de la mejora
de la adaptabilidad a las nuevas condiciones de cultivo que puedan venir determinadas
por el cambio climatico con nuevos y cada vez mas frecuentes estreses bidticos que
habra que tener en cuenta en cada area de produccion. Las nuevas variedades pueden
encontrar sus nichos en diferentes sistemas de cultivo, debiendo entrar por supuesto en
rotaciones con otros cultivos como ya hemos dicho. Los productos finales, como en la
actualidad, podran ser de grano seco para pienso en paises desarrollados, pero que en
muchos otros siguen siendo un componente importante de platos tradicionales, y también
para consumo en fresco y para las industrias de enlatado, congelado y, en general, para

precocinados, lo que requerird nuevos tipos aptos para la industria.

Todo ello exigira cultivar las nuevas variedades con técnicas adecuadas, pues a
pesar de que ya se dispone de buenas variedades, el agricultor, en muchos casos no
elige la variedad apropiada o no la adquiere en una buena casa comercial, ni las abona ni
las trata. Y, a pesar de todo, el avance ha calado de manera sensible, como lo prueba el
hecho de que en 2013 el rendimiento medio en Espafia ha sido de aproximadamente 1.6

t/ha (véanse los datos aportados al comienzo de esta Introduccion), el doble al menos
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que hace treinta afios, a pesar de la escasa técnica que se aplica en el cultivo de
variedades que, repetidamente, muestran poder llegar a las 3t/ha en condiciones de
cultivo comercial y hasta las 4 t/ha en ensayos.

En definitiva, la agricultura moderna exigira un paquete tecnolégico completo en el
que el agricultor sepa en cada caso cuales son sus opciones en cuanto a variedades pero
también en cuanto a las técnicas de cultivo a aplicar. En este sentido, una de las
principales limitaciones actuales en el cultivo de las leguminosas y por tanto en el de las
habas es el control de malas hierbas. Muchas de las materias activas empleadas en
agricultura han sido prohibidas por la legislacion europea, por lo que se precisara de
nueva experimentacion que solucione este problema, crucial para la expansion del

cultivo.

El conocimiento de la base genética de cada uno de los caracteres para los que se
va a mejorar facilitard en gran medida el manejo de cada uno y por tanto aumentara la
probabilidad de obtener buenos resultados dentro de unos plazos razonables. Se ha
avanzado en el estudio de la base genética de muchos de estos caracteres, tanto los
asociados a la resistencia a enfermedades (Tivoli et al. 2006; Sillero et al. 2009; Villegas-
Fernandez, 2012; Rubiales et al. 2015), como los relacionados con factores abiéticos
como la resistencia al frio (Picard y Duc 1986; Arbaoui et al. 2008). En el caso de este
altimo tipo de estreses también se esta profundizando en la base fisiol6gica de los
mismos, como respuesta a los requerimientos de adaptabilidad de cultivos exigidos por
las previsiones de cambio climatico en el futuro (Araujo et al. 2015). Un mayor
conocimiento de las respuestas de la planta y una mejor caracterizacion de los distintos

genotipos facilitaran el estudio de la base genética de las mismas.

De la misma manera se han hecho estudios sobre la genética caracteres
agronémicos relacionados con la arquitectura y morfologia de la planta (Cubero, 1970;
Martin 1976; Suso y Cubero 1986), asi como del rendimiento y sus componentes
(Cubero, 1970; 1971; Martin, 1979; Suso y Cubero 1986; Torres et al. 1993; Simorte et
al. 1995; Nadal et al. 2003 y Cruz-lzquierdo, 2009).

3.- Problemas de la mejora

Uno de los problemas al que se enfrentan los cultivos en general es la reduccion de
la variabilidad disponible. Este proceso se ha visto agravado durante el desarrollo de la
mejora genética vegetal por la obtencién de variedades més productivas y por la actividad
de las casas comerciales que restringen, l6gicamente por otra parte, la cantidad de

variedades de su oferta.
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La aparicion de nuevas variedades méas productivas y portadoras de caracteres
interesantes para el productor ha provocado el abandono de cultivares y variedades
locales adaptadas a sus condiciones de cultivo. Por otra parte, la propia metodologia de
los programas, basada muchas veces en el desarrollo de cruzamientos entre lineas élite,
origina en si misma una pérdida de la diversidad disponible y un estrechamiento en la
base genética de los cultivos. Esta reduccion de la diversidad disponible supone un gran
riesgo para la Agricultura que esta llevando al desarrollo de acciones para contrarrestar el
proceso. En las dltimas décadas, se han incrementado los proyectos de recolecciéon de
material a través de los Bancos de Germoplasma. De esta forma, se estan conservando
tanto variedades locales como especies silvestres relacionadas con las cultivadas. En el
caso de las habas, es lamentable que no se haya descubierto el ancestro silvestre
(posiblemente extinguido) y que no se pueda cruzar con ninguna otra especie del género
Vicia como ha sido repetidamente demostrado (Cubero, 1982; 1984). Es una anomalia
incluso dentro de las leguminosas (sélo la soja parece compartirla), pues tanto en lenteja
(Lens culinaris Medik.) como en garbanzo (Cicer arietinum L.) se han logrado transferir
genes de las especies silvestres a ambos cultigenos (Pickersgill et al. 1983; Ramsay y
Pickersgill, 1984); en lenteja, por ejemplo, en la evaluacion de colecciones de las
especies silvestres del género Lens se han identificado genotipos con resistencia a
enfermedades provocadas por hongos (Tullu et al. 2006; 2010; Podder et al. 2013) y con
resistencia a jopo (Orobanche crenata) (Fernandez-Aparicio et al. 2009). Del mismo
modo, la resistencia a antracnosis ha sido introducida en un cultivar de lenteja mejorado a

través de la hibridacién con Lens ervoides (Fiala et al. 2009; Vail y Vanderberg, 2010).

En el caso del garbanzo, la ampliacion de la base genética a través del cruzamiento
con especies silvestres ha sido necesaria para poder construir mapas moleculares, tan
estrecha era la base molecular del garbanzo, quiza porque la domesticacién del cultivo se

llevé a cabo en una sola poblacion (Abbo et al. 2003).

En V. faba no se dispone de especies silvestres relacionadas que crucen con la
domesticada, pero la ampliacion de la base genética disponible para la mejora es
imprescindible para el cultivo, por lo que el aumento de la variabilidad tiene que darse a
través de las variedades primitivas que pueden ser portadoras de caracteres de interés,
sobre todo buscando una mayor adaptacién en el caso de un cambio climatico global. En
las habas se han descrito distintos tipos botanicos que identifican un conjunto de
caracteristicas pero que no tienen mayor entidad taxondémica, ya que se cruzan
faciimente entre si (Cubero, 1984). Muratova (1931) distingui6 dos subespecies
(paucijuga, manifiestamente primitiva, y (eu)faba, y tres variedades botanicas dentro de

esta ultima (minor, equina, major), pero todos los estudios llevados a cabo, como se vera
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asimismo en la presente Tesis, demuestran que la distincion morfolégica entre tales
variedades no se debe a distintas arquitecturas genéticas: las diferencias obedecen a
diferenciacion regional y no morfolégica como decia Muratova. Asi pues, la necesidad de
buenas recolectas en todas las posibles regiones donde se cultiva es una necesidad

imperiosa.

En general, los trabajos en los que se ha abordado el estudio de la genética de
caracteres de interés morfologico y reproductivo se llevaron a cabo cuando no existian
herramientas moleculares (Suso y Cubero 1986; Martin y Cubero 1979; Cubero y Martin
1981). De ahi que el desarrollo de poblaciones segregantes, que permitan el estudio de
los caracteres relacionados con el rendimiento y la arquitectura de planta, sea una de las
prioridades para los programas de mejora genética de habas. Ademas de conseguir una
aproximacion a la base genética de cada uno de los caracteres, se podrian obtener
nuevas formas distintas a las actuales y de posible valor agronémico. Por otra parte,
serian un material muy adecuado para el desarrollo de herramientas moleculares que
faciliten los procesos de seleccién a través de la seleccién asistida por marcadores (MAS-

Marker Assisted Selection).

4.- Seleccidn asistida por marcadores

La mejora genética es un proceso largo y complejo. Muchos de los caracteres que
se estudian se encuentran influenciados por el ambiente, lo que supone una limitacion
importante para el éxito del mejorador. De ahi que una de las aspiraciones de éste sea
poder seleccionar por el genotipo, en lugar de por el fenotipo. El desarrollo de los
marcadores moleculares permitié por un lado el desarrollo de estudios genéticos a nivel
molecular para identificar los factores genéticos responsables de los caracteres de interés
en mejora y, por otro, el desarrollo de procedimientos de seleccién indirectos basados en
estos marcadores moleculares. Las principales ventajas de dichos marcadores son su
caracter neutro frente al ambiente y la posibilidad de andlisis durante los primeros
estadios de desarrollo o incluso en semillas y antes de la siembra con la consiguiente

reduccion en la cantidad de material vegetal a evaluar.

El desarrollo de técnicas moleculares ha facilitado la localizacion e identificacion de
genes de interés. Sin embargo, el éxito de esta identificacion depende en gran medida
del material vegetal empleado. En el caso de los caracteres cuantitativos, el éxito en la
identificacion de regiones asociadas a los caracteres en estudio (QTL-Quantitative Trait
Loci) radica en la poblaciéon de mapeo utilizada, que debe presentar un intervalo de
variacion suficiente para el caracter de interés, por lo que es conveniente que la distancia

entre los parentales sea amplia para asegurar la presencia de polimorfismo (Rick, 1969).
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De ahi que, como ya se ha mencionado, el desarrollo de poblaciones segregantes para el
estudio de QTLs sea un objetivo importante en los programas de mejora de cualquier

cultivo.

Existen gran cantidad de tipos de marcadores de ADN disponibles: RFLPs
(Restriction Fragment Lenght Polymorphisms), RAPDs (Random Amplified polymorphic
DNA), AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphism), SSRs (Simple Sequence
Repeats), SCARs (Sequence Characterized Amplified Regions), CAPS (Cleaned
Amplified Polymorphic Sequences), STSs (Sequence-Tagged Sites), ESTs (Expressed
Sequence Tags), SSCPs (Single-Strand Conformation Polymorphism), SNPs (Single
Nucleotide Polymorphisms), etc. El tipo de polimorfismo més utilizado en la actualidad es
el basado en SNP, por ser el méds abundante. Se han desarrollado distintas tecnologias
para su genotipado como KASPar (Semagn et al. 2014) u otras basadas en arrays como
el “barley BOPA” (www.barleycap.org), que ademas permiten el genotipado simultaneo
de cientos de marcadores al mismo tiempo. La tendencia actual es el desarrollo de
genotipado masivo a través de tecnologias como DArT (Diversity Array Technology-
www.diversityarrays.com) o del genotipado por secuenciacion (GBS, genotyping by

sequencing).

En habas, hasta hace relativamente poco se han empleado principalmente los
marcadores RAPDs (Williams et al. 1990 y Welsh y MacClellan, 1990) para la
identificacion de genes o QTLs (Torres et al. 2010). La razén del uso de marcadores
aleatorios radicaba en el escaso conocimiento que a nivel gendmico se tenia de la
especie Poco a poco se han ido introduciendo otros tipos de marcadores mas
informativos como los microsatélites que, junto con el uso de trisémicos, permitieron la
asignacion de grupos de ligamiento de los mapas desarrollados a cromosomas
especificos de la especie (Torres et al. 2010). En los ultimos afios se ha producido un
nuevo salto cualitativo con la introduccién de marcadores derivados de genes como los
ESTs (Expressed Sequence Tags). Ellwood et al. (2008) publicaron el primer mapa de
habas constituido exclusivamente por este tipo de marcadores que, posteriormente, Cruz-
Izquierdo et al. (2012) mejoraron, ya que asignaron muchos de los grupos de ligamiento
de este mapa a cromosomas especificos de V. faba. Esto ha permitido introducir a las
habas en los estudios de sintenia en leguminosas, lo que ha abierto la puerta al uso de
nuevas herramientas biotecnoldgicas. La inclusién de las habas en esta nueva linea de
investigacion permite tanto aprovechar los adelantos en el campo de la Biologia

Molecular como suministrarlos.
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A partir de aqui se han desarrollado nuevos mapas que han culminado en la
publicacion de dos mapas consenso que actualmente constituyen la referencia para los
trabajos de mapeo comparativo en la especie y de transferencia de informacion con el
resto de las leguminosas (Satovic et al. 2013; Webb et al. 2015). En ambos trabajos se
recoge un grupo de ligamiento asignado al cromosoma IV de V. faba que hasta el
momento habia sido la asignatura pendiente en los mapas desarrollados y por lo tanto en
los estudios de sintenia realizados. Dicha asignaciéon ha sido posible gracias al trabajo

que se describira en el capitulo Il de la presente tesis.

Los mapas cada vez mas informativos estan siendo utilizados para la identificacion
de genes/QTLs asociados con caracteres interesantes para el cultivo como son la
resistencia a las principales enfermedades (Satovic et al. 2013; Gutiérrez et al. 2013;
Kaur et al. 2014) o la resistencia frente a estreses bioticos (Khazaei et al. 2014). También
estan sirviendo para la identificacién de regiones asociadas a caracteres de calidad como
el contenido en vicina-convicina (Khazaei et al. 2015) o la ausencia de taninos (Webb et
al. 2015). En gran parte de estos trabajos se estd aprovechando la posibilidad de

traspaso de informacién entre las especies a través del uso de marcadores comunes.

En este contexto, la poblacién usada para el desarrollo de los mapas de Ellwood et
al. (2008) y Cruz-lzquierdo (2009) permiti6 la identificacion de QTLs para los caracteres
estudiados en nuestro trabajo: arquitectura de la planta y rendimiento, asi como otros
relacionados con la fenologia del cultivo. Algunos de ellos fueron validados en las dos
campafas estudiadas (Cruz-lzquierdo et al. 2012), siendo éstos los que mas interés
tienen desde el punto de vista de la mejora. De hecho, la validacion de los resultados que
se obtengan en cuanto al mapeo de genes y QTLs es imprescindible para la puesta en
marcha de una estrategia eficaz de seleccidn asistida por marcadores. Esta validaciéon es
conveniente en distintas condiciones ambientales pero también en distintos fondos
genéticos, diferentes a aquellos en donde se identificaron, ya que con ello se pueden
conseguir marcadores que sirvan en materiales distintos de los utilizados en su

desarrollo.

Una vez validados los QTLs, el siguiente paso es la obtencién de marcadores
eficientes para la seleccion. Idealmente se trataria de disefiar marcadores sobre el gen
responsable del caracter o lo que se viene llamando “marcadores diagndstico”. En habas
hay ejemplos de este tipo de marcadores en la bibliografia: marcadores asociados al gen
TFL-1, responsable del crecimiento determinado en habas (Avila et al. 2006; 2007) o méas
recientemente al gen TTG-1 que confiere ausencia de taninos en las semillas (Webb et

al. 2015). Sin embargo, este tipo de marcadores no siempre es facil de desarrollar e
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implica una labor de saturacion de las regiones portadoras de QTLs tanto para llegar al
gen candidato cuando sea posible como para obtener marcadores lo mas cercanos
posibles al mismo y por lo tanto con mayor probabilidad de servir en el programa de

mejora.

En esta labor de saturacion, el conocimiento ya mencionado sobre las relaciones de
sintenia existente entre las distintas leguminosas y sobre todo con la especie modelo
Medicago truncatula puede ser de gran ayuda. A lo largo de este trabajo trataremos de
poner en practica este tipo de estrategias. En concreto trataremos de llegar a la
identificacion de genes candidatos para altura de planta partiendo de QTLs validados en
distintas campafias y de la informacién disponible en la bibliografia sobre este caracter en
la especie modelo.

Por todo lo expuesto los OBJETIVOS de este trabajo han sido:

- Desarrollo de poblaciones RIL (Recombinant Inbred Lines) a partir de
cruzamientos realizados entre parentales pertenecientes a los distintos tipos
varietales descritos en habas y estudio preliminar de la genética de caracteres
relacionados con la arquitectura de la planta y el rendimiento.

- Asignacion de grupos de ligamiento pertenecientes a distintos mapas genéticos

de habas al cromosoma |V de la especie.

- Validacién en distintos ambientes de QTLs de arquitectura y rendimiento
previamente identificados en la poblacion RIL Vf6 x Vf27. Asi mismo, validacién

preliminar de los mismos QTLs en distintos fondos genéticos.

- Proposicidon de genes candidatos responsables de la altura de la planta y otros

caracteres relacionados.
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INTRODUCCION

La reduccion de la diversidad genética de los cultivos supone una seria amenaza
para el futuro de la agricultura. La presion de seleccion ejercida por el hombre durante los
procesos, primero de domesticacion y después de mejora, ha causado cuellos de botella
que han llevado al empobrecimiento progresivo de la base genética de los principales
cultivos en los que se basa la alimentacibn humana (Tanksley and McCouch 1997;
Warburton et al. 2006). Este factor de riesgo fue ya evidenciado en 1972 por la Academia
Nacional de Ciencias de los EEUU, mediante la publicacion de un estudio, motivado por
la epidemia de Helminthosporium [hoy Bipolaris] maydis en los hibridos comerciales de
maiz poseedores del citoplasma Texas, en el que se ponia de manifiesto el peligro
latente en los cultivos mas importantes debido a la uniformidad genética alcanzada en

busca del rendimiento méximo (National Academy of Sciences, 1972.)

A partir de ahi, la comunidad cientifica reconocié que el incremento de la diversidad
genética debia de ser un objetivo crucial en el desarrollo de los programas de mejora de
los distintos cultivos para garantizar la seguridad alimentaria. Como consecuencia, se
realizd un esfuerzo importante a nivel prospectivo que increment6é las colectas de
variedades silvestres relacionadas con las especies cultivadas y las variedades locales
de las mismas. Todo ello permiti6 un aumento considerable del nimero de muestras
conservadas en bancos de germoplasma. Estudios posteriores con técnicas moleculares
han confirmado la vulnerabilidad de los cultivos y en muchas ocasiones han puesto de
manifiesto la baja diversidad genética de muchas especies cultivadas, a pesar de una
gran variacion fenotipica. Por ejemplo, la estrecha base genética en algunas especies
como el garbanzo (Cicer arietinum L.) o el cacahuete (Arachis hipogea L.) obliga al
desarrollo de cruzamientos interespecificos para el desarrollo de los mapas genéticos y
sugiere que la domesticacién se llevd a cabo a partir de muy pocos individuos de una

poblacion (Croser et al. 2003).

La vulnerabilidad de los cultivos hace imprescindible la méaxima utilizacién tanto de
las variedades primitivas como de los recursos silvestres para garantizar la existencia de
una base genética suficiente para asegurar el éxito de los programas de mejora no soélo
actuales sino futuros. La importancia de este proceso ha hecho que se acufie un término
especifico, el de pre-mejora (‘pre-breeding’), para englobar todos los procesos que
permiten la transferencia de genes a partir de variedades primitivas o de ancestros

silvestres a material mejorado.
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La utilizacion en mejora de la diversidad disponible en estos materiales no esta
exenta de dificultades. Los mejoradores siempre hablaron de bloques de “genes
coadaptados” para explicar la dificultad de transferir incluso caracteres monogénicos de
una variedad primitiva o de una especie silvestre a una linea mejorada, ya que no solo
pasaba el gen de interés sino una buena cantidad de genes acompafantes
estrechamente ligados a él en su bloque, genes muchas veces indeseados y con
frecuencia indeseables que habia que eliminar por medio de un largo proceso de
seleccion. La existencia de tales grupos de ligamiento supone una barrera importante

para la utilizacion de esta diversidad en mejora.

La dificultad de uso es mayor en el caso de especies silvestres. De ahi, que los
avances sean mas considerables en los cultivos de mayor importancia econémica, donde
el beneficio potencial compensa la inversion necesaria. De hecho, el uso de especies
silvestres ha permitido avances considerables tanto en trigo duro (Ceoloni et al. 2014),
como en trigo harinero (Khlestkina 2014) e incluso ha permitido el desarrollo de nuevos
cultivos como el tritérdeo (xTritordeum Ascherson. et Graebner.) (Martin y Sanchez-
Monge, 1982) a partir del cruzamiento entre la cebada silvestre Hordeum chilense Roem.

et Schultz. y el trigo duro.

Las variedades primitivas o locales también presentan caracteristicas de gran
interés en la mejora de las cultivadas. Estas variedades han sido mantenidas en
condiciones locales, y en muchas ocasiones estan perfectamente adaptadas a las zonas
donde fueron seleccionadas, por lo que suponen un reservorio de genes con potencial en
mejora. Este hecho es relevante incluso en el caso de parientes silvestres, no sélo para
caracteres obvios como la resistencia a enfermedades o plagas, sino incluso para
caracteres de mayor complejidad como el rendimiento o la tolerancia a los estreses
abidticos. El programa mas ambicioso en este sentido es el desarrollo de trigos sintéticos
en el CIMMYT. El trigo harinero es un alohexaploide fruto de la hibridacion espontanea
entre trigo duro y Aegilops tauschii Coss. El desarrollo de un programa de cruzamientos a
gran escala en el CIMMYT en el que se repite este cruzamiento, pero utilizando la
diversidad disponible en la especie silvestre, permite superar el cuello de botella que
supuso la domesticacién del trigo harinero. De hecho, este programa ha permitido la
obtencion de lineas con mayores rendimientos, grano mas grande o tolerancia /
resistencia frente a estreses biéticos o abioticos (van Ginkel and Ogbonnaya 2007). En
Espafa, el programa de mejora de cebada probablemente constituye el mayor éxito de
utilizaciéon de las variedades locales, tanto por la identificacién de variedades de interés,

como las adaptadas a sequia, como por el uso de estas variedades para la determinacion
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de la base genética de caracteres importantes como los relacionados con la floracién o la

resistencia a enfermedades (lgartua, 2014).

En cualquier caso, la utilizacién de estos recursos en mejora y el aprovechamiento
de su tremendo potencial seran tanto mas eficientes cuanto mejor conozcamos los

caracteres a transferir y la base genética que los regula.

La domesticacién y la posterior evolucion de los cultivos han supuesto la seleccién
de variantes génicas que favorecian las necesidades del hombre, como la indehiscencia,
el mayor tamafo de grano, el raquis firme de las espigas, etc. En conjunto, se ha usado
el término “sindrome de domesticacion” para englobar los cambios producidos en el paso
de especie silvestre a domesticada (Hammer, 1984; Harlan, 1992). En muchas
ocasiones, ademas de estos cambios, también se han incluido otros relacionados mas
especificamente con la evolucion o diversificacion de las especies ya cultivadas (Meyer y
Purugganan, 2013). En la actualidad, los distintos estudios tienden a intentar separar los
dos procesos, siendo mucho lo que se ha avanzado en algunas especies en los Ultimos
afios en cuanto al conocimiento de los genes implicados. Este hecho, se ha debido
principalmente al desarrollo de material vegetal adecuado para su estudio y a los avances
conseguidos en cuanto a genética molecular tales como el mapeo fino de QTLs, el
mapeo por desequilibrio en el ligamiento a través de los estudios de asociacién del
genoma o los analisis de complementacién genética (Meyer y Purugganan, 2013). Por
ejemplo, en el caso del maiz, que es la especie que ha sufrido un mayor cambio debido a
la domesticacién (Wallace et al. 2014), el proceso incluyé la seleccién de genes que
controlan la mayor parte de los caracteres de interés agrondémico como la arquitectura de
la planta, las caracteristicas del grano, el indice de cosecha, etc. Estudios preliminares
indicaban que la transicion de teosinte a maiz se debia a 5 o 6 loci (Beadle, 1980), sin
embargo experimentos de mapeo fino posteriores indicaron que estos loci eran
probablemente conjuntos de genes ligados (Quijada et al. 2009), mientras que datos aldn
mAas recientes a través de estudios transcriptdmicos, indican la relacion de casi 500
regiones gendmicas, que a su vez podrian abarcar hasta 2000 genes que aportan
pruebas de seleccion direccional consistente con posibles acciones en la domesticacion
(Hufford et al. 2012).

Las leguminosas siempre han ido por detrds de cereales y de otras especies en lo
gue concierne a la utilizacion de especies silvestres o variedades primitivas en mejora. La
principal razén han sido las barreras al cruzamiento (Martinez et al. 1979; Cubero, 1982,
1984) y la segregacion en bloques de caracteres (Cubero y Martin 1981), que dificulta el

andlisis genético y el trabajo con caracteres concretos. Por otra parte, en muchos casos,
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se trata de cultivos de escasa relevancia econdmica aunque de enorme valor
medioambiental. Este hecho ha marcado durante mucho tiempo una menor inversion en
investigacion y por lo tanto un menor conocimiento da la base genética de los caracteres

de domesticacion y/o diversificacion de interés para la mejora de cada especie.

El caso de las habas no ha sido una excepcion. A los problemas ya citados se les
suma el hecho de que es imposible el estudio de los genes implicados en la
domesticacion ya que se desconoce su ancestro silvestre. Estos genes suelen afectar a
caracteres de importancia agronémica, por lo que para su estudio es imprescindible la
consideracion de las variedades primitivas de la especie, donde existe una amplia
diversidad genética.

Se reconocen cuatro tipos botanicos principales diferenciados fundamentalmente
en funcién del tamafio de grano (de menor a mayor): paucijuga, minor, equina y major,
aunque existen otras diferencias entre ellos como son el porte, la fertilidad, la ramificacién
o la longitud de vainas, entre otros (Cubero, 1974). Estas caracteristicas tienen una gran
utilidad en mejora ya que determinan la arquitectura de la planta y los componentes del

rendimiento.

El avance del conocimiento a nivel molecular en la especie ha sido muy importante
en los Ultimos afios, pero aun estamos lejos de lo conseguido en otras especies de mayor
valor econémico. En contrapartida es mucho lo que se ha avanzado en especies como
Medicago truncatula Gaertn., que se considera la especie modelo para el desarrollo de
estudios gendmicos en las leguminosas. Los estudios en M. truncatula, incluyendo su
secuenciacion completa, abren enormes posibilidades para la identificacion de regiones
gendmicas e incluso de genes candidatos que regulan los caracteres de domesticacion
y/o especiacion en las demas leguminosas. De hecho, en general se acepta que la
informacién obtenida en la especie modelo puede hacer de puente entre la recopilada
para las demas especies a través del establecimiento de lo que se conoce como

relaciones de sintenia (Varshney et al. 2015).

En general, la domesticacion de las diferentes especies leguminosas ha provocado
cambios similares incluyendo mayor tamafo de semilla, ausencia de dehiscencia, vainas
mas largas etc. Sin embargo, esto no tiene por qué significar la existencia de genes
ortélogos en las distintas leguminosas que regulen los mismos caracteres. Por ejemplo,
Weeden (2007) comparo los genes responsables de la domesticacion en guisante y judia
y no encontré ninguno que fuese comun a ambas especies, aunque no se pueda
descartar la presencia de ortélogos en caracteres como el tamafio de semilla. Ademas,

este hecho supondria una perspectiva halagiiefia desde el punto de vista del mejorador,
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ya que implicaria la posibilidad de modificar caracteres de interés de diferentes maneras,

evitando los efectos negativos de la sustitucion de unos alelos por otros (Weeden, 2007).

En cualquier caso, previo a cualquier estrategia de genes candidatos, resulta
conveniente el desarrollo de poblaciones segregantes que nos permitan el estudio de la
base genética de cada uno de los caracteres, el desarrollo de mapas de ligamiento y la
identificacion de genes y/o QTLs responsables de la genética de cada uno de ellos. Esta
aproximacion también permitiria la identificacion de marcadores moleculares
estrechamente ligados a estos genes/QTLs para su uso en la seleccion indirecta de
genotipos de interés a través de un programa de seleccion asistida por marcadores, lo
que facilitaria en gran medida los procesos de obtencion de nuevas variedades.

Hasta el momento, hay pocos trabajos de identificacion de QTLs para caracteres de
diversificacién en el cultivo de habas. El mas significativo fue el realizado por Cruz-
Izquierdo (2009) en el que identific6 60 QTLs responsables de la variaciéon en 20
caracteres relacionados con la fenologia, la arquitectura y el rendimiento del cultivo.
Algunos de estos QTLSs, incluso pudieron ser validados en distintas campafas agricolas
0, lo que es lo mismo, en distintos ambientes (Cruz-1zquierdo et al. 2012). En este trabajo
estudi6 una poblaciébn segregante derivada del cruzamiento entre la linea Vf6,
perteneciente al tipo equina, y la Vf27, del tipo paucijuga. Pese a mostrar un gran
variabilidad tanto fenotipica como genotipica, es improbable que este cruzamiento sea el
mas extremo para todos los caracteres de interés. De ahi que la generacién de nuevas
poblaciones segregantes que maximicen la variabilidad para cada uno de los caracteres
considerados adquiera una gran importancia, mas aln si tenemos en cuenta que es
bastante probable que pueda existir una base genética distinta para los mismos
caracteres en distintas lineas. Por ejemplo, Cubero y Martin (1981) describieron la
existencia de dominancia negativa para tamafio de semilla en cruzamientos entre
paucijuga y major. Sin embargo, en el mismo trabajo se concluyé que los resultados
encontrados no podian ser extrapolados, ya que podian depender de los parentales

utilizados

Las poblaciones RILs (“Recombinant Inbred Lines”) son el material mas idéneo para
el desarrollo de estos estudios, ya que permiten incluir repeticiones y asi estudiar la
interaccion genotipo x ambiente y por tanto la estabilidad de los genes/QTLs obtenidos.
El desarrollo de cruzamientos entre los distintos tipos botanicos reconocidos, supondria la
ampliacion de la base genética disponible para la mejora, incluyendo variaciones en
arquitectura de planta que podrian ser incluidas de forma directa en el programa de

mejora. Ademas, las poblaciones obtenidas a partir de estos cruzamientos servirian para
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una aproximacion al tipo de herencia de los caracteres de interés y por lo tanto la
estimacion del potencial en mejora de los distintos cruzamientos para los caracteres
relacionados con el rendimiento y la arquitectura de la planta; del mismo modo, el estudio
de las descendencias de estos cruzamientos permitirian comprobar si realmente existen
bloques génicos para los caracteres de interés. En la actualidad, las nuevas plataformas
de genotipado masivo hacen que la fase mas costosa, tanto en tiempo como en dinero,
sea el desarrollo de las poblaciones de mapeo, de ahi que el desarrollo de poblaciones

RILs sea un objetivo en si mismo.

Objetivos

La finalidad de este capitulo es el incremento de la base genética disponible para
los programas de mejora de habas a través de la introduccion de la variabilidad existente
en las variedades primitivas. Para ello y por todo lo expuesto, en el presente capitulo nos
propusimos: el desarrollo de nuevas poblaciones RIL que sirvieran tanto para el estudio
de la base genética de caracteres de arquitectura y rendimiento en habas como para la
obtencién de material de interés en un programa de mejora. Durante la generacion de
este material vegetal se realiz6 una primera aproximacion a la genética de los caracteres
y su posible comportamiento en mejora mediante el estudio de las segregaciones de las

generaciones F, y F,.3 de los distintos cruzamientos.
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MATERIALES Y METODOS

1.- Material Vegetal

El material vegetal estudiado en esta tesis se desarroll6 a partir de cruzamientos
entre 6 lineas parentales pertenecientes a los 4 tipos botanicos descritos en V. faba y a
una forma intermedia: Vf172 (paucijuga); Vf751 y Vf1809 (minor); Vf417 (equina-minor);
V{422 (equina); Vf937 (major). El origen de estas lineas y las caracteristicas morfologicas
de cada tipo botanico se muestran en la Tabla 1 y Figura 1. Todas ellas pertenecen a la
coleccion del Banco de Germoplasma de habas conservada como coleccion activa en el
Centro Alameda del Obispo (Cérdoba) del Instituto de Investigacion y Formacién agraria y
Pesquera de la Junta de Andalucia.

Tabla 1: Descripcion morfologica de los distintos tipos botanicos descritos en V. faba y empleados
en nuestro trabajo (Cubero, 1974)

Genotipos parentales

Genotipo Tipo boténico y procedencia Caracteristicas del tipo botanico
Plantas pequefias con numerosas ramas, muy
V172 Tipo Paucijuga, India autofertiles, bajo namero de flores por nudos, bajisima

produccion, granos muy pequefios y redondeados

Granos cilindricos-redondeados, peso no mayor a 0,6
V751 Tipo Minor, PBI gramos. Primera flor y primera vaina muy altas,
muchas flores por nudo

V{1809 Tipo Minor

Tipo intermedio, con caracteristicas de los tipos minor

V417 Tipo Equina-minor, Afganistan | Y €quina, granos elipsoidales sin llegar a estar
aplanados.

Granos con forma intermedia entre aplanados y

vfaz2 Tipo Equina, Etiopia cilindrico-redondeados, peso entre 0,6 y 1,1 gramos.

Plantas con semillas aplanadas que pueden pesar
V{937 Tipo Major, Espafia hasta 2 gramos. Longitudes de vaina mayores, muchas
flores por nudo, pocos tallos pero altos.
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Figura 1. Semillas de los cinco tipos botanicos utilizados. A: Vf937 (major), B: Vf422
(equina), C: Vf417 (equina—minor), D: Vf751 (minor), E: Vf1809 (minor), F: V{172

(paucijuga).

Para la obtencion de las poblaciones de lineas recombinantes (RIL) se partié de 13

poblaciones F, de cruzamientos desarrollados en el marco del proyecto de investigacion

AGL2005-07497, cofinanciado por el entonces Ministerio de Ciencia e Innovacion y el

Fondo Europeo de Desarrollo Regional (FEDER) (Tabla 2). Ademas se incluyé un nuevo

cruzamiento del que se obtuvo la F; al final de primer afio del trabajo (Tabla 2).

Tabla 2: Cruzamientos evaluados y sus tipos botanicos

Cruzamientos

Tipos boténicos

Vf417 x Vf172
V422 x Vf172
V{937 x V172
V{751 x V{1809
V{1809 x V{751
Vf751 x Vf417
V{422 x Vf751
V751 x Vf422
V{1809 x V{422
V937 x Vf751*
V{937 x V417
V{417 x Vf937
Vf937 x V422
V{422 x Vf937

Equina-minor x Paucijuga
Equina x Paucijuga
Major x Paucijuga
Minor x Minor

Minor x Minor

Minor x Equina-minor
Equina x Minor

Minor x Equina

Minor x Equina

Major x Minor

Major x Equina-minor
Equina-minor x Major
Major x Equina
Equina x Major

* Cruzamiento obtenido durante la realizacion de la tesis

2.- Desarrollo del material RIL

Todas las poblaciones fueron sometidas a un proceso de seleccion SSD (‘single

seed descent’) para el desarrollo de las RIL (Figura 2). Para ello cada generacion se

sembrd en jauldon con malla anti-insectos, lo que permitia garantizar la ausencia de

polinizadores (Figura 3). Con ello se pretendia las descendencias obtenidas provinieran

de autofecundacion. En F, se dispone de una Unica planta por cada genotipo que se
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recogié entera. En generaciones sucesivas se sembraron 3 granos de cada genotipo en
surcos de 50 cm separados por 70 cm de pasillo. Se recogio siempre la planta del centro
del surco y de ahi se obtuvieron 3 granos para la siembra del afio siguiente hasta llegar a
Fe y por lo tanto las poblaciones RILs. En el caso del cruzamiento nuevo se procedio de
la misma manera hasta obtener la correspondiente generacion F.

PARENTAL @ X PARENTAL '

Seleccion individual
después de cada ciclo
de autofecundacion

D ;
ARy

F3

F6

LINEAS RECOMBINANTES RILs

Figura 2: Esquema del modelo de selecciéon SSD (“single seed descent”)
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3.- Ensayos de campo

Todas las poblaciones provenientes del proyecto AGL2005-07497 fueron evaluadas
durante dos campafas consecutivas en la finca Alameda del Obispo del IFAPA en
Cérdoba. En la campafia 2008/2009 se evaluaron las 13 poblaciones, mientras que en la
2009/2010 se hizo lo propio con las generaciones F,.; obtenidas (Figura 2). Asi mismo,
las poblaciones F, y F,3 derivadas del cruzamiento Vf937 x V{751 se evaluaron,
respectivamente, en las campafias 2010/2011 y 2011/2012.

Las siembras se realizaron en noviembre y las practicas agricolas fueron las
habituales en la finca, con riegos de apoyo cuando fue necesario, para asegurar el

cuajado de vainas.

Los individuos F, se sembraron y evaluaron bajo jaulén. Las plantas se dispusieron
en surcos de 1m separados entre ellos por 70 cm siguiendo un disefio completamente
aleatorizado que incluyd los parentales de cada cruzamiento como testigos. De esta
generacion F, se tomaron las muestras de material vegetal para extraccion de ADN y se
recogioé su descendencia para obtener las familias F,.; derivadas. Para la evaluacién de
éstas Ultimas se realizé un ensayo en campo abierto, utilizando un disefio experimental
en bloques completamente aleatorizados con dos repeticiones, incluyéndose, de nuevo,
los parentales como testigos. Cada repeticién de cada familia estuvo compuesta de un
maximo de 10 plantas sembradas en surcos de 1 metro y con una separacion entre
surcos de 70 cm. Los caracteres evaluados en cada poblacion se indican en la Tabla 3.
Nuevamente la evaluacion del cruzamiento Vf937 x V{751 se vio retrasado, realizandose

en la campafia 2011/2012 siguiendo el mismo protocolo.

Se descarto la evaluacion de 5 de las 14 F,; obtenidas ya que el ensayo de campo

se vio afectado por encharcamiento prolongado o por ataque de jopo, lo que imposibilitd
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el correcto desarrollo del ciclo de las plantas. En cada cruzamiento se seleccionaron los
caracteres a estudiar teniendo en cuenta, en cada caso, los resultados obtenidos en la

generacion F, (Tabla 3).

4.- Evaluacién de caracteres agrondmicos

Se consideraron 2 grupos de caracteres, aquéllos relacionados con la arquitectura
de la planta y los caracteres directamente relacionados con los componentes del

rendimiento.
« Caracteres relacionados con la arquitectura de la planta:

- Altura del primer nudo con flor (HLF): NUmero de nudos desde el suelo hasta la
primera flor.

- Altura del primer nudo con vaina (HLP): Niamero de nudos desde el suelo hasta la
primera vaina.

- Numero total de ramas (NTP): Numero total de ramas de cada planta

- Flores por inflorescencia (FPI): Media del nimero de flores presente en cinco

inflorescencias de cada planta.
» Caracteres relacionados con el rendimiento y sus componentes:

- Nudmero de vainas por nudo (PPN): Valor medio del nimero de vainas presente en
cinco nudos de cada planta (evaluado sélo en F,).

- Numero de vainas por planta (PPP): Numero total de vainas que hay en la planta.

- Numero de évulos por vaina (NOP): Media de 6vulos de cinco vainas de cada
planta.

- Numero de semillas por vaina (NSP): Media de granos formados de cinco vainas
de cada planta.

- Longitud de vaina (PL): Valor medio de la longitud medida en mm de cinco vainas
de cada planta.

- Peso de 100 semillas (HSW): Peso en gramos de 100 semillas de cada planta.

- Granos totales (SPP): Numero de granos total de todas las vainas de la planta
(evaluado en F, y parentales).

- Rendimiento (YIELD): Calculado con la formula (HSW*SPP)/100) (evaluado en F,

y parentales).
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Tabla 3: Caracteres evaluados en la generacién F,.; de los cruzamientos estudiados

N N N N — N~ N~ N N~
N~ N~ N~ N [Te] - [s2] N [s2}
bu bu bu NS = S 2 < 2
> > > > > > > > >
X X X X X X X X X
N~ N N~ — N~ N~ N~ N~ N
— N [a2] g [s2] [s2] — ™ N
< S 2 = 2 2 S 2 S
> > > > > > > > >

HLF v v v v v 4 4

HLP 4 v v v v 4 4

NTP 4 v v 4 v 4 4

FPI 4 v v v v

PPP v v v v v 4 v 4 4

NOP v v v 4 v 4 4

NSP v v v 4 v 4 4

PL v v v 4 v v v v 4

HSW v v v v v 4 v 4 v

v': Caracter estudiado en esa poblacion. HLF: altura del primer nudo con flor, HLP: altura del primer
nudo con vaina NTP: nimero total de ramas, FPI: media de flores por nudo, PPP: nimero total de
vainas, NOP: media de 6vulos por vaina, NSP: media de granos por vaina, PL: longitud de vaina, HSW:
peso de 100 granos.

5.- Analisis de los resultados

5.1.- Andlisis de componentes principales

Para estudiar la influencia de los caracteres evaluados en la variabilidad encontrada
en cada poblacion, en este capitulo se han analizado los componentes principales para
los parentales, los 14 cruzamientos en F, evaluados y para 9 de las poblaciones Fy3

evaluadas con el programa estadistico SAS® 9.3 (SAS Institute Inc.) (Anexo ).
5.2.- Aproximacion al tipo de herencia

Para cada cruzamiento se representaron los datos obtenidos mediante
histogramas, tanto en F, como en F,3 (Anexo II). En la estimacion del tipo de herencia se
tuvieron en cuenta los valores medios de los parentales y de la F,, considerando sus
intervalos de confianza (IC). Como primer criterio se observo la existencia de variabilidad
entre los parentales. De esta forma, si los IC calculados coincidian o0 solapaban
consideramos que no habia variacion entre parentales y que por lo tanto en la F, o bien
no habia variacion con respecto a los parentales o bien el tipo de herencia seria
transgresiva. En el primer caso, los IC debian solapar mientras que en el segundo el de la
F, debia ser mayor o menor que el de los parentales segun tuviera sentido positivo o

negativo, respectivamente.
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Cuando se observaron diferencias entre parentales, esto es, cuando sus IC no
coincidian o solapaban, los distintos tipos de herencia se calcularon atendiendo al

siguiente criterio:

P.in = Valor medio del parental que presenta el menor valor para el caracter.
P,..x = Valor medio del parental que presenta el mayor valor para el caracter.
F, = Valor medio de la poblacion

Poin —max = Media de los parentales (Pmin + Pmax)/2

Int. P,,;, = Extremo del intervalo de confianza de P,

Int. P,,,x = Extremo del intervalo de confianza de P,,,,

Int. F, = Extremo del intervalo de confianza de F,

Los tipos de herencia se establecieron mediante férmulas de tipo condicional
utilizando Microsoft Excel.

Transgresividad negativa: Si se cumple que F, + Int.F, < P, - Int. P,

Transgresividad positiva: Si se cumple que F, - Int.F, > P, + Int. Py

Dominancia negativa: En ausencia de transgresividad, si se cumple que F, + Int.F, <

Pmin —max

Dominancia positiva: En ausencia de transgresividad, si se cumple F, - Int.F, > P, _ ..

Dominancia cero: En ausencia de las anteriores, si F ~ Pyin —max

Ademas, para cada caracter, se representdé graficamente el tipo de herencia
estimado considerando todos los cruzamientos analizados, o que permite una rapida
visualizacién. Para ello se representaron las 6 lineas parentales en los vértices de un
hexdgono. Cada cruzamiento se representd mediante una flecha donde el origen indica el
parental materno y el vértice el parental masculino. Se utilizaron distintos tipos de linea
en las flechas para mostrar el tipo de herencia: dominancia (tipo de linea continuo),
transgresividad (tipo de linea de guiones), sin variaciéon (tipo de linea de puntos). Del
mismo modo, se utilizé un cddigo de colores para indicar el sentido de la herencia: verde
(dominancia o transgresividad positivas), rojo (dominancia o transgresividad negativa),

azul (dominancia cero), negro (sin variacion en el caracter).

33



Ruiz Rodriguez MD Capitulo |

RESULTADOS Y DISCUSION

1.- Desarrollo de las poblaciones RILs

Las poblaciones RIL cuentan con la gran ventaja de ser poblaciones fijadas en las
que la heterozigosis es practicamente residual. Este hecho elimina la limitacion de
semillas que existe en generaciones anteriores y que impide las repeticiones de los
ensayos, limitando a la vez la precision de las evaluaciones de los distintos caracteres.
Por todo ello son poblaciones ideales para los estudios de la interaccibn genotipo X
ambiente ya que se pueden disefiar experimentos en distintas localidades y, por lo tanto,

distintos ambientes.

Con el fin de aprovechar la variabilidad observada en los distintos tipos boténicos
de V. faba, se decidio el desarrollo de poblaciones RIL que ademas de permitir el estudio
de la base genética de caracteres de interés relacionados con la arquitectura y el
rendimiento de la planta, supusiera una oportunidad para la combinaciéon de
caracteristicas deseables en genotipos que pudieran ser integrados al programa de

mejora.

Para ello se parti6 del método de descendencia de semilla Unica, desde las
generaciones F, recopiladas en la Tabla 4. Se han obtenido las generaciones Fg de 11 de
los 14 cruzamientos con los que se ha trabajado (Tabla 4). El cruzamiento Vf937 x V{751
se ha desarrollado por completo en el marco de la tesis, encontrandose actualmente en la
generacién F4. En la misma generacion se encuentran los cruzamientos Vf751 x V1809 y

reciproco (Tabla 4).
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Tabla 4: Cruzamientos desarrollados hasta las generacion Fg (RILs-Recombinant Inbred Lines)

Cruzamiento

Tipos Botanicos

N° Genotipos F,

Na Genotipos RILs

Vf417 x Vf172 Equina-minor x Paucijuga 138 130
V{422 x V172 Equina x Paucijuga 99 91
V{937 x Vf172 Major x Paucijuga 108 95
V{751 x Vf1809 Minor x Minor 138 129*
V{1809 x V{751 Minor x Minor 121 111*
V{751 x Vf417 Minor x Equina-minor 51 40
Vf422 x V751 Equina x Minor 69 59
V{751 x Vf422 Minor x Equina 68 60
V{1809 x Vf422 Minor x Equina 189 115
V{937 x Vf751 Major x Minor 105 85*
Vfa37 x Vf417 Major x Equina-minor 180 147
V{417 x Vfo37 Equina-minor x Major 152 142
V937 x V422 Major x Equina 82 76
V{422 x Vf937 Equina x Major 121 105

*Cruzamientos actualmente en F,

Los datos recogidos en la Tabla 4, muestran la diferencia en el nimero de
genotipos entre las distintas poblaciones RIL. No es un hecho trivial ya que este nimero
marcara de manera importante la utilidad de las mismas en los estudios futuros que
pretendamos llevar cabo. Por ejemplo, un tamafio pequefio de poblacién puede llevar, a
la hora de diseccionar molecularmente la base genética de los caracteres cuantitativos, a
subestimar el nimero de regiones del genoma asociadas (QTLs), a sobreestimar su
efectos o a fallar a la hora de cuantificar las interacciones entre las mismas (Beavis,
1998; Melchinger et al. 1998, Schon et al. 2004). Muchos de los trabajos sobre QTLs se
desarrollan con poblaciones con alrededor de 100 individuos y aunque hay trabajos que
sugieren que incluso 200 individuos son pocos para una deteccion precisa de QTLS, otros
concluyen que poblaciones pequefias también son utiles para la deteccion de QTLs de
grandes efectos (Vales et al. 2005). A fin de cuentas, éstos ultimos son los que, a priori,

mas interés practico tienen en los programas de mejora.

Durante nuestro trabajo hemos obtenido once poblaciones RIL y estamos en
proceso de conseguir otras tres. Siete de estas poblaciones superan los 100 individuos,
pero otras 7 se encuentran, incluso, por debajo de ese nimero (Tabla 4). No obstante,
estos materiales siguen siendo valiosos ya que pueden servir, como ya se ha
mencionado, para la detecciébn de QTLs de efectos grande, o bien para validar en
distintos fondos genéticos este tipo de QTLs detectados previamente. Asi mismo, dada la

variabilidad entre los parentales elegidos, en estas poblaciones, aunque sean mas
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pequefias, se pueden originar combinaciones génicas y fenotipicas interesantes en si

mismas para los programas de mejora.

El material desarrollado se encuentra conservado en condiciones de baja
temperatura y humedad y a disposicion de nuevos estudios que se deseen plantear. Son
excepciones las poblaciones que se encuentran en F, que siguen su proceso de

autofecundacion para la obtencion de las correspondientes poblaciones RIL.

2. Estudio preliminar de la variabilidad en los cruzamientos considerados

Previamente al estudio de variabilidad en las poblaciones F, y F,3; de los
cruzamientos considerados, realizamos lo propio con los parentales de los mismos. Con
ello pretendiamos una primera aproximacion al posible agrupamiento de los caracteres y

a como podian influir sobre la variabilidad observada

El Andlisis de Componentes Principales (ACP) es una técnica estadistica de
sintesis de la informacién, o reduccion de la dimension (niUmero de variables). Es decir,
ante un banco de datos con muchas variables, el objetivo sera reducirlas a un menor

numero perdiendo la menor cantidad de informacién posible.
Las ventajas de esta técnica se pueden resumir asi:

1.- Proporciona informacion de las relaciones existentes entre: a) las variables; b)

entre los individuos; c¢) entre las variables y los individuos.

2.- Nos sugiere si existe alguna tendencia en los datos y qué variables estan

relacionadas con ella.

3.- Permite una transformacion de los datos, en la cual, gran parte de la variacion
producida por numerosas variables se comprime en un numero menor de

variables.

4.- La transformacion es tal, que las nuevas variables generadas o componentes,

no estan correlacionadas entre si.

5.- Elimina, cuando sea posible, aquellas variables originales que aportan poco o

nada a la investigacion.

El andlisis de componentes principales de los datos de los parentales en la

campafa 2008/2009 mostro que los primeros dos componentes, en conjunto, explicaban
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alrededor del 91% de la variabilidad fenotipica observada, con una contribucion
especifica de 57 y 33,8 % de la variabilidad total, respectivamente. De acuerdo con los
vectores propios, las variables originales se distribuyeron en 4 grupos dependiendo de su
peso y el sentido de su influencia en cada una de las componentes principales (Figura 4).
Dos de estos grupos se relacionan més directamente con caracteres de rendimiento (G1
y G3), mientras que los otros dos con caracteres de arquitectura de la planta (G2 y G4)
(Figura 4).

El grupo G1 lo integran los caracteres NSP, YIELD, HSW, PL y NOP. Estos cinco
caracteres estan altamente correlacionados de forma positiva entre ellos. G3, por su
parte, lo componen los caracteres PPN, SPP y PPP, que presentan una alta correlacion
entre ellos pero negativa con el grupo G1. Dentro de los caracteres de arquitectura de la
planta, el grupo G2 lo componen los caracteres FPI, HLF y HLP que se correlacionan

negativamente con NTP (G4).
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Figura 4: Scatterplot del Andlisis de Componentes Principales (ACP) de los datos de
parentales evaluados en la campafia 2008/2009.

Los dos primeros ejes (PC1l y PC2) obtenidos tras el ACP de los datos de los
parentales en la campafia 2008/2009 han separado los parentales en funcién de sus
tipos botéanicos. El tipo major (Vf937) estd claramente definido por caracteres de
rendimiento (G1) como el peso de las semillas, longitud de vainas, numero de 6vulos y

granos por vaina. Los parentales V{751 y V{1809, tipo minor se caracterizan por ser
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plantas con un gran namero de flores por inflorescencia y una primera flor y primera vaina
muy altas, tal y como indican los vectores del grupo G2, caracteristicas ya descritas por
Martin A (1976). En paucijuga, (Vf172) se evidencian las caracteristicas descritas por
Suso y Cubero (1986), tal como demuestra su relacion positiva con G4, negativa con G1
y G2 y por debajo de la media para G3.

Los tipos Vf422 (tipo equina) y Vf417 (tipo equina-minor) son dos tipos boténicos
intermedios como demuestra su posicion respecto a los grupos formados por los
caracteres (Fig. 4). Vf422 presenta semillas algo aplanadas, de tamafio grande,
caracteres que acercan este tipo botanico al tipo major, sin llegar a igualarlo. V{417, tipo
botanico con caracteristicas compartidas entre equina y minor, presenta semillas mas
pequefias que equina, un poco menos aplanadas y mas redondeadas. Los resultados
obtenidos son los esperados para estos parentales.

Tabla 5: Valores de los vectores propios de los primeros

cinco componentes tras el andlisis ACP de los datos de los
parentales en la campara 2008/2009

Componentes
1 2 3 4 5
HLF 693 | 717 | -011 | -o068 | .018
HLP 711 645 116 | -252 | -041
NTP | 717 | -614 | 317 | -048 | ,074
FPI 370 | ,924 | 066 | 024 | -070
PPN 1 882 | 143 | -420 | -111 | ,077
PPP 948 | -149 | 184 | 192 | -095
NOP 1 700 | 335 | -387 | ,328 | -084
NSP 1 _ss8 | 765 030 | 079 | 310
PL 878 | 437 | -025 | -180 | -065
HSW 1 822 | 555 003 | -072 | -057
SPP 870 | 316 251 | 276 | ,068
YIELD | 529 | 742 191 088 | -007

En la campafia 2009/2010 se mantiene, con respecto a la anterior, la distribucién de
los parentales y la relacion de éstos con los caracteres agronémicos, presentando las

caracteristicas de los tipos botanicos ya descritas.

Nuevamente, con los dos primeros componentes se explico alrededor del 90% de la
variabilidad fenotipica observada (Figura 5). En esta ocasion se establecieron tres grupos

de caracteres (G1 a G3 en Figura 5).
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Tenemos un grupo (G1) formado por caracteres de arquitectura de la planta. Un
gran grupo que compone practicamente todos los caracteres de rendimiento (G2) y un
tercer grupo formado por un caracter de rendimiento y otro de arquitectura (G3).

38% V751
1,5
51,6% 61 HLF
1,0 FPI
[ |
HLP %\
G2
0,5
V{937
[
0,0
G3
-0,5
PPNm
VFL172 N
10 ® NTP ® Parentales|
' W Caracteres
-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0 15

Figura 5: Scatterplot del Andlisis de Componentes Principales (ACP) de los datos de los
parentales evaluados en la campafia 2009/2010.

El primer grupo (G1), integra caracteres de arquitectura de la planta como HLF,
HLP y FPI. Estos tres caracteres estan altamente correlacionados de forma positiva entre
ellos. G1 practicamente no presenta relacion con la mayoria de los caracteres de G2 o
muestran correlaciones negativas, tal y como ocurria en el analisis del afio anterior. El
grupo G2 abarca numerosos caracteres todos ellos de rendimiento, NOP, NSP, PL,
YIELD, HSW y SPP.

El tercer grupo G3, formado por PPP (caracter de rendimiento) y NTP (caracter de
arquitectura), correlacionados positivamente entre si  (0,820). Ambos, estan

correlacionados negativamente con los caracteres que componen los grupos G1y G2.

En este afio, el tipo major (Vf937) también estd completamente definido por los
caracteres de rendimiento (G2), ajustandose a un tipo con grandes vainas, con gran peso

de granos y un alto rendimiento.
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El genotipo minor evaluado (Vf751), al igual que el afio anterior, mostré los
caracteres que definen este tipo botanico: una primera flor y vaina altas y un elevado
numero de flores por inflorescencia como vemos en los vectores que definen G1. En
cuanto a estos caracteres, los resultados muestran la inexistencia de correlacion o
correlacion negativa entre el caracter de altura de primera flor y primera vaina vy el
rendimiento. Este hecho también se deducia de los resultados de la primera campafia y
previamente fue descrito en habas por Martin A (1976), tras la evaluacion de caracteres
de interés agrondmico en una serie de genotipos pertenecientes a los distintos tipos

botanicos de la especie.

En cuanto Vf172, en la campafa 2009/2010, también muestra las caracteristicas
esperadas para su tipo botanico: un elevado nimero de ramas, numerosas vainas,
aunque tengan un pésimo rendimiento. Muestran una relacién negativa con los
caracteres que componen G1 ya que son plantas muy bajas y con pocas flores,

resultados que corresponden con lo esperado.

Al igual que ocurre en la campafia 2008/2009, los tipos botanicos Vf422 (equina) y
Vf417 (equina-minor) se encuentran en posiciones intermedias con respecto a los
caracteres, manteniendo las caracteristicas que los definian en la campafia anterior.

Tabla 6: Valores de los vectores propios de los

primeros cinco componentes de los caracteres
evaluados en los parentales de la campafia 2009/2010

Componentes
1 2 3 4 5
HLF 1 020 | 997 | 069 | .034 | .000
HLP 1 000 | 935 | 249 | ,255 | ,000
NTP 1 362 | -823 | 018 | ,438 | ,000
FPI 135 | 926 | -164 | 313 | ,000
PPP 1 _8os | -573 | 087 | ,127 | 000
NOP 1 906 | ,197 | -357 | -109 | ,000
NSP 1 923 | 156 | -315 | ,157 | ,000
PL 961 | -072 | 255 | ,075 | ,000
HSW 1 g720 | -204 | 445 | -004 | 000
SPP | 808 | -529 | -205 | ,161 | ,000
YIEL | 934 | .240 | 265 | -027 | 000

En la Tabla 7 se resumen los principales resultados obtenidos de andlisis de

componentes principales de cada poblacion F;, y de alguna de las F».; obtenidas.
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Tabla 7: Vectores necesarios para explicar la informacion y los componentes mas importantes para cada una de las poblaciones evaluadas en F, y F...

CRUZAMIENTOS F,

CRUZAMIENTOS F,.;

Caréacter | Coeficiente | Caracter | Coeficiente Caréacter | Coeficiente | Caracter | Coeficiente
VFf417xVf172 128 6 (90,05%) SPP 0,915 HLP 0,705 122 4 (90,17%) HSW * 0,737 HLF 0,777
YIELD 0,870 HLF 0,694 HLP 0,650
NSP -0,567
NOP -0,555
Vf422x V{172 97 6 (88,26%) SPP 0,904 HLP 0,797 87 5(92,72%) HLP 0,872 HSW 0,868
YIELD 0,894 HLF 0,748 PL 0,848
Vf937xVf172 96 7 (92,78%) YIELD 0,919 PL 0,720 90 5 (92,75%) NOP * 0,808 HLP -0,589
SPP 0,888 NOP 0,650 HLF -0,600
NSP 0,632 PL 0,550
HSW 0,503 NTP 0,673
VI751xVf1809 97 6 (89,23%) PL * 0,795 HLF 0,776
HLP 0,74
NTP -0,585
PPP -0,56
Vf1809xVf751 73 6 (88,00%) YIELD 0,864 NSP -0,678
NOP -0,671
PPP 0,53

* Cuando no hay ningun vector > 0,85 se pone el mayor
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Tabla 7: Vectores necesarios para explicar la informacion y los componentes mas importantes para cada una de las poblaciones evaluadas en F, y F,.; (Continuacion)

CRUZAMIENTOS F,

CRUZAMIENTOS F,.5

Caracter | Coeficiente | Caracter | Coeficiente Caracter | Coeficiente | Caracter | Coeficiente
VI751xV{417 43 6 (89,83%) YIELD 0,964 NSP 0,682
SPP 0,954 PL 0,657
PPP 0,923 NOP 0,641
HSW 0,574
HLF -0,635
HLP -0,665
Vi422xVi751 39 7 (92,73%) YIELD 0,935 HLP 0,671
SPP 0,882 HLF 0,664
NOP 0,636
NSP 0,616
FPI 0,593
VI751x V{422 56 6 (88,86%) YIELD 0,927 NSP 0,748 54 5 (93,68%) NOP 0,865 HLP 0,890
NOP 0,642 NSP 0,899 HLF 0,911
PL 0,549
NTP -0,532
Vi1809xVf422 115 7 (90,80%) SPP 0,903 HLF 0,833
YIELD 0,881 HLP 0,852
Vi937xVi751 94 6 (89,42%) YIELD 0,874 HLF 0,708 89 7 (92,97%) NOP* 0,716 FPI 0,681
HLP 0,69 HLF 0,716
NTP 0,531 HLP 0,794

* Cuando no hay ningun vector > 0,85 se pone el mayor
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Tabla 7: Vectores necesarios para explicar la informacion y los componentes mas importantes para cada una de las poblaciones evaluadas en F, y F,.; (Continuacion)

CRUZAMIENTOS F,

CRUZAMIENTOS F,.

Caréacter | Coeficiente | Caracter | Coeficiente Caréacter | Coeficiente | Caracter | Coeficiente
Vf937xVf417 142 6 (88,10%) YIELD 0,897 PL -0,707 138 5 (88,04%) PL 0,918 HLF 0,893
SPP 0,88 HSW -0,641 HLP 0,876
NOP -0,632
PPP 0,519
Vf417xVf937 41 6 (90,17) SPP 0,934 HLF 0,782 123 4 (94,21%) NOP 0,882 HSW 0,801
YIELD 0,896 HLP 0,644 PPP 0,709
PPP 0,876 PL -0,621
NSP -0,572
Vf937xVf422 70 6 (90,78%) YIELD 0,912 HLP 0,793 71 5 (92,50%) HLF * 0,746 NTP 0,522
SPP 0,907 HLF 0,761 NOP 0,514
PL -0,588 NSP 0,650
HSW -0,579 PL 0,781
Vf422x V937 102 7 (92,42%) YIELD 0,946 HLF 0,711 107 3 (94,10%) NOP 0,913 PPP 0,996
SPP 0,931 HLP 0,692 PL 0,906
PPP 0,882 FPI 0,513 NSP 0,882

* Cuando no hay ningan vector > 0,85 se pone el mayor
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Lo primero que llama la atencion es el alto nUmero de componentes principales que
son necesarias para explicar la variabilidad observada en las distintas poblaciones F,. De
hecho, se precisan seis e incluso siete para explicar el 90% de la variacion fenotipica
observada (Tabla 7 y Anexo |; Tablas 1-28 y Figuras 1-14), lo que puede indicar que no
existen bloques que expliquen la arquitectura genética de las poblaciones. Este hecho es
de gran relevancia para los programas de mejora de la especie ya que implicaria la

posibilidad de trabajar con los caracteres estudiados de manera independiente.

En la Tabla 7 se recogen los coeficientes de correlacion de las variables que mas
aportan a las dos primeras componentes. Se observa como la variable transformada
correspondiente al primer componente principal, en las poblaciones F,, viene definido
principalmente por el rendimiento (yield) o por sus componentes, mientras que la
segunda componente estd mas relacionada con caracteres de arquitectura de la planta
como HLF y HLP, seguidos en importancia por caracteres también relacionados con el
rendimiento como NSP y NOP. El caracter FPI, en general y sorprendentemente dado
gue existen notables diferencias entre los parentales empleados, tiene poco peso a la

hora de explicar la variabilidad de las distintas poblaciones.

En cuanto a las F,.; evaluadas, los resultados no son del todo comparables ya que
no se evaluaron los mismos caracteres que en F, y tampoco los mismos en todas las F»
(ver Materiales y Métodos). EI nUmero de componentes principales necesarios para
explicar el 90% de la variacion sigue siendo elevado (de 3 a 5) (Tabla 7), aunque menor
gue en F,. Este hecho se podria explicar por el menor nimero de caracteres evaluados,
aungue ya en otros trabajos se habia descrito este descenso en el numero de
componentes necesarias para explicar la variabilidad observada en F,3. Por ejemplo,
Martin A (1976) describié este hecho al analizar sus materiales y concluydé que podia
deberse a que unos caracteres podian estar enmascarando a otros. Una continuacién de
este trabajo fue la desarrollada por Simorte et al. (1995). En él se determindé una
arquitectura genética en bloques en las distintas generaciones. Este resultado es opuesto
al obtenido en nuestro trabajo. Nuevamente, la diferencia en los caracteres evaluados
puede ser la razon. Simorte et al. (1995) estudiaron seis caracteres, todos ellos
intimamente relacionados con el rendimiento. EI menor nimero de caracteres puede
explicar en parte las diferencias. Ademas, por otro lado, algunos de los seis caracteres
medidos en ese trabajo presentan normalmente correlaciones positivas que puede
significar que aunque estemos midiendo caracteres en principio distintos, en realidad lo

qgue estemos haciendo sea medir un mismo caracter de distintas maneras.
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La conclusién de mayor interés en el ACP realizado es que la agrupacion de
caracteres propia de los parentales desaparece en F;, y F,.3, sobre todo en F,, sugiriendo
gue no existe un fuerte ligamiento entre aquellos y que en las F,3; puede comenzar una

reagrupacion aunque sin repetir la constitucion de los parentales

3. Aproximacioén al tipo de herencia

Ademas de estudios sobre los factores que influyen en la variabilidad fenotipica
observada en los distintos cruzamientos, también se ha efectuado una aproximacion al
tipo de herencia de cada caracter. Aunque el estudio en profundidad de esta cuestion
requeriria de una experimentaciéon mas completa, con la inclusién, entre otras cosas, de
distintas generaciones de los dos distintos cruzamientos, la informacion preliminar

obtenida en nuestro trabajo puede ser de interés a la hora de plantear futuros estudios.

En lineas generales y antes de ver los resultados con mas detalle podemos decir
que se observa una tendencia hacia efectos de dominancia, de distinto sentido
dependiendo del caracter y del cruzamiento evaluado. Este hecho podria sugerir que
estos caracteres estan controlados por el mismo sistema génico en los distintos
genotipos empleados. La informacion obtenida es de gran valor a la hora de seleccionar
los cruzamientos apropiados para el estudio de cada caracter. La variabilidad observada
en las distintas poblaciones también es una informacion necesaria para la seleccion de
los distintos cruzamientos. En este apartado, intentaremos combinar los resultados
obtenidos en este sentido para hacer una seleccién de las poblaciones que a priori serian

idéneas para el estudio en profundidad de cada caracter.
3.1.- Altura de la primera flor (HLF) y Altura de la primera vaina (HLP)

Tanto HLF como, sobre todo, HLP tienen una gran importancia en la mejora del
cultivo. En muchas ocasiones la recoleccion se realiza con la cosechadora de cereal por
lo que gran parte de las vainas situadas cerca del suelo no se recogen, con la
consiguiente merma de la produccion. Por otra parte, estas mismas vainas en
condiciones de alta humedad pueden llegar a pudrirse o desarrollar mayores niveles de
enfermedad redundando de nuevo en la produccion, tanto en la cantidad como en la
calidad (Zdravkovic et al. 2005).

Ya hemos visto en los andlisis ACP que HLF y HLP son caracteres de cierta

importancia a la hora de explicar la variabilidad observada en los distintos cruzamientos.
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En muchos casos se encuentran entre los caracteres mas influyentes en las segundas

componentes calculadas (Tabla 7).

Los parentales utilizados en los cruzamientos muestran diferencias importantes
para la posicion de la primera flor, oscilando entre los 3,22 nudos de Vf172 (paucijuga) y
los 9,26 de V{751 (minor) (Tabla 8). Estas diferencias se observan también al analizar los
resultados de las poblaciones, con unos valores medios de poblacion que oscilan entre
3,65 (Vf937xVfl72) y 8,14 (Vf937xVf751) (Tabla 8). En el caso de altura de la primera
vaina, Vf172 y Vf751 vuelven a presentar los valores extremos con valores medios de 3,5
y 9,33, respectivamente (Tabla 9). En cuanto a los cruzamientos, los valores medios
oscilaron entre 4,51 (Vf422 x Vf172) y 9,81 (Vf937xV{751) (Tabla 9).

Tabla 8: Valores medios e intervalo de confianza para altura de primera flor (nGmero de
nudos) (HLF). Tipo de herencia estimada para el caracter

F, P1 P2 Herencia
Vf417xVi172 4.58+0.16 4.63+0.50 3.22+0.42 d+
Vi422xVf172 4.36+0.19 4.97+0.39 3.22+0.42 d+
Vf937xVf172 3.65+0.22 5.02+0.27 3.22+0.42 d-
Vf751xVf1809 7.87+0.38 9.26+0.71 7.75+0.85 d-
Vf1809xVf751 7.58+0.33 7.75+0.85 9.26+0.71 d-
Vf751xVf417 6.07+0.37 9.26+0.71 4.63+0.50 d-
Vi422x V751 5.17+0.43 4.97+0.39 9.26+0.71 d-
VI751xVf422 5.16+0.031 9.26+0.71 4.97+0.39 d-
Vf1809xVf422 7.00£0.27 7.75+£0.85 4.97+0.39 d+
Vf937xVi751 8.14+0.26 5.02+0.27 9.26+0.71 d+
Vf937xVf417 5.02+0.17 5.02+0.27 4.63+0.50 nv
Vf417xVi937 5.09+0.25 4.63+0.50 5.02+0.27 nv
Vf937xVf422 4.67+0.21 5.02+0.27 4.97+0.39 nv
Vf422x V{937 5.64+0.24 4.97+0.39 5.02+0.27 t+

d: dominancia; t: herencia transgresiva; + y -: sentido de una y otra; nv: no existe variacion entre
los parentales, ni se estos con la media de la F»

Atendiendo a la distribucién de los datos y al rango de los mismos, hemos
seleccionado los cruzamientos que nos resultan mas idéneos, siempre a priori, para
futuros trabajos de detalle sobre los caracteres considerados en este caso. Las
seleccionadas con estos criterios fueron: Vf751xVf1809, Vf1809xV{751 y Vf937xV{751
(Anexo II; pags 217-221y pags 222-226).
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Tabla 9: Valores medios e intervalos de confianza para altura de primera vaina (nimero de
nudos) (HLP). Tipo de herencia estimada para el caracter

F, P1 P2 Herencia
Vf417xVF172 4.67+0.18 5.650.57 3.5+0.44 do
Vi422xVf172 4.51+0.19 5.83+0.55 3.5+0.44 do
Vf937xVf172 4.06+0.30 5.32+0.30 3.50.44 d-
Vi751xVf1809 8.70+0.51 9.330.73 7.87+0.93 nv
Vf1809x V{751 8.08+0.39 7.87+0.93 9.33%0.73 nv
VI751xVf417 7.660.82 9.33+0.73 5.650.57 do
Vi422xVi751 6.43+0.51 5.83%0.55 9.33+0.73 d-
Vf751xVf422 5.71+0.42 9.33+0.73 5.83+0.55 d-
Vf1809xVf422 7.400.29 7.87+0.93 5.83+0.55 d+
Vf937xVI751 9.81+0.45 5.32+0.30 9.33+0.73 d+
Vf937xVi417 5.37+0.18 5.32+0.30 5.65+0.57 nv
Vf417xVf937 5.58+0.33 5.650.57 5.32+0.30 nv
Vf937xVi422 4.82+0.24 5.32+0.30 5.83+0.55 nv
Vi422xVf937 6.40+0.30 5.83+0.55 5.32+0.30 nv

d: dominancia; d0: ausencia de dominancia; + y -: sentido de una y otra; nv: no existe variacion
entre los parentales, ni se estos con la media de la F»

En cuanto al tipo de herencia observada para HLF, el analisis de los datos
obtenidos sugiere la existencia de dominancia de distinto signo dependiendo del
cruzamiento analizado (Tabla 8; Figura 6). No se aprecia efecto materno, ya que los
cruzamientos reciprocos analizados, ademas de mostrar el mismo tipo de herencia,

muestran medias muy similares (Tabla 8).

V1809

Figura 6: Representacion del tipo de herencia estimada para el caracter Altura del primer
nudo con flores (HLF) en las poblaciones F, evaluadas. Los distintos tipos de fecha
representan los tipos de herencia, segun la leyenda de la figura en la que d= dominancia, t=
transgresion y NV= inexistencia de variacion para el caracter entre los parentales y entre
éstos y la poblacién evaluada. Cada flecha representa un cruzamiento, siendo el origen el
parental femenino y el final, el masculino.
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La Unica excepcion la encontramos en cruzamientos Vf937xVf422 y reciproco que
muestran distinto comportamiento. Pese a no detectarse diferencias entre sus parentales
ya que los intervalos de confianza calculados solapan, en el caso del cruzamiento V{422
x Vf937 nuestro criterio para la determinacion del tipo de herencia (ver Materiales y
Métodos) detecta una tendencia a la transgresion positiva: el intervalo de confianza de la
F, no solapa con el de los parentales y muestra valores por encima de éstos. En este
punto cabria resaltar que la diferencia calculada es pequefia y que el resultado obtenido

habra que tomarlo con cautela.

Resulta obvio que los caracteres HLF y HLP, en principio, deben estar muy
relacionados: si una planta tiene un valor alto de HLF, indudablemente lo tendra también
de HLP. Por esta razon seria esperable que la herencia de los dos caracteres fuera del
mismo tipo y sentido en cada cruzamiento, sin embrago no ocurre asi. Para HLP se
aprecia herencia intermedia (d0) en tres de los cruzamientos, dominancia negativa (d-) en
otros tres y dominancia positiva (d+) en dos de las poblaciones. En seis de los
cruzamientos evaluados no se apreciaron diferencias entre los parentales y de estos con

la poblacion F,.

Figura 7: Representacion del tipo de herencia estimada para el caracter Altura del primer
nudo con vainas (HLP) en las poblaciones F, evaluadas. Los distintos tipos de fecha
representan los tipos de herencia, segun la leyenda de la figura en la que d= dominancia, t=
transgresion y NV= inexistencia de variacion para el caracter entre los parentales y entre
éstos y la poblacién evaluada. Cada flecha representa un cruzamiento, siendo el origen el
parental femenino y el final, el masculino.

Estos cambios observados se pueden explicar por el hecho de que hay mas
factores influyendo en HLP, que pueden hacer que la correlacion con HLF no sea
siempre tan alta como esperamos. Asi por ejemplo, las habas son una especie
parcialmente alégama con porcentajes que pueden oscilar entre el 5 y el 80%,

dependiendo del genotipo evaluado (Suso y Moreno, 1999; Suso et al. 2001). En el
48



Ruiz Rodriguez MD Capitulo |

mismo contexto, un factor externo como la presencia de polinizadores en momentos
clave del ciclo del cultivo también serd importante en cuanto al cuajado de vainas, sobre
todo para algunos genotipos. Por todo ello debemos tener en cuenta que cuando
consideramos HLP quizds estemos evaluando distintos procesos complejos que a su vez
pueden estar influenciados por las condiciones ambientales. En nuestro caso, los
ensayos de evaluacion de las poblaciones F, se han realizado en condiciones de
autofecundacion. La autofertilidad o capacidad de fecundacidn en ausencia de
polinizadores, es un caracter cuyo estudio ya esta siendo abordado por nuestro grupo
(Dra. Torres, comunicacion personal) por lo que en el futuro esperamos tener mas
informacién que nos permitan discernir entre los distintos fendmenos y por lo tanto llegar
a un mejor estudio y conocimiento de los distintos factores que determinan HLP. En todo
caso, es obvio que el caracter HLF depende de la constitucién genética de la planta mas
directamente que el HLP pues éste es también funcién de la facilidad de polinizacion y de

la autofertilidad de la planta, a su vez determinada por su propio sistema genético

La altura del primer nudo con vainas habia sido previamente estudiada por Martin
(1976). Dicho autor describié un tipo de herencia con dominancia total negativa que no se
ajusta del todo a los resultados obtenidos en nuestro trabajo, que claramente dependen
de cada cruzamiento evaluado. Ademas, sus resultados también mostraban un ligero

efecto materno que tampoco concuerda con nuestros hallazgos.

3.2.- Flores por Inflorescencia (FPI)

La importancia de este caracter se debe a su relacion con el rendimiento del cultivo,
que es uno de los principales caracteres a tener en cuenta en cualquier programa de
mejora. El rendimiento esta determinado por gran cantidad de factores genéticos y se
encuentra influenciado por el ambiente de ahi que para la seleccién se utilicen caracteres
correlacionados con el rendimiento y con menor influencia ambiental, como el nUmero de

flores por inflorescencia (Simorte et al. 1995).

Los parentales de los cruzamientos mostraron un considerable nivel de variacion,
con valores medios que oscilaron entre 2,23 de la linea Vf172 (paucijuga) y 6,20 de
V{1809 (minor) (Tabla 10). A pesar de esta variacion, los valores medios de los tipos
minor (Vf1809 y V{751) fueron algo menores de lo esperado, a tenor de los datos previos
de nuestro grupo. De hecho, en la siguiente campafa, la linea V{751 mostré un valor
medio para FPI de 7,96, muy superior al obtenido en la campafia de evaluacion de las F,

gue estamos considerando (5,75).
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Tabla 10: Valores medios e intervalos de confianza para flores por inflorescencia (valor
medio en cinco nudos) (FPI). Tipo de herencia estimada para el caracter

F, P1 P2 Herencia
VFf417xVf172 3.21+0.10 2.96+0.30 2.15+0.15 d+
Vf422x V172 3.431+0.12 3.97+0.23 2.15+0.15 d+
Vf937xVf172 3.52+1.84 4.35+0.28 2.15+0.15 do
Vf751x V{1809 6.12+0.19 5.75+0.52 6.20£0.76 nv
Vf1809xVf751 6.35+0.20 6.20+0.76 5.75+0.52 nv
VI751x V{417 4.31+0.19 5.75+0.52 2.96+0.30 do
Vf422x V751 4.56+0.19 3.97+0.23 5.75+0.52 d-
VI751x V{422 3.96+0.20 5.75+0.52 3.97+0.23 d-
Vf1809xVf422 5.41+0.16 6.20+0.76 3.97+0.23 d+
Vfo37xVi751 5.72+0.22 4.35+0.28 5.75+0.52 d+
Vf937xVf417 3.55+0.10 4.35+0.28 2.96+0.30 d-
Vf417xVf937 4.61+0.23 2.96+0.30 4.35+0.28 d+
Vf937xVf422 4.30+0.16 4.35+0.28 3.97+0.23 nv
Vf422xVf937 4.26+0.13 3.97+0.23 4.35+0.28 nv

d: dominancia; d0O: ausencia de dominancia; + y -: sentido de una y otra; nv: no existe variacién
entre los parentales, ni se estos con la media de la F»

Como ya hemos visto tras los analisis ACP, el caracter FPI no es de los que mas
aportan a la variacion observada en las poblaciones evaluadas. Aln asi, existen
cruzamientos que mostraron un rango de variacion interesante y una distribucién continua
de los datos idénea para continuar los estudios en el futuro. Destacan los dos
cruzamientos realizados entre estas lineas minor. Aunque nos se observo variacion entre
los parentales y de éstos con las poblaciones F, atendiendo a los intervalos de confianza
de las medias,(Tabla 10), las poblaciones presentaron rangos de variaciéon amplios: 3,2-
9,6 y 4,2-8,8 para Vf751xVf1809 y su reciproco respectivamente (Anexo Il; pags 227-231)
lo que sugiere una mayor diferencia genotipica que la fenotipica detectada en los
parentales. Del mismo modo, el cruzamiento Vf937xVf751 también presenta un buen
rango de variacion (3,4-8,8) por lo que también puede resultar interesante. La poblacion
RIL derivada de esta F, evaluada cuenta con menos de 90 individuos por lo que, en
cuanto a estudios moleculares, puede ser mas adecuada para la validacion de regiones o

marcadores asociados con el caracter en distintos fondos genéticos.

La mayoria de los cruzamientos presentaron dominancia positiva sin que se
observe segregacién transgresiva en ningun caso (Tabla 10; Figura 8). Estos resultados
no concuerdan con los descritos por Cubero (1970) y Martin y Cubero (1979) que

describieron sobredominancia en sentido positivo en sus materiales. Trabajos posteriores
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si observaron, al igual que en nuestro trabajo, dominancia en sentido positivo para este

caracter (Suso y Cubero, 1986; Torres et al. 1993).
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Figura 8: Representacidon del tipo de herencia estimada para el caracter Flores por
inflorescencia (FPI) en las poblaciones F, evaluadas. Los distintos tipos de fecha
representan los tipos de herencia, segun la leyenda de la figura en la que d= dominancia, t=
transgresion y NV= inexistencia de variacion para el caracter entre los parentales y entre
éstos y la poblacién evaluada. Cada flecha representa un cruzamiento, siendo el origen el
parental femenino y el final, el masculino.

3.3.- Ramas totales (NTP)

Las malas hierbas compiten con los cultivos por los recursos disponibles (agua,
radiacién solar, nutrientes etc.). De ahi que su control sea un objetivo agronémico
importante en cualquier cultivo. En muchas ocasiones se recurre al control quimico en las
distintas fases del cultivo lo que conlleva un coste importante tanto desde el punto de
vista econdmico como ambiental. A este hecho se suma que cada vez hay menos
materias activas permitidas con lo que los agricultores no pueden controlar la flora
adventicia, siendo en ocasiones motivo para el abandono del cultivo (Dra. Alcantara,
comunicacion personal). En este contexto seria deseable el desarrollo de variedades con
un elevado nimero de ramas totales, ya que estas lineas consiguen una mayor cobertura

del terreno, lo que incide positivamente en el control de las malas hierbas.

Los valores medios obtenidos para las lineas parentales evaluadas se muestran en
la Tabla 11. Llama la atencion los resultados obtenidos ya que no concuerdan con lo
esperado segun el tipo botanico. En principio, los valores extremos debian corresponder
a los genotipos paucijuga y major, con muchas y pocas ramas, respectivamente. Sin
embargo, los genotipos V{172 y Vf937 presentaron valores muy similares, incluso fue

algo mayor el obtenido para la linea del tipo major (Vf937). Al mismo tiempo, los
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genotipos pertenecientes al tipo minor mostraron los valores més pequefios, cuando en
principio se les supone caracteristicas intermedias. Dada, ademas, la gran influencia
ambiental descrita para este caracter por otros autores (Toker 2004; Cruz-lzquierdo,
2009), consideramos que los resultados obtenidos deberan ser confirmados en sucesivos
estudios. Las poblaciones RIL desarrolladas, en las que no habré limitacién de semillas,

supondran una gran oportunidad en este sentido.

A pesar de que en muchos casos los parentales muestran valores medios similares
para este caracter (Tabla 11), muchos cruzamientos presentan un amplio rango de
variacion y una buena distribucion del caracter (Anexo Il; pags 232-236). Teniendo en
cuenta estos criterios, los cruzamientos Vf937xVfl72 y Vf937xVf417 serian buenos
candidatos para futuros estudios (Anexo Il, pag 232 y pag 235, respectivamente).

Tabla 11: Valores medios e intervalos de confianza para el NUmero de Ramas (NTP). Tipo
de herencia estimada para el caracter.

F, P1 P2 Herencia
Vf417xVi172 4.94+0.29 4.26+0.64 3.90+0.56 nv
Vf422xVf172 4.70+0.40 3.83+0.57 3.90+0.56 nv
VfI37xVf172 5.28+0.44 4.0+0.54 3.90+0.56 t+
VIi751xVf1809 2.82+0.23 2.5+0.41 2.65+0.68 nv
Vf1809x V{751 2.97+0.20 2.65+0.68 2.5+0.41 nv
VI751xVf417 4.11+0.53 2.5+0.41 4.2610.64 d+
Vi422x V{751 2.43+0.20 3.83+0.57 2.5+0.41 d-
VI751xVf422 3.78+£0.45 2.510.41 3.83+£0.57 d+
Vf1809xVf422 3.29+0.20 2.65+0.68 3.83+0.57 nv
Vf937xVf751 3.91+0.42 4+0.54 2.510.41 d+
Vf937xVf417 4.47+0.32 4+0.54 4.26+0.64 nv
VFf417xVf937 2.80+£0.25 4.26+0.64 4+0.54 t-
Vf937xVf422 5.15+0.45 4+0.54 3.83+£0.57 t+
Vf422x V{937 3.72+0.28 3.83+0.57 4+0.54 nv

d: dominancia; t: herencia transgresiva; + y -: sentido de una y otra; nv: sin variacion entre
parentales y de éstos con la poblacién F,.

La ausencia de variabilidad entre parentales también se ha hecho patente al aplicar
los criterios para estudiar el tipo de herencia en las distintas poblaciones. En concreto,
este resultado se ha obtenido en diez de los catorce cruzamientos considerados. Tan
sélo en tres de ellos (Vf937xVf172, Vf417xVf937 y Vf937xVf422) se observl herencia
transgresiva de distinto signo segun el caso (Tabla 11; Figura 9). No obstante, dadas las

pequeiias diferencias encontradas entre los IC y la mencionada influencia ambiental en el
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cardcter, las tendencias observadas en nuestros ensayos deberan ser corroboradas en

futuros estudios. Este razonamiento es extensible a todos los cruzamientos evaluados.

En estudios previos se habian descrito distintos tipos de herencia para NTP: Martin
(1976) en sus materiales obtuvo herencia intermedia mientras que Cubero (1970) y Suso
y Cubero (1986) describieron la existencia de dominancia parcial para este caracter.

VVVVVVY
T

Figura 9: Representacién del tipo de herencia estimada para el cardcter Numero de ramas
(NTP) en las poblaciones F, evaluadas. Los distintos tipos de fecha representan los tipos de
herencia, segun la leyenda de la figura en la que d= dominancia, t= transgresién y NV=
inexistencia de variacidn para el caracter entre los parentales y entre éstos y la poblacién
evaluada. Cada flecha representa un cruzamiento, siendo el origen el parental femenino y
el final, el masculino.

3.4.- Longitud de vaina (PL)

Los parentales utilizados presentan unos valores medios para longitud de vaina que
oscilan entre los 55,2 mm (Vf417, equina-minor) a los 115,2 mm del tipo major (Vf937). El
tipo botanico paucijuga (Vf172) presenta valores mayores de los esperados, mientras que
los tipos botanicos minor (Vf751, Vf1809) y equina-minor (Vf417) presentan valores
similares y poca variacion en las poblaciones derivadas de sus cruzamientos (Tabla 12).
Considerando los resultados obtenidos (Anexo Il; pags 229-233), los cruzamientos mas
destacables para futuros estudios serian Vf937xVf172, Vf937xVf751 y Vf937xVf417, todo

ellos con intervencion del tipo major.

La dominancia fue el tipo de herencia mas comudn en los cruzamientos analizados,

siendo de caracter negativo en la mayor parte de los casos (Tabla 12). La tendencia a
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vainas de menor longitud es el rasgo mas destacable considerando el conjunto de los

cruzamientos analizados.

Asi mismo, se observan diferencias notables en las medias de las poblaciones de
algunos cruzamientos reciprocos, por lo que se puede concluir la existencia de efecto
materno. De hecho, el cruzamiento Vf937xVf422 presenta una media poblacional para
longitud de vaina de 93,03 mm, mientras que su reciproco solo alcanza los 65,02 mm
(Tabla 12). EI mismo efecto se aprecia entre los cruzamientos reciprocos Vf937xVf417 y
Vf417xVf937, siendo la media mayor cuando la linea de tipo major (Vf937) actu6é como
madre. El efecto materno descrito también se confirma en la segregacion de las
poblaciones F,3; evaluadas para el caracter, tal y como se puede apreciar en los
histogramas recogidos en el Anexo Il (pags 237-241).

Tabla 12: Valores medios e intervalos de confianza para longitud de vaina (mm) (PL). Tipo
de herencia estimada para el caracter

F, P1 P2 Herencia
Vf417xVi172 62.65+1.15 55.82+3.58 64.67+7.83 nv
Vf422xVf172 72.44+1.58 85.89+5.07 64.67+7.83 d-
Vf937xVf172 80.92+2.65 115.2+8.63 64.67+7.83 d-
Vi751xVf1809 55.09+1.94 59.10+4.54 63.52+5.59 nv
Vf1809x V{751 61.13+2.17 63.52+5.59 59.10+4.54 nv
VI751xVvf417 63.23+2.04 59.10+4.54 55.82+3.58 nv
Vi422x V{751 73.54+2.72 85.89+5.07 59.10+4.54 do
VI751xVf422 63.06+£2.28 59.10+4.54 85.89+5.07 d-
Vf1809xVf422 61.72+1.45 63.52+5.59 85.89+5.07 d-
Vf937xVf751 77.95+2.23 115.2+8.63 59.10+4.54 d-
Vf937xVf417 95.98+2.35 115.2+8.63 55.82+3.58 d+
VFf417xVf937 65.02+2.16 55.82+3.58 115.2+8.63 d-
Vf937xVi422 93.03+2.52 115.2+8.63 85.89+5.07 d-
Vf422x V{937 72.46+£1.69 85.89+5.07 115.2+8.63 t-

d: dominancia; t: herencia transgresiva; + y -:

dominancia; nv: sin variacion entre parentales y de éstos con la poblacién F».

sentido de una y otra; dO: ausencia de
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Figura 10: Representacion del tipo de herencia estimada para el caracter Longitud de vaina
(PL) en las poblaciones F, evaluadas. Los distintos tipos de fecha representan los tipos de
herencia, segun la leyenda de la figura en la que d= dominancia, t= transgresién y NV=
inexistencia de variacidn para el caracter entre los parentales y entre éstos y la poblacién
evaluada. Cada flecha representa un cruzamiento, siendo el origen el parental femenino y
el final, el masculino.

3.5.- Namero de Ovulos por vaina (NOP) y Niumero de Granos por Vaina (NSP)

Ambos caracteres son componentes del rendimiento del cultivo, de ahi el interés de
su estudio. En general los parentales evaluados en nuestro trabajo no mostraron grandes
diferencias, con un rango que oscilo entre 2,76 (Vf417) y 4,67 (Vf937) para el nimero de
Ovulos por vaina y los 2,45 (Vf172) y los 3,88 (Vf937) para el nimero de granos por vaina
(Tablas 13 y 14). Resulta destacable que el nimero de 6vulos por vaina del tipo
paucijuga sea de los mas altos (4,07) mientras que presenta el menor nimero de granos
por vaina (2,45). Esta diferencia sugiere un nivel de aborto de 6vulos importante en las

condiciones del estudio, a pesar de que es una planta muy autofértil (Cubero, 1974).

En general, el rango de variacién en las poblaciones segregantes analizadas es
estrecho para ambos caracteres (Anexo Il; pags. 242-246 y pags. 247-251), situandose
los valores en muchos casos entre 3 y 4. Considerando este limitado nivel de variacion en
los cruzamientos analizados es dificil recomendar cruzamientos para futuros estudios.
Quizas seria bueno para estos caracteres el desarrollo de materiales que contrasten mas
para éstos y otros caracteres de vaina. Existen lineas con un alto NOP y NSP que se
podrian incluir como parentales con este fin. Aun asi atendiendo, de nuevo, al rango de
valores obtenidos para cada poblacion y a la distribucion de los mismos parece que los

cruzamientos mas idoneos para futuros estudios son aquellos en los que el tipo major
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actia como madre: Vf937xVfl72, VfO37xVf751 y Vf937xVf417, asi como el cruzamiento
Vf1809xVf422.

Tabla 13: Valores medios e intervalos de confianza para Gvulos por vaina (NOP). Tipo de
herencia estimada para el caracter

F, P1 P2 Herencia
VFf417xVf172 3.19+0.07 2.76+0.15 4.07+0.75 d-
Vf422x V{172 3.27+0.07 3.88+0.49 4.07+0.75 t-
Vf937xVf172 4.18+0.11 4.67+0.34 4.07+0.75 nv
Vf751x V{1809 3.69+0.12 2.95+0.40 3.88+0.15 d+
Vf1809xVf751 3.62+0.09 3.88+0.15 2.95+0.40 d+
VI751x V{417 3.08+0.10 2.95+0.40 2.76£0.15 nv
Vf422x V751 3.4+0.12 3.88+0.49 2.95+0.40 do
VI751x V{422 2.80+0.09 2.95+0.40 3.88+0.49 d-
Vf1809xVf422 4.62+0.20 3.88+0.15 3.88+0.49 t+
Vf937xVI751 3.85+0.11 4.67+0.34 2.95+0.40 do
Vfo937xVf417 4.15+0.08 4.67+0.34 2.7610.15 d+
Vf417xVf937 3.23+0.07 2.7610.15 4.67+0.34 d-
Vf937xVf422 3.05+0.09 4.67+0.34 3.88+0.49 t-
Vf422xVf937 3.50+0.07 3.88+0.49 4.67+0.34 nv

d: dominancia; t: herencia transgresiva;+ y -: sentido de una y otra; dO: ausencia de dominancia;
nv: sin variacién entre parentales y de éstos con la poblacién F».

En cuando al tipo de herencia, en la bibliografia se han descrito distintos tipos para
NOP. Asi, Cubero (1970), reporté dominancia total en sentido positivo tras evaluar el
caracter en material F; obtenido a partir de cruzamientos entre parentales de grano
pequefio, mientras que Martin (1976) observé herencia intermedia que podia llegar a
superdominancia en sentido positivo en algunas de sus poblaciones. Por su parte Torres
et al. (1993) también detectd herencia intermedia y algin caso de dominancia parcial en
sentido negativo al evaluar sus materiales. En los tres trabajos citados se describié

superdominancia en sentido positivo para el caracter NSP.

En nuestro trabajo, dependiendo de las poblaciones consideradas, hemos estimado
distintos tipos de herencia para los dos caracteres (Tablas 13 y 14). Para NOP
predominan los efectos de dominancia de distinto sentido segun el cruzamiento. También
hemos detectado sobredominancia, incluso algun caso de herencia intermedia. Como ya
hemos visto, todos estos tipos ya han sido descritos en la bibliografia para el nimero de
Ovulos por vaina. En el caso de NSP, hemos detectado sobredominancia positiva tan solo
en tres de los 14 cruzamientos evaluados. Para el resto, la tendencia es hacia la

dominancia, de nuevo, de distinto sentido segln cada caso. Incluso en los casos donde la
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utilizacion estricta del criterio para la determinacién de la herencia ha detectado
sobredominancia para estos caracteres hay que hacer notar que en todos ellos, aunque
se cumplen los requisitos fijados, las diferencias entre los IC de las F, y los parentales
son muy pequefias (Tablas 13 y 14) y que la tendencia podria ser mas hacia la

dominancia que hacia la transgresion.

Tabla 14: Valores medios e intervalos de confianza para nimero de semillas por vaina
(NSP). Tipo de herencia estimada para el caracter

F, P1 P2 Herencia
Vf417xVi172 2.80+0.09 2.49+0.19 2.45+0.22 t+
Vf422xVf172 2.98+0.08 2.66+0.17 2.45+0.22 t+
VfI37xVf172 3.48+0.15 3.88+0.38 2.45+0.22 d+
Vi751xVf1809 3.16+0.16 2.65+0.35 3.2+0.32 nv
Vf1809x V{751 3.10+0.12 3.2+0.32 2.65+0.35 nv
VI751xVf417 2.77£0.12 2.65+0.35 2.49+0.19 nv
Vi422x V{751 3.00+£0.14 2.66+0.17 2.65+0.35 t+
Vf751xVi422 2.49+0.11 2.65+0.35 2.66+0.17 nv
Vf1809xVf422 2.98+0.16 3.2+0.32 2.66+0.17 do
Vf937xVi751 2.89+0.14 3.88+0.38 2.65+0.35 d-
Vf937xVi417 3.40£0.11 3.88+0.38 2.49+0.19 d+
Vf417xVi937 2.44+0.15 2.49+0.19 3.88+0.38 d-
Vf937xVi422 2.79+0.10 3.88+0.38 2.66+0.17 d-
Vf422xVf937 3.16+0.09 2.66+0.17 3.88+0.38 d-

d: dominancia; t: herencia transgresiva;+ y -: sentido de una y otra; nv: sin variacion entre
parentales y de éstos con la poblacién F,.

Si observamos los resultados obtenidos para los cruzamientos reciprocos, la
diferencia de medias entre los cruzamientos de las lineas Vf937 y Vf417 podria ser
significativa, sobre todo teniendo en cuenta el efecto materno descrito para longitud de
vaina (Tablas 13 y 14). Para NOP se puede observar el mismo efecto en los
cruzamientos Vf422xVf751 y reciproco, siendo mas dificil determinarlo para NSP ya que
aungue se aprecian diferencias entre las medias de las dos poblaciones, las de los
parentales son muy similares. Trabajos previos en el grupo también habian descrito la
existencia de efecto materno para el nimero de évulos por vaina (Martin 1976; Cubero y
Martin 1981).

Es notable el hecho de que en diversos estudios a lo largo de un lapso de tiempo
considerable se hayan obtenido siempre sistemas genéticos discordantes. Dado que

tanto el numero de 6vulos por ovario como el de semillas son caracteres de la mayor
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importancia en la reproduccion de la especie, su naturaleza adaptativa es clara y de ahi

gue se hayan podido fijar sistemas genéticos distintos en los distintos ambientes.

Figura 11: Representacion del tipo de herencia estimada para el cardcter Nimero de
Ovulos por Vaina (NOP) en las poblaciones F, evaluadas. Los distintos tipos de fecha
representan los tipos de herencia, segln la leyenda de la figura en la que d= dominancia, t=
transgresion y NV= inexistencia de variacion para el caracter entre los parentales y entre
éstos y la poblacidn evaluada. Cada flecha representa un cruzamiento, siendo el origen el
parental femenino y el final, el masculino.

Figura 12: Representacion del tipo de herencia estimada para el cardcter Nimero de
Semillas por Vaina (NSP) en las poblaciones F, evaluadas. Los distintos tipos de fecha
representan los tipos de herencia, segun la leyenda de la figura en la que d= dominancia, t=
transgresion y NV= inexistencia de variacion para el caracter entre los parentales y entre
éstos y la poblacidn evaluada. Cada flecha representa un cruzamiento, siendo el origen el
parental femenino y el final, el masculino.
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3.6.- Peso de 100 granos (HSW)

Este caracter es uno de los principales componentes del rendimiento (Cubero y
Martin, 1981), de ahi el interés de su estudio, que pueda redundar en el programa de

mejora de la especie.

El analisis de los parentales mostr6 que la linea Vf1809 presentaba el menor valor
medio para este caracter (37,74 g), mientras que la linea Vf937 presentaba los valores
mayores (132,7 g) como corresponde a su tipo major (Tabla 15). En la linea de otros
caracteres estudiados, la semilla del parental paucijuga empleada tampoco se ajusta a lo
esperado por su tipo botanico. Para estos genotipos, se esperan granos que no superen
los 0,2 g por grano, o lo que es lo mismo: menos de 20 g de peso para los 100 granos. El
parental Vf172 evaluado presentd valores para este caracter de 49,48 g, superiores
incluso a las medias obtenidas para los genotipos del tipo minor o equina-minor (Tabla
15). Por todo ello, aunque la linea Vf172, en general, se ajusta a las caracteristicas de su
tipo segun el analisis de componentes principales realizado (Figuras 2 y 3), conviene
tener en cuenta lo expuesto a la hora de interpretar los resultados.

Tabla 15: Valores medios e intervalos de confianza para Peso de 100 Semillas (gr) (HSW).
Tipo de herencia estimada para el caracter

F, P1 P2 Herencia
Vi417xVf172 64.82+2.17 47.54+4.81 49.48+7.38 t+
Vi422x V{172 64.96+2.59 89.49+4.93 49.48+7.38 d-
Vf937xVf172 64.41+3.84 132.66+9.36 49.48+7.38 d-
Vi751xVf1809 36.04+1.59 47.4+£3.69 37,7445,29 d-
Vf1809x V{751 41.47+2.88 37,7445,29 47.4+£3.69 do
VI751xVvf417 55.96+2.19 47.4+£3.69 47.54+4.81 t+
Vf422x V{751 65.70+4.77 89.49+4.93 47.4+3.69 do
VI751xVf422 64.15+2.31 47.4+3.69 89.49+4.93 d-
Vf1809xVf422 42.82+1.49 37,7445,29 89.49+4.93 d-
Vf937xVi751 62.18+2.81 132.66+9.36 47.4+3.69 d-
Vfo37xVf417 104.36+3.50 132.66+9.36 47.54+4.81 d+
Vf417xVi937 98.09+4.89 47.54+4.81 132.66+9.36 d+
Vf937xVf422 111.03+4.17 132.66+9.36 89.49+4.93 do
Vf422x V{937 65.47+2.04 89.49+4.93 132.66+9.36 t-

d: dominancia; t: herencia transgresiva; + y -:

dominancia; nv: sin variacién entre parentales y de éstos con la poblacién .

sentido de una y otra; dO: ausencia de
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La explicacion mas verosimil a este fenomeno es que durante un periodo de
tiempo, donde no se incluyd la linea en estudios como este, se fuera recogiendo semillas
de las plantas con mayor cantidad favoreciendo inconscientemente el mayor tamafio de
grano pero no el de la planta. Es decir se ha podido repetir el proceso de diversificacion

por seleccién automatica.

La variabilidad disponible en las poblaciones segregantes analizadas es notable
(Tabla 15, Anexo II; pags. 252-256). En general, los cruzamientos en los que interviene la
linea Vf937 presentan un buen rango de variacion y una buena distribucion del caracter
(Anexo IlI; pags. 252, 255 y 256), por lo que cualquiera de ellos seria un buen candidato
para futuros estudios.

La dominancia vuelve a ser el sistema genético mas habitual si bien se observan
casos de segregaciones transgresivas (Tabla 15). Martin y Cubero (1979), describieron
sentido negativo para la dominancia. En nuestro estudio este sentido ha sido el més
repetido aunque también se han detectado casos de dominancia positiva e incluso de
herencia intermedia. Cubero (1970) también describi6 dominancia en sentido positivo
para este caracter. Parece patente la existencia de una gran variedad en la base genética
de este carécter.

Figura 11: Representacion del tipo de herencia estimada para el caracter Peso de 100
granos (HSW) en las poblaciones F, evaluadas. Los distintos tipos de fecha representan los
tipos de herencia, segln la leyenda de la figura en la que d= dominancia, t= transgresion y
NV= inexistencia de variaciéon para el caracter entre los parentales y entre éstos y la
poblacién evaluada. Cada flecha representa un cruzamiento, siendo el origen el parental
femenino y el final, el masculino.
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Como se ha descrito en otros caracteres anteriormente, existen diferencias notables
para las medias de los cruzamientos reciprocos de las lineas Vf937 y Vf422 (Tabla 15).
De hecho, el cruzamiento Vf937xVf422 presenta una media de 111,0 g para el peso de
100 semillas, mientras que este valor desciende hasta los 65,47 g en el cruzamiento
reciproco. El mismo efecto se confirma para los cruzamientos Vf937xVf417 y reciproco,
indicando un efecto materno importante, pero que es dependiente de los parentales
involucrados, ya que la influencia materna no es evidente en el resto de cruzamientos

reciprocos analizados (Tabla 15).

3.7.- NUmero de vainas por planta (PPP) y Grano totales (SPP)

Al igual que ocurre con el peso de 100 granos, el nimero de vainas y de granos por
planta tienen una gran influencia en el rendimiento. Estos caracteres son totalmente
dependientes del ambiente (Suso y Cubero, 1986) por lo que la disponibilidad de
poblaciones como las RIL que permitan el control de la influencia ambiental es un objetivo
prioritario para abordar el control genético de ambos caracteres. Por otra parte, a la hora
de considerar nuestros resultados debemos tener en cuenta la forma de cultivo de las
poblaciones evaluadas. Todas ellas se han sembrado y evaluado en condiciones de
autofecundacion por lo que los caracteres que estamos considerando van a depender
principalmente de la autofertiidad de cada genotipo, al no haber posibilidad de
polinizacion cruzada. El estudio de estos caracteres en condiciones mas parecidas a las
reales de cultivo podria ser mas informativo para el programa de mejora, siempre
teniendo en cuenta que en, ese caso, se introduce como factores importantes la
presencia y la eficacia de los polinizadores. Todo ello, sin olvidar el estudio de la
autofertilidad en si misma ya que cuanto mayor sea el conocimiento de todos los factores
que influyen en la produccion final del cultivo, mas eficientes podran ser las estrategias

de mejora.

En las Tablas 16 y 17 se presentan los resultados obtenidos con los datos
recopilados. Se detectaron amplios rangos de variacion, incluso dentro de los parentales,
como se aprecia por la amplitud de los intervalos de confianza calculados. Este hecho
nos lleva, salvo en contadas excepciones, a no detectar variacién entre parentales y de
éstos con la media de la poblacion. Trabajos previos habian descrito sobredominancia
positiva para el nUmero de vainas totales (Martin y Cubero, 1979) y dominacia en el
mismo sentido para el nimero de granos (Suso y Cubero, 1986). La discordancia apunta

de nuevo a una gran complejidad genética, légica dada la naturaleza del caracter.
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Tabla 16: Valores medios e intervalos de confianza para Numero de Vainas por Planta
(PPP). Tipo de herencia estimada para el caracter

F, P1 P2 Herencia
VFf417x V{172 25.76+£2.13 28.33+7.31 23.68+4.75 nv
Vf422xVf172 25.59+3.53 23.82+5.25 23.68+4.75 nv
Vf937xVf172 19.92+2.12 15+4.34 23.68+4.75 nv
Vf751x V{1809 35.97+3.66 29.08+6.92 29.57+17.21 nv
Vf1809xVf751 26.68+3.54 29.57+17.21 29.08+6.92 nv
VI751x V{417 35.60+9.15 29.08+6.92 28.33x7.31 nv
Vf422x V751 26.51+3.50 23.8215.25 29.08+6.92 nv
VI751x V{422 34.17+4.44 29.08+6.92 23.82+5.25 nv
Vf1809xVf422 28.19+2.64 29.57+17.21 23.82+5.25 nv
Vi937xVi751 23.5+3.51 15+4.34 29.08+6.92 do
Vi937xVi417 17.73+1.78 15+4.34 28.33x7.31 d-
Vi417xVf937 20.70+2.96 28.33x7.31 15+4.34 do
Vi937xVi422 23.14+2.86 15+4.34 23.82+5.25 nv
Vf422xVf937 27.05+£2.37 23.82+5.25 15+4.34 nv

d-: dominancia de signo negativo; d0: ausencia de dominancia; nv: sin variacion entre
parentales y de éstos con la poblacién.

T+ S
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..... -> NV

Figura 14: Representacion del tipo de herencia estimada para el caracter Nimero de Vainas
por Planta (PPP) en las poblaciones F, evaluadas. Los distintos tipos de fecha representan
los tipos de herencia, segun la leyenda de la figura en la que d= dominancia, t= transgresion
y NV= inexistencia de variacion para el caracter entre los parentales y entre éstos y la
poblacién evaluada. Cada flecha representa un cruzamiento, siendo el origen el parental
femenino y el final, el masculino.
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Tabla 17: Valores medios e intervalos de confianza para granos totales (SPP). Tipo de

herencia estimada para el caracter

F, P1 P2 Herencia
VFf417xVf172 60.98+5.25 61.5+18.23 51.81+11.70 nv
Vf422x V172 63.93+7.39 54.55+13.06 51.81+11.70 nv
Vf937xVf172 54.53+5.98 48.96+13.50 51.81+11.70 nv
Vf751x V{1809 87.5949.64 65.16+18.92 71.00+44.21 nv
Vf1809xVf751 62.8349.05 71.00+44.21 65.16+18.92 nv
VI751x V{417 69.41+13.92 65.16+18.92 61.5+£18.23 nv
Vf422x V751 61.354+9.54 54.55+13.06 65.16+18.92 nv
VI751x V{422 65.4448.05 65.16+18.92 54.55+13.06 nv
Vf1809xVf422 62.76+6.92 71.00+44.21 54.55+13.06 nv
Vfo937xVf417 46.3915.04 48.96+13.50 61.5+18.23 nv
Vf417xVf937 46.24+7.01 61.5+18.23 48.96+13.50 nv
Vf937xVi422 52.88+6.37 48.96+13.50 54.55+13.06 nv
Vf422x V937 68.44+6.29 54.55+13.06 48.96+13.50 nv

nv: sin variacion entre parentales y de éstos con la poblacion .

Figura 15: Representacién del tipo de herencia estimada para el caradcter Granos Totales
(SPP) en las poblaciones F, evaluadas. Los distintos tipos de fecha representan los tipos de
herencia, segun la leyenda de la figura en la que d= dominancia, t= transgresién y NV=
inexistencia de variacidn para el caracter entre los parentales y entre éstos y la poblacidn
evaluada. Cada flecha representa un cruzamiento, siendo el origen el parental femenino y

el final, el masculino.
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Tabla 18: Tabla resumen de las herencias esperadas para los caracteres agronémicos estudiados

HLF HLP FPI NTP PL NOP NSP HSW PPP SPP

Vi417xVi172 EmxP d+ do d+ nv nv d- t+ t+ nv nv
Vf422xVf172 Eqx P d+ do d+ nv d- t- t+ d- nv nv
Vfa37xVf172 Mj x P d- d- do t+ d- nv d+ d- nv nv
Vi751xVf1809 mm x m d- nv nv nv nv d+ nv d- nv nv
Vf1809x V{751 m X mm d- nv nv nv nv d+ nv do nv nv
Vi751xVf417 mm X Em d- do do d+ nv nv nv t+ nv nv
Vi422x V{751 Eq x mm d- d- d- d- do do t+ do nv nv
VI751x V{422 mm X Eq d- d- d- d+ d- d- nv d- nv nv
Vi1809xVf422 m x Eq d+ d+ d+ nv d- t+ do d- nv nv
V937xVi751 Mj x mm d+ d+ d+ d+ d- do d- d- do

Vi937x V417 Mj x Em nv nv d- nv d+ d+ d+ d+ d- nv
VI417xVf937 Em x Mj nv nv d+ t- d- d- d- d+ do nv
Vf937xVf422 Mj x Eq nv nv nv t+ d- t- d- do nv nv
V{422x V937 Eq x Mj t+ nv nv nv t- nv d- t- nv nv

d: dominancia; t: herencia transgresiva; nv: sin variacion entre parentales y de éstos con la poblacion
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CONCLUSIONES

Cruzamientos entre lineas de V. faba que incluian distintos origenes geogréficos y
diferentes formas botanicas se habian realizado en estudios anteriores con objetivos
diversos: conocer el tipo de herencia de los caracteres que separan los cultivares
actuales de las primitivas cercanas al hipotético parental silvestre (de ahi el uso como
parental de las formas paucijuga), analizar los componentes del rendimiento y estudiar
las posibilidades en la mejora de la especie de las variedades locales recogidas en las
regiones de cultivo antiguas y modernas. El presente trabajo se centra en este Ultimo
objetivo, si bien, como los demas, la informacién obtenida es mas amplia y solapa con los

dos anteriores.

El hecho de que los estudios que aqui se resumen se hayan llevado a cabo a lo
largo de mas de treinta afios, por distintos equipos, diferentes lineas salvo alguna
excepcién y diversos métodos confiere gran valor a los resultados conseguidos aunque,
como se vera en estas conclusiones, a pesar de la mas que aceptable homogeneidad
gue muestran dichos estudios, no presenten la claridad que todo genetista, siempre con
las Leyes de Mendel ante si, desea para explicar la herencia de los caracteres que

maneja.

Conviene decir, ante todo, que estudios previos ya demostraron que la variacion
gue muestra V. faba obedece principalmente a diferencias regionales debidas a la
seleccién practicada en los distintos lugares en que se cultiva y no a diferencias
botanicas; todos los estudios de genética llevados a cabo apuntan en esa direccion, y el
de Serradilla et al. (1993) con marcadores isoenzimaticos lo confirma. La taxonomia
propuesta por Muratova (1931), de enorme valor en cuanto la sistematizacion llevada a
cabo en su estudio (que manej6é variedades locales auténticamente primitivas), se ha
mostrado artificial al estudiar la genética de los caracteres que la investigadora rusa crey6
esencialmente diferenciales; en efecto, tanto el nimero de foliolos por hoja que separa
sus dos subespecies, paucijuga y (eu)faba como la relacion grosor/longitud del grano que
discrimina entre las variedades botanicas de la segunda han resultado ser puros
caracteres cuantitativos. Las dos subespecies de Muratova no son consideradas hoy
como tal sino simples variedades conseguidas por mera seleccion humana siguiendo
criterios locales; la especie es, en realidad, un Unico complejo génico sin barreras
evolutivas. Todas las formas pueden cruzarse entre si sin pérdida de fertilidad, algo que,
como veremos, justifica en gran parte la dificultad de interpretacion de los sistemas

genéticos resultantes.
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Los resultados del presente trabajo se comentan a continuacion con los obtenidos
por otros autores: Hobbs y Burnett (1982) con tres series de lineas derivadas de
variedades locales afganas, rusas y europeas (los cruzamientos se realizaron dentro de
cada grupo); Martin y Cubero (1979) con lineas de las cuatro variedades botéanicas de
Muratova (paucijuga, considerada como simple variedad y no como subespecie, minor,
equina y major); los dos estudios mencionados se enfocaron principalmente a
componentes del rendimiento. Desde un punto de vista genético, Suso et al. (1983, 1984,
1986) y Suso y Cubero (1986) con dos grupos de lineas, uno derivado de variedades
primitivas (incluyendo paucijuga) y otro de cultivares modernos. He aqui un resumen de
los resultados; a notar, la presencia constante de dominancia parcial (débil) tanto positiva
como negativa (mencionada como asimetria en la dominancia) sin patrén discernible,
tendencia en algunos casos a herencia transgresiva®, fuerte accion ambiental y frecuente
falta de variacion entre parentales (en parte debida a la accion ambiental, pero en buena

parte también a constitucién genética) que impide el analisis:

1. Altura del primer nudo con flores. No estudiado mas que en el presente trabajo
(agronémicamente, el caracter importante es el de la primera vaina, pero éste
ultimo depende de la fertilidad de la planta y de la presencia de polinizadores, en
tanto que la primera flor estd mucho mas cerca de la estructura genética).
Dominancia positiva (flor alta sobre baja) y negativa (al contrario) segun
cruzamientos, sin patrén discernible.

2. Altura del primer nudo con vaina. Dominancia negativa, positiva 0 nula segun
cruzamientos, sin patron discernible y ausencia de variacion entre parentales en
casi la mitad de los casos. Coincide con Martin y Cubero (1979): dominancia
negativa (baja sobre alta), con fuerte efecto ambiental.

3. Numero de flores por inflorescencia. Dominancia negativa, positiva o, en menos
casos, nula segun cruzamientos, sin patron discernible. Los demas estudios
coinciden en la asimetria, aunque algunos detectan mas dominancia positiva
débil, pero con asimetria presente, sobre todo en variedades rusas., asi como

casos de herencia transgresiva.

' En otros estudios se menciona superdominancia o bien heterosis: la primera es, en estos estudios, pura
elucubracion al consistir en que, por cada par de alelos, el heterocigoto tienen un valor mayor que ambos
homocigotos; la heterosis o vigor hibrido esta ocasionada por la interaccion entre genes diferentes, efecto
bien visible y aprovechado comercialmente; al manejar F,, de lo que se puede hablar es de herencia
transgresiva motivada por complementaciéon génica y, en buena parte, por la propia heterosis residual tras la
segregacion.
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4. Numero de ramas por planta. Casi la mitad de casos sin variacion significativa
entre parentales. Dominancia y hasta herencia transgresiva de ambos signos.
Otros estudios muestran una situacion asimismo cadtica: escasa dominancia (de
haberla, de sentido positivo), interacciones génicas (sefial de heterogeneidad
génica) y gran influencia ambiental, todo ello contribuyendo a oscurecer los
resultados.

5. Longitud de la vaina. Solo estudiada en el presente trabajo. Dominancia negativa
salvo dos casos (positiva y nula); en una cuarta parte de los cruzamientos no se
registrd variacion significativa entre parentales.

6. Ovulos por vaina (ovario). Es otro caracter en que se encuentra gran discordancia
entre cruzamientos: todas las tendencias en dominancia y transgresividad. Martin
y Cubero (1979), por el contrario, encontraron, manejando lineas de todos los
grupos botanicos, dominancia completa positiva. Es obvio que el resultado
depende fuertemente de los parentales elegidos.

7. Semillas por vaina. Resultados asimismo dependientes del cruzamiento,
registrandose, como en el caso anterior, todas las posibilidades, si bien la
tendencia a la transgresividad es siempre positiva. Otros estudios detectan
escasa dominancia positiva y dudosa tendencia a herencia transgresiva. Muestra
de la confusion es el resultado de Hobbs y Burnett (1982): dominancia asimétrica
(es decir, de ambos signos) segun origenes de Is parentales y heredabilidades
desde 0.10 a 0.67.

8. Peso de 100 granos. Es equivalente, dada la alta correlacion existente, al indice
grosor/longitud de tanta importancia en la taxonomia de Muratova asi como al
tamafio del grano. En el presente estudio se registran mas casos de dominancia
negativa (grano menor dominante sobre mayor), pero también de positiva y nula,
con transgresividad de ambos signos, todo ello sin patron discernible. Salvo en las
poblaciones de origen afgano estudiadas por Hobbs y Burnett (1982), en que
detectan dominancia parcial positiva, los demas estudios encuentran dominancia
parcial negativa, algo l4gico, pues a menor tamafio del grano la planta mantiene
un mayor nimero de granos, que es lo que le importa para reproducirse]).

9. Numero de vainas por planta. Caracter donde el ambiente pesa enormemente
(entre otras causas, dada su dependencia de polinizadores eficaces), solo se han
podido estudiar tres cruzamientos a causa del solape entre parentales; en uno se
ha registrado clara dominancia negativa y en dos herencia intermedia, sin patrén
discernible como es habitual. Los demas estudios registran fuerte efecto
ambiental, en todo caso dominancia parcial positiva y tendencia a transgresividad

positiva 0 bien dominancia débil de ambos signos segun parentales.
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10. Numero de granos por planta. En el presente estudio, no se registra variacion
significativa entre parentales. En los restantes, dominancia parcial positiva en

general, pero no en todos los grupos estudiados por Hobbs y Burnett (1982).

La heterogeneidad genética que se deduce de los resultados anteriores que
incluyen trabajos diversos en material y en métodos no se restringen a los caracteres del
presente estudio, sino a todos los de la planta sean morfol6gicos o reproductivos. Puede
decirse que, salvo contadas excepciones, la norma es encontrar dominancia de ambos
signos casi uniformemente débil debido a la alta aditividad generalizada, dominancia que
aparece mas clara cuanto mas lejanos en origen (pero no en caracteres botanicos) sean
las lineas parentales, hasta el punto que desaparece practicamente cuando los
cruzamientos se hacen dentro de grupos regionales. Tendencia a herencia transgresiva
en algunos caracteres, signo de heterogeneidad genética, fuerte influencia ambiental
sobre todo en caracteres de planta (ramas, altura, vainas y granos totales). Los
resultados, como se ha dicho, son consistentes a pesar de la diversidad de parentales
utilizados en los cruzamientos, los distintos fines perseguidos y métodos de andlisis

empleados.

La sensacion que se tiene al observar en conjunto todos los trabajos realizados es
que, en cuanto cultivada, es una especie de domesticacion reciente y de base genética
mas bien estrecha, posiblemente debida a haberse partido de una sola poblacién, como
es el caso de otros muchos cultivos (garbanzo, cacahuete, escafia menor entre otros). La

difusién tardia y geograficamente restringida no permitié la proliferacion de mutantes.

Se confirma en todos los estudios que la distincion taxonémica no tiene sentido,
primando en todo caso la regional, claro indicador de que las distintas presiones de
seleccion llevadas a cabo diferentes lugares. Parece claro que, en la evoluciéon de Vicia
faba como especie cultivada (se desconoce el ancestro silvestre), ha habido poca presion
selectiva dentro de grupos, pero si entre grupos; esto se nota particularmente al
comparar las paucijuga (el grupo que muestra caracteres mas cercanos al hipotético
silvestre, so6lo recogido en Afganistan y norte de Pakistan, puede que hoy desparecido)

con las modernas):

(1) aumenta el nimero de foliolos por genes con dominancia positiva (superficie

asimiladora);

(2) aumenta el tamafio del grano (peso de 100 semillas) con genes de dominancia

negativa: granos menores dominantes frente a mayores, para tener mayor namero
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por planta, caracter éste que muestra, de modo congruente con el anterior,

tendencia a dominancia e incluso a heterosis positiva (més sobre menos);

(3) aumenta la longitud del grano y su delgadez tanto por el grosor en si como por

el coeficiente (dominancia negativa en los dos casos).

(4) Pero dentro del grupo moderno, se registra dominancia en la doble direccion
(negativa y positiva) lo cual puede interpretarse como una separacion de los
grupos equina (algo mas gorditos: dominancia positiva del gordito) y major (mas

delgados por dominancia negativa).

Y, a pesar de diferencias morfolégicas tan claras, los cruzamientos son totalmente
fértiles, la aditividad es el componente genético mas importante (incluso en caracteres
reproductivos) siempre, a veces Unico, la dominancia, de detectarse, es parcial y salvo
excepciones, débil; existe herencia transgresiva de distinto signo segun cruzamientos, al
igual que la dominancia, lo que indica, como ya se ha dicho, heterogeneidad genética
como respuesta a diferentes presiones selectivas. Todo ello hace que los resultados de

los cruzamientos sean distintos cuando se hacen entre o dentro de grupos regionales.

La alta aditividad registrada como componente principal del sistema genético, y su
reflejo en heredabilidades medias y altas salvo casos puntuales, sugiere que la seleccion
llevada a cabo por el hombre ha discurrido por cauces apacibles, con respuestas de
aceptables a buenas. Una prueba indirecta de ello es la rapida elevacion del rendimiento
en variedades europeas cuando se coordiné el trabajo de mejora en los afios setenta y
ochenta del pasado siglo. Y, asimismo, el hecho mencionado en este mismo capitulo de
la modificacion automatica de las lineas paucijuga mantenidas en nuestra coleccion por el
simple hecho de recoger la semilla producida y utilizarla para la siguiente generacion,
operacion realizada de forma mecanica sin intencion alguna de seleccion de las semillas
mas gruesas: de haber predominado la dominancia sobre la aditividad, la seleccion

incluso automatica, hubiera sido disruptiva.

Desde el punto de vista de la Mejora, es interesante el hecho de la diferente
arquitectura genética de las facies regionales lo que, en definitiva, nos permite afirmar

qgue hay una firme base genética para la mejora.
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Resumen:

La asighacién de los grupos de ligamiento de los mapas genéticos a cromosomas
especificos es fundamental para el avance en los estudios de la base genética de los
caracteres de interés. Sin embargo, el cromosoma IV de Vicia faba L. no habia sido
relacionado con ningun grupo de ligamiento. En este trabajo se utilizaron lineas de
translocacion de fondo genético conocido para el aislamiento de cromosomas especificos

mediante técnicas de microdiseccion.

La amplificacion de marcadores moleculares presentes en los mapas genéticos
permiti6 demostrar que el grupo de ligamiento I.B se corresponde con el cromosoma IV
de la especie. Este resultado es de especial relevancia, ya que hasta este trabajo se

pensaba que el grupo |.B pertenecia al cromosoma I.

El anclaje de todos los grupos de ligamiento a distintos cromosomas de habas
facilitard el mapeo fino de caracteres cuantitativos, la identificacion de genes usando
sintenia y potenciara el desarrollo de marcadores eficientes para la seleccion en los

programas de mejora.

PALABRAS CLAVE: Microaislacion de cromosomas, Vicia faba, mapas genéticos y

fisicos, sintenia.
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Abstract:

Using amplification of marker sequences with DNA from a set of distinct
microdissected Vicia faba L. chromosomes covering the entire genome, we could
unambiguously show that the linkage group 1.B, which includes the pseudogene of
legumin B4 (w71) and was previously ascribed to the metacentric chromosome | actually
belongs to chromosome IV. By considering the breakpoints of the translocated BKH
chromosomes Il and IV, even the subchromosomal position of loci LG085 and CNGC4
could be inferred. Anchoring all linkage groups to distinct faba bean chromosomes will
facilitate quantitative trait locus fine mapping and gene identification using synteny, and

will boost the development of efficient markers for selection in breeding programs.

KEY WORDS: Chromosome microisolation, Vicia faba, genetic and physical maps,

synteny.
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INTRODUCTION

The field bean Vicia faba L. has one of the largest (~13,000 Mbp) and (at least
cytogenetically) well investigated plant genomes. In contrast to other Viceae species with
2n=2x=14, faba bean has six chromosome pairs, numbered | to VI, according to their
length (Michaelis and Rieger, 1959). The largest and metacentric chromosome | carries a
satellite while the remaining five chromosomes are acrocentric and similar in size. A
fusion of two telocentrics was suggested as the origin of chromosome | (Schubert et al.
1995).

The integration of the cytogenetic, genetic and physical maps is a key issue for faba
bean as a basis for genetic improvement of agronomic traits. Cytological tools for pursuing
this goal by assigning genes, markers and entire linkage groups to their respective
chromosomes and chromosome regions include primary trisomics (Cabrera and Martin,
1989; Cabrera et al. 1989) and translocation stocks (Sjodin, 1971; Schubert et al. 1983).
The translocation lines with multiple reconstructed karyotypes allow all the chromosome
pairs to be distinguished. Macas et al. (1993 a, b) used DNA from defined microdissected
or flow-sorted translocation chromosomes as templates for PCR to identify the
chromosome carrying a specific gene sequence. Based on the translocation breakpoints,
this technique revealed a resolution to a subchromosomal level and has further facilitated
the physical mapping of low copy DNA sequences on faba bean chromosomes.
Alternatively, trisomics of V. faba have been obtained from different sources such as
polyploids (Poulsen and Martin, 1977), translocation lines (Sjodin, 1971; Schubert et al.
1983) and asynaptic mutants (Gonzalez and Martin, 1983) for anchoring of genetic traits

to distinct chromosomes.

After successful identification and characterization of five of the six possible primary
trisomics (Martin and Barceld, 1984), crosses between an asynaptic line and a normal
diploid parent have been extensively used to assign faba bean linkage groups to the
corresponding chromosomes (Torres et al. 1995; 1998; Satovic et al. 1996; Vaz Patto et
al. 1999; Roman et al. 2004). Subsequently, the use of physically localized markers
(Macas et al. 1993 a, b; Pozarkova et al. 2002) led to the integration of genetic and
physical maps and supported the unambiguous assignation of linkage groups to most of
the faba bean chromosomes (Roman et al. 2004). At present, genetic maps with wide
coverage of chromosomes (Torres et al. 2010; Cruz-lzquierdo et al. 2012) are available.
These maps allowed the identification of quantitative trait loci (QTLs) underlying

resistance to broomrape and ascochyta blight (Roman et al. 2002; 2003; Avila et al. 2004;
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Diaz-Ruiz et al. 2009; Diaz et al. 2010), or controlling yield-related traits (Cruz-lzquierdo
et al. 2012).

Comparative genomic analyses has allowed establishment of the correspondence
between V. faba chromosomes with those of other model and/or crop legumes, using
PCR-based markers derived from ESTs (expressed sequence tags; Ellwood et al. 2008;
Cruz-lzquierdo et al. 2012). However, this approach could not be applied to all faba bean
chromosomes, because no linkage group had so far been assigned to chromosome V.

Macas et al. (1993b) localized the pseudogene of legumin B4 (w1) in the proximal
part of chromosome IV. However, a weak PCR product suggested a possible second 1
copy on the distal part of chromosome V and the later assignment of w1 to chromosome |
by Roman et al. (2004) contradicted these findings. Furthermore, several markers
assigned to chromosome 1V in progenies derived from trisomic plants, remained unlinked
in the consensus map (Romén et al. 2004), and thus could not clarify this issue. For that
reason, the linkage group containing w1 was named 1.B in the last reported map (Cruz-
Izquierdo et al. 2012), while no linkage group could be assigned to chromosome V. The
lack of connection between linkage groups | and |.B suggested the possibility that the
latter might correspond to chromosome 1V.

The aim of this work was to investigate whether the linkage group I.B corresponds to
the chromosome IV of V. faba. To do so, faba bean chromosomes were microdissected
and used for PCR amplification of EST-derived markers previously mapped either to

specific chromosomes or to linkage group |.B.

Metaphase chromosomes of V. faba were isolated from the reconstructed
karyotypes ACB (chromosomes II, IV and V), EF (chromosome | and VI) and BKH
(chromosomes IIl and IV; Fig. 1; for description see Schubert & Rieger, 1991), as
described by Dolezel et al. (1992) and Schubert et al. (1993) (Supplementary material 1).
The resulting suspension was passed through a 35 pm nylon filter to remove tissue and
cellular debris, fixed on slides by centrifugation (400 rpm, 5 min) and stored in ethanol at 4
°C.
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Figure 1: Scheme of the standard (wild-type) and of reconstructed karyotypes of the V.
faba. Chromosomes used as targets for PCR are marked with a dot (e). Karyotype
ACB: chromosomes II and IV (equivalents to the wild-type) and the pericentrically
inverted chromosome V. Karyotype EF: chromosomes | and VI (equivalents to the wild-
type). Karyotype BKH: chromosomes Il and IV (representing a reciprocal translocation
of the wild-type chromosomes Il and V).
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The microscopically controlled chromosome isolation was performed on a
mechanically driven micromanipulator. The chromosomes were picked up using a glass
needle and transferred into tubes with 1 pl of collection buffer containing proteinase K
(Sorokin et al. 1994). Eight to ten chromosomes of each type were pooled in a tube. In a
first reaction, each chromosome pool was amplified using the Single Cell WGA kit
(BioLabs) following manufacturer’s instructions. This ‘amplified” DNA was used as
template for PCR amplification of markers previously assigned to specific chromosomes
(Table 1). Given the limited amount of initial DNA and the number of PCR reactions
carried out, a second amplification with the Single Cell WGA kit was repeated to
chromosomes Il_ACB, IV_ACB and VI_EF.

Markers previously mapped to specific chromosomes were amplified using 1 pl of
amplified nuclear DNA in 25 pl of PCR mix. The MyTaq Red DNA polymerase kit (Bioline)
was used following manufacturer’s instructions with a Tm of 58°C. Amplification with the
same primer pairs from DNA of the V. faba genotypes V6, Vf136, Vf27 and 29H, parental
lines of the mapping populations reported to date (reviewed in Torres et al. 2010), served
as positive control and to check for correct size of the bands amplified from the

reconstructed karyotypes.

RESULTS & DISCUSSION

The similarity in size among chromosomes Il to VI of V. faba hampers the use of the
wild type for chromosome isolation. Thus, the translocation lines ACB, EF and BKH,
possessing specific karyotypes (Fig. 1), were used for microdissection. Seven
chromosomes were collected separately (Fig. 1). Chromosomes I, IV and V were isolated
from the karyotype ACB; chromosomes | and VI were obtained from karyotype EF. Finally,
two translocation chromosomes were isolated from BKH (Fig. 1). Chromosome Il from
BKH (referred as Ill_BKH) is a translocation involving chromosome Il (almost complete)
and the distal part of the long arm of the chromosome V. Chromosome IV_BKH is also a
translocation involving chromosomes Il (distal part of the long arm) and IV (short arm and
the proximal part of the long arm). DNA from these chromosomes was used as template
for PCR to amplify markers previously assigned to specific chromosomes by Macas et al.
(1993b) and Cruz-lzquierdo et al. (2012). PCR results are summarized in Table 1.
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Amplification of the four marker sequences previously assigned to linkage group 1.B
(LG085, CNGC4, FIS-1 and PRAT) from DNA of karyotypes ACB and EF, revealed bands
of the expected size (412, 460, 580 and 406 bp, respectively) in the ACB chromosome IV
(Fig. 2a). Subsequently, translocation chromosomes Il and IV of karyotype BKH were
used as templates for amplification of two of these sequences (Fig. 2b). In agreement with
the previous results, LG085 and CNGC4 were amplified from the translocated
chromosomes Il and IV of karyotype BKH, respectively, further supporting their location
on the standard chromosome V. Moreover, we could infer that LG085 is located within
the distal two thirds of the long arm and CNGC4 either on the short arm or on the proximal
part of the long arm of chromosome IV (Figs. 1, 2). Although the amplification of CNG04
on chromosome |V of karyotype ACB was very weak (Fig. 2b), the clear band obtained in

Fig. 2a supports, unambiguously, the previous assignation.

ACB EF EF ACB  BKH ACB EF
— ————
GN Il IV VI VIV IV IV Il Il I N Vf27 6 136 29H M
LG085
i LG085

~

I 11

L L)
LR

- o ‘/ - o

|
z
1

Figure 2: (A): Agarose gel of the PCR products obtained with primers LG85, CNGC4, FIS1,
PRAT and DNA of microdissected chromosomes of karyotypes ACB and EF. (B):
Amplification of primers LG85 and CNGC4 with DNA of karyotypes ACB, EF and BKH. G:
genomic; N: nucleus; Vf27, 6, 136 and29H: faba bean lines used in different mapping
projects; M: marker (Phix174/Hae Ill).

A weak amplification product was also detected for LG085 in chromosome VI from
karyotype EF. This band might be caused by nonspecific amplification. Alternatively, it
might indicate a duplication of this gene in chromosome VI. In faba bean, different loci
have been reported to amplify and map on different chromosomes using the same primer
pair (Ellwood et al. 2008; Cruz-1zquierdo et al. 2012).
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The consistency of the results was assessed using a set of markers previously
assigned to the rest of chromosomes (Table 1). LGO07 and PEPCASE revealed bands of
the expected size (430 and 390 bp, respectively) when the DNA of chromosome | of
karyotype EF was used as template. Lup242 and viciline primers yielded bands of about
510 and 840 bp, respectively, with DNA of chromosome Il of karyotype ACB. Strong
bands of 460 and 414 bp were obtained with primers mtmt_GEN_00477_01_1 and
Psat EST 00190 01 1, respectively, using DNA of chromosome Ill and IV of karyotype
BKH.

Table 1: PCR amplification of selected markers using DNA of microisolated chromosomes as a template.

Karyotype
Chromosome  EF ACB BKH BKH ACB  ACB EF
Markers location (*)
| Il ] v v \% VI
LG007 LA ++ + + +
PEPCASE LA ++
PRAT 1.B ++
CNGC4 1.B ++ ++
FIS-1 1.B +
LG085 1.B 0 ++ ++ +
Viciline Il ++
Lup242 1] ++ o
mtmt GEN 00477 04 1 1l ++ + + o
Psat EST 00190 01 1 1] ++
Lup036 \ ++
PERS1 \ ++
tRALs VI ++
GLIP265 Vi o o ++

(*): Location in Cruz-lzquierdo et al. (2012)
+: PCR products of the expected size (++, strong band; +, weak band); o PCR products differing in size

Products of the expected size were also amplified from the expected target
chromosome in the case of Lup036, PERS1, tRALs and GLIP265. Thus, Lup036 and
PERS1 primers produced strong bands of about 200 and 260 bp, respectively, when the
DNA of chromosome V of karyotype ACB was used as template. Bands of about 350 bp
were obtained with tRALs and GLIP265 primers and DNA of chromosome VI of karyotype
EF. However, as happened with LG085, markers LG0O07 and mtmt GEN_00477_04 1
revealed very weak products of the expected size in other chromosomes. Besides,
Lup242 and GLIP265 yielded PCR products differing from the expected size (Table 1). As
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mentioned above, nonspecific amplification or gene duplication might be among the

reasons explaining such an unexpected banding pattern.

In summary, with the unequivocal assignment of linkage group |.B to the
chromosome 1V, linkage groups are now anchored to all six V. faba chromosomes,
providing the basis for integration of genetic and physical maps of this crop.
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Supplementary file 1.
Plant material details

The description of the karyotype reconstructions used in this work have been added as
supplementary material 1. This information is available at http://www.ipk-

gatersleben.de/en/databases/plant-genetic-resources/ (see Catalogue of chromosomal

and morphological mutants of the broad bean Vicia faba).

Running

no Rearrangement Name Standard Mutant
6014 tzlg)-llIL(4-14)/t|L-VIL(8-28)+|anS-L(21- ACB T s T
5024 tHS-111L(9-14)+tIVL-VL(20-23) FE Tinni s [0

t1S-VIL(4-26)+IIL-IVL(16-18)+HnWVS- W R o
5039 L(21-22) BKH AL !
Abbreviations:

t=primary reciprocal translocation

inv=inversion

I-VI=symbols for the six pairs of standard chromosomes

S=short arm;

L=long arm;

Arabic numbers in brackets denote chromosomal segments (1-28) involved in
chromosomal reconstructions (1:1-8, 11:9-12; 111:13-16, IV: 17-20, V:21-24, VI:15-28).

For more detailed information see:

http://pgrc-35.ipk-gatersleben.de/pls/htmidb _pgrc/f?p=259:1: (checked 17 of September of
2013).
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INTRODUCCION

Los caracteres analizados en esta tesis son relevantes para los programas de
mejora de habas. Sin embargo, su evaluacion es complicada y requiere una gran
cantidad de recursos, tanto materiales como econémicos. De ahi que el desarrollo de una
estrategia de seleccion asistida por marcadores (MAS) resulte interesante al permitir una
seleccion precoz e independiente del ambiente que disminuye el coste de las

evaluaciones de campo, sobre todo en las fases iniciales de seleccion.

La aplicacion de marcadores moleculares en habas ha permitido avances en la
investigacion sobre las bases genéticas de caracteres de interés para la especie. Asi, el
desarrollo de mapas genéticos ha posibilitado, por ejemplo, la identificacion de QTLs de
resistencia a las principales enfermedades que afectan al cultivo: jopo, ascoquitosis y
mancha chocolate (Roman et al. 2002; 2004; Avila et al. 2004; Diaz-Ruiz et al. 2010;
Diaz-Ruiz et al. 2009a, Diaz-Ruiz et al. 2009b; Villegas-Fernandez, 2012; Gutiérrez et al.
2013; Kaur et al. 2014a). Del mismo modo, la aplicacion de estrategias como el BSA
(Bulk Segregant Analysis) ha permitido la identificacion de marcadores ligados a la
resistencia a roya (Avila et al. 2003) y a caracteres de calidad del grano como la ausencia
de taninos (Gutiérrez et al. 2007; 2008) o el bajo contenido en vicina-convicina (Gutiérrez
et al. 2006). Todos ellos han sido primeros pasos hacia el desarrollo de marcadores

eficientes para la seleccién y por lo tanto Gtiles en MAS (Torres et al. 2010)

El siguiente paso necesario para la implantacién eficiente de una estrategia de MAS
es la validacion de los resultados obtenidos. En el caso de los caracteres cuantitativos es
necesaria una deteccién lo mas precisa posible de las regiones asociadas a cada
caracter. Para ello es necesaria una validacion de los QTLs obtenidos, primero en
distintos ambientes, lo que permite el estudio de la interaccién Genotipo x Ambiente y de
la estabilidad de los QTLs en las distintas campafias o condiciones; se precisa,, ademas,
de un segundo tipo de validacion en diferentes fondos genéticos. Se considera que la
validacion en la poblacion inicial permite determinar la estabilidad de los QTLs, mientras
gue con la validacién en distintos fondos genéticos se logra determinar el valor real de los
marcadores seleccionados en la mejora ya que se comprueba la utilidad de los mismos
mas alla de los materiales a partir de los cuales fueron desarrollados (Romagosa et al.
1999; Pinson et al. 2005, Simmonds et al. 2014).

En relacién con los caracteres estudiados en esta tesis, el trabajo mas completo a

nivel molecular, hasta la fecha, es el realizado por Cruz-lzquierdo (2009). En su tesis
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doctoral utilizé una poblacion de lineas recombinantes (RIL) derivada del cruzamiento V{6
x Vf27 para el andlisis de QTLs relacionados con la arquitectura, la fenologia y el
rendimiento de la especie (20 caracteres). De esta manera, identific6 65 QTLs, de los que
tan sélo 12 (responsables de 5 caracteres) se mostraron estables en los dos afios de
estudio (Cruz-lzquierdo et al. 2012). Este hecho pone de manifiesto la necesidad de
realizar ensayos adicionales para intentar validar los QTLs identificados.

La identificacion de QTLs realizada por Cruz-lzquierdo (2009) se basé6 en el mapa
desarrollado por Ellwood et al. (2008), que fue construido utilizando marcadores ESTs,
derivados de otras leguminosas, relativamente féciles de transferir a otros fondos
genéticos. De hecho, muchos de estos marcadores han sido integrados en los mapas
genéticos desarrollados posteriormente (Gutiérrez et al. 2013) y se conoce su posicion en
uno de los mapas consensos de la especie (Satovic et al. 2013). La disponibilidad de
estos marcadores comunes permite el alineamiento de distintos mapas de ligamiento y la

comparacion de los resultados obtenidos en experimentos distintos.

En el capitulo | se han desarrollado una serie de cruzamientos, y se han obtenido
las familias RIL derivadas. El estudio de las correspondientes poblaciones F, y F,.; para
diferentes caracteres de interés aporta una informacién preliminar importante respecto a
la base genética de los mismos y también se puede emplear para evaluar la posible
estabilidad de los QTLs ya detectados en trabajos previos. En concreto, el genotipado de
los marcadores flanqueantes de los principales QTLs detectados en la poblacién RIL V{6
x V27 (Cruz-lzquierdo, 2009; Cruz-lzquierdo et al. 2012) en las poblaciones
desarrolladas y el estudio de la asociacion entre su segregacion y el fenotipo de cada
familia puede dar una idea de la conservacién de estos QTLs en los distintos fondos
genéticos y por lo tanto de la utilidad de los marcadores que se identifiguen o desarrollen

en el programa de mejora.

Otra ventaja de los marcadores introducidos por Ellwood et al. (2008) es que
permitian la comparacion del mapa de habas desarrollado con los de otras especies de
leguminosas como la lenteja (Lens culinaris L.) y la especie modelo Medicago truncatula.
Con ello, ademas se abridé la puerta a la transferencia de informacion desde otras
leguminosas a las habas y viceversa (Cruz-lzquierdo et al. 2012). Desde ese trabajo, se
han multiplicado los esfuerzos para desarrollar la Genémica de la especie que permitiera,
por ejemplo, el descubrimiento de genes candidatos para el control de distintos
caracteres basandonos en las relaciones de sintenia entre las distintas especies (Webb et

al. 2015). De hecho, en el ultimo afio se ha pasado de 5000 ESTs recopilados en el
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GeneBank a la obtencién de diversos transcriptomas (Kaur et al. 2014a; 2014b; Webb et
al. 2015; Ray et al. 2015).

Desde la introduccion de los marcadores RAPDs, ampliamente empleados en los
principales trabajos de mapeo de la especie (Torres et al. 2010), poco a poco se han ido
incorporando estos nuevos tipos marcadores con mayor potencial para la mejora
(Cottage et al. 2012; Ellwood et al. 2008; Gong et al. 2011; Kaur et al. 2012; Ma et al.
2011; Wang et al. 2011; Zeid et al. 2009). En la actualidad se cuenta con distintos mapas
de densidad mas que aceptable basados en secuencias de genes (Cruz-lzquierdo et al.
2012; Ellwood et al. 2008; Kaur et al. 2014a; Satovic et al. 2013; Webb et al. 2015) que
sin duda suponen un salto cualitativo en el estudio de las bases moleculares de muchos
procesos bioldgicos de interés para la mejora de V. faba y que desde el punto de vista de
la mejora nos van a permitir el establecimiento de estrategias de genes candidatos a
través de las relaciones de sintenia que se establezcan entre las distintas leguminosas y
sobre todo con la especie modelo. Hasta hace muy poco tan solo Avila et al. (2007)
habian publicado un gen candidato para un caracter concreto de V. faba. En la
actualidad, el desarrollo de estas nuevas herramientas han posibilitado la publicacion de
genes candidatos para diversos caracteres como estreses abiéticos (Khazaei et al. 2014)

y otros relacionados con la calidad de las semillas (Webb et al. 2015).

Por todo lo expuesto, en este capitulo nos propusimos distintos objetivos
encaminados a establecer una estrategia para el desarrollo de marcadores eficientes
para facilitar la seleccidn de los caracteres objeto de esta tesis en cualquier programa de
mejora. Por una parte se llevo a cabo la validacion de los QTLs detectados en la
poblacion V{6 x V27 por Cruz Izquierdo (2009) y Cruz-lzquierdo et al. (2012) mediante la
evaluaciéon de la poblaciéon RIL en dos nuevas campafias. En segundo lugar se realizé
una primera aproximacion al estudio de conservacion de estos QTLs en distintos fondos
genéticos. Para ello se seleccionaron cuatro cruzamientos, de entre los empleados en el
capitulo anterior, que involucraban a cinco de los seis parentales de partida. En todos los
casos el parental femenino elegido fue el genotipo Vf937, lo que facilitaria la posibilidad
de comparacion de los resultados. Dentro del mismo objetivo, también se llevé a cabo la
comparacion de resultados con los QTLs para caracteres agrondmicos de V. faba,
identificados por Avila et al. (2005) mediante el alineamiento de los mapas genéticos
involucrados. Por dltimo, se usaron las relaciones de sintenia y la informacion disponible
en M. truncatula para identificar genes candidatos responsables de caracteres
relacionados con la altura de planta y con la altura del primer nudo con flores y el primer

nudo con vaina.
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MATERIALES Y METODOS

1.- Identificaciéon y validacion de OTLs para arquitectura v rendimiento _en la
poblacién Vi6xV{27

1.1.- Material Vegetal

Se utilizé la poblacién RIL derivada del cruzamiento Vfé x Vf27 y compuesta por
124 lineas (Cruz-lzquierdo, 2009; Cruz-lzquierdo et al. 2012). El parental femenino V{6 es
del tipo equina con color de testa beige y ha sido empleada en numerosos trabajos
llevados a cabo en el Departamento. El parental masculino Vf27, es del tipo paucijuga
con color de testa oscuro y caracteristicas primitivas, lo que aporta al cruzamiento un alto

nivel de polimorfismo tanto morfol6gico como molecular (Vaz Patto, 1997).

1.2.- Evaluacién de caracteres

Los ensayos de campo se realizaron en dos camparfias consecutivas (2011/2012 y
2012/1013) en el Centro Alameda del Obispo (Cérdoba) del IFAPA (Instituto de
Investigacién y Formacion Agraria y Pesquera). La experimentacién consistid en un
disefio en bloques al azar con 2 repeticiones. Cada familia o parental estuvo
representado por un maximo de 10 plantas por repeticion, sembradas en surcos de 1
metro separados 70 cm entre si. Asi mismo se empleé la variedad ‘Baraca’ como control
a razon de un testigo cada 21 surcos. En ambas campafias la siembra se realizd en el
mes de diciembre y se siguieron las practicas agricolas habituales de la region incluyendo

los riegos de apoyo necesarios para asegurar el cuajado de vainas.

Los caracteres evaluados fueron agrupados en dos categorias: arquitectura de la

planta y caracteres del rendimiento.
* Caracteres relacionados con la arquitectura de la planta:

- Altura del primer nudo con flor (HLF): Niumero de nudos desde el suelo hasta la
primera flor

- Altura del primer nudo con vaina (HLP): Namero de nudos desde el suelo hasta la
primera vaina.

- Numero de ramas (NTP): Niomero de ramas que presenta cada planta.

- Numero de nudos con flor (NF): Nomero méximo de nudos que poseen flores.

- Flores por inflorescencia (FPI): Valor medio del nimero de flores presente en

cinco nudos de cada planta.
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« Caracteres relacionados con el rendimiento y sus componentes:

- Numero de 6vulos por vaina (NOP): Valor medio de 6vulos de cinco vainas de
cada planta.

- Numero de semillas por vaina (NSP): Valor medio de granos formados en cinco
vainas de cada planta.

- Longitud de vaina (PL): Valor medio de la longitud medida en mm de cinco vainas
de cada planta.

- Peso de 100 semillas (HSW): Peso en gramos de 100 semillas de cada planta.

- Numero de vainas por planta (PPP).

Para cada familia RIL, la evaluacion se realizé de forma individual en cada una de
las plantas del surco, descartando las de los extremos, y se calcul6 el valor medio de las
plantas evaluadas. Para el analisis de QTLs, a cada RIL se le asignd el valor medio de
los valores obtenidos en cada una de las dos repeticiones de campo. Los andlisis de
estadistica descriptiva y las correlaciones se realizaron con el programa Statistix v 9.1.

1.3.- Andlisis de QTLs

Se utilizé el mapa de la poblacién V6 x Vf27 desarrollado por Cruz-lzquierdo
(2009) y Cruz-lzquierdo et al. (2012). Todos los analisis se desarrollaron utilizando el
programa MapQTL 5.0 (Van Ooijen et al. 2000). Para cada uno de los caracteres se
siguié el siguiente proceso: en primer lugar se realiz6 el test no paramétrico de Kruskal-
Wallis (KW) para detectar asociacion entre los caracteres de interés y los marcadores
individuales, sin tener en cuenta la informacion de mapa. A continuacion se desarroll6 un

andlisis de Interval Mapping (IM) (Lander y Botstein, 1989; van Ooijen, 1992).

Teniendo en cuenta los resultados de los analisis KW e IM se seleccioné un
conjunto inicial de cofactores y se determiné su significacion con MapQTL 5.0 (Automatic
Cofactor Selection, ACS) a P < 0.02. Sélo los cofactores significativos fueron utilizados en
andlisis de mapeo mudultiple de QTLs (rMQM y MQM) (Jansen, 1993; 1994; Jansen y
Stam, 1994). En todos los analisis (IM, rMQM y MQM) se utiliz6 una ventana de mapeo
de 3 cM. Para establecer los niveles de significacion de QTLs se realizé un analisis de
1.000 permutaciones (Churchill y Doerge, 1994). Las posiciones de los QTLs se
estimaron en el punto de maximo LOD en el grupo de ligamiento. Se determiné el
intervalo de confianza en la posicion del QTL utilizando el método 2-LOD descrito por van
Ooijen (1992). Todas las figuras relacionadas con mapeo de QTLs fueron obtenidas

utilizando el programa MapChart v2.2 (Voorrips 2002).
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2.- Validacion en distintos fondos genéticos

2.1.- Alineacién con otros mapas publicados

En trabajos previos se habian identificado QTLs para caracteres agrondémicos
utilizando una poblacién F, derivada del cruzamiento 29H x V{136 (Avila et al. 2005).
Estudios recientes han desarrollado el mapa de la poblacién RIL obtenida de esta
poblacion (Gutiérrez et al. 2013), en la que se han incluido marcadores ESTs presentes
en el mapa utlizado por Cruz-lzquierdo (2009). Estos marcadores permiten la
comparacion de los resultados obtenidos por Avila et al. (2005) y Cruz-lzquierdo (2009)

utilizando el mapa desarrollado por Gutiérrez et al. (2013) como puente.

Para el alineamiento de los 3 mapas se utilizé el programa MapChart v 2.2
(Voorrips, 2002), que permite establecer las relaciones entre grupos de ligamiento de

diferentes mapas en funcién de los marcadores comunes entre ellos.

2.2.- Validacion en los materiales en desarrollo

Para la validacion de QTLs en distintos fondos genéticos se escogieron cuatro
poblaciones F, de entre los cruzamientos llevados a RIL. Estas cuatro poblaciones tienen
en comun el parental femenino Vf937, de tipo major.

Tabla 1: Cruzamientos evaluados a nivel molecular para el estudio preliminar
de la relacion entre distintas regiones del mapa de V. faba y los caracteres en

estudio

Cruzamiento Tipos boténicos Individuos F, Individuos F,.5
Vo937 x Vf422 major x equina 82 59

V937 x Vi417 major x equina-minor 180 165

Vfa37 x Vf751 major x minor 105 100

V937 x Vf172 major X paucijuga 108 99

2.3.- Extraccion de ADN y analisis de marcadores

La extraccion de ADN se realiz6 utilizando hojas jovenes recogidas en campo y
siguiendo el protocolo de Lassner et al. (1989) con las modificaciones propuestas por
Torres et al. (1993). Se incluyeron todos los individuos F, de los 4 cruzamientos
seleccionados junto con los 5 parentales (Tabla 1). La concentracion de ADN de cada
muestra se determind con un espectrofotémetro (UV-Visible Spectrophotometer, Model

Evolution 500). A partir de ahi se realiz6 una dilucién de trabajo de 10 ng ul™.
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Para el andlisis con marcadores moleculares se seleccionaron 97 ESTs distribuidos
a lo largo del mapa de la poblacién RIL Vf6xVf27. La figura con la ubicacion y la tabla con
la informacién sobre los cebadores empleados, se recogen en el Anexo lll. La mezcla de
reaccion consistio, en buffer (1x), 0,8 mM de dNTPs, 1,5 — 2 mM de MgCl2, 0,6 um de de
cada uno de los cebadores y Taq polimerasa 0,05 u/ul. En el perfil de amplificacién (Tabla
2), la temperatura de hibridacion vari6 dependiendo del cebador, oscilando entre 56 y
60°C (Anexo ).

Tabla 2: Perfil de amplificacién empleado para los marcadores ESTs probados
en las 4 poblaciones seleccionadas para nuestro estudio.

Fase Temperatura Tiempo Ciclos
Precalentamiento 95°C 5 min
Desnaturalizacion 95°C 1 min

Hibridacion 56 - 60 °C 1 min 40
Extension 72°C 2 min

Extensioén final 72°C 8 min

Enfriamiento 4°C 0

En primer lugar se comprobé la amplificacién de los marcadores en los parentales y
en seis individuos de cada poblacién F,. Se detectaron dos tipos de polimorfismo. El
primero basado en diferencias de tamafio de los amplicones (marcadores ALP, Amplicon
Length Polymorphism) y el segundo basado en diferencias de corte con enzimas de
restriccion (marcadores CAP, Cleaved Amplified Polymorphism). Para el desarrollo de los
marcadores CAPs, se probaron un total de 29 enzimas de restriccion y se escogio la
enzima idénea en cada caso (Anexo 1V). En todos los casos se utilizé 1 unidad de enzima
de restriccion, mientras que las mezclas de reaccion y las condiciones de incubacion

fueron las recomendadas por el fabricante para cada enzima.

2.4.- Asociacién entre marcadores y caracteres

Para cada marcador, la relacién entre los polimofismos detectados y los caracteres
estudiados se determind mediante andlisis de la varianza utilizando el programa Statistix
v 9.1, siendo el caracter fenotipico la variable dependiente y el genotipo del marcador en

la poblacién la variable independiente.

En las poblaciones F, se consideraron los siguientes caracteres atendiendo a la
nomenclatura indicada anteriormente. Caracteres relacionados con la arquitectura de la
planta: HLF, HLP, NTP y FPI; caracteres relacionados con el rendimiento y sus

componentes: NOP, NSP, PL, HSW y PPP. También se consideraron el nimero de
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semillas por planta (NSP) y el rendimiento, si bien estos caracteres no habian sido

contemplados en los andlisis de QTLSs.

Posteriormente, se analizaron las familias F,3; en campo abierto durante la
campafa 2009/2010, tal y como se describe en el capitulo 1. Los caracteres medidos en
cada cruzamiento fueron HLF, HLP, NTP, FPI, PPP, PL, NOP, NSP y HSW, con la Unica
excepcion del caracter FPI que no fue evaluado en el cruzamiento Vf937xVf172.

2.5.-Estrategia de genes candidatos para el caracter “altura de planta” y

relacionados.

Se obtuvo la correspondencia entre los ESTs flaqueantes de los QTLs para altura
de planta, HLF y HLP localizados en el cromosoma Ill de habas con sus homélogos en la
especie modelo mediante la contrastacion de la informacion aportada por Ellwood et al.
(2008) con la recopilada en la base de datos de M. truncatula CDS versién Mt3.5 y Mt4.0
(http://medtr.comparative-legumes.org/). Dada la colinealidad observada entre los
genomas de las dos especies (Satovic et al. 2013; Webb et al. 2015), de forma paralela
se comprobo la posible ubicacion de los genes candidatos para altura de planta descritos
por Lagunes-Espinoza et al. (2012) con el fin de determinar el posible papel de estos

genes en el control de los caracteres considerados en V. faba.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1.- Evaluacion fenotipica de la poblacion RIL V{6 x Vi27

Se seleccionaron 10 caracteres de los analizados por Cruz-lzquierdo (2009) para su
validacién. Entre los no considerados se encuentran los 4 caracteres relacionados con la
floraciébn ya que este caracter serd tratado en profundidad en otro trabajo en el que

colabora nuestro grupo (Dra. Torres, comunicacion personal).

Los caracteres seleccionados fueron agrupados en 2 categorias: relacionados con
la arquitectura de la planta [altura del primer nudo con flor (HLF), altura del primer nudo
con vaina (HLP), nimero de ramas (NTP), nimero de nudos con flor (NF) y flores por
inflorescencia (FPI)]; y los directamente relacionados con el rendimiento: [NUmero de
ovulos por vaina (NOP), numero de semillas por vaina (NSP), longitud de vaina (PL),
peso en gramos de 100 semillas (HSW) y vainas por planta (PPP)]. Desgraciadamente
estos Ultimos 5 caracteres no se pudieron evaluar en la primera campafia debido a que

las plantas no completaron de manera adecuada el ciclo del cultivo.

La Tabla 3 y la Figura 1 muestran los datos y su distribucion para cada caracter:

Campaia 2011 Campaiia 2012
45 V'f6 60
8 40 W “
= 35 z 0 Vf6
wvi wvi
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22 3
o 15 - ° 20 -
E 10 | E Vf27
3 5 10 -
Z 5 =
o - 0 -
2 3 4 5 6 7 8 9 10 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Altura del primer nudo con flor (HLF) Altura del primer nudo con flor (HLF)

Figura 1: Distribucion de los caracteres estudiados en la poblacién RIL del cruzamiento Vf6 x Vf27 en las dos
campafas evaluadas. HLF: altura del primer nudo con flor; HLP: Altura del primer nudo con vaina; FPI: Flores
por inflorescencia; NF: Numero de nudos con flor; NTP: Namero de ramas.
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Figura 1 (continuacién): Distribucién de los caracteres estudiados en la poblacién RIL del cruzamiento V{6 x
V{27 en las dos campafias evaluadas. HLF: altura del primer nudo con flor; HLP: Altura del primer nudo con
vaina; FPI: Flores por inflorescencia; NF: Namero de nudos con flor; NTP: NUmero de ramas.
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Campaiia 2012
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Figura 1 (continuacion): Distribucién de los caracteres estudiados en la poblacion RIL del cruzamiento V{6 x
Vf27 en las campafias evaluadas. NOP: Numero de évulos por vaina; NSP: Nimero semillas por vaina; PL:
Longitud de vaina; HSW: Peso de 100 semillas; PPP: Vainas por planta.
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Tabla 3: Estadisticos descriptivos de los caracteres evaluados en las campafias 2011 y 2012.

Parentales Poblacién RILs
Caracter Afo Vf27  Vf6 N Media DE Varianza C.V. Minimo Maximo Asimetria Kurtosis p(W)
HLF 2011 455 6,76 123 5,84 1,26 1,59 21,60 2,70 9,10 -0,13 -0,16 ns
2012 3,06 6,08 122 4,74 0,86 0,73 18,10 2,71 7,31 0,44 0,32 0,004
HLP 2011 4,64 8,00 123 7,61 1,76 3,11 23,18 3,30 12,40 0,15 0,24 ns
2012 3,56 10,83 122 6,68 1,57 2,46 23,50 3,58 10,50 0,30 -0,66 0,0001
FPI 2011 1,06 6,14 123 3,89 0,89 0,78 22,74 1,80 6,40 -0,05 -0,21 ns
2012 1,17 8,81 122 4,38 1,04 1,09 23,79 1,74 6,96 -0,25 -0,16 ns
NF 2011 M 23,27 121 19,72 2,63 6,94 13,36 13,60 26,00 0,30 -0,52 ns
2012 16,79 29,87 122 23,67 2,45 5,98 10,33 18,50 30,88 -0,05 -0,26 ns
NTP 2011 1,60 3,76 123 3,99 0,82 0,67 20,52 2,20 6,90 0,45 0,54 0,0005
2012 3,73 2,83 122 3,36 0,56 0,31 16,58 2,21 4,70 0,07 -0,58 ns
PL (mm) 2012 37,81 55,11 122 51,38 10,29 10591 20,03 36,45 87,19 1,48 1,86 0,0000
NOP 2012 3,06 3,15 122 3,31 0,31 0,10 9,33 2,67 4,14 0,15 -0,47 ns
NSP 2012 3,03 2,80 122 3,14 0,35 0,12 11,11 2,20 4,06 -0,04 -0,13 ns
HSW (g) 2012 18,20 44,32 122 32,24 10,99 120,67 34,08 15,48 74,74 1,55 2,11 0,0000
PPP 2012 23,97 42,06 122 47,28 1268 160,89 26,83 20,88 86,92 0,51 0,34 0.075

HLF: Altura del primer nudo con flor, HLP: Altura del primer nudo con vaina, FPI: Flores por inflorescencia, NF: Niumero de nudos con flor,
NTP: NUumero de ramas, PL: Longitud de vaina, NOP: Numero de 6vulos por vaina, NSP: Numero de semillas por vaina, HSW: Peso en
gramos de 100 semillas, PPP: vainas por planta. N: Namero de lineas RILS, DE: Desviacidn estandar; E: Error estandar; CV: Coeficiente

de variacion (%), P(W): Valor de probabilidad de la prueba de normalidad de Shapiro Wilk.
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Al igual que en el trabajo previo de Cruz-lzquierdo (2009), los caracteres estudiados
presentan una variacion continua lo que justifica el analisis de QTL para el estudio de la
base genética de los mismos. Los andlisis de la varianza (ANOVA) se han realizado
teniendo en cuenta 3 6 4 campafias de campo dependiendo del caracter, es decir, se han
tenido en cuenta los datos analizados por Cruz-lzquierdo (2009) y los obtenidos en
nuestro trabajo (Tabla 4). Las lineas Vf27 (paucijuga) y Vf6 (equina) son muy diferentes
como corresponde a sus tipos botanicos, por lo que se esperaba un alto nivel de
polimorfismo tanto a nivel fenotipico como molecular. De hecho, el factor Genotipo mostré
una alta significacion en los ANOVA al igual que ocurrié en los estudios previos de Cruz-
Izquierdo (2009) (Tabla 4).

La interaccion GenotipoxAmbiente fue significativa en todos los caracteres
estudiados (Tabla 4), lo que pone de manifiesto la importancia de validar los QTLs
obtenidos en un nimero suficiente de campafias para obtener informacién util para el
programa de mejora de la especie. Resultados similares fueron encontrados por Cruz-

Izquierdo (2009), si bien, en su caso, esta interaccion no fue significativa para NF y HSW.

Tabla 4: ANOVA de los caracteres evaluados en la poblacion RIL del
cruzamiento V{6 x Vf27 en dos campafias en Cordoba, Espafia.

Caracter Fuente de Variacién ,
Ao Genotipo Afio*Genotipo Error h
NTP 44,16%** 4,46 1,6%** 0,65
FPI 32,48** 23,94%* 2,25%** 0,91
NF 8,25 ns 3,65%** 1,27* 0,67
HLF 115,6** 3,34x* 1,53+ 0,55
HLP 4,7 ns 4,86+ 1,61* 0,68
PL 29,48* 19,5%** 3,42+ 0,83
NOP 83,65** 5,67*** 1,46*** 0,67
NSP 93,66** 7,32 2,32%** 0,70
HSW 102,29**  27,05%** 3,43%** 0,88

NTP: Numero de ramas, FPI: Nimero de flores por inflorescencia, NF:
Numero de nudos con flor, HLF: Altura del primer nudo con flor, HLP:
Altura del primer nudo con vaina, PL: Longitud de vaina, NOP:
Nimero de 6vulos por vaina, NSP: Numero de semillas por vaina,
HSW: Peso en gramos de 100 semillas, h2: Heredabilidad.

*xx kex Significativo al 5%, 1% y 0,1% de probabilidad
respectivamente, ns: No significativo.

Los valores de heredabilidad oscilaron entre 0,55 (HLF) y 0,91 (FPI) (Tabla 4). En
general los valores determinados son similares a los descritos en trabajos previos
(Ghandorah y ElI'Shawaf, 1993; Toker, 2004; Kalia y Pathania, 2007; Cruz-lzquierdo,
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2009). Los valores mas altos fueron obtenidos para FPI (0,91), HSW (0,88) y PL (0,83) y
el menor lo mostré HLF.

En cada campafia se determino la correlacién entre caracteres (Tablas 5y 6). En la
campafa de 2011, la mayor correlacion se dio entre HLP y HLF (r = 0,73), valor que
descendi6 ligeramente en la siguiente campafia (r = 0,64) (Tablas 5 y 6). Estos valores
son comparables a los obtenidos en la campafa 2008 por Cruz-lzquierdo (2009) y
superiores a los obtenidos por el mismo autor en el afio 2007.

Tabla 5: Coeficientes de correlacién (r) de Pearson para los
caracteres evaluados en la poblacién RIL de Vf6 x Vf27 en la
campafa 2011.

FPI_2011 HLF_2011 HLP_2011 NF_2011
HLF_2011 0,28
p-value 0,000
HLP_2011 0,41 0,73
0,000 0,000
NF_2011 0,38 -0,06 0,12
0,000 0,541 0,173
NTP_2011 -0,16 0,15 0,03 -0,17
0,079 0,099 0,750 0,062

Valor de coeficiente de correlacion (r) de FPIl: Numero de flores por
inflorescencia; HLF: Numero de nudos hasta la primera flor; HLP:
Numero de nudos hasta la primera vaina; NF: NUimero méximo de
inflorescencias; NTP: Numero de ramas. p-value: Nivel de significacion.
Valor significativo <0,05.

En la campafia 2012 se obtuvieron datos de los caracteres rendimiento, lo que nos
permitié corroborar la fuerte correlacion entre NSP y NOP (r=0,93) ya descrita en el
trabajo de Cruz-lzquierdo (2009). Este autor obtuvo correlaciones de 0,95 y 0,91 para
estos caracteres en las campafias 2007 y 2008, respectivamente. También se conserva
la alta correlacion entre PL y HSW (Tabla 6). Sin embargo los valores de correlacion
obtenidos en nuestro trabajo son méas altos que los obtenidos por Cruz-lzquierdo (2009).
De hecho, nuestros datos indican una correlacion de 0,92 (Tabla 6), superiores a los
valores en torno a 0,70 descritos por Cruz-lzquierdo (2009) en las dos camparfias

evaluadas.
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PL mostré correlaciones significativas con otros 5 caracteres (FPI, HLF, HLP, NOP,
NSP) pero con valores inferiores a 0,4 (Tabla 6). La baja correlacion de PL con NOP y
NSP concuerda con los resultados previos (Cruz-lzquierdo, 2009).

FPI también mostré correlaciones significativas superiores a 0,5 con HLP y NF, que
a su ver presentaron una correlacion de 0,5 entre ellos (Tabla 6). La mayoria de estas
correlaciones también resultaron significativas en la campafia anterior si bien los valores

de r fueron inferiores a 0,5 (Tabla 5).

Tabla 6. Coeficientes de correlacion (r) de Pearson para los caracteres evaluados en la poblacion
RIL de V{6 x Vf27 en la campafia 2012

NSP_2012

FPI_2012
HLP_ 2012
HSW_2012
NF_2012
NOP_2012
NTP_2012
PL_2012

HLF_2012

HLF_2012 0,28
p-value 0,000
HLP_2012 0,53 0,64
0,000 0,000
HSW_2012 0,21 0,26 0,33
0,018 0,003 0,000
NF_2012 0,52 0,25 0,50 0,15
0,000 0,006 0,000 0,110
NOP_2012 0,04 0,04 0,06 0,14 -0,12
0,644 0,659 0,494 0,134 0,194
NSP_2012  -0,04 0,04 0,02 0,13 -0,13 0,93
0,665 0654 0805 0,148 0,141 0,000
NTP_2012  -0,08 -0,14 -0,05 0,06 -0,21 -0,01 0,02
0,353 0,113 0570 0,486 0,019 0,943 0,866
PL_2012 0,21 0,25 0,28 0,92 0,09 0,34 0,36 0,07
0,020 0,005 0,002 0,000 0,326 0,000 0,000 0,458
PPP_2012 0,10 -0,05 -0,15 -0,31 0,15 -0,24 -0,28 0,33 -0,30
0,283 0,582 0,101 0,001 0,100 0,008 0,002 0,000 0,001

Valor de coeficiente de correlacién (r) entre los caracteres evaluados en la campafia 2012. FPI:
Numero de flores por inflorescencia; HLF: Nimero de nudos hasta la primera flor; HLP: Numero de
nudos hasta la primera vaina; HSW: Peso de 100 semillas; NF: NUumero maximo de inflorescencias;
NOP: Numero de évulos por vaina; NSP: Numero de semillas por vaina; NTP: Nimero de ramas;
PL: Longitud de la vaina; PPP: Nimero de vainas por planta. p-value: Nivel de significacion. Valor
significativo p <0,05.
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2. ldentificacion vy validacion de OQTLs para arquitectura v rendimiento en la
poblacion Vi6xVf27

Los resultados del andlisis de QTLs en las dos campafas estudiadas se muestran
en la Tabla 7. En general, la presencia de un QTL se ha considerado atendiendo al limite
establecido mediante permutaciones. Sin embargo, en algunos casos que se irdn
indicando, se han aceptado QTLs cuyo LOD maximo era inferior al nivel critico
determinado.

Para mayor claridad hemos unificado la nomenclatura de los QTLs obtenidos en
nuestro trabajo y en los estudios previos de nuestro de grupo (Cruz-lzquierdo, 2009;
Cruz-lzquierdo et al. 2012). De este modo, un hipotético QTL denominado HLF-7-2018
indicaria que es el séptimo QTL identificado para HLF (altura del primer nudo con flores)
y que fue detectado con los datos de la campafia 2018.

2.1.-.Caracteres relacionados con la arquitectura de la planta

2.1.1.- Altura del primer nudo con flor (HLF)

Se detectaron dos QTLs significativos para este caracter, uno en cada campafia
evaluada, situados respectivamente en los cromosomas Ill y V (Tabla 7; Figura 2). El
primero de ellos (HLF-1-2011) explic6 el 27,1% de la variacion fenotipica del caracter en
el afio 2011. En la misma region, en la siguiente campafia se observé un posible QTL
(HLF-1-2012*) que, si bien no super6 el valor critico establecido mediante permutaciones,
quedd muy proximo al mismo. (Tabla 7; Figura 2). En esa zona, ademas, Cruz-lzquierdo
(2009) ya habia detectado otro maximo de LOD para el mismo caracter (HLF-1-2008;
Figura 2). La deteccién de estos maximos de LOD, en la misma region y en varias
campafas indica la estabilidad de HLF-1, por lo que este QTL puede ser un buen

candidato para su uso en los programas de mejora para este caracter.

En el afio 2012 se detect6 un segundo QTL (HLF-3-2012) en el LGO7 del
cromosoma V que explicaba el 11,8% de la variacion del caracter (Tabla 7; Figura 2). En
el mismo cromosoma ya se habia detectado un QTL para este caracter (HLF-4_ 2008,
Figura 2). Sin embargo, HLF-3 y HLF-4 se encuentran demasiado distantes por lo que, de
momento, han sido considerados distintos a la espera de posteriores estudios. Cruz-
Izquierdo (2009) describié un QTLs adicional (HLF-2-2008) en el cromosoma | (LG04)

(Figura 2). Sin embargo, este QTL no ha podido ser confirmado en nuestro trabajo.
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2.1.2.- Altura del primer nudo con vaina (HLP)

Para este caracter se identificaron dos QTLs (Tabla 7; Figura 2). En el afio 2011,
detectamos HLP-1-2011, que explicé el 15% de la variabilidad fenotipica y se situ6 en el
cromosoma Il (grupo GLO1) en una region muy préxima a HLP-1-2008 descrito por Cruz-
Izquierdo (2009) (Figura 2). En esta region también se habia identificado un méximo
relativo en la curva de LOD cercano al valor critico de permutaciones (HLP-1-2007*). En
conjunto, estos datos indican la existencia de un QTL para HLP en esta zona, en la que
ademas también se han detectado consistentemente un QTL para HLF (Figura 2). Los
valores de aditividad de HLP-1 fueron positivos en las tres campafias en las que fue
detectado, lo que indica que el aumento del valor del caracter proviene del alelo materno,
es decir de Vf6.

El segundo QTL fue detectado en la siguiente campafa (HLP-2-2012) en el
cromosoma |, muy cerca de la posicién descrita por Cruz-lzquierdo (2009) para HLP-2-
2008, lo que sugiere que se trata del mismo QTL (Figura 2). HLP-2-2012 explico el 16,9%
de la variabilidad total y también presenté aditividad positiva (Tabla 7).

La validacién de HLP-1 y HLP-2 en distintas campafias indica que ambos QTLs
presentan una buena estabilidad. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos para HLF
y HLP, parece que la region asociada en el cromosoma lll puede ser bastante importante
en el control genético de ambos caracteres. Este hecho, junto con la alta correlacion
encontrada entre ellos (Tablas 5 y 6) podria indicar la existencia de genes pleiotropicos
para el control de estos caracteres, si bien esta hipotesis tendra que ser confirmada en
futuros estudios. En trabajos previos ya se habia observado co-localizacion de QTLs para
ambos caracteres (Avila et al. 2005), lo que refuerza la hipétesis de un control genético
comun para ambos caracteres. Del mismo modo, las regiones del cromosoma |, y en
menor medida del cromosoma V, también tienen potencial para la seleccién de estos

caracteres.
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Tabla 7: QTLs detectados para caracteres agronémicos en la poblacion RIL VfexVf27

%

Caracter  Grupo® Crom Posicién LOD Marcador 1 Otro nombre Marcador 2 Otro nombre Expl. Aditividad LOD threshold®
HLF-1-2011 GLO1 ] 226,1 4,56 M1U046 Lup328 M1u047 GLIP651a 27,1 0,663521 3,13
HLF-1-2012° GLO1 1] 241,2 2,72 M1U047 GLIP651a M1U224 mt_1090_01 19,9 0,592328 3,04
HLF3-2012  GLO7 \ 21,8 3,09 M1U085 GLIP099 MCo0048 Pis GEN 6 3 1 11,8 0,428146 3,04
HLP-1-2011 GLO1 ] 2231 3,02 M1U044 PTSS4a M1u047 GLIP651a 15 0,692344 2,98
HLP-2-2012 GLO4 | 93,4 5,18 M1U230 GAII68 M1U144 OPC14_894 16,9 0,641501 3,2
FPI-1-2011  GLO4 | 143 7,48 M1U058 Lup9l M1U061 FENR 29,9 0,488053 3,038
FPI-1-2012 GLO4 | 146 8,29 M1U058 Lup9l M1U061 FENR 31,7 0,584105 3,16
FPI-2-2011  GLO6 | 13,4 4,56 M1U092 LG23 MCo027 Pis GEN_7 1 2 1 15,3 0,355318 3,03
FPI-2-2012  GLO6 | 10,4 5,65 M1U091 LG18 MCo027 Pis_ GEN_7_1 2 1 15,3 0,42998 3,16
FPI-5-2011  GLO2 1 297,4 3,42 M1UQ72 Lupl23 M1UQ074 AnMtL6 15,8 0,347103 3,03
NF-4-2011 GLO2 Il 306,4 3.62 M1U072 Lupl23 M1U075 AnMLL8 17,3 1,10581 3.04
NF-5-2012 GLO6 | 19.7 5.8 M1U093 Lup52 M1U094 PEPCASE 16,5 1,01495 3.08
NF-6-2012 GLO8 | 81.7 3.93 MCo045 GAII30 M1U182 OPJ10_3 12,1 0,858177 3.08
NF-7-2012 GL14 S/A 9 3.12 M1U120 PGDHb MCo035 psmt EST 00196 01 1 9,7 0,753202 3.08
NTP-1-2012* GLO1 1] 77,7 2,84 M1U237 SM4 M1U032 MMK1b 10,6 -0,183078 3,13
PL-5-2012 GLO5 ) 112,2 4,55 M1U055 GLIP429a MCo052 GLIP0O81 17 4,39149 3,76
NOP-1-2012 GLOS Vi 68,1 2,71 M1U163 OPI16 395 MCo007 mtmt GEN 01109 01 1 10,7 -0,100846 3,16
NSP-1-2012 GLO5 Vi 74,8 3,65 MCo007 mtmt GEN 01109 01 1  M1U135 OPAll 664 14,4 -0,139431 3,07
HSW-5-2012 GLO03 v 222,9 4,53 M1U028 GLIP169 MCo053 mtmt GEN_00861 03 1 135 4,0402 2,8
HSW-1-2012 GLO5 VI 115,1 3,57 MCo056 MMK1la MCo052 mtmt GEN 00510 01 1 10,6 3,67514 2,8

HLF: Altura de la primera flor, HLP: Altura de la primera vaina, FPI: Flores por inflorescencia, NF: NiUmero méximo de inflorescencia, NTP: Numero de ramas, PL: Longitud de
vaina, NOP: Numero de évulos por vaina, NSP: Numero de semillas por vaina, HSW: Peso de 100 semillas. a: GL14 no esta asignado a ningan cromosoma. b: LOD threshold
determinado usando el sistema de 1000 permutaciones. () QTLs que pese a no superar el valor critico de LOD, hemos tenido en cuenta en la descripcion de los resultados
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Figura 2: ldentificacion de QTLs para caracteres agronomicos en la poblacion RIL derivada del
cruzamiento Vf6xVf27. HLF: NUumero de nudos hasta la primera flor; HLP: Altura del primer nudo con
vaina; NTP: Numero de ramas/planta; NF: Nudos con flores; FPI: Flores por inflorescencia; NOP:
Numero de évulos por vaina; NSP: Nimero de semillas por vaina; PL: Longitud de vaina; HSW: Peso
de 100 semillas; La posicion de los QTLs se representa considerando intervalos de 1-LOD (cajas) y 2-
LOD (intervalos).Cddigo de colores: Negro: QTLs identificados en este trabajo; Rojo: QTLs identificados
por Cruz-lzquierdo (2009); Verde: QTLs cuyo LOD maximo no superd el LOD critico establecido
mediante permutaciones; Azul: QTLs para el caracter “altura de planta” (PH) calculados por Cruz-
Izquierdo (2009).
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2.1.3.- Flores por inflorescencia (FPI)

El andlisis de QTLs permitié la identificacion de 3 QTLs para este caracter. El
primero de ellos fue detectado en los dos afios en estudio (FPI-1-2011; FPI-1-2012)
(Tabla 7; Figura 2), explicando el 29,9 y el 31,7% de la variaciéon fenotipica en sus
respectivas campafas y con valores de aditividad positiva. La posicion de estos QTLs en
el cromosoma | (GLO4) coincidié plenamente con los resultados obtenidos por Cruz-
Izquierdo (2009) (Figura 2).

Del mismo modo, los analisis de QTLs de las dos campafias permitieron determinar
la estabilidad del QTL FPI-2, que fue localizado de forma consistente en ambas
campanas (FPI-2-2011; FPI-2-2012) (Tabla 7; Figura 2). Al igual que en el caso anterior,
la posicién de este QTL coincidia totalmente con los resultados obtenidos por Cruz-
Izquierdo (2009) para este QTL (FPI-2-2007; FPI-2-2008) (Figura 2), situdndose en el
GLO6 del cromosoma I. Tanto en la campafa 2011, como en la de 2012, FPI-2 explico un
15,3% de la varianza fenotipica y present6 valores de aditividad positivos.

Por dltimo, se identific6 un nuevo QTL (FPI-5-2011) en el cromosoma Il (Tabla 7;
Figura 2), muy alejado del QTL identificado por Cruz-lzquierdo (2009) en este cromosoma
(FPI-4-2007; Figura 2). Por tanto, ambos QTLs se caracterizan por una escasa
estabilidad ya que sélo han sido detectados en una campafia de las cuatro analizadas.

Los resultados obtenidos para FPI-1 y FPI-2 son relevantes, ya que se ha
comprobado la estabilidad de ambos QTLs en 4 campafias distintas, lo que los convierte
en idéneos para la identificacion de genes candidatos responsables del caracter. Para
ello deberiamos explotar la informacion ofrecida por los marcadores flanqueantes de los
intervalos de confianza calculados para cada QTL. Se trata de marcadores ESTs
originados a partir de otras especies de leguminosas, entre ellas la especie modelo M.
truncatula. El establecimiento de las relaciones de sintenia entre nuestro mapa y la
secuencia y/o mapa de esta especie nos puede permitir la saturacion dirigida de las areas
de interés y por tanto una mejor acotacion de los QTLs y de los genes candidatos

responsables del caracter.

2.1.4.- NUmero de nudos con flor (NF)

El trabajo de Cruz-Izquierdo (2009) habia permitido la identificacion de 2 QTLs para
este caracter en el cromosoma | (NF-1-2007 y NF-2-2008) (Figura 2). Nuestros resultados

no permitieron validar ninguno de ellos, pero identificaron 4 QTLs adicionales, 1 en la
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campafia 2011 (NF-4-2011) y 3 en la 2012 (NF-5-2012, NF-6-2012, NF-7-2012) (Tabla 7;
Figura 2). La falta de estabilidad en todos los casos sugiere que ninguno de estos QTLs
es un buen candidato para el desarrollo de una estrategia de MAS en los programas de
mejora de habas, ya que la validacion de los QTLs es un requisito previo imprescindible.

2.1.5.- Numero de ramas (NTP)

Para este caracter tampoco se identificaron QTLs significativos. Tan so6lo cabe
resefiar un maximo relativo en la curva de LOD, NTP-1-2012* detectado en el GLO1 del
cromosoma lll, muy cercano al valor critico de LOD establecido por permutaciones (2,83
vs 3,13) (Tabla 7). Se ha considerado este posible QTL porque su posicién solapa con la
descrita por Cruz-lzquierdo (2009) para NTP-1-2008 (Figura 2), lo que sugiere la
conservacion del QTL en dos de las campafias ensayadas. Ambos QTLs presentan una
aditividad negativa y explican porcentajes parecidos de la variacion fenotipica del caracter
(13,5% y 10,6% para NTP-1-2008 y NTP-1-2012, respectivamente).

Cruz-lzquierdo (2009) ya destacaba en su trabajo la gran influencia del ambiente
sobre este caracter. De hecho sus resultados permitieron identificar 4 QTLs, dos en cada
campafa evaluada, pero sin que se pudiera validar ninguno de ellos. Ademas, los QTLs
identificados en el afio 2007 mostraron una aditividad positiva, mientras que los de 2008

la presentaron negativa.

2.2.-Caracteres relacionados con el rendimiento

Como se explicé en los materiales y métodos, solo disponemos de datos de la

campafa 2012 para estos caracteres.

2.2.1.- Longitud de vaina (PL)

En el trabajo previo de Cruz-lzquierdo (2009) se describieron varios QTLs
asociados a la longitud de vaina, pero s6lo dos, situados en los cromosomas Il y V, se
mantuvieron estables en las dos campafas de evaluacién (Cruz-lzquierdo et al. 2012)
(Figura 2). En nuestro trabajo hemos obtenido un Unico QTL significativo, (PL-5-2012)
cuyo maximo de LOD se situé a 112,2 cM del origen del grupo de ligamiento asignado en
el mapa al cromosoma VI. Este QTL explicé el 17% de la variacion fenotipica y mostré
una aditividad positiva (Tabla 7). Hasta el momento esta regién no se habia asociado con

el caracter PL. Sin embargo, PL-5-2012 se encuentra en una region donde se co-
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localizan QTLs para caracteres correlacionados como HSW, NOP o NSP (Tabla 6; Figura

2) como se discutird en siguientes apartados.

2.2.2.- NUmero de 6vulos por vaina (NOP)

Nuestros datos no permitieron la identificacion de QTLs que superasen el nivel de
LOD establecido mediante permutaciones. Sin embargo, se detectd una regién (NOP-1-
2012*) con un maximo relativo en la curva de LOD en el GLO05, asighado al cromosoma
VI de V. faba, a 68,1 cM de su origen (Tabla 7). Esta regidén coincide con los resultados
de Cruz-lzquierdo et al. (2012) (Figura 2), por lo que nuestros resultados sugieren que se
trata del mismo QTL y refuerzan su estabilidad. De hecho, la localizacion de NOP-1 en
tres campafas indica que este QTL es un buen candidato para la saturacion y desarrollo
de marcadores Utiles para la selecciéon. NOP-1-2012* explic6 un 10,7% de la variacion
fenotipica, y como en las campafias anteriores present6 aditividad negativa (Tabla 7).

En cualquier caso, este cruzamiento presenta poca variabilidad para este caracter,
como se puede observar en el histograma correspondiente (Figura 1). De ahi que se
recomiende el uso de un material mas extremo para profundizar en la determinacion de

su base genética, como paso previo al desarrollo de estrategias de MAS.

2.2.3.-Numero de semillas por vaina (NSP)

Se identificd un Unico QTL (NSP-1-2012) en la misma regién del cromosoma VI
donde se ubica NOP-1-2012 (Figura 2). Este QTL explicé un 14,4% de la variacion
fenotipica encontrada y presenté aditividad negativa (Tabla 7). Su posicién coincide con
los resultados previos de Cruz-lzquierdo et al. (2012) en 2 campafias sucesivas (NSP-1-
2007; NSP-1-2008) (Figura 2). De ahi que este QTL sea un buen candidato para la
obtencion de marcadores Utiles para la seleccion. Este hecho es relevante ya que NSP es
uno de los principales componentes del rendimiento. La co-localizacion de QTLs para
NOP y NSP sugiere de nuevo la posibilidad de que haya genes distintos, situados
fisicamente cerca, responsables de la base genética de los dos caracteres o bien, la
existencia de un unico gen con efecto pleiotrépico sobre ambos. La alta correlacion

existente entre ambos caracteres (Tabla 6) apunta hacia esta Ultima posibilidad.
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2.2.4.- Peso en gramos de 100 semillas (HSW)

Se detectaron dos QTLs significativos para HSW. El primero fue HSW-1-2012,
localizado en el cromosoma VI (GLO5) en concordancia con los resultados de Cruz-
Izquierdo (2009) (HSW-1-2007; Figura 2). En ambos casos los valores de aditividad
fueron positivos y explicaron porcentajes similares de la variacion observada (12,3% en
2007 y 10,6% en 2012). También se identific6 HSW-5-2012 en la parte distal del GL03
adscrito al cromosoma IV (Tabla 7; Figura 2). Este QTL también mostro aditividad positiva
y explico el 13,5% de la variacion fenotipica, pero su interés es menor al no haber sido
validado en diferentes campafias.

2.2.5.- NUmero de vainas por planta (PPP)

Nuestros resultados no han permitido identificar ningin QTL significativo para este
caracter. Por tanto, el anico QTL identificado para este caracter en el cromosoma VI por
Cruz-lzquierdo (2009) permanece sin validar, ya que fue detectado sélo con los datos de

Su segunda campania.

2.3. Resumen de los resultados obtenidos en este apartado

Después de dos nuevos afios de experimentacion hemos podido validar QTLs
identificados previamente en el trabajo de Cruz-lzquierdo (2009). Algunos de ellos se
habian mostrado estables en las dos primeras campafas de evaluacion, con lo que
nuestros resultados refuerzan los alli obtenidos y confirman la posibilidad de usar la
informacién obtenida en los programas de mejora y también en el desarrollo de
herramientas moleculares que faciliten el proceso de seleccibn. En este caso se
encuentran QTLs para HLP (HLP1-2007; 2008; 2012 en el cromosoma llI), FPI (FPI1-
2007; 2008; 2011; 2012 y FPI-2 2007; 2008; 2011; 2012, ambos identificados en el
cromosoma ), NOP (NOP1-2007; 2008; 2012 en el cromosoma VI) y NSP (NSP1-2007;
2008; 2012). En los ultimos dos casos el caracter no fue medido en la campafia 2011 por
lo que no se puede asegurar que estos QTLs fueran también estables en la campafia
2011.

Asi mismo, se han validado otros QTLs que se habian detectado con los datos de
una Unica campafia. De esta forma, para la altura de primera flor se ha validado un QTL
en el cromosoma Ill (HLF1-2008; 2011; 2012). De la misma forma se ha validado otro
para HLP (HLP-2-2008 y 2012) y para NTP (NTP1-2008 y 2012 en el cromosoma Ill) y
HSW (HSW1-2007 y 2012).
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Si consideramos todos los resultados en conjunto, se constata la acumulacion de
QTLs en determinadas areas del mapa de ligamiento. Cruz-lzquierdo (2009) y Cruz-
Izquierdo et al. (2012) describieron acumulacion de QTLs responsables de caracteres de
arquitectura y rendimiento de las plantas en distintas regiones genémicas. En concreto,
en el GLO5 del cromosoma VI reportaron la colocalizacion de QTLs para numero de
ovulos y granos por vaina, caracteres muy correlacionados. Ademas, también se situaron
en la misma regién otros de caracteres no correlacionados como eran HSW, NF y NTP.
Los resultados obtenidos en nuestro trabajo validan éstos previos. Como ya hemos
mencionado, los QTLs para NOP y NSP han sido estables en las condiciones dadas en
la campafa 2012. Ademas, en la misma region se ha validado un QTL para peso en
gramos de 100 semillas al resultar estable con los datos de 2007 y 2012 (Figura 2). Al
mismo tiempo y en la misma region en la campafa 2012 se identific6, un QTL para
longitud de vaina. Estos dos caracteres mostraron en nuestra evaluacién una alta
correlacion entre si (r=0,92). A su vez, ambos caracteres mostraron una moderada
aungue significativa correlacién con NSP y NOP (r< 0,35). En resumen queda clara la
gran influencia que esta region tiene sobre los caracteres de rendimiento, queda por
determinar si se trata de un uUnico gen con influencia en todos los caracteres
correlacionados o distintos genes muy cercanos responsables de los distintos caracteres.
La mayor saturacion de la region y la informacion obtenida de otras especies
relacionadas puede ayudar, en primer lugar, a una determinacién mas eficiente de los
distintos caracteres y en segundo a la determinacion de genes candidatos responsables

de los caracteres en estudio.

Similares reflexiones se pueden realizar para otras regiones del mapa. En el GLO7
del cromosoma V, también se describi6 una acumulacion de QTLs relacionados
principalmente con caracteres de floracion no evaluados en nuestro trabajo (Cruz-
Izquierdo et al. 2012). También se detectaron en la misma posicion QTLs para dos
caracteres muy correlacionados entre si como son HSW y PL (Figura 2). Nuestros
resultados no han permitido validar estos QTLs, no obstante, en la misma region se ha
identificado un QTL para HLF. Para este caracter no se habia detectado ningin QTL en
el cromosoma V que, ademas, no coincide en posicion con el obtenido por Cruz-lzquierdo

(2009) para HLP, caracter muy correlacionado con el anterior.

Aparte de estas regiones, en el GLO1 asignado al cromosoma lll, también se puede
observar una regién asociada a caracteres correlacionados entre si que tienen que ver
con la altura de la planta, como son la propia altura de la planta (PH), la altura de del

primer nudo con flores (HLF) o del primer nudo con vaina (HLP) (Figura 2). Nuevamente,
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una mayor saturacion de la region o la informacion disponible en otras especies nos
puede ayudar a discernir la existencia de un sélo gen relacionado con todos los
caracteres considerados o la de varios situados muy préximos en el mapa de ligamiento.
De hecho, en la especie modelo M. trucatula se han identificado genes candidatos
relacionados con la altura de planta en el cromosoma | de la especie, que resulta ser
homologo del Il de habas (Lagunes Espinoza et al. 2012). La introduccion de estos

genes en el mapa ayudaria a clarificar esta situacién.

La acumulacién de QTLs de caracteres de interés agronémico tales como el
desarrollo de la planta o el rendimiento en regiones concretas del genoma ha sido
descrita en distintas especies leguminosas como las modelo M. truncatula (Julier et al.
2007) o Lotus japonicus (Gondo et al. 2007) o los cultivos Phaseolus vulgaris (Koinage et
al. 1996; Li et al. 2006) o Pisum sativum (Burstin et al. 2007; Weeden, 2007). En estos
trabajos se ha sugerido que la colocalizacién de QTLs de caracteres correlacionados y de
efectos acordes con el sentido de esa correlacion podria apuntar al control de un gen con
efectos pleiotropicos (Gondo et al. 2007, Julier et al. 2007). En guisante, donde la
genética de muchos caracteres es bien conocida, se ha podido confirmar que la
acumulacién se debe en muchos casos a estos efectos pleiotrépicos de un mismo gen
sobre varios caracteres (Burstin et al. 2007; Weeden, 2007). No obstante, siempre
conviene contemplar la posibilidad de varios genes fisicamente préximos como los

responsables del control de los QTLs identificados en cada region.

3. Validacion de OTLs en distintos fondos genéticos

3.1.- Alineacién con otros mapas publicados

Como ya se ha dicho, la validacion de QTLs en distintos fondos genéticos es
importante para su uso en programas de mejora. Sin embargo, la ausencia de
marcadores moleculares comunes en los distintos mapas de ligamiento ha dificultado el
estudio comparativo de los resultados obtenidos hasta el momento en habas. De hecho,
el primer trabajo sobre deteccién de QTLs para los caracteres que nos ocupan fue el
publicado por Ramsey et al. en 1995. Sin embargo, la comparacién de sus resultados con
los obtenidos en sucesivos trabajos (Avila et al. 2005; Cruz-lzquierdo, 2009) ha resultado

imposible dada la inexistencia de marcadores comunes entre los mismos.

Del mismo modo, nuestro grupo habia identificado QTLs para caracteres

agronomicos en la poblacion F, derivada del cruzamiento 29H x V{136 (Avila et al. 2005).
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Sin embargo, la comparacion de estos resultados con los obtenidos por Cruz-lzquierdo et
al. (2012) resultaba muy complicada debido al bajo nimero de marcadores comunes. A
pesar de todo se pudieron validar algunos QTLs.

El primer QTL relacionado con un caracter de rendimiento en habas que parecia
mostrar estabilidad en distintos fondos genéticos fue publicado por Cruz-lzquierdo et al.
(2012). En su trabajo detecté un QTL para el caracter longitud de vaina (PL), estable en
las dos campafas (PL-2-2007, PL-2-2008, Figura 3), en el cromosoma V de la especie,
en una posicion muy cercana al marcador isoenzimatico Prx-1. Dicho marcador también
estaba presente en el mapa utilizado por Avila et al. (2005), dentro del intervalo de
confianza de un QTL para longitud de vaina (pl-4, Figura 3), por lo que los autores
sugirieron la posible conservacion de este QTL en distintos fondos genéticos.

El numero de marcadores comunes era muy limitado por lo que no se pudieron
establecer muchas mas relaciones. Recientemente, se ha publicado el mapa de
ligamiento de la poblacion RIL derivada de la F, utilizada por Avila et al. (2005) (Gutiérrez
et al. 2013). En este mapa se han incluido, ademas de marcadores RAPD vy
microsatélites comunes con la F,, marcadores ESTs comunes con mapas de otras
poblaciones RIL de habas, entre ellas, la Vf6 x Vf27. En la Figura 3 se muestra el
alineamiento entre los tres mapas de tal manera que se pueden relacionar los QTLs
detectados en la poblacién 29H x Vf136 (F,), con los de la poblaciéon RIL Vf6 x V27,
utilizando el mapa RIL de 29H x Vf136 como puente.

Se mantiene la validacion del QTL de longitud de vaina descrita por Cruz-lzquierdo
et al. (2012) en el cromosoma V. Ademas, en la misma region, Avila et al. (2005)
detectaron un QTL para HLF cuya posicion se mantiene en el mapa RIL V6 x Vf27. De
hecho, en nuestro trabajo se ha identificado HLF-3-2012, cercano a Prx-1 y también al
marcador MCo048 (Pis_ GEN_6_3 1) que en la poblacién 29H x V{136 ligé a marcadores
RAPDs que, a su vez, estan en el intervalo de confianza del HIf-1 de la F, analizada
(Figura 3).
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Figura 3. Anadlisis comparativo de QTLs para caracteres
agrondmicos en distintos fondos genéticos.

Para cada cromosoma se muestran 3 mapas. A la izquierda se
muestra el muestra el mapa F, de la poblaciéon 29H x V{136 con
los QTLs identificados por Avila et al. (2005). En el centro
aparece el mapa RIL de la poblaciéon 29H x V136 utilizado por
Gutiérrez et al. (2013). A la derecha aparece el mapa utilizado
en la presente tesis con los QTLs descritos en la Figura 2. Las
relaciones entre los distintos mapas se indican utilizando los
marcadores comunes entre mapas adyacentes.
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Figura 3 (Continuacién): Andlisis comparativo de QTLs para caracteres agrondmicos en distintos fondos genéticos.

Para cada cromosoma se muestran 3 mapas. A la izquierda se muestra el muestra el mapa F, de la poblacion 29H x V{136 con los QTLs identificados por
Avila et al. (2005). En el centro aparece el mapa RIL de la poblacion 29H x V{136 utilizado por Gutiérrez et al. (2013). A la derecha aparece el mapa utilizado
en la presente tesis con los QTLs descritos en la Figura 2. Las relaciones entre los distintos mapas se indican utilizando los marcadores comunes entre
mapas adyacentes.
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De la misma manera, en un grupo de ligamiento adscrito al cromosoma Il del mapa
RIL VI6 x Vf27 se ha identificado un QTL para longitud de vaina, estable en dos de las
campafas consideradas (PL-1-2007, PL-1-2008). En la F, se detectd otro QTL para el
mismo caracter en un grupo de ligamiento asignado al mismo cromosoma a través del
ligamiento de marcadores RAPDs comunes con el mapa RIL y ligados a ESTs
fisicamente ubicados en el citado cromosoma. Sin embargo, en la Figura 3 se puede
observar que ambos QTLs parecen estar en posiciones diferentes del cromosoma y por

tanto de momento debemos considerarlos como distintos.

En el cromosoma Il si hay indicios de la validacion de un QTL para altura del
primer nudo con flores (HLF). De hecho, en la poblacién F, se detect6 el QTL HIf-3, con el
marcador LEG B3 como flanqueante del intervalo de confianza (Figura 3). En la poblacién
RIL Vf6 x V{27, este marcador se situé en una region muy cercana al QTL HLF-1 que
resultd estable en tres de las campafias estudiadas (Figura 3). Esta zona ya la hemos
discutido como una buena candidata para continuar estudiando este caracter y para el
disefio de una estrategia de seleccién asistida por marcadores. La posible validacion de

la region en distintos fondos genéticos reforzaria esta conclusion.

Por dltimo en el cromosoma | de ambos trabajos se han identificado QTLs para
HLF, HLP y FPI, sin embargo, no se ha podido establecer relacion entre ninguno de ellos

con la comparacién de mapas realizada (Figura 3).

En resumen, gracias al andlisis comparativo realizado, se ha podido validar de
forma preliminar en distintos fondos genéticos dos QTLs para HLF en los cromosomas lll
y V de V. faba y otro para PL, también en el cromosoma V. Estos datos habrd que
tenerlos en cuenta en futuros trabajos ya que son importantes para la eleccion de
regiones en las que continuar con el refinamiento de la posicion de genes/QTLs
relacionados con los caracteres y para el desarrollo de MAS con mayor probabilidad de

éxito.

En el trabajo de Avila et al. (2005) no se analizé el caracter de peso de grano; sin
embargo, este caracter ha sido objeto de estudio en otros trabajos, en concreto en el
publicado por Vaz Patto et al. (1999) y mas recientemente por Khazaei et al. (2014). En el
primero, se describe un QTL responsable de hasta un 30% de la variabilidad del caracter
en el cromosoma VI de V. faba. Para ello emplearon el mapa de ligamiento y la
evaluacion de la poblacion F, que dio origen a la RIL empleada en nuestro trabajo. Cruz-
Izquierdo (2009) comparé su posicion con la posicién del QTL identificado en su trabajo

en el mismo cromosoma. Dado que no se ha modificado el mapa y que el nuevo QTL
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identificado, HSW-1-2012, valida otro previo (HSW-1-2007), las conclusiones son las
mismas expuestas por Cruz-lzquierdo (2009), esto es, en principio se descarta la
conservacion de los QTLs en las distintas generaciones, situacion que podria cambiar
con la inclusion de nuevos marcadores para refinar las posiciones de los QTLs

implicados.

En el caso del trabajo de Khazaei et al. (2014), los autores describen QTLs para
peso de grano en los cromosomas Il y IV de la especie. En la RIL V6 x V27 no se han
detectado QTLs para este caracter en el cromosoma Il, pero si en el 1V, por lo que es
posible la validacion de este QTL en fondos genéticos distintos. Uno de los marcadores
flanqueantes del QTL descrito por Khazaei et al. (2014) fue el EST CNGC4, que en
nuestro mapa recibe el nombre de M1U010. Este marcador se situé en el LGO3 de
nuestro mapa que a su vez fue asignado al cromosoma IV de la especie, en concreto en
la posiciébn a 81,3 cM desde el origen del grupo (Figura 2). En el mismo grupo se
detectaron dos QTLs para HSW. El maximo de LOD de uno de ellos, HSW-4-2007, se
situ6 a 50cM de este marcador y el limite inferior de su intervalo de confianza, lo hizo a
38 cM del mismo. Nuevamente, con estos datos no se puede descartar la validacién del
QTL en distintos fondos genéticos, pero tampoco confirmarla. La introduccién de nuevos
marcadores para saturar la region y refinar la posicion del QTL podra determinar la

validacién o no del citado QTL.

3.2.- Validacion en el material desarrollado

En el transcurso de nuestro trabajo se ha desarrollado un material de gran utilidad
para el estudio detallado de muchos de los caracteres agronémicos y de rendimiento de
interés para los programas de mejora de habas. Partimos de poblaciones F, que fueron
evaluadas para todos estos caracteres. Esta informacion podria ser utilizada para la
validacién preliminar de QTLs en distintos fondos genéticos. Al disponer de la evaluacion
fenotipica en F, e incluso, para algunos caracteres, en la generacién F3, nos hacia falta
informacion genotipica de las poblaciones para poder establecer la asociacion entre
genotipo y fenotipo. Para la realizacion de este apartado, se seleccionaron 4 de los
cruzamientos evaluados en el capitulo I: Vf937xVfl72, Vf937xVf751, VfI37xVf4l7 vy
Vf937xVf422. De esta manera conseguiamos que estuvieran representados todos los
tipos botanicos de habas con los que hemos trabajado; ademas, la utilizacién del mismo

parental femenino facilitaba la comparacion de resultados.
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Para la caracterizacion genotipica se seleccionaron marcadores ESTs utilizados en
trabajos anteriores de nuestro grupo, incluyendo los marcadores cercanos a los QTLs
identificados por Cruz-lzquierdo (2009) y en este trabajo, ademas de otros distribuidos a
los largo del genoma de habas y recogidos en el mapa consenso publicado por Satovic et
al. (2013). El tipo de polimorfismo obtenido para cada marcador y en cada cruzamiento se
recoge en el Anexo IV. En el Anexo Ill se puede ver la distribucion de los marcadores
seleccionados, asi como los marcadores para los que se obtuvo polimorfismo en los
distintos cruzamientos estudiados. Del total de 96 marcadores ESTs probados, se
pudieron analizar 33 en la poblacién Vf937 x V{172, 31 en el cruzamiento Vf937 x V{751
y 42y 27 en las poblaciones Vf937 x Vf417 y Vf937 x Vf422, respectivamente.

Se ha obtenido polimorfismo para el 65% de los marcadores ensayados, sin
embargo su distribucién no ha sido del todo homogénea, quedando algunas regiones sin
representacion o con una representacién muy limitada en el estudio. Entre estas regiones
cabe destacar la zona central de LG04 y LGO08 en el cromosoma |, las regiones distales
del LG02, asignado al cromosoma Il o la parte superior de los LG03 y LGO05 ubicados,
respectivamente, en los cromosomas IV y VI de la especie (Anexo Ill). A este hecho hay
gue sumar la distribucién desigual segun el cruzamiento que se considere. Todo ello ha
imposibilitado el desarrollo de mapas de ligamiento que, aunque preliminares, hubieran
permitido el andlisis de QTLs. No obstante, con los datos obtenidos, se ha estudiado la
asociacion de cada marcador polimérfico con los datos fenotipicos de los cuatro
cruzamientos seleccionados, mediante andlisis de la varianza (ANOVA). La informacion
obtenida aporta indicios acerca de la validacién de regiones asociadas a la genética de
algunos caracteres e incluso, sobre nuevas regiones que podrian estar relacionadas y

que habria que corroborar en el futuro.

Los resultados detallados de los marcadores asociados significativamente a los
distintos caracteres se han recopilado en las tablas de 8 a 18. Asi mismo, para una mejor
visualizacién de estos resultados, se han representado estas asociaciones de forma
independiente para cada caracter junto con los QTLs descritos anteriormente en este
capitulo (Figuras 4A a 4K). Es importante destacar que estos estudios constituyen una
aproximacion preliminar, pero util para la planificacion de futuros estudios. En
determinados casos, como veremos, se intuyen nuevas regiones asociadas a algunos de
los caracteres estudiados. Sin embargo, los resultados obtenidos muestran la necesidad
de nuevos trabajos de validacion para poder utilizar esta informacién en el programa de

mejora.
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3.2.1.- Altura del primer nudo con flores (HLF) y del primer nudo con vainas (HLP)

Los resultados obtenidos en la poblacion RIL V{6 x Vf27 demostraban la idoneidad
de una region del cromosoma lll, asociada a ambos caracteres, para estudiar posibles
candidatos en la zona y para el desarrollo de marcadores moleculares para la seleccién
en los programas de mejora de habas. Los resultados obtenidos en las poblaciones F,
parecen corroborar la importancia de esta zona en distintos fondos genéticos, sobre todo
para HLF (Tablas 8A y 8B). Los 4 marcadores asociados a HLF en este cromosoma (1 en
el cruzamiento Vf937xVf1l72, 1 en el Vf937xVf751 y dos en la poblacion Vf937xVf417) se
encuentran situados en torno a los intervalos de confianza de los QTLs identificados en el
cruzamiento Vf6xVf27 (Figura 4A). Los intervalos abarcan desde los 212cM
aproximadamente hasta los 265 cM mientras que los marcadores se situaron a 183,8,
211,9, 280,8 y 290,6, respectivamente, del origen del grupo de ligamiento (Figura 4A).

En el cromosoma V también se detectaron asociaciones significativas de
marcadores cercanos al intervalo de confianza de uno de los QTLs para HLF. El intervalo
de confianza de HLF-2012-3 se situ6 entre los 15,9 y los 26,6 cM mientras que el
marcador asociado con el caracter en tres poblaciones se situé a 29,3 cM del origen del
grupo de ligamiento (Figura 4A). En ese mismo intervalo se colocarian otros dos
marcadores también asociados con el caracter, MCo067 y M2U307 (Tabla 8B; Figura
4A). Estos ultimos ESTs no forman parte del mapa RIL V6 x V{27 por lo que su posicion
aproximada en el mismo se ha determinado teniendo en cuenta el mapa compuesto
(Satovic et al. 2013).
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Tabla 8A.Marcadores asociados al caracter Altura de Primera Flor incluidos en el mapa V{6 x Vf27.
Marcador Otro nombre' Poblacién CromGoLszoma/ Posicién cM® F. Fos
M1U093 Lup52 Vf937xVf417 | 10,4 GLO6 0,0391*
MC0027 Pis GEN.7.1 2 1 Vf937xVf417 [ 19,7 GLO6  0,0264*

MCo009 6DCS Vf937xVf422 Il 256 0,0012**
M1U071 Glip337 Vf937xVf422 1l 268,7 0,0156*

M1U072 Lupl123 Vf937xVf417 1l 284,4 0,0069**

MCo055 mtmt_GEN_00477_04_1 Vf937xVf172 Il 183,8 0,0388*  0,0049**
M1U044 PTSS4a Vf937xVf751 1l 2119 0,0178*

M1U263 Pis GEN_8 1 1la Vf937xVf417 1l 280,8 0,0068**

M1U222 mt_914_02 VfO37xVf417 1l 290,6 0,0116*

MC0026 Pis GEN.5 4 5 1 Vf937x V751 v 118 0,0333*

M1U016 Lup210 Vfo37xVf751 \Y 134,3 0,0233*

MCo011 mtmt_GEN_01951_11 la Vf937xVf417 \Y 166,1 0,001**

M1U022 Ms_U182 V937xV{751 \% 166,1 0,0253*

MCo048 Pis_GEN_6_3_1 Vf937xVf422 \Y 29,3 0,0064**
MCo048 Pis_GEN_6_3_1 Vf937xVf417 \Y 29,3 0,0496*  0,0003***
MCo048 Pis_GEN_6_3_1 Vi937xVf751 \Y 29,3 0,0008***

M1uU223 mt_1121 09 Vf937xVf417 Vi 117,6 0,0465*

M1U105 Lupl42 Vfo37xVf751 GL11 43 0,0232*

M3UO57  mtmt GEN_00768 01 1  VfI37xVfl72 SIA no ligado 0,023*

“Nombre empleado para el marcador en trabajos previos (revisado por Satovic et al. 2013)
% GL: Grupo de ligamiento. S/A: Sin asignar.
® Ubicacién del marcador en el mapa de la poblacién RIL Vf6xVf27 publicado por Cruz-lzquierdo et al.
(2012). Cuando en el cromosoma se ubicaron fisicamente mas de un grupo de ligamiento, aquel al que
pertenecia el marcador asociado se indic6 junto con la posicion del mismo.

Tabla 8B. Marcadores asociados al caracter Altura de Primera Flor no incluidos en el mapa Vf6 x Vf27.

Marcador Otro nombre’ Poblacién CromGoLszoma/ Posicion cM? F, Fas
M2U345 PRCE VI937xVf422 | 145, 0,0187*
MC0066  mtmt_GEN_00022 02 1 Vf937xVf172 [ 104,0* 0,021*
M2U307 Pis GEN_9 3 1 VI937xVf422 Y% 122,18 0,0383*
M2U307 Pis GEN_9 3 1 VI937xVf417 v 122,18  0,0022*  0,0072*
MC0067 mtmt_GEN_00866_02_1 Vfa37xVf172 v 236,77 0,0382*
M3U009  psat EST 00191 01_1  Vfo37xVf417 GL12 10,75 0,0003**
M3U009  psat EST 00191 01 1  Vf937xVf751 GL12 10,75 0,0302*

“Nombre empleado para el marcador en trabajos previos (revisado por Satovic et al. 2013)
% GL: Grupo de ligamiento
% Ubicacion del marcador en el mapa consenso de la especie publicado por Satovic et al. (2013). En el caso
de MCo0066, la posicion se refiere al mapa de Gutiérrez et al. (2013).
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Como veremos a lo largo de este apartado, los marcadores ubicados en esta region
del cromosoma V muestran relacion con gran parte de los caracteres evaluados. Este
hecho indica la importancia de la zona y justifica un estudio en profundidad de la misma.
Cruz-lzquierdo et al. (2012) ya destacaron la importancia de esta region en relacion a
caracteres de floracion, reforzando aun mas su importancia en la genética de los

caracteres con los que estamos trabajando.

Aparte de las regiones mencionadas en los cromosomas Il y V, cabria destacar
sendas regiones en los cromosomas Il y IV. En la Figura 4A se puede observar varios
marcadores asociados con HLF que se sitian relativamente cerca en el mapa de la
poblacion V6 x Vf27. Aunque para esas regiones, hasta el momento, no se han
detectado QTLs para el caracter, son regiones que convendria tener en cuenta en futuros
trabajos.

Hemos detectado menos marcadores asociados al caracter HLP (Tablas 9A, 9B),
siendo muchos de ellos comunes a los indicados para HLF, como cabia esperar por la
alta correlacion entre ambos caracteres. No obstante no se puede sugerir la validacion de
QTLs en distintos fondos genéticos, ni la participacion de nuevas regiones en la genética
del caracter. Si cabe destacar, como ya hemos mencionado, la relacion, nuevamente, de
marcadores del cromosoma V con el caracter (Tablas 9A, 9B; Figura 4B). Asi, MCo048 y

M2U307 resultaron asociados tanto a HLF como a HLP.
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Tabla 9A. Marcadores asociados al caracter Altura de Primera Vaina incluidos en el mapa V{6 x V{27,

Cromosoma/  Posicion
Marcador Otro nombre" Poblacién GL’ cM?® F» Fos
MCo0027 Pis GEN_ 7 1 2 1 V937xVf417 | 197 0,0077**
MCo009 6DCS VfO37xVf422 Il 256 0,012*
M1U072 Lupl23 Vf937xVf417 Il 284,4 0,011*
MC0050 psat EST 00190 01 1  Vf937xVfL72 I 0 0,04*
M1U263 Pis_GEN_8_1 1la Vi937xVf417 1] 280,8 0,0095**
M1U004 PRAT Vf937xVf751 \Y) 34 0,0228* 0,0338*
MC0011  mtmt GEN_01951 11 la VfO37xVf417 IV 166,1 0,001
M1U024 LG85 V937xVf417 v 1749 0,0232*
MC0048 Pis GEN_6_3 1 Vf937xVi417 Vv 29,3 0,0367*
MCo048 Pis_ GEN_6_3 1 Vf937xVf751 \% 29,3 0,0191*
M1U053 Lup280 Vf937xVf417 Vi 79,2 0,0286*
M1U223 mt_1121 09 Vf937xVf417 Vi 117,6 0,0491*
M3U009 psat EST_00191 01 1 Vf937xVf417 GL12 10,75 0,0005***

“Nombre empleado para el marcador en trabajos previos (revisado por Satovic et al. 2013)
% GL: Grupo de ligamiento.
® Ubicacion del marcador en el mapa de la poblacién RIL Vi6xVf27 publicado por Cruz-lzquierdo et al. (2012).
Cuando en el cromosoma se ubicaron fisicamente mas de un grupo de ligamiento, aquel al que pertenecia el
marcador asociado se indicé junto con la posiciéon del mismo.

Tabla 9B. Marcadores asociados al caracter Altura de Primera Vaina no incluidos en el mapa Vi6 x Vf27.

Marcador Otro nombre* Poblacién CromGOI_szoma/ Posicién cM? F2 Fais
M2U345 PRCE VfO937xVf422 | 145,77 0,0174*
MCo028 Pis GEN 23 5 6 1 VI937xVf417 1] 233,03 0,0463*

M2U307 Pis GEN 9 3 1 VIO37xVf417 \ 122,18 0,0027**

M2u308 MMt GEN_00481 05_  vf937xvf172 GLO1 57,51 0,0329*

1

"Nombre empleado para el marcador en trabajos previos (revisado por Satovic et al. 2013)
2GL: Grupo de ligamiento.
® Ubicacion del marcador en el mapa consenso de la especie publicado por Satovic et al. (2013).
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3.2.2.- Flores por inflorescencia (FPI)

Quizas por los buenos resultados obtenidos en el apartado anterior para FPI, en
cuanto a estabilidad de QTLs en distintas campafias, esperabamos poder validar las
mismas regiones del cromosoma | en distintos fondos genéticos. Sin embargo, los
resultados no confirman los obtenidos tras el analisis de QTLs (Tablas 10A y 10B). En el
caso del QTL detectado en el LG04 del mapa Vf6 x Vf27, no se podia confirmar la
validacion ya que pese a haberse probado marcadores en el entorno de los intervalos de
confianza obtenidos en las 4 campafas evaluadas, ninguno resultd polimérfico en las
poblaciones evaluadas (Figura 4C). No ocurre lo mismo para el QTL detectado en el
LGO6 ya que de los 4 marcadores seleccionados en el entorno de los intervalos de
confianza calculados, tres fueron polimérficos y se genotiparon en distintas poblaciones
sin que se hallara relacion con el caracter en el ANOVA.

El marcador M1U044 se sitta en el LGO1 del mapa V{6 x Vf27 y mostré asociacion
significativa con el caracter en la poblacion Vf937 x Vf417 (Tabla 10A). Este marcador es
flanqueante del QTL FPI-3-2007, lo que sugiere la validacion de la region.
Desafortunadamente, esta zona esta poco representada en el estudio porque hay pocos
marcadores polimérficos en las 4 poblaciones (Figura 4C; Anexo V). Por este motivo, el
hecho de que los tres marcadores polimoérficos en la region cercana al QTL tengan, en
alguna medida, asociacibn con el caracter, indican que esta zona deberia ser

considerada en futuros estudios.
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Tabla 10A. Marcadores asociados al caracter Flores por Inflorescencia incluidos en el mapa V6 x
Vf27.

Marcador Otro nombre’ Poblacién CromGoLsZoma/ Posicién cM? = Fas
MCo051 Mtmi GEN 00447 04 VI937xVf42 | 303GL04  00484* 0.0277*
MC0025 Pis GEN_20 1 1 Vf9371><Vf75 [ 2428 0,0443*
MCo050  Psat_EST_00190_01_  Vf937xVfal i o 0.0310*
MCO055 mtmt_GEN_00477_04 Vf937xVi41 " 183.8 0,0363*
M1U044 PTS1S4a Vf937}Vf41 i 211,9 0,0205*
M1U263  Pis_GEN_8 1 la Vf937;<Vf17 I 280,8 0,0202*
M1U022 Ms_U182 Vf9370><Vf42 \Y 166,1 0,0251*
M1U004 PRAT Vf9371fo75 IV 34 0,0195*
MCo0053 mt_861_03 Vf9371fo75 \Y 232 0,0198*
MC0042 UNK28 Vi937xVial Y% 66,6 0,0140*
MC0054 GLIP265 Vi937xVial VI 120,5 0,0132*
M1U105 Lupl72 VI937xVi4l GL11 43 0,0376*
M3UO57 Mtmt_GEN_00768_01 Vfo37xVfl7 S/A Noligado  0,0496*

1 2

“Nombre empleado para el marcador en trabajos previos (revisado por Satovic et al. 2013)

% GL: Grupo de ligamiento. S/A: Sin asignar

® Ubicacion del marcador en el mapa de la poblacion RIL Vf6xVf27 publicado por Cruz-lzquierdo et al.
(2012). Cuando en el cromosoma se ubicaron fisicamente mas de un grupo de ligamiento, aquel al que
pertenecia el marcador asociado se indic6 junto con la posicién del mismo.

Tabla 10B. Marcadores asociados al caracter Flores por Inflorescencia no incluidos en el mapa V{6
x Vf27.

Marcador Otro nombre* Poblacién Cromosoma/GL®> Posicién cM® Fa Fas
MCo028 Pis_ GEN_23 5 6_1 Vf937xVf417 Il 233,03 0,0176*

M3U007 mtca EST 00216 01 1  Vfo37xVfl72 GLO3 X 0,0044**

M2U308 mtmt GEN_00481 05 1  Vfo37xVf417 GLO1 57,51 0,0067**
M2U308 mtmt_GEN_00481_05_1 Vf937xVf422 GLO1 57,51 0,0231*

"Nombre empleado para el marcador en trabajos previos (revisado por Satovic et al. 2013)
2GL: Grupo de ligamiento. S/A: Sin asignar
® Ubicacion del marcador en el mapa consenso de la especie publicado por Satovic et al. (2013).
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3.2.3.- Numero de ramas (NTP)

Se habian detectado 4 QTLs para este caracter en la poblacién V{6 x Vf27 pero so6lo uno,
situado en el cromosoma lll, habia sido validado en dos campanfas, lo que indica que este
caracter es muy dependiente del ambiente. En el presente apartado no se han obtenido
resultados robustos que permitan sugerir la validacion de las regiones ya detectadas
(Tablas 11A y 11B). Se han obtenido marcadores asociados pero dispersos en casi todos
los grupos de ligamiento asignados a cromosomas del mapa de referencia considerado.
Algunos de ellos se localizan muy cercanos a intervalos de confianza de QTLs ya
detectados. Como ejemplo, los marcadores M1U019 y M1U022 que se situarian en el
LGO3 asignado al cromosoma IV, muy proximos al QTL NTP-2-2007 o MCo001, cercano
a NTP-1-2008 y NTP-1-2012 (Figura 4D). Sin embargo, en esta Ultima regiéon hay muchos
mas marcadores polimorficos que no presentaron asociacion con el caracter (Figura 4D)
por lo que la asociacién de MCo001 al numero de ramas no se ha considerado para la

validacion de la zona.

En el cromosoma V, se identificaron dos marcadores asociados a NTP en la
poblacion V937 x V{751, uno en cada generacion tenida en cuenta. Nuevamente el
marcador MCo048 resultdé asociado con el caracter en estudio. En este caso, no se habia

detectado ninguna regién asociada al caracter en el cromosoma V.
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Tabla 11A. Marcadores asociados al caracter NUmero de Ramas incluidos en el mapa V{6 x Vf27.

Marcador Otro nombre* Poblacién ~ Cromosoma/GL® Posicién cM® Fa Fa3
MC0034  psat EST 00180 01 2 \Vf937xVf172 | 10,2 GLO4 0,0307*
M1U093 Lup52 Vf937xVf417 | 10,4 GLO6 0,0213*

MCo051  mtmt GEN_00447 04 3 Vf937xVf422 | 39,3GL04 0,014+

M1U029 ATCP Vf937xVf417 1] 36,2 0,0271*
MCo001  mtmt GEN_00012 03 1 Vf937xVf417 I 110,7 0,0087**

MC0055  mtmt GEN_00477 04 1 Vf937xVf417 I 183,8  0,0007*

M1U263 Pis_GEN_8_1 1la Vf937xVfl72 1] 280,8 0,0051**

MCo0026 Pis GEN_ 5 45 1 Vf937xVf417 \Y) 118 0,0054**

M1U019 FIS1 Vf937xVfl72 v 155,2 0,0421*
M1U022 Ms_U182 Vf937xVf417 \Y) 166,1 0,0231*

MCo053 mt_861_03 Vf937xVf422 \Y 232 0,007**

M1U085 GLIP099 VfO37xV{i751 \ 15,4 0,0343*

MC0048 Pis. GEN_6_3_1 V937X V751 v 293 0,0042**
MCo054 GLIP265 VIO37xVfi417 VI 120,5 0,0179*
MC0035  psmt EST 00196 01 1 Vf937xVf422 GL14 10,9 0,0132

M3UO57  mtmt GEN_ 00768 01 1 Vf937xVf751 SIA no ligado 0,0296*

“Nombre empleado para el marcador en trabajos previos (revisado por Satovic et al. 2013)
% GL: Grupo de ligamiento. S/A: Sin asignar.
# Ubicacion del marcador en el mapa de la poblacién RIL Vf6xVf27 publicado por Cruz-Izquierdo et al. (2012).
Cuando en el cromosoma se ubicaron fisicamente mas de un grupo de ligamiento, aquel al que pertenecia el
marcador asociado se indicé junto con la posiciéon del mismo.

Tabla 11B. Marcadores asociados al caracter Numero de Ramas no incluidos en el mapa V6 x V{27

Otro nombre’

Marcador Poblacién Cromosoma/GL®>  Posicién cM® F, Fais
MCo064 Pis GEN_14 7 1 Vf937xVf417 | 1033 0,0225*

M2U345 PRCE Vf937xVf422 | 145,77 0,0215*
M2U306 Pis GEN_58 3 4 1 Vf937xVf751 1] 347,27 0,0154* 0,0267*
M3UO06 psat EST_000161_01_1 Vf937xVf417 1] 93,96 0,0155*

M3U059 SECA Vf937xVf417 1 294,93 0,0019**

M3U058 mtmt GEN_01149 03_1 Vf937xVfl172 GL12 18,75 0,0495*

M2U308 mtmt GEN_00481 05 1 Vf937xVvf417 GLO1 57,51 0,0337*
M3UOO7 mtca_EST_00216_01 1 Vf937xVfl72 GLO03 X 0,0379*

M3U007 mtca EST 00216 01 1 Vf937xV{751 GLO3 X 0,0037**

“Nombre empleado para el marcador en trabajos previos (revisado por Satovic et al. 2013)
2GL: Grupo de ligamiento.
® Ubicacion del marcador en el mapa consenso de la especie publicado por Satovic et al. (2013).

131



Ruiz Rodriguez MD Capitulo 1l

3.2.4.- Longitud de vaina (PL)

Tres de los cruzamientos tenidos en cuenta en este apartado (Vf937 x V{172, Vfo37
x Vf751 y V937 x Vf417) ya fueron indicados como los mas adecuados para el estudio
de este caracter (Capitulo 1), dada la gran variabilidad encontrada en las generaciones F,
y F23. Al estudiar la asociacion de marcadores polimorficos en estas poblaciones con PL,
se detectaron marcadores ubicados en el entorno e incluso dentro de los intervalos de
confianza de los 5 QTLs descritos hasta el momento (Figura 4E; Tablas 12A y 12B). Por
ejemplo se detectaron asociacién significativa de 3 marcadores en el entorno de PL-2 en
el cromosoma V. PL-2 habia sido validado en 2 campafias en el mapa V{6 x Vf27 (PL-2-
2007, PL-2-2008).

En el cromosoma Il, Cruz-lzquierdo (2009) habia validado el QTL PL-1 en distintas
campafas (Figura 2). En nuestro trabajo, pese al bajo nimero de marcadores
polimorficos en esta zona se detectd asociacion significativa de los dos méas préximos a la
region del QTL (Figura 4E; Tablas 12A). En la poblacién V{937 x Vf172, esta asociacion
fue para los dos marcadores y en las dos generaciones evaluadas. En el mismo sentido,
los dos marcadores polimérficos en el cruzamiento Vf937 x V751 y flanqueantes del QTL
PL-5-2012 en el mapa Vf6 x Vf27 (cromosoma VI) mostraron asociacion con este

caracter.

El marcador polimérfico en el entorno de PL-4-2007 en el cromosoma IV (Figura
4E) también mostré asociacion con el caracter en las dos generaciones evaluadas del
cruzamiento Vf937 x Vf422. Por ultimo, en el cromosoma | (LG04), el marcador MCo051
resultd asociado a PL en el mismo cruzamiento (Figura 4E; Tablal2A). Este marcador
esta incluido en el intervalo de confianza de PL-3-2007. MCo051 también fue polimérfico
en el resto de cruzamientos, pero en esos casos no se observé asociacion con el

caracter.

En resumen, hemos encontrado marcadores asociados al caracter longitud de vaina
en todas las regiones detectadas con anterioridad en los trabajos de Cruz-lzquierdo
(2009) y de la presente tesis. Este hecho sugiere fuertemente la confirmacion de las
regiones ya descritas y apoya un estudio mas detallado de las mismas en futuros

trabajos.

132



Ruiz Rodriguez MD

Capitulo 1l

Tabla 12A. Marcadores asociados al caracter Longitud de Vaina incluidos en el mapa V{6 x Vf27.

Marcador Otro nombre’ Poblacién CromGoLszoma/ Posicion cM? F. F23
MCo034  psat EST 00180 01 2 Vf937xVf172 [ 10,2 GLO4  0,0028**

MCoos1 ~ MIMLGEN_00447_04_ " vie37xvta22 | 39,3 GLO4 0,0206*
M1U093 Lup52 Vi937xVi417 [ 10,4 GLO6 0,006
MC0025 Pis. GEN_20 1 1  Vf937xVf417 [ 242,8 0,0408*

MC0033 mtmt_GEN?00103_01_ Vi937xVi422 [ 270,3 0,0495*
M1U072 Lup123 Vi937xVi172 [ 284,4 0,0096%*  0,0087**
MC0030 Pis GEN_57 1 2 1  Vf937xVf751 [ 388,9 0,0184*
MC0030 Pis GEN_57 1 2 1  Vf937xVf172 [ 388,9  0,0003%* 0,0003**
MCo050  psat_EST 00190 01 1 Vf937xVf172 I 0 0,0438*
M1U029 ATCP VI937xVi417 i 36,2 0,0073*
M1U030 LSSR9b VI937xVi422 i 77,7 0,0117*
M1U004 PRAT VI937xVi422 v 34 0,0122*  0,0036**
MC0026 Pis GEN 5 4 5 1  Vf937xVf417 \Y 118 0,0008%**
M1U022 Ms_U182 Vi937xVi422 \Y 166,1 0,0151*
M1U022 Ms_U182 Vi937xVi417 \Y 166,1 0,0253*
MCo0048 Pis GEN_6 3 1  Vf937xVf422 Vv 29,3 0,0378*
MCo0048 Pis_GEN_6_3_1 Vf937xVf751 Vv 29,3 0,0038**

MC0013 LG068 VI937xVi417 VI 21,9 0,0404*

MC0060 HBP2 Vi937xVi751 VI 115,1 0,0324*

M1U223 mt_1121_09 Vi937xVi751 VI 117,6 0,0026**

M1U105 Lup172 Vi937xVi751 GL11 43 0,0384*

“Nombre empleado para el marcador en trabajos previos (revisado por Satovic et al. 2013)
2GL: Grupo de ligamiento
® Ubicacion del marcador en el mapa de la poblacién RIL Vf6xVf27 publicado por Cruz-lzquierdo et al. (2012).
Cuando en el cromosoma se ubicaron fisicamente mas de un grupo de ligamiento, aquel al que pertenecia el
marcador asociado se indicé junto con la posicion del mismo.
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Tabla 12B.- Marcadores asociados al caracter longitud de vaina no incluidos en el mapa V{6 x V27

Marcador Otro nombre' Poblacién  Cromosoma/GL®>  Posicién cM® Fa Fa3
M2U345 PRCE Vf937xV {422 | 145,77 0,0416*
MCo064  Pis GEN 14 7.1  VfO37xVf4l7 | 1033 0,0005***

M3UOO2  Pis GEN 21 1 1  VfO37xVfl72 I 122,49 0,0490

MCo028 Pis GEN_23 5 6_1 Vf937xVf417 1] 233,03 0,0101*
MCo0066 mtmt_ GEN_00022_02_1 Vf937xVf172 1] 104,0* 0,0165*
M2U307 Pis GEN_9 3 1 VI937xVf417 \ 122,18 0,0344*

MCo0067 mtmt GEN_00866_02 1 Vf937xVf172 v 236,77 0,0318*

M2U308 mtmt GEN_00481 05 1 Vf937xVf422 LGO1 57,51 0,0434*
M2U308 mtmt GEN_00481 05 1 VfO37xVf41l7 LGO1 57,51 0,0300
M3U058 mtmt_GEN_01149 03_1 Vfo37xVfl72 LG12 18,75 0,0371*

“Nombre empleado para el marcador en trabajos previos (revisado por Satovic et al. 2013)

% GL: Grupo de ligamiento.

# Ubicacion del marcador en el mapa consenso de la especie publicado por Satovic et al. (2013). En el caso
MCo066, la posicion se refiere al mapa Gutiérrez et al. (2013)

3.2.5.- Numero de 6vulos por vaina (NOP) y nimero de granos por vaina (NSP)

Teniendo en cuenta la alta correlacion existente entre ambos caracteres, haremos
su analisis de forma conjunta. Los resultados de ANOVA se detallan en las Tablas 13A 'y
13B para NOP y en las Tablas 14A y 14B para NSP, mientras que la representacion
grafica de estos resultados se muestra en las Figuras 4F y 4G para NOP y NSP,
respectivamente. Los resultados parecen confirmar la importancia de las regiones del
cromosoma | y del cromosoma VI donde se localizaron QTLs para estos caracteres en la
poblacion V6 x Vf27. De hecho, Cruz-lzquierdo (2009) identificd 2 QTLs para NSP en el
grupo de ligamiento 4 asignado al cromosoma | (Figura 2; Figura 4G), aunque sélo
MCo0034 mostré asociacion con este caracter (Tabla 14A). Los resultados de ANOVA
para NOP podrian indicar la importancia de esta zona pues 4 marcadores estuvieron
relacionados con la variacion del numero de évulos por vaina en la poblacién Vf937 x
V{172 (Tabla 13A, Figura 4F).

Por otra parte, en el cromosoma VI se observé asociacion del marcador M1U053
con NOP en la poblacion Vf937 x Vf422, mientras que para NSP se vio asociacion con los
marcadores MCo060 y M1U223 en el cruzamiento Vf937 x Vf751. En el mapa V{6 x V{27,
los marcadores citados se situaron en las proximidades de los intervalos de confianza

calculados para los QTLs detectados para estos caracteres, sugiriendo la validacion de la
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region. No obstante, el numero de marcadores polimérficos en la region ha sido muy

limitado (Anexo 1V), lo que ha podido disminuir la consistencia de los resultados.

Cabe destacar una regién del cromosoma |V, situada entre los 155,2 y los 166,1
cM, que parece estar relacionada con el control genético de ambos caracteres (Tablas
13A, 14A; Figuras 4F, 4G). En efecto, los marcadores MCo011 y M1U022 que mapean
en el mismo sitio y que han sido polimorficos en distintas poblaciones, muestran relacion
con NOP y con NSP en 2 cruzamientos (Vf937 x Vf417 y Vf937 x V{751), confirmando la
asociacion de la region en distintos fondos genéticos. Hasta el momento no se habian
detectados QTLs para estos caracteres en el cromosoma IV; nuestros resultados pueden

justificar la introduccion de esta region en futuros estudios sobre los mismos.

Tabla 13A.- Marcadores asociados al caracter Nimero de Ovulos por Vaina incluidos en el mapa V{6 x
V{27.

Marcador Otro nombre! Poblacién Cromosoma Posicion cM? F, Fo3
MC0034 psat EST 00180 01 2 Vf937xVf172 | 10,2GL0O4  0,0243*

MC0058 BGAL VI937XV172 | 18,7 GLO4 0,0248*
M1U079 ASNEP VI937XV172 | 23,3 GLO4 0,0129*
MCoos1  MM-CEN00447.0%_ " yeg7.0m72 | 39,3GL04  0,0438*

M1U072 Lup123 VI937xVI172 I 284,4 0,0182*
MC0050 psat EST 00190 01 1 Vf937xVf417 m 0 0,023*  0,0014*
M1U004 PRAT VI937xV422 IV 34 0,0166*
M1U004 PRAT VI937xVf417 v 34 0,024

MC0026  Pis GEN 5 4 51  VI937xVf4l7 W, 118 0,0009%
M1U019 FIS1 VI937xVf422 v 155,2 0,0257*

mcoo11  MMCENIOISL AL yrga7.vtar7 v 166,1 0,0309*  0,0358*
M1U022 Ms_U182 VI937xVF751 v 166,1 0,0213*
MC0048 Pis GEN 6.3 1  Vf937xVf172 v 29,3 0,0009%
MC0048 Pis GEN_6.3 1  Vf937xVf751 v 29,3 0,0406*

M1U053 Lup280 VF9372"Vf42 VI 79,2 0,0221*

“Nombre empleado para el marcador en trabajos previos (revisado por Satovic et al. 2013)

% Ubicacion del marcador en el mapa de la poblacién RIL Vf6xVf27 publicado por Cruz-lzquierdo et al. (2012).
Cuando en el cromosoma se ubicaron fisicamente mas de un grupo de ligamiento, aquel al que pertenecia el
marcador asociado se indicé junto con la posicion del mismo (GL).
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Tabla 13B. Marcadores asociados al caracter Nimero de Ovulos por Vaina no incluidos en el mapa V6
x Vf27.

Marcador Otro nombre* Poblacion Cromosoma/GL®>  Posicién cM® F2 Fa3
MCo064 Pis_GEN_14_7_1 Vf937xVvf417 I 1033 0,0468*

M3UO006 psat EST_000161_01 1 Vf937xVf417 I 93,96 0,0019**

M3UO09  psat EST_00191_01_1  Vf937xVf417 GL12 10,75 0,0093**
M3UO09 psat EST_00191 01_1  Vf937xVf751 GL12 10,75 0,0288*

“Nombre empleado para el marcador en trabajos previos (revisado por Satovic et al. 2013)
2 GL: Grupo de ligamiento.

® Ubicacién del marcador en el mapa consenso de la especie publicado por Satovic et al. (2013).

Tabla 14A.- Marcadores asociados al caracter Namero de Semillas por Vaina incluidos en el mapa V{6
x Vf27.

Marcador Otro nombre!

Poblacion Cromosoma  Posicién cM? F2 Fas

MCo034 psat EST_00180_01_2 Vf937xV{l72 | 10,2 GLO4  0,0046**

MCo002 mtmt_GEN_00036_02_1/a  Vf937xVf751 | 65,1 GLO6 0,0062**
M1U072 Lup123 Vfo37xVf417 I 284.,4 0,0249*

MCo050 psat EST_00190_01_1 Vi937xV{i417 1] 0 0,0009%**
MCo055 mtmt_GEN_00477_04_1 Vfo37xVf417 1l 183,8 0,021*
M1U263 Pis_GEN_8_1_1la Vi937xV{422 1] 280,8 0,0306*
M1U263 Pis_GEN_8_1_1a Vfo37xVf417 1l 280,8 0,0425*
M1U263 Pis_GEN_8_1_1a Vf937xVf751 1] 280,8 0,0268*
M1U022 Ms_U182 Vfo37xVf417 \% 166,1 0,0195*

MCo011 mtmt_GEN_01951_11_1a  Vf937xVf751 \Y 166,1 0,0431*
MCo048 Pis_ GEN_6_3_1 Vf937xV{l72 \Y 29,3 0,0048**
MCo048 Pis_GEN_6_3_1 Vf937xV{751 \Y 29,3 0,0058**

MCo013 LG068 Vf937xVf417 \ 21,9 0,0202*

MCo060 HBP2 Vf937xVf751 Vi 1151 0,0074**

M1U223 mt_1121_09 Vf937xVf751 Vi 117,6 0,0173*

“Nombre empleado para el marcador en trabajos previos (revisado por Satovic et al. 2013)
% Ubicacion del marcador en el mapa de la poblacion RIL Vf6xVf27 publicado por Cruz-lzquierdo et al. (2012).

Tabla 14B. Marcadores asociados al caracter Nimero de Semillas por Vaina no incluidos en el mapa V{6

x V27
Marcador Otro nombre' Poblaciones Cromosoma’ Posicién cM® Fs Fa3
M2U307 Pis GEN 9 3 1 Vf937xVf422 \ 122,18 0,0254*
MCo067 mtmt_GEN_00866_02 1  Vf937xVfl72 \ 236,77 0,0151*
M3U007 mtca EST 00216 01 1  Vfo37xV{751 GLO3 X 0,0486*

“Nombre empleado para el marcador en trabajos previos (revisado por Satovic et al. 2013)
% GL: Grupo de ligamiento.
® Ubicacion del marcador en el mapa consenso de la especie publicado por Satovic et al. (2013).
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3.2.6.- Peso de 100 semillas (HSW)

El peso de 100 semillas (HSW) es uno de los principales componentes del
rendimiento, por lo que la validacion de QTLs en distintos fondos genéticos resulta crucial
para su posible uso en mejora. El Unico QTL validado en diferentes campafas en la
poblacién V6 x Vf27 se situd en el cromosoma VI. Sin embargo, estos resultados no han
podido ser validados en otros fondos genéticos (Tablas 15A, 15B; Figura 4H). La region
mas importante en cuanto al control de este caracter en distintos fondos genéticos se
situé en la parte proximal del cromosoma Ill de la especie, como se observa por la
acumulacion de marcadores relacionados con el caracter en distintas poblaciones (Figura
4H). En esta region no se habian identificado QTLs para HSW, ni para otros
componentes de rendimiento. Sin embargo, si se han encontrado algunos marcadores
relacionados con la longitud de vaina (PL) (Figura 4E), por lo que habria que tener en

cuenta esta region en futuros estudios.

El resto de marcadores asociados con el caracter mostraron una dispersion a lo
largo del mapa de ligamiento. Como casos relevantes cabe destacar, en el cromosoma V,
la asociacion de los marcadores M1U085 y MCo048 (Tabla 15A; Figura 4H) y MCo067
(Tabla 15B; Figura 4H), ya que en esta region fue localizado un QTL para peso de 100
semillas (HSW-2-2008) y otro para longitud de vaina (PL-2-2007; PL-2-2008; Figura 2;
Figura 4E).
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Tabla 15A. Marcadores asociados al caracter Peso de 100 Semillas incluidos en el mapa V{6 x V{27,

Marcador Otro nombre’ Poblacién Cromosoma Posicién cM? F, Fo3

M1U093 Lup52 VI937x V417 | 10,4 GL06 0,0358"
MCo051 mtmt—GEN§OO447—O4— VI937x V422 | 39,3 GLO4 0,0359*
MC0025  Pis GEN_20 1 1  VfO37xV422 I 2428 0,0275*

M1U072 Lup123 VI937x V172 I 284,4 0,001 0,018
MC0030  Pis GEN_57 1 2 1  VfO37xVfl72 I 388,9 0,0227*  0,0357*
MCo030  Pis_GEN_57 1 2 1  Vf937xVf751 I 388,9 0,0167*

MCO050 psat EST 00190 01 1 VfO37xVfL72 M 0 0,0069**
M1U029 ATCP VI937x V417 I 36,2 0,0036**

M1U029 ATCP VI937x V751 I 36,2 0,0275*

M1U031 Lup185 VI937x V417 I 69,9 0,0364*

MC0001 mtmt—GENEOOOH—OS— VI937x V172 I 110,7 0,0015**

MCooo1 MMLCEN-00012.03_ " yeg57.vta17 M 110,7 0,0166*

M1U222 mt_914_02 VI937x V172 I 290,6 0,0429*
M1U004 PRAT VI937x V422 Y, 34 0,0066**
MC0026  Pis_GEN_54 5 1  Vf937xVi4l7 W, 118 0,0044%  0,0094**
M1U022 Ms_U182 VI937x V422 W 166,1 0,0094%*

MCo0011 mtmt—GENl—e(l)lgSl—ll— VI937xVf751 W, 166,1 0,0261*
M1U227 1947 02 VI937x V751 W 222,9 0,0071%*
M1U085 GLIP099 VI937xVf751 v 15,4 0,0372*

MCo048  Pis GEN_6.3 1  VfO37xVf751 v 29,3 0,0022%*

“Nombre empleado para el marcador en trabajos previos (revisado por Satovic et al. 2013)
2 Ubicacion del marcador en el mapa de la poblacion RIL Vi6xVf27 publicado por Cruz-Izquierdo et al. (2012).
Cuando en el cromosoma se ubicaron fisicamente méas de un grupo de ligamiento, aquel al que pertenecia el

marcador asociado se indicé junto con la posicion del mismo (GL).

Tabla 15B.- Marcadores asociados al caracter Peso de 100 semillas no incluidos en el mapa V{6 x V{27

Cromosoma/

Marcador Otro nombre* Poblacién GL2 Posicién cM? F, Fa:3
MCo064 Pis_GEN_14_7_1 Vf937xVf417 | 1033 0,0215*

M3U059 SECA Vf937xVfl72 1 294,93 0,03*

MCo067 mtmt_GEN_00866_02_1 Vf937xVfl72 \Y 236,77 0,0153*

M3UO09 psat EST_00191_01_1 Vf937xVf417 GL12 10,75 0,0071**

M3UO09 psat EST_00191 01_1  Vf937xVf751 GL12 10,75 0,006**
M3U058 mtmt_ GEN_01149 03_1 Vf937xVfl72 GL12 18,75 0,0304*
MCo066 mtmt_GEN_00022_02_1 Vf937xVfl72 GL11 19,77 0,0112*
M2U308 mtmt_ GEN_00481_05_1 Vf937xVfl72 GLO1 57,51 0,0428*

M2U308 mtmt_ GEN_00481_05_1 Vf937xVf417 GLO1 57,51 0,0458*

“Nombre empleado para el marcador en trabajos previos (revisado por Satovic et al. 2013)
% GL: Grupo de ligamiento.
® Ubicacion del marcador en el mapa consenso de la especie publicado por Satovic et al. (2013).

138



Ruiz Rodriguez MD Capitulo 1l

3.2.7.- Vainas por planta (PPP), granos totales por planta (SPP) y rendimiento
(YIELD)

Como ya se describié en el apartado correspondiente, nuestros resultados no han
permitido validar el Unico QTL para PPP descrito por Cruz-lzquierdo (2009), ubicado en
su trabajo en el cromosoma VI de la especie. Tampoco se llevaron a cabo andlisis de
QTLs para SPP o rendimiento, pero si se han considerado en este apartado por su

importancia.

Aunque la discusion de estos caracteres va a ser conjunta, los resultados se
presentan de forma independiente para cada uno de ellos para facilitar su visualizacion:
PPP (Tablas 16A, 16B, Figura 4l); SSP (Tablas 17A, 17B, Figura 4J); Rendimiento
(Tablas 18A, 18B, Figura 4K).

Tanto para SPP como para rendimiento, el nUmero de marcadores asociados fue
bajo y su ubicacibn muy dispersa en el mapa genético, si bien la mayoria de los
marcadores que resultaron significativos para este caracter también lo fueron para
diferentes componentes del rendimiento. Estos resultados sugieren que resultaria mas
conveniente realizar la seleccion para rendimiento considerando sus componentes, como
PL, HSW etc., ya que al ser caracteres mas estables la determinacion de los QTLs es
mas fiable. De hecho, los componentes del rendimiento son muy importantes en la
seleccién de los programas de mejora, sobre todo en las fases iniciales que no permiten

la seleccion por rendimiento.

En cuanto al nimero de vainas por planta, este caracter esta también muy
influenciado por el ambiente, como se pone de manifiesto por la falta de validacion del
Unico QTL identificado para este caracter por Cruz-lzquierdo (2009). Sin embargo, si
resulta de interés la relacion inversa que se aprecia en algunos casos entre HSW y PPP.
De hecho, hay marcadores asociados a ambos caracteres como M1U029, M1UO31 y
MCo001 (cromosoma Ill) o MCo026 (cromosoma V) (Figuras 4H, 4l) en la poblacion
Vf937 x Vf417. Sin embargo, en todos estos casos, cuando el alelo materno incrementa
el HSW, es el alelo paterno el que incrementa el PPP y viceversa, como se puede
apreciar por el sentido opuesto de las flechas mostradas en las figuras 4H y 4l. Esto
significa que una seleccion para incrementar el peso de 100 semillas utilizando estos
marcadores podria llevar aparejada una disminucion en el nimero de vainas por planta y
viceversa, algo que todos los mejoradores saben por experiencia, justificada asi por

nuestros resultados. Estos datos concuerdan con los datos obtenidos en la campafia

139



Ruiz Rodriguez MD

Capitulo 1l

2012 para la poblacion Vf6 x Vf27, donde se encontrd una correlacion negativa (-0,31)

para ambos caracteres (Tabla 6).

Tabla 16A: Marcadores asociados al caracter Namero de vainas por planta incluidos en el mapa V{6 x

Vi27.
Marcador Otro nombre' Poblaci6n CromGoLsZoma/ Posicién cM® Fa Fa3
MCo058 BGAL Vf937xVf422 | 18,7 GLO4 0,0144*
MCo058 BGAL Vf937xVfl72 | 18,7 GLO4 0,0181*
M1U079 ASNEP Vf937xVfl72 | 23,3 GL0O4 0,0023**
MCo051 mtmt GEN_00447 04 3  Vf937xVf417 | 39,3GL04 0,0185*  0,0485*
MCo025 Pis GEN_20 1 1 Vf937xVf417 1] 242.8 0,0276*
M1U071 Glip337 Vf937xVf422 I 268,7 0,0153*
MCo050  psat EST 00190 01 1  Vf937xVfl72 I 0 0,0041**
M1U029 ATCP VI937xVf417 1] 36,2 0,0485*
M1U031 Lup185 VI937xVf417 1] 69,9 0,035*
MCo001 mtmt GEN_00012 03 1 VfO37xVf417 I 110,7 0,0499*
M1U263 Pis GEN_8 1 1la Vf937xVfl72 1l 280,8 0,0428*
M1U263 Pis_GEN_8_1_la Vi937xVf417 1l 280,8 0,0337*
M1U004 PRAT Vfo37xVf751 \Y 34 0,0285* 0,0496*
MC0026  Pis GEN 54 51  Vfo37xVf4l7 W, 118 0,0038**
M1U019 FIS1 VI937xVf417 v 155,2 0,0038**
M1U022 Ms_U182 Vf937xVfl72 \Y 166,1 0,0025**
M1U022 Ms_U182 Vf937xVf417 \Y 166,1 0,0217*
M1U085 GLIP099 Vfe937xVf751 \ 15,4 0,0128*
MCo048 Pis GEN_6 3 1 Vfo37xVfl72 \% 29,3 0,0276*
MCo042 UNK28 VI937xVf417 \ 66,6 0,0175*
MCo060 HBP2 Vf937xVf422 VI 115,1 0,0208*
M1U105 Lupl72 VI937xVf417 GL11 43 0,044*

“Nombre empleado para el marcador en trabajos previos (revisado por Satovic et al. 2013)
% GL: Grupo de ligamiento.
® Ubicacion del marcador en el mapa de la poblacién RIL Vf6xVf27 publicado por Cruz-lzquierdo et al. (2012).
Cuando en el cromosoma se ubicaron fisicamente mas de un grupo de ligamiento, aquel al que pertenecia el

marcador asociado se indicé junto con la posicion del mismo (GL).

Tabla 16B: Marcadores asociados al caracter Namero de vainas por planta no incluidos en el mapa Vf6

x V{27

Cromosoma/
Marcador Otro nombre! Poblacion GL? Posicion cM® [ Fos
M3U006 psat EST 000161 01 1 Vf937xVf417 Il 93,96 0,0017**
M3UO09 psat EST_00191_01_1 Vf937xVi417 GL12 10,75 0,0063** 0,0128*
M3U058 mtmt GEN_01149 03 1 Vf937xVfl72  GL12 18,75 0,0071*  0,0368*
MCo066 mtmt GEN 00022 02 1 Vfo37xVfl72 GL11 19,77 0,0227* 0,005**

“Nombre empleado para el marcador en trabajos previos (revisado por Satovic et al. 2013)
% GL: Grupo de ligamiento

® Ubicacion del marcador en el mapa consenso de la especie publicado por Satovic et al. (2013).
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Tabla 17A. Marcadores asociados al caracter Granos Totales incluidos en el mapa V{6 x V{27,

Marcador Otro nombre* Poblacion Cromosoma Posicién cM? F2

MCo051 mtmt_GEN_00447_04_3  Vf937xVf417 | 39,3 GLO4 0,0370*
M1UO071 Glip337 Vf937xVf422 Il 268,7 0,0167*
MCo025 Pis_GEN_20_1 1 Vf937xVf751 Il 2428 0,0404*
MCo026 Pis_.GEN_5 4 5 1 Vf937xVvfi417 v 118 0,0335*
M1U022 Ms_U182 Vf937xVf417 v 166,1 0,0070**
MCo053 mt_861_03 Vf937xVf422 v 232 0,0051**
MCo048 Pis_GEN_6_3_1 Vf937xVfl72 \Y, 29,3 0,0020**
M1UO053 Lup280 Vf937xVf422 \ 79,2 0,0264*
MCo060 HBP2 Vf937xVf422 \ 115,1 0,0120*
M1U223 mt_1121_09 Vf937xVf422 \ 117,6 0,0341*

“Nombre empleado para el marcador en trabajos previos (revisado por Satovic et al. 2013)
% Ubicacion del marcador en el mapa de la poblacién RIL Vi6xVf27 publicado por Cruz-lzquierdo et al. (2012).
Cuando en el cromosoma se ubicaron fisicamente mas de un grupo de ligamiento, aquel al que pertenecia el
marcador asociado se indicé junto con la posicion del mismo (GL).

Tabla 17B: Marcadores asociados al caracter Granos Totales no incluidos en el mapa V6 x Vf27.

Marcador Otro nombre* Poblacién Cromosoma/GL?>  Posicién cM® Fa

MCo0064 Pis_GEN_14 7 1 Vi937XVFL72 | 1033 0,0168*
M3UOO6  psat EST 000161 01 1 Vf937xVf417 I 93,96 0,0054**
MCo066  mtmt GEN_00022 02 1 VfO37xVF172 I 104,0% 0,0155*
M3U009 psat EST_00191_01_1  Vf937xVf41l7 GL12 10,75 0,0358*
M3U058 mtmt GEN_01149 03 1 Vf937xVfl72 GL12 18,75 0,0016**

“Nombre empleado para el marcador en trabajos previos (revisado por Satovic et al. 2013)

% GL: Grupo de ligamiento
% Ubicacion del marcador en el mapa compuesto de V. faba publicado por Satovic et al. (2013). En el caso de

MCo066, la posicion se refiere al mapa de Gutiérrez et al. (2013)

Tabla 18A. Marcadores asociados al caracter Rendimiento incluidos en el mapa V6 x Vf27.

Marcador Otro nombre* Poblacién Cromosoma Posicién cM? F,

M1UO079 ASNEP VfO37xVfl72 I 23,3 GL0O4 0,0226*
M1U071 Glip337 VfO37xVf422 I 268,7 0,0109*
M1U022 Ms_U182 Vf937xVfi417 v 166,1 0,0299*
MCo053 mt_861_03 VfO37xVf422 vV 232 0,0418*
MCo048 Pis_GEN_6_3 1 Vf937xVf172 \Y 29,3 0,0030**
MCo060 HBP2 Vfo37xVf422 VI 115,1 0,0235*

TNombre empleado para el marcador en trabajos previos (revisado por Satovic et al. 2013)

% Ubicacién del marcador en el mapa de la poblacion RIL V6 xVf27 publicado por Cruz-lzquierdo et al.
(2012). Cuando en el cromosoma se ubicaron fisicamente mas de un grupo de ligamiento, aquel al que
pertenecia el marcador asociado se indicé junto con la posicién del mismo.
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Tabla 18B. Marcadores asociados al caracter Rendimiento no incluidos en el mapa Vf6 x V{27

Marcador Otro nombre! Poblacion Cromosoma/GL?  Posicién cM® =

MC0064 Pis GEN_14 7 1 VfO37XVFL72 | 1033 0,0065**
MC0064 Pis GEN_14 7 1 VfO37XVI417 | 1033 0,0421*
M3U006 psat—EST—cl)OOlGl—Ol VfO37XVI417 I 93,96 0,0399*
MC0066 mtmt—GENEOOOZZ—OZ VfO37XVFL72 I 104,0* 0,0358*
M3uosg ~ MIMLGEN_O1149 03 \x937,vt172 GL12 18,75 0,0083*

1

“Nombre empleado para el marcador en trabajos previos (revisado por Satovic et al. 2013)

%2 GL: Grupo de ligamiento

% Ubicacion del marcador en el mapa compuesto de V. faba publicado por Satovic et al. (2013). En el caso de
MCo066, la posicion se refiere al mapa de Gutierrez et al. (2013)

3.3. Consideraciones finales sobre la validacién en distintos fondos genéticos

En este Ultimo apartado hemos dado otro paso hacia el desarrollo eficiente de
herramientas moleculares que nos faciliten la seleccién dentro de los programas de
mejora. Para ello hemos intentado validar los QTLs ya detectados para los caracteres en
estudio en distintos fondos genéticos. Con ello conseguiriamos que los marcadores que
obtuviéramos sirvieran para un mayor nimero de materiales, distintos de los utilizados

para su desarrollo.

En primer lugar, la mera comparacion de los resultados publicados en la bibliografia
nos ha permitido sugerir la validacién de QTLs para longitud de vaina en el cromosoma V
y para altura de primera flor en el lll y en el V. Para ello ha sido necesaria la existencia de
marcadores comunes en los distintos mapas empleados en los distintos estudios. La
posibilidad de este tipo de aproximaciones va a ser cada vez mas frecuente ya que en la
actualidad se estan desarrollando nuevos mapas de habas y la tendencia general es la
aplicacion de marcadores derivados de genes secuenciados en la especie M. truncatula u
otras especies de leguminosas (Satovic et al. 2013; Webb et al. 2015) facilitando la

coincidencia de marcadores y por lo tanto los trabajos de comparacion.

En segundo lugar, hemos usado parte del material desarrollado en el Capitulo 1
para validar los QTLs detectados en la poblacion V6 x Vf27. Para ello se han genotipado
cuatro poblaciones con marcadores cercanos a los mismos o incluso en otras regiones
del mapa RIL de referencia. Aunque los resultados obtenidos son preliminares, el estudio
de asociacion entre estos y el fenotipo de los individuos sugiere la conservacién de

algunas regiones en el control de varios caracteres e incluso en algunos casos se llega a
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intuir nuevas regiones no descritas hasta el momento. La informacién generada sera
valiosa a la hora de acometer futuros trabajos sobre el control genético y las bases
moleculares de cada uno de los caracteres considerados, ya que unida a la obtenida en
otras especies y en especial a la modelo M. truncatula nos puede ayudar a disefiar las
estrategias que nos lleven de una manera eficiente a la obtencion de marcadores en

mejora y a la identificacion de genes candidatos responsables de cada caracter.

Si consideramos en su conjunto todos los resultados obtenidos, llama la atencion
una region del cromosoma V por su asociacion con distintos caracteres. En concreto, el
marcador MCo048 (Pis_GEN_6_3 1) ha resultado asociado significativamente a la
mayoria de los caracteres estudiados en nuestro trabajo (HLF, HLP, NTP, PL, NOP, NSP,
HSW, PPP, SPP Y YIELD). En general, la regién parece ser importante para gran parte
de ellos. Tales resultados refuerzan los obtenidos por Cruz-lzquierdo et al. (2012) y

justifican un estudio en profundidad de la region en futuros estudios.

Apoyando esta hipétesis, Julier et al. 2007 describieron un gran QTL para el
caracter fecha de floracion en el cromosoma VII de M. truncatula y junto a él, otro mas
pequefio para crecimiento del tallo. Estos dos caracteres estaban muy correlacionados
entre si, estableciéndose la hipotesis de un Unico gen con efectos pleiotropicos. Este tipo
de regulacion génica ya fue estudiada con anterioridad pues la ruta de la giberelina ejerce
efecto sobre la floracion y el crecimiento (Komeda, 2004). En el cromosoma V de V. faba
se podria establecer la misma hip6tesis. De hecho, este cromosoma es sinténico con el
VIl de Medicago con lo que incluso podria tratarse de regiones homoélogas en las dos
especies como ya habian apuntado Cruz-lzquierdo et al. (2012) en su trabajo. Si
buscamos en la base de datos Mt3.5 de Medicago los genes incluidos en el QTL descrito
por Julier et al. (2007) y el marcador MCo048 (Pis_GEN_6_3 1) comprobamos como
todos ellos se sitlan fisicamente muy cerca en la secuencia del cromosoma. Incluso
comprobamos como el marcador mapeado en nuestro trabajo se sitla entre los genes
mencionados por los otros autores en el trabajo de M. truncatula. En la Tabla 19 se
detalla la informacién necesaria para esta comparacion y por la que podemos concluir
gue ambas regiones son homologas, reforzando aun mas el interés de la zona para

futuros estudios.
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Tabla 19: Genes en los intervalos de confianza de QTLs de floracion y crecimiento identificados en los
cromosomas V y 7 de habas y Medicago, respectivamente. Se indica el nombre en la base datos Mt3.5,
inicio y fin de la secuencia del gen en el cromosoma 7 de M. trucatula, asi como la anotacion.

Gen/Homélogo M.

Marcador Inicio Mt3.5 Final Mt3.5 Anotacion
truncatula
Description=Zinc finger protein
CO Medtr7g083540 24687756 24692195 CONSTANS-LIKE 14
Description=Glyceraldehyde-3-
Pis_GEN_6_3_12 Medtr7g084800 25318058 25321507 phosphate dehydrogenase A
chloroplastic
FTa Medtr7g084970 25432978 25435370 Description=FTa (Fragment)
FTb Medtr7g085020 25453016 25453604 Description=FThb (Fragment)
FTa Medtr7g085030 25454471 25455236 Description=FTa (Fragment)
FTc Medtr7g085040 25463178 25466505 Description=FTc (Fragment)

a Marcador incluido en el grupo de ligamiento asignado al cromosoma V de Vicia faba. El resto de nombre son
los empleados por Julier et al. (2007) en su trabajo.

4.- Estrategias para la saturacion de regiones portadoras de QTLs: sinteniay

bibliografia

A lo largo de este capitulo se ha mencionado en repetidas ocasiones que la
inclusion de marcadores informativos en los mapas de ligamiento, que a su vez son
comunes con los de otros trabajos o que provienen de los desarrollados para otras
especies, puede facilitar la comparacion de resultados y la transferencia de informacién
entre distintas poblaciones de la misma especie o entre especies relacionadas. En este
ualtimo caso es fundamental el establecimiento de las relaciones de sintenia entre ellas. A
partir del trabajo de Ellwood et al. (2008), mejorado por Cruz-lzquierdo et al. (2012), se
pudo establecer las relaciones de macrosintenia entre las habas y leguminosas como las
lentejas o M. truncatula. Asi mismo, tras la publicaciéon de la asignacién de grupos de
ligamiento de los mapas de V. faba al cromosoma IV (Ruiz-Rodriguez et al. 2014) y del
mapa consenso de Satovic et al. (2013) se obtuvo un esquema mas claro y completo de
la homologia entre las distintas regiones cromosémicas de las habas con las leguminosas
comerciales mas importantes y las distintas especies modelo. Estas relaciones han sido
corroboradas y completadas recientemente en el trabajo publicado por Webb et al.
(2015).

La informacion generada por todos estos trabajos puede ser utilizada en nuestro
beneficio. Paralelamente se han publicado estudios sobre regiones gendmicas asociadas
a caracteres que también son de interés en nuestra especie o incluso se ha llegado a la
designacion de genes candidatos para algunos de ellos. Comprobar si estas

regiones/genes son homologos de los detectados en nuestros estudios puede agilizar el
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proceso de saturacion de regiones portadoras de genes/QTLs y por lo tanto el desarrollo

de marcadores eficientes para la seleccion.

Un ejemplo de integracién de la informacién disponible lo constituye el ejercicio
realizado en el apartado anterior para comprobar la homologia entre la regién asociada a
floraciéon y crecimiento en el cromosoma V de habas y el 7 de M. truncatula. Siguiendo el
mismo proceso, podemos a aplicar lo expuesto para los caracteres de altura de planta
(PH) y otros relacionados con €l, como son la altura del primer nudo con flores y del

primer nudo con vainas.

Cruz-lzquierdo (2009) estudio la correlacion entre PH y las otras dos alturas en el
afio 2008 obteniendo valores de r significativos y superiores a 0,5 en ambos casos.
También encontrd valores de correlacion superiores a 0,5 entre HLF y HLP, resultados
confirmados en nuestro trabajo donde en las dos camparfas evaluadas se obtuvieron

valores de 0,7 y 0,6, respectivamente (Tablas 5y 6).

En el cromosoma Ill de habas hemos identificado una regién en la que se
concentran QTLs para HLF y HLP validados en distintas camparfias (este capitulo; Figura
2). En una regién contigua, Cruz-lzquierdo (2009) identifico un QTL para altura de planta
con los datos de la campafia 2008 (Figura 2). Por otra parte, Lagunes-Espinoza et al.
(2012) hicieron un estudio para detectar regiones gendmicas asociadas a la morfogénesis
aérea en la especie M. trucatula. Entre los caracteres evaluados se encuentran algunos
similares a los estudiados en la RIL V{6 x V27, utilizada en nuestro trabajo. Caracteres
como longitud del tallo principal (LMS-Lenght of Main Stem), nimero de ramas primarias
(NPB-Number of Primary Branches), floracion (FT-Flowering Time) y otros fueron
evaluados en diferentes poblaciones para la deteccion de QTLs responsables de cada
uno de ellos. En el cromosoma | de M. trucatula detectaron el principal QTL para LMS a
través de la evaluacién y analisis de tres poblaciones distintas. Para este QTL ademas

propusieron una serie de genes candidatos recogidos en su publicacién (Tabla 20).
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Tabla 20: Posibles genes candidatos en el intervalo de confianza de QTL principal para longitud del tallo
principal (LMS) (Tabla original parcialmente traducida de Lagunes-Espinoza et al. 2012)

. L Locus .,
Caracter Cromosoma Posicion e IC Entrada Nombre del gen TAIR9 Anotacion
LMS 1 62,5 (55-64) AC158374 Medtr1g090940.1 At5g43310.1 COP1(Constitutive

photomorphogenic 1)

Medtr1g094070.1 At1g08590.1 CLAVATAL receptor
kinase (CLV1)

Medtr1g105980.1 At2g47070.1  SBP (Squamosa promoter
binding protein, SBL in
Arabibobsis))
Medtr1g106180.1.2  At1g10630.1 ARF/SAR superfamily
Medtr1g111460.1 At4902980.1 Auxin-binding protein

Medtr1g111940.1 At5951230.3 EMBRYONIC FLOWER 2

Medtr1g117980.1 At5g51230.3

Medtr1g117600.1 At4g14550.1 Aux/IAA protein

Medtr1g117720.1 At1g04240.1

Medtr1g118000.1 At1g25580.1  NAM (No apical meristem
protein

El cromosoma | de la modelo es homologo del Ill de habas por lo que seria posible
que los QTLs localizados en ambos cromosomas fueran también homadlogos y que por lo
tanto los candidatos seleccionados por Lagunes-Espinoza et al. (2012) también sirvieran
para V. faba.

Para poder proponer esta hipétesis, el primer requisito es confirmar que realmente
las dos regiones mencionadas son homologas. Para ello, identificamos los homdélogos de
M. truncatula que corresponden con los marcadores flanqueantes de los QTLs de altura
identificados en el cromosoma 1l de habas. Los resultados obtenidos se presentan en la
Tabla 21.
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Tabla 21: Homologia de los ESTs cercanos a los QTLs de altura de plata (PH), altura del primer nudo
con flores (HLF) y del primero con vainas (HLP) detectados en el grupo de ligamiento asignado al
cromosoma lll del mapa de habas V6 x Vf27 con los genes de la especie modelo M. trucatula.

QTL? ESTs” Otra nomenclatura Pocicion (cM)® Homoélogo M. truncatula
PH-2-2008 M1U039 GLIP133 170,7 Medtr1g086340
(165,96-182,96) ~ MiUos0 T CALTL T 1724 77777 Medtrig083960
TTMCo0s5 T mtmt_GEN_00477_04_1 1838  Medtrig075610
HLF-1 M1U044 PTSS4a 2119 Medtr1g069105
(212,8-264) M1U045 PTSS4b 211,9
HLP-1 TUMCo0s9 T cgP137F T 2141 777 Medtrigo56180
(211,9-265,2)  M1U047 T GLIPe51a T 2352 T
CUMiUz24 T mtmt_GEN_001090 2657 7 Medtrigd50520
CUMivo4gT T Lupor1 T 2795 7 Medtrig043040

% Ademas del nombre de los distintos QTLs, se indica la posicién de su intervalos de confianza (IC). Cuando
como para HLF y HLP el QTL se ha validado en distintas campafias, se presenta el IC teniendo en cuenta en
conjunto los resultados obtenidos en todas las campafias.

® Marcadores ESTs flanqueantes de los QTLs considerados o mas cercanos a los mismos. La homenclatura
de esta columna es la utilzada en este trabajo para designar a los marcadores del mapa.

¢ Distancia en centiMorgans desde el origen del grupo de ligamiento a los marcadores seleccionados

Lo primero que llama la atencion es la buena conservacion de la colinealialidad en
la region del grupo de ligamiento considerado con respecto a M. truncatula. Sabiendo que
la nomenclatura en la base de datos Mt3.5 indica el orden fisico de los genes, se puede
ver que no hay discordancias, si bien nuestro mapa esta invertido con respecto a la

modelo.

En cuanto a la colocalizaciéon de los genes candidatos propuestos con los QTLs
detectados, a simple vista parece que no se produce (Tablas 20 y 21). El gen candidato
que estaria mas cerca de los intervalos de confianza de los QTLs considerados
(Medtr1g090940.1, Tabla 20) estaria en una region contigua a los marcadores ligados en
el mapa en la regién de interés (Medtrlg043040-Medtrlg086340, Tabla 21) y por los
tanto, a priori, fuera de los intervalos de confianza calculados para los QTLs. Si hacemos

caso de la colinealidad observada, habria que buscar otros candidatos en la zona.

Para confirmar nuestras conclusiones y comprobar que para los candidatos
propuestos no hubiera mas copias en otras regiones del genoma que pudieran explicar
otros QTLs, decidimos buscar homélogos de los genes de Arabidopsis thaliana L.
observando que se cumpliera la anotacion aportada por Lagunes-Espinoza et al.
(2012).De esta forma detectamos lo que creemos un error en la nomenclatura empleada

en el articulo y que hemos reproducido en la Tabla 20. En la Tabla 22 se recogen los
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genes de Medicago homologos a los de Arabidopsis y con la anotaciéon aportada por los

autores.

Si agrupamos la informacion de los genes flanqueantes y los mapeados en el
intervalo de confianza del QTL PH-2-2008 con la de algunos de los candidatos
propuestos por Lagunes-Espinoza et al. (2012) obtenemos la Tabla 23. En ella podemos
ver que los candidatos para LMS estarian incluidos en el intervalo de confianza del QTL
para altura de planta obtenido por Cruz-lzquierdo (2009).

Tabla 22: Revision de los genes candidatos publicados por Lagunes-Espinoza et al. (2012). A partir del
gen de la especie Arabidpsis thaliana L. y de su anotacién, se ha buscado en las bases de datos el
homélogo en M. truncatula que coincidiera con esta Ultima.

Nomenclatura

publicada Locus TAIR9 Gen homoélogo Anotacion
Medtr1g090940.1 At5g43310.1 Medtrig075740  COP1(Constitutive photomorphogenic 1)
Medtr1g094070.1 At1g08590.1 Medtrig080440  CLAVATAL receptor kinase (CLV1)

SBP (Squamosa promoter binding protein, SBL in
Medtr1g105980.1 At2g47070.1 Medtr1g086270 Arabibobsis))
Medtr1g106180.1.2 At1g10630.1 Medtrig086480  ARF/SAR superfamily
Medtrlg111460.1 At4g02980.1 Medtrig089810  Auxin-binding protein
Medtrlg111940.1 At5g51230.3

Medtrig090240 EMBRYONIC FLOWER 2

Medtrlg117980.1 At5951230.3
Medtr1g117600.1 At4g14550.1 Medtr1g093240 )

Aux/IAA protein
Medtrlg117720.1 At1g04240.1 Medtr1g070830
Medtr1g118000.1 At1g25580.1 Medtrig093680 NAM (No apical meristem protein

Desgraciadamente, este QTL no ha sido validado al no ser incluido entre los
caracteres de nuestro estudio, pero este nuevo resultado hace imprescindible su
evaluacion en nuevas campafias. De igual manera, la informacion obtenida en un
excelente punto de partida para la saturacion de la region portadora del QTL. El disefio
de cebadores de los genes propuestos como candidatos y la busqueda de polimorfismo
para los mismos, podria determinar una mayor precision en la identificacion del QTL
responsable del caracter y con ello un desarrollo mas eficiente de marcadores para la

seleccion.

En el intervalo de confianza considerado, Webb et al. (2015) han publicado en su
mapa hasta 16 marcadores en una distancia de algo mas de 20 cM que hay entre los
marcadores Vf_Mt1g075610 que corresponde con nuestro marcador MCo055 o
mtmt_GEN_00477_04_1 y el marcador GLIP133 que también esta incluido en su mapa.

El polimorfismo de estos 16 marcadores podria estudiarse directamente a través de la
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plataforma de genotipado masivo KASP que comercializa LGC Genomics y que fue la

usada por los autores en su trabajo.

Acotar con mas precision el intervalo de confianza nos dara, ademas, la oportunidad de
seguir buscando el gen candidato responsable del QTL en estudio. La anotacion de los
genes de Medicago y los nuevos hallazgos que se vayan publicando, sobre todo, en las
especies modelo nos pueden dar indicios a este respecto.

Tabla 23: Tabla conjunta de marcadores flanqueantes y en el intervalo de confianza del QYT PH-2-
2008 (verde) y de los genes candidatos propuestos por Lagunes-Espinoza et al. (2012) (amarillo).

Cromosoma Inicio® Fin" Identificacion Anotacion
Mtl 33481869 33484141 ID=Medtr1g075610 Note=cyclin-dependent kinase
Mtl 33556117 33565362 ID=Medtr1g075740 Note=COP1-interacting-like protein
Mtl 35780478 35784001 ID=Medtr1g080440 Note=LRR receptor-like kinase family protein
Mtl 37414042 37417653 ID=Medtr1g083960 Note=calreticulin
Mtl 38604282 38611936 ID=Medtr1g086250 Note=squamosa promoter-binding-like protein
Mtl 38635190 38640245  ID=Medtr1g086340 {;‘;’;Z;‘;?t'g':e“de Gkl iyt ess sl i
Mtl 38692650 38695229 ID=Medtr1g086480 Note=ADP-ribosylation factor-like protein A1D

#Punto de inicio de cada gen en la secuencia completa del cromosoma 1 de Medicago truncatula (base de
datos Mt4.0)
®|dem para el punto final de cada gen considerado

Prueba empirica sobre la responsabilidad real de los genes que se propongan
tendria que venir dada por estudios de expresién o por otros de silenciamiento genético
para estudiar cual es el efecto de ausencia de expresion del gen candidato. La realizacion
de este tipo de pruebas debera ser evaluada y considerada para cada QTL y caracter
porque en muchos casos son dificiles de llevar a cabo. Lo que si es cierto es que si el
QTL se valida en distintos ambientes y en distintos fondos genéticos y ademas, la regiéon
portadora se satura adecuadamente, la probabilidad de obtener marcadores eficientes

para la seleccion aumentaria enormemente.

Lo ideal seria el marcador perfecto, también llamado diagnéstico, que es el
disefiado sobre el gen directamente responsable. Un marcador asi fue disefiado en
habas para el caracter inflorescencia terminal (Avila et al. 2006; 2007). Se identifico el
homélogo de Medicago y se disefiaron cebadores para su amplificaciébn en habas,
obteniéndose la secuencia del gen y un polimorfismo que estaba presente en todas los
genotipos de inflorescencia terminal probados y que los diferenciaba de los de
crecimiento indeterminado (Avila et al. 2007). En los mismos trabajos, también se puso
de manifiesto la necesidad de comprobar la eficiencia de los marcadores en la seleccion

aunque hayan sido desarrollados sobre el gen responsable del caracter. Si la secuencia
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elegida para la determinacion del polimorfismo no es la responsable del cambio del
fenotipo, el marcador no tiene por qué servir en todos los materiales. Incluso, aunque se
haya desarrollado sobre ella, no hay garantias de que haya un nuevo alelo que precise
de nuevos cebadores para evaluar el polimorfismo (Avila et al. 2007). En definitiva, la
recomendacion deberia ser probar cada marcador desarrollado en los huevos materiales
que pretenda evaluar para tener la certeza de que van a ser Utiles en la seleccién de un

determinado fenotipo.

En cuanto a los QTLs para HLF y HLP parece confirmarse que ningun candidato de
los propuestos co-localiza con los intervalos de confianza calculados. No obstante,
también podemos obtener informacion a partir de la sintenia y la colinealidad observada.
Nuevamente podemos obtener genes de Medicago en el intervalo de confianza que
podemos emplear para saturar la regidon portadora e incluso para buscar genes
candidatos entre los genes anotados. Igual que en el caso anterior, Webb et al. (2015)
han desarrollados marcadores polimérficos provenientes de los genes de Medicago por lo

que el uso de la plataforma de genotipado masivo también seria posible.

A lo largo de este capitulo hemos puesto ejemplos de cémo podemos emplear la
informacion disponible en las habas y en M. truncatula para seguir avanzando en
nuestros estudios. Son muchos los caracteres estudiados en nuestro trabajo y para todos
se podria proceder de la misma manera. Existen numerosos estudios en la bibliografia,
tanto en la especie modelo (Julier et al. 2007; Lagunes-Espinoza et al. 2012; Pierre et al.
2011; Stanton-Geddes et al. 2013; Yeoh et al. 2013) como en otras leguminosas (Bordat
et al. 2011; Burstin et al. 2007; Chen et al. 2015; Gujaria-Verma et al. 2015; Kujur et al..
2015a; 2015b; Saxena et al. 2014; Varshney et al. 2015; Weeden et al. 2007; Ali et al.
2014; 2015) en los que se han estudiado los mismos caracteres u otros relacionados que
pueden ser el punto de partida para la saturacion de regiones portadoras de QTLs o para

la designacion de genes candidatos.

Con toda seguridad las herramientas y los conocimientos iran avanzando y sera
cada dia mas precisos en todas estas especies y también en Vicia faba. La integracion de
toda la informacién generada y que se genere precisara de un material vegetal adecuado
que creemos que hemos conseguido en el primer capitulo de esta Tesis, al menos para
una buena parte de los caracteres. A partir de aqui sera necesaria una evaluacion de
cuales son de mayor interés en un programa de mejora y centrarse en cada uno de ellos

para profundizar en los mismos y optimizar la seleccion.
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DISCUSION GENERAL

La ampliacién de la base genética de los distintos cultivos ha pasado a ser una de las
mayores necesidades de la Agricultura actual. El proceso de la mejora vegetal, junto con
la accion de las casas comerciales, ha llevado a la eliminacién de variedades locales y/o
primitivas que estaban adaptadas a las distintas condiciones de cultivo. Este hecho, que
se da principalmente en paises desarrollados, pone en peligro la sostenibilidad de los
sistemas agricolas, sobre todo teniendo en cuenta las expectativas de cambio climatico
generadas por la mayoria de los modelos predictivos actuales. De ahi que los
mejoradores necesiten de toda la variabilidad disponible para poder desarrollar nuevas
variedades con una mayor adaptabilidad de los cultivos a las condiciones cambiantes que

pueden sobrevenir a causa del cambio climatico.

En los Bancos de Germoplasma se viene trabajando desde hace afos en la colecta
de material silvestre relacionado con las especies cultivadas, asi como de variedades
locales y primitivas que aseguren la disponibilidad de un reservorio de genes
imprescindibles para afrontar la mejora en el futuro. El término “pre-mejora” precisamente
se acufi6 para englobar los procesos que permiten la transferencia de genes a partir de
variedades primitivas o de ancestros silvestres al material mejorado, proceso que no
siempre es facil. De hecho, los mejoradores siempre hablaron de “genes co-adaptados”
para explicar la dificultad de pasar un gen “limpio” de una variedad primitiva a una linea
de mejora: el gen pasaba por retrocruzamiento, pero con él una buena cantidad de genes

“acompafantes” que se encontraban estrechamente ligados con él.

El problema ha de afrontarse a través de programas de cruzamientos recurrentes o
de retrocruzamientos, y en la actualidad se pueden aprovechar todas las herramientas
puestas a disposicién de la mejora por la Biotecnologia. Por ejemplo se pueden transferir
genes mediante ingenieria genética, una vez se ha detectado la posicién del gen y ha
sido aislado y clonado. Para ello es necesario disponer de buenos mapas genéticos en

los que no sblo estén ubicados los genes de accidn cualitativa sino también QTLs.

No siempre es posible llegar a la clonacion de genes pero se puede localizar un gen
o QTL y analizar las posibilidades de transferencia por cruzamiento con seguimiento con
marcadores (MAS). El propio desarrollo de poblaciones para la construccion de mapas
utilizando razas primitivas puede llevar a la obtencion de nuevas combinaciones génicas
por recombinacién, que permitan obtener lineas con valor agronémico y con

caracteristicas distintas de las actuales.
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Las habas no son una excepcion y, por tanto, la ampliacion de su base genética se
ha reconocido como una necesidad para el cultivo. Por este motivo, en nuestro trabajo se
propuso el estudio del potencial de las variedades locales recogidas en las regiones de
cultivo antiguas y modernas, para evaluar el potencial de su uso en la mejora de la

especie.

Para ello hemos desarrollado poblaciones RILs derivadas de cruzamientos entre los
cuatro tipos botanicos que describié Muratova (1931) y algunas formas intermedias. En
concreto hemos obtenido once de estas poblaciones y estamos en proceso de conseguir
otras tres. Este material es de gran interés, en primer lugar porque son poblaciones
estables, con los caracteres fijados, lo que nos permite la realizacion de estudios en
distintos ambientes y en distintas campafias sin la limitacion que suele suponer la
escasez de semillas que se da en otros tipos de poblaciones. Por otro lado, como se ha
apuntado anteriormente, se pueden obtener nuevas combinaciones génicas interesantes
para el programa de mejora. Ademas son un material perfecto para el desarrollo de
mapas de ligamiento en los que localizar genes y QTLs responsables de los caracteres
de arquitectura y rendimiento de la especie, asi como para el establecimiento de una
estrategia de seleccion asistida por marcadores que disminuya el tiempo de obtencién de

nuevas variedades.

Por otra parte, la evaluacién de las poblaciones F, de partida nos ha servido para
profundizar en el estudio de algunas limitaciones que se pueden presentar a la hora de
transferir genes/QTLs desde materiales primitivos y que ya han sido mencionados
anteriormente. De esta manera, se ha obtenido una informacién preliminar muy valiosa a

la hora de disefar futuros trabajos con el material RIL obtenido.

Los andlisis de componentes principales realizados para estudiar la variabilidad
observada en las distintas generaciones F, sugieren que no existen blogues génicos que
expliguen la arquitectura genética de las poblaciones dado el alto numero de
componentes que son necesarios para explicar el 90% de la variabilidad. Este hecho es
de gran importancia para los programas de mejora de la especie ya que implicaria la
posibilidad de trabajar de manera independiente con los caracteres estudiados. De
hecho, la agrupacion de caracteres propia de los parentales desaparece en F, y F,
sobre todo en F,, sugiriendo que no existe un fuerte ligamiento entre aquellos y que en
las F,3 puede comenzar una reagrupacion, aunque sin repetir la constitucion de los

parentales
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La evaluacion fenotipica del material también nos ha permitido estimar el intervalo de
variacion existente para los caracteres evaluados en cada cruzamiento. Ademas, también
se ha hecho una aproximacion preliminar al tipo de herencia de cada unos de ellos. Con
la combinacion de estos resultados hemos seleccionado las poblaciones que, a priori,
serian idéneas para el estudio en profundidad de cada caréacter.

En cuanto a la herencia, cabria destacar que, en general, se observa una tendencia
hacia efectos de dominancia, de distinto sentido dependiendo del caracter y del
cruzamiento evaluado, una fuerte accién ambiental y una frecuente falta de variacién
entre parentales que impide el andlisis. En la comparacion de nuestros resultados con los
obtenidos en otros trabajos (Hobbs y Burnett, 1982; Martin y Cubero, 1979; Suso et al.
1983, 1984, 1986; Suso y Cubero, 1986) se obtiene una homogeneidad mas que
aceptable, si bien, no son tan clarificadores como nos hubiera gustado.

Como ya apuntaban otros trabajos (ademas de los citados, Serradilla et al. 2003), las
diferencias fenotipicas que llevaron a Muratova (1931) a la clasificacion de las habas en
distintos tipos botanicos, no tienen que ver con una diferente estructura génica sino con
diferencias en los criterios de seleccion del cultivo a nivel regional. En otras palabras, la
especie es un Unico complejo génico sin barreras evolutivas en el que todas las formas

pueden cruzarse entre si.

Ya se ha mencionado a la Biotecnologia como una herramienta que puede ser muy
atil para la transferencia de los caracteres de interés desde las variedades primitivas a las
modernas. La identificacion de marcadores moleculares ligados a genes y QTLs
responsables de estos caracteres facilita su transferencia. Entre las distintas disciplinas
de la Biotecnologia, la genémica comparativa ha adquirido una gran importancia en los
dltimos afios, ya que facilita el intercambio y uso de recursos gendmicos entre diferentes
especies, reduciendo el coste y aumentando la eficiencia en la investigacion genética y
en la mejora vegetal (Phan et al. 2006). El llamado mapeo comparativo ha demostrado
que la organizacién de genes dentro de los genomas ha permanecido muy conservada a
través de la evolucion. En estos trabajos adquieren gran relevancia las especies modelo

gue sirven de puentes entre cultivos y como referencias consistentes.

En leguminosas se han considerado dos especies modelo, M. truncatula y Lotus
japonicus, que han sido objeto de diversos proyectos gendmicos multinacionales,
consecuencia de los cuales se han originado técnicas moleculares y bioinformaticas para
la elaboracion de mapas comparativos entre las distintas leguminosas. Estos estudios

han permitido la identificacion de regiones homdlogas responsables de caracteres de
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interés agrondémico. Todo ello redunda en un aumento de la eficiencia en el manejo de

caracteres en los programas de mejora.

Los estudios desarrollados por Cruz-lzquierdo (2009) y Cruz-lzquierdo et al. (2012),
fueron los primeros trabajos en los que se establecian las relaciones de macrosintenia
entre casi todos los cromosomas de habas y los de M. truncatula. La Unica excepcion la
constituia el cromosoma IV de V. faba, para el que en ese momento no se habian
asignado grupos de ligamiento fisicamente localizados en ninguno de los trabajos de
mapeo de la especie (Torres et al. 2010). Durante la realizacion de esta Tesis se ha
subsanado esta limitaciéon, completando asi el cuadro de homologias. Para ello se trabajé
con lineas de translocacion de V. faba (Schubert & Rieger, 1991) de las cuales, por
técnicas de microdiseccion, se aislaron sus cromosomas. Este ADN se utiliz6 para la
amplificacién de marcadores moleculares mapeados en trabajos previos. De esta manera
se pudo determinar que el grupo de ligamiento I.B., que hasta entonces estaba asignado
al cromosoma |, era en realidad el cromosoma IV (Ruiz-Rodriguez et al. 2013). Esta
informacién ya ha sido integrada en los mapas consenso de la especie publicados
recientemente (Satovic et al. 2013; Webb et al. 2015).

Para hacer uso de la gendémica comparativa es indispensable la localizacion de
genes y QTLs responsables de los caracteres de interés en mapas donde se usen
marcadores comunes con los empleados en otras especies y sobre todo en las especies
modelo, de tal manera que la comparaciéon de la informacién sea posible de una manera
eficiente. En este sentido, la validacion de los resultados obtenidos tanto en distintas
condiciones ambientales como en distintos fondos genéticos es un requisito ineludible.
Por otra parte, esta validacion es también necesaria para que la informaciéon generada
sea realmente de utilidad en cualquier programa de mejora y en la estrategia de MAS
(Ramagosa et al. 1999; Pinson et al. 2005; Simmonds et al. 2014).

En nuestro estudio se han validado QTLs para arquitectura de la planta y rendimiento
de la poblacion de V. faba V6 x V27 identificados previamente en los trabajos de Cruz-
Izquierdo (2009) y Cruz-lzquierdo et al. (2012). Para ello se ha evaluado la misma
poblacion RIL en dos nuevas campanfas, lo que ha permitido la confirmacion parcial de
los resultados y la identificacion de nuevas regiones asociadas con los caracteres

considerados.

Nuestros resultados corroboran la acumulacion de QTLs en diferentes regiones
gendmicas tal y como describieron previamente Cruz-lzquierdo, 2009 y Cruz-1zquierdo et

al. (2012). Destacan tres regiones con estas caracteristicas: GL0O5 del cromosoma VI, con
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clara influencia sobre los caracteres de rendimiento, GLO7 (cromosoma V) relacionado
con caracteres de floracion (Cruz-lzquierdo et al. 2012) y por ultimo en GLO1 (cromosoma
[II) donde se acumulan caracteres relacionados con la arquitectura de la planta. Quedaria
por determinar en estas regiones si existe un unico gen con influencia sobre todos los
caracteres o si bien se trata de diferentes genes muy cercanos y responsables de los
diferentes caracteres. La saturacion de estas regiones con nuevos marcadores podria

arrojar luz sobre este punto.

En cuanto a la validacion de QTLs en distintos fondos genéticos, hemos realizado
dos aproximaciones. En la primera se han comparado los resultados obtenidos en la
evaluacion de QTLs de la poblacion RIL Vf6 x Vf27 (Cruz-lzquierdo, 2009, Cruz-lzquierdo
et al. 2012 y este trabajo) con los QTLs relacionados con caracteres agronémicos de
habas publicados por Avila et al. (2005) o con los QTLs para “peso de un grano”
recientemente publicados por Khazaei et al. (2014). Esta aproximacion ha permitido
validar un QTL para “longitud de vaina” en el cromosoma V de la especie. En este mismo
cromosoma y en el lll, se validaron otros dos QTLs para “altura del primer nudo con
flores”. En cuanto al peso de grano, los datos obtenidos no permiten descartar la
validacién del QTL en distintos fondos genéticos, pero tampoco confirmarla. De nuevo, la
introduccion de nuevos marcadores para saturar la regién y refinar la posicién del QTL

podra determinar la validaciéon o no del mismo.

En la segunda aproximacién se han empleado los datos obtenidos en la evaluacién
de cuatro de las F, utilizadas en el Capitulo I. En ellas, ademas, se han genotipado
marcadores de localizacion conocida, comunes con otros trabajos de nuestro grupo.
Mediante analisis ANOVA se ha estudiado la posible relacién de cada marcador y por lo
tanto de la regién que lo contendria con los caracteres en estudio. Los resultados
obtenidos son muy preliminares pero sugieren la conservacion de algunas regiones en el

control de varios caracteres.

Cabe destacar una region del cromosoma V que Cruz-lzquierdo et al. (2012) ya
resaltaron en su estudio por su relaciéon con caracteres de floracidon y que en nuestro
trabajo ha resultado asociada con la mayoria de los caracteres. En el cromosoma VIl de
M. truncatula, homélogo del V de habas, Julier et al. (2007) describieron un gran QTL
para el caracter fecha de floracion y junto a él, otro més pequefio para crecimiento del
tallo. Mediante gendmica comparativa hemos comprobado como las dos regiones
portadoras de estos QTLs son realmente homadlogas, reforzando alin mas el interés de la

zona para futuros estudios.
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Los marcadores incluidos en el mapa de la poblacién RIL V6 x Vf27 han permitido
establecer las homologias correspondientes con la especie modelo para llegar a proponer
la hipétesis de QTLs comunes en las dos especies en un ejemplo de como la gendémica
comparativa y la informacion disponible en la bibliografia sobre la base genética de
caracteres agrondmicos, en otras especies y en especial en las especie modelo, pueden
suponer un salto cualitativo en la investigacién en cualquier otra especie, en este caso en
habas. Durante el transcurso de nuestro trabajo hemos desarrollado otro ejemplo en el
gue incluso se proponen genes candidatos para el QTL de “altura de planta” identificado

en el cromosoma lll de V. faba (Cruz-lzquierdo, 2009).

Llegar al gen responsable de cada caracter no es tarea facil ya que se requeririan
estudios adicionales de expresion, silenciamiento génico, etc. Sin embargo, la genémica
comparativa también da la oportunidad de saturar las regiones portadoras de QTLs de
forma dirigida, aumentando la probabilidad de encontrar marcadores eficientes para la

seleccidn y por lo tanto, para la introgresion de genes/QTLs en las nuevas variedades.

Tanto las herramientas como los conocimientos han progresado muy rapido en los
dltimos afios y lo seguirdn haciendo en el futuro. El factor limitante para todo tipo de
estudios comienza a ser el desarrollo de un material vegetal adecuado. Para una buena
parte de los caracteres estudiados en esta Tesis, creemos que hemos obtenido un
material valioso del que ademas tenemos un conocimiento igualmente valioso a la hora
de disefiar nuevos estudios. Todo esto, unido a la informacién obtenida tanto en otros
estudios sobre V. faba como en otras especies relacionadas, nos ayudara avanzar mas

rapidamente en la investigacién sobre caracteres agronémicos en habas.
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CONCLUSIONES

1.- Para poder evaluar el potencial de variedades primitivas en la mejora de habas
(Vicia faba L.) con el fin de ampliar la base genética del cultivo, se han desarrollado
poblaciones RILs derivadas de cruzamientos entre los cuatro tipos botanicos que
describié Muratova (1931) y algunas formas intermedias. Las poblaciones RIL obtenidas
son un material idoneo para la realizacion de mapas de ligamiento que sirvan para el
estudio de la base genética de cada caracter asi como para el desarrollo de estrategias
de seleccién asistida por marcadores. Al ser un material fijado, resulta de gran interés
para el desarrollo de estudios de interaccion genotipo x ambiente de los caracteres de
arquitectura de planta y rendimiento. Por Gltimo, la caracterizacion en detalle de estas

RILs puede permitir identificar individuos con interés directo para el programa de mejora.

2.- De la evaluacion y analisis de las generaciones F, y F,.; origen de las citadas
poblaciones RIL se ha obtenido una informacion valiosa de la genética de los caracteres
considerados, basica para el planteamiento de futuros trabajos de mejora. Entre otras
cosas, nos ha permitido hacer ya una preseleccién de qué poblaciones pueden ser de

mayor interés para cada caracter.

3.- El andlisis de componentes principales indica que no existen bloques génicos que
expliquen la arquitectura genética de las poblaciones. Este hecho es de gran importancia
para los programas de mejora de la especie ya que implica la posibilidad de trabajar con
cada caracter de manera independiente sin el inconveniente que pueden representar las

posibles respuestas correlacionadas.

4.- El estudio preliminar de la herencia de los caracteres sugiere, como habian hecho
otros trabajos previamente, que la clasificacion de las habas en distintos tipos botanicos
realizada por Muratova en 1931, no se basa en diferentes estructuras génicas sino en

diferentes criterios de seleccion a nivel regional y, por lo tanto, no tiene entidad botanica.

5. Los grupos de ligamiento asignados hasta el momento al cromosoma |, y que
habian sido denominados como IB en distintos trabajos del grupo, han podido ser
asignados fisicamente al cromosoma IV de V. faba. Esta informacion ha permitido cerrar
el cuadro de homologias entra los cromosomas de habas y los del resto de las
leguminosas ya que este era el Unico cromosoma al que no se habian asignado grupos

de ligamiento hasta el momento.
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6. Se han validado QTLs relacionados con los caracteres de arquitectura y
rendimiento de habas en distintas condiciones ambientales a través de la evaluacion y
andlisis de la poblacién RIL Vf6 x Vf27 durante dos campafias adicionales a las dos ya
estudiadas en trabajos previos de nuestro grupo. Como en trabajos precedentes, se ha
corroborado la acumulacién de QTLs en regiones concretas del mapa. Todavia hay que
discernir si en estas zonas hay un uUnico gen de efectos pleiotropicos sobre varios
caracteres o si, por el contrario, se trata de una acumulacién de genes muy cercanos

unos de otros y responsables de cada uno de los caracteres.

7. Se han validado QTLs para algunos caracteres en distintos fondos genéticos
utilizando dos aproximaciones distintas. En primer lugar, la existencia de marcadores
comunes en distintos trabajos de mapeo y de andlisis de QTLs para caracteres
agronomicos en Vicia faba, ha permitido la comparacion de resultados y con ella la
validacién de parte de los mismos. En segundo lugar a través del genotipado y fenotipado
de cuatro de las poblaciones F, utilizadas en el trabajo también se han obtenido indicios
sobre regiones conservadas en distintas poblaciones de la especie e incluso sobre
nuevas regiones que podrian estar asociadas a algunos de los caracteres. Este tipo de
validacién es especialmente importante para las estrategias de seleccion asistida por
marcadores (MAS) ya que pueden implicar que los marcadores que se desarrollen sean

tiles en una mayor cantidad de materiales del programa de mejora.

8. Entre las distintas regiones relacionadas con los caracteres en estudio, cabe
destacar una en el cromosoma V de habas que ha resultado homéloga de otra regién del
cromosoma VIl de la especie modelo Medicago truncatula en la que se ha detectado un
QTL para fecha de floracion y otro para el crecimiento de planta. En V. faba esta region
ya habia sido asociada al caracter de floracién en un trabajo previo pero, ademas, en el
nuestro parece estar asociada a gran parte de los caracteres evaluados. Todo lo

expuesto refuerza el interés de la zona para futuros estudios.

9. Mediante gendmica comparativa también se ha llegado a la designacién de genes

candidatos para el QTL de “altura de planta” identificado en el cromosoma Il de V. faba.

10. Las estrategias seguidas no sélo pueden ser Utiles para la identificacion de los
genes responsables de cada caracter sino que también pueden servir para la saturacion
dirigida de las regiones de interés y, por lo tanto, para la obtencién de marcadores utiles

en programas de mejora convencionales.
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CRUZAMIENTO: V{417 x V172 (Fy)

Tabla 1: Varianza total explicada

(Em x P)

Tabla 2: Matriz de componentes principales

Componente Autovalores iniciales
Total % de la varianza % acumulado
1 3,649 30,140 30,410
2 2,262 18,846 49,256
3 1,714 14,281 63,538
4 1,266 10,552 74,089
5 1,161 9,677 83,766
6 0,754 6,285 90,051

Numero de componentes necesarios hasta alcanzar >90% de la variabilidad

HLF

HLI

FPi

NB O  YELD
o SPP

0o

Componente 2

0,51

NSP
NOP

00

Componente 1

05 10

Figura 1: Scatterplot del Andlisis de Componentes principales
del cruzamiento Vf417 x Vf172, generacion F,

Componentes
1 2 3 4 5
HLF -,081 ,694 ,679 ,063 ,065
HLP -,112 ,705 ,664 ,027 ,115
NB ,543 324 ,013 -,101 -,486
FPI ,095 ,016 -,039 -,125 ,885
PPN ,263 -,094 -,029 -,688 ,198
PPP ,816 ,400 -,282 -,142 ,022
NOP ,557 -,555 475 ,135 -,068
NSP ,551 -,567 487 ,076 -,034
PL ,619 -,390 ,246 ,323 223
HSW -,012 232 -,361 ,759 ,162
SPP ,915 ,257 -,117 -,094 -,001
YIELD ,870 329 -,251 171 ,058

Valores de los vectores propios de los primeros cinco componentes
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CRUZAMIENTO: V{422 x V172 (Fy)

Tabla 3: Varianza total explicada

(Eq x P)

Tabla 4: Matriz de componentes principales

Componente Autovalores iniciales
Total % de la varianza % acumulado
1 3,813 31,772 31,772
2 2,181 18,173 49,945
3 1,805 15,038 64,983
4 1,078 8,984 73,967
5 ,926 7,719 81,686
6 ,789 6,574 88,260
7 511 4,255 92,515

NUmero de componentes necesarios hasta alcanzar >90% de la variabilidad

FPI 1
)
HSW

HLP

o
HLF
NOP

o PL _ o NSP

0,0

Componente 2

-0,51

PPP

T
00 05
Componente 1

Figura 2: Scatterplot del Analisis de Componentes principales
del cruzamientoVf422 x Vf172, generacion F,

Componentes
1 2 3 4 5
HLF ,057 ,748 ,583 -,123 -,189
HLP ,055 797 ,489 -,158 -,204
NB ,614 -,192 454 274 ,230
FPI -,011 ,495 ,102 ,301 ,697
PPN -,264 -,269 ,450 -,008 ,348
PPP 723 -,351 275 -,018 -,218
NOP ,680 ,290 -,440 -,231 ,080
NSP ,631 ,445 -,423 - 177 ,190
PL ,591 ,244 -,479 ,161 -,040
HSW -,100 ,282 -,149 ,851 -,300
SPP ,904 -,237 ,243 -,051 ,028
YIELD ,894 -, 178 221 ,185 -,076

Valores de los vectores propios de los primeros cinco componentes
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CRUZAMIENTO V{937 X V172 (Fy)

Tabla 5: Varianza total explicada

(Mj x P)

Tabla 6: Matriz de componentes principales

Componente Autovalores iniciales
Total % de la varianza % acumulado
1 3,223 26,861 26,861
2 2,435 20,288 47,148
3 1,750 14,584 61,732
4 1,181 9,840 71,572
5 ,997 8,308 79,881
6 ,945 7,879 87,760
7 ,603 5,022 92,781

Numero de componentes necesarios hasta alcanzar >90% de la variabilidad

0,5

NOP

00

Componente 2

-0.5

00 05

Componente 1

Figura 3: Scatterplot del Analisis de Componentes principales
del cruzamiento Vf937 x Vf172, generacion F,

Componentes
1 2 3 4 5
HLF -,114 -,276 ,882 ,079 ,019
HLP -,169 -,309 ,868 ,028 ,077
NB ,435 -, 447 -,031 415 ,158
FPI -,029 ,064 -,034 -,232 ,952
PPN ,067 -,321 -,002 ,601 -,013
PPP ,826 -,453 -,068 -,120 -,018
NOP ,496 ,650 ,230 -,038 -,121
NSP ,483 ,632 ,356 -,196 -,047
PL ,430 ,720 ,164 ,158 ,060
HSW ,082 ,503 -,065 ,676 ,185
SPP ,888 -,359 -,013 -,210 -,022
YIELD ,919 -,165 -,026 ,068 ,055

Valores de los vectores propios de los primeros cinco componentes
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CRUZAMIENTO Vf751 x V{1809 (F») (mm x m)

Tabla 7: Varianza total explicada

Tabla 8: Matriz de componentes principales

Componente Autovalores iniciales
Total % de la varianza % acumulado
1 3,373 28,105 28,105
2 2,447 20,392 48,497
3 1,947 16,227 64,723
4 1,151 9,590 74,313
5 1,081 9,007 83,320
6 ,710 5,915 89,235
7 ,563 4,695 93,930

Numero de componentes necesarios hasta alcanzar >90% de la variabilidad

059

NOP

o
=]

Componente 2

-0,51

o]
NB

PPP

T T
0,0 05 1.0

Componente 1

Figura 4: Scatterplot del Analisis de Componentes principales
del cruzamiento V{751 x Vf1809, generacion F,

Componentes
1 2 3 4 5
HLF ,063 776 ,361 -,227 ,300
HLP ,053 ,740 ,468 -,143 ,298
NB -,326 -,585 -,219 ,224 ,230
FPI -,261 ,005 -,081 ,459 ,688
PPN ,241 -,367 ,186 -,602 -,114
PPP ,568 -,560 ,402 -,069 ,275
NOP ,687 ,328 -,481 -,012 ,013
NSP ,749 ,250 -,546 ,099 -,014
PL , 795 ,203 -,425 ,087 ,022
HSW ,232 ,210 ,563 573 -, 427
SPP , 748 -,458 ,195 -,119 312
YIELD ,730 -,206 ,631 ,303 -,082

Valores de los vectores propios de los primeros cinco componentes
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CRUZAMIENTO V{1809 x V{751 (F,)

Tabla 9: Varianza total explicada

(m x mm)

Tabla 10: Matriz de componentes principales

Componente Autovalores iniciales
Total % de la varianza % acumulado
1 3,955 32,956 32,956
2 2,142 17,849 50,805
3 1,589 13,241 64,046
4 1,096 9,129 73,175
5 ,983 8,191 81,366
6 797 6,638 88,005
7 ,596 4,968 92,973

Numero de componentes necesarios hasta alcanzar >90% de la variabilidad

054

HLP FPI

HLF

PPN

NB
HSW <]

pPP
YIELD
o

spp

00

Componente 2

o
NOP

00 05

Componente 1

Figura 5: Scatterplot del Analisis de Componentes principales

del cruzamientoVf1809 x V{751, generacién F,

Componentes
1 2 3 4 5
HLF -,658 ,220 ,596 ,233 ,142
HLP -,641 ,270 ,494 412 , 103
NB 475 ,306 ,158 423 -,328
FPI -,342 ,318 ,396 -,509 ,450
PPN -,161 ,483 ,175 ,135 -,363
PPP ,736 ,5630 ,156 -,161 ,052
NOP 173 -,671 ,459 -,098 ,128
NSP ,405 -,678 416 ,128 -,009
PL , 755 -,353 ,255 271 , 102
HSW ,362 222 -,379 431 ,652
SPP 747 312 387 -,322 -,152
YIELD ,864 361 , 104 ,032 ,179

Valores de los vectores propios de los primeros cinco componentes
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CRUZAMIENTO V{751 x V417 (F,)

Tabla 11: Varianza total explicada

(mm x Em)

Tabla 12: Matriz de componentes principales

Componente Autovalores iniciales
Total % de la varianza % acumulado
1 3,677 30,641 30,641
2 2,779 23,157 53,798
3 1,439 11,992 65,790
4 1,290 10,751 76,541
5 ,926 7,714 84,255
6 ,669 5,578 89,833
7 ,504 4,204 94,037

Numero de componentes necesarios hasta alcanzar >90% de la variabilidad

HSW,

NSP PL

NOP

VN
(o]

YIELD

00

Componente 2

NB

o FPI

HLF
HLP

spp

pPP

0,0 05

Componente 1

Figura 6: Scatterplot del Analisis de Componentes principales

del cruzamientoVf751 x Vf417, generacion F,

Componentes
1 2 3 4 5
HLF ,201 -,635 ,649 ,101 -,079
HLP ,205 -,665 ,541 ,116 -,196
NB ,954 -,126 -,145 -,134 -,135
FPI ,532 ,657 ,097 -,208 -,182
PPN ,330 ,095 ,152 ,832 ,072
PPP ,923 -,210 -,144 -,091 -,148
NOP -,101 574 -,055 ,612 -,313
NSP ,301 -,471 -,095 ,086 ,653
PL ,328 ,641 ,465 -,106 ,330
HSW ,449 -,070 -,452 319 ,276
SPP ,319 ,682 444 -,086 ,262
YIELD ,964 ,000 -,145 -,043 -,155

Valores de los vectores propios de los primeros cinco componentes
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CRUZAMIENTO V{422 x V751 (F,)

Tabla 13: Varianza total explicada

(Eq x mm)

Tabla 14: Matriz de componentes principales

Componente Autovalores iniciales
Total % de la varianza % acumulado
1 3,361 28,008 28,008
2 2,435 20,289 48,297
3 1,719 14,328 62,624
4 1,295 10,788 73,413
5 ,985 8,209 81,622
6 ,728 6,067 87,689
7 ,605 5,045 92,734

Numero de componentes necesarios hasta alcanzar >90% de la variabilidad

0,54

HLF
HLP O O Pl nsp_ o NOP
o

PPN
o

00

Componente 2

00 05

Componente 1

Figura 7: Scatterplot del Andlisis de Componentes principales
del cruzamiento V422 x V{751, generacién F,

Componentes
1 2 3 4 5
HLF -,126 ,664 -,432 ,372 ,027
HLP -,180 671 -,161 ,575 -,093
NB 377 -,207 ,055 ,638 -,254
FPI ,061 ,593 ,151 ,097 ,393
PPN ,156 ,459 -,332 -,296 ,572
PPP ,811 -,229 -,468 -,061 ,113
NOP ,449 ,636 ,336 -,157 -,272
NSP ,400 ,616 124 -,444 -,401
PL ,627 ,200 574 ,023 ,038
HSW ,276 -,145 , 7126 ,276 419
SPP ,882 -,114 -,395 ,039 -,038
YIELD ,935 -,167 -,102 ,132 ,058

Valores de los vectores propios de los primeros cinco componentes
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CRUZAMIENTO V{751 x V{422 (F,)

Tabla 15: Varianza total explicada

(mm x EQ)

Tabla 16: Matriz de componentes principales

Componente Autovalores iniciales
Total % de la varianza % acumulado
1 4,052 33,768 33,768
2 2,178 18,147 51,915
3 1,766 14,719 66,634
4 1,273 10,612 77,246
5 ,787 6,562 83,808
6 ,607 5,057 88,866
7 ,506 4,218 93,083

Numero de componentes necesarios hasta alcanzar >90% de la variabilidad

Componente 2

YIELD
o

00 05

Componente 1

Figura 8: Scatterplot del Analisis de Componentes principales
del cruzamiento V751 x Vf422, generacion F,

Componentes
1 2 3 4 5
HLF -,5692 -,040 ,686 ,088 ,074
HLP -,672 -,003 ,643 ,045 ,078
NB ,507 -,5632 ,139 247 ,303
FPI ,169 ,316 ,673 ,239 -,106
PPN -,195 384 -,010 -,522 716
PPP , 791 -474 ,236 -,064 ,158
NOP ,545 ,642 ,076 -,077 -,121
NSP ,456 ,748 -,178 -,021 -,006
PL ,492 ,549 424 ,020 -,014
HSW ,334 ,190 -,180 ,805 ,320
SPP , 763 -,279 ,291 -,463 -,126
YIELD 927 -,186 ,144 -,010 ,043

Valores de los vectores propios de los primeros cinco componentes
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CRUZAMIENTO V{1809 x V{422 (F,)

Tabla 17: Varianza total explicada

(m x Eq)

Tabla 18: Matriz de componentes principales

Componente Autovalores iniciales
Total % de la varianza % acumulado
1 3,205 26,709 26,709
2 2,010 16,751 43,460
3 1,757 14,643 58,103
4 1,153 9,608 67,711
5 1,008 8,397 76,108
6 ,947 7,894 84,002
7 ,816 6,800 90,802

Numero de componentes necesarios hasta alcanzar >90% de la variabilidad

00

Componente 2

-05 00 05

Componente 1

Figura 9: Scatterplot del Andlisis de Componentes principales del
cruzamiento V{1809 x Vf422, generacion F,

Componentes
1 2 3 4 5
HLF -,215 ,833 -,431 -,004 ,011
HLP -,174 ,852 -,398 -,053 ,045
NB ,729 -,131 -,088 ,044 ,238
FPI , 126 ,154 147 578 -,338
PPN ,362 -,213 -,184 -,595 -,008
PPP ,812 -,224 -,382 ,012 -,080
NOP ,199 ,080 -,222 -,059 723
NSP ,268 ,370 677 -,366 -,089
PL ,253 434 , 723 -,225 ,087
HSW ,156 ,048 ,393 ,485 ,489
SPP ,903 ,205 -,137 ,019 -,198
YIELD ,881 ,278 ,004 ,188 -,105

Valores de los vectores propios de los primeros cinco componentes
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CRUZAMIENTO V{937 x V751 (F,)

Tabla 19: Varianza total explicada

(Mj x mm)

Tabla 20: Matriz de componentes principales

Componente Autovalores iniciales
Total % de la varianza % acumulado
1 4,425 40,228 40,228
2 1,849 16,808 57,036
3 1,426 12,965 70,001
4 ,989 8,991 78,992
5 ,659 5,988 84,980
6 ,489 4,446 89,426
7 371 3,374 92,799

Numero de componentes necesarios hasta alcanzar >90% de la variabilidad

0,5+

NB

O ppp
FPI

Componente 2
o
-]

-0,57

noP”~ ©
HSW

(o}
YIELD
PL

T
00 05

Componente 1

Figura 10: Scatterplot del Andlisis de Componentes
principales del cruzamiento Vf937 x V{751, generacion F,

Componentes
1 2 3 4 5
HLF -,005 ,708 ,525 ,133 ,139
HLP -,206 ,690 ,301 ,467 ,078
NB ,556 ,631 -,450 -,012 -,097
FPI ,502 ,401 -,337 -,363 ,387
PPP ,590 ,460 -,481 -,066 -,221
NOP ,706 -,196 ,226 -,124 AT6
NSP ,822 -,130 372 -,152 -,106
PL ,801 -,220 , 110 ,115 , 147
HSW ,484 -,303 -,382 ,681 ,164
SPP ,812 ,070 ,395 -,157 -,298
YIELD 874 -, 127 ,089 ,278 -,225

Valores de los vectores propios de los primeros cinco componentes
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CRUZAMIENTO V{937 x V417 (F,)

Tabla 21: Varianza total explicada

(Mj x Em)

Tabla 22: Matriz de componentes principales

Componente Autovalores iniciales
Total % de la varianza % acumulado
1 3,631 30,260 30,260
2 2,487 20,724 50,984
3 1,785 14,871 65,855
4 ,995 8,293 74,148
5 ,922 7,680 81,828
6 ,753 6,278 88,106
7 ,565 4,711 92,817

Numero de componentes necesarios hasta alcanzar >90% de la variabilidad

0,5+

SPP

YELD
o

0,0

Componente 2

-0,57

00 05

Componente 1

Figura 11: Scatterplot del Andlisis de Componentes

principales del cruzamiento Vf937 x Vf417, generacién F,

Componentes
1 2 3 4 5
HLF -,134 ,403 ,789 ,266 -,158
HLP -,026 ,490 ,798 ,096 -,084
NB ,440 274 -171 391 ,504
FPI ,494 -,021 441 - 177 ,430
PPN -,297 ,266 174 -,628 ,500
PPP ,755 ,519 -,236 ,038 ,014
NOP ,495 -,632 ,257 -,195 -,150
NSP ,659 -,439 ,199 -,277 -,128
PL AT71 -, 707 ,281 , 106 ,037
HSW -,193 -,641 ,118 ,446 ,383
SPP ,880 ,385 -,114 -,035 -,115
YIELD ,897 ,129 -,060 ,093 -,003

Valores de los vectores propios de los primeros cinco componentes
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CRUZAMIENTO V{417 x V937 (F,)

Tabla 23: Varianza total explicada

(Em x Mj)

Tabla 24: Matriz de componentes principales

Componente Autovalores iniciales
Total % de la varianza % acumulado
1 4,050 33,749 33,749
2 2,289 19,079 52,828
3 1,450 12,084 64,913
4 1,094 9,120 74,033
5 1,007 8,393 82,425
6 ,930 7,746 90,171

Numero de componentes necesarios hasta alcanzar >90% de la variabilidad

0,5+

HLF

HLP

PPN

00

Componente 2

-0,57

FPI

O N
o NSP
PL

0,0

T
05

Componente 1

Figura 12: Scatterplot del Andlisis de Componentes
principales del cruzamiento Vf417 x Vf937, generacion F,

Componentes
1 2 3 4 5
HLF -,103 ,782 ,345 ,363 -,002
HLP -,096 ,644 ,649 ,105 ,120
NB , 756 ,270 -,165 -,223 -,082
FPI ,021 -,158 ,176 -,238 ,931
PPN , 156 ,071 -,309 754 ,242
PPP ,876 ,402 -,210 -,060 -,003
NOP ,587 -,366 ,140 425 -,037
NSP 575 -,572 ,415 ,068 -,060
PL ,520 -,621 AT75 ,113 -,067
HSW -,212 , 130 531 -,197 -,215
SPP ,934 ,228 -,081 -,096 ,061
YIELD ,896 ,289 ,080 -,161 ,007

Valores de los vectores propios de los primeros cinco componentes
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CRUZAMIENTO V{937 x V422 (F,)

Tabla 25: Varianza total explicada

(Mj xEq)

Tabla 26: Matriz de componentes principales

Componente Autovalores iniciales
Total % de la varianza % acumulado
1 3,650 30,416 30,416
2 2,499 20,823 51,239
3 1,710 14,250 65,488
4 1,290 10,754 76,242
5 ,962 8,020 84,262
6 ,782 6,520 90,782

Numero de componentes necesarios hasta alcanzar >90% de la variabilidad

0,54

00

Componente 2

-0,5-1

00 0s
Componente 1

Figura 13: Scatterplot del Andlisis de Componentes
principales del cruzamiento Vf937 x Vf422, generacion F,

Componentes
1 2 3 4 5
HLF ,178 ,761 ,451 ,182 -,319
HLP ,178 ,793 ,373 ,188 -,335
NB ,718 -,009 -,018 ,249 -,037
FPI ,189 ,137 217 ,560 AT79
PPN -,223 381 ,248 , 195 ,624
PPP ,827 ,282 -,363 -,127 174
NOP ,382 -,419 711 -,262 , 104
NSP 478 -,383 ,660 -,323 ,082
PL ,520 -,588 172 347 -,233
HSW -,049 -,579 -,072 ,686 -,122
SPP ,907 ,207 -,261 -,159 ,108
YIELD 912 -,013 -,288 ,055 -,015

Valores de los vectores propios de los primeros cinco componentes
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CRUZAMIENTO V{422 x V937 (F,)

Tabla 27: Varianza total explicada

(Ea x Mij)

Tabla 28: Matriz de componentes principales

Componente Autovalores iniciales
Total % de la varianza % acumulado
1 3,817 31,811 31,811
2 2,106 17,550 49,360
3 1,660 13,836 63,196
4 1,357 11,307 74,503
5 ,984 8,202 82,704
6 ,611 5,094 87,798
7 ,555 4,623 92,421

Numero de componentes necesarios hasta alcanzar >90% de la variabilidad

0,54

HLF
o HLP
FPI

ray

SPP
o PPP

o
YIELD
[¢]

Componente 2
=)
=)

-0,57

PPN NB

NSP
O PL

HSW
NOP

T
00 0s

Componente 1

Figura 14: Scatterplot del Andlisis de Componentes
principales del cruzamiento Vf422 x Vf937, generacion F,

Componentes
1 2 3 4 5
HLF ,007 711 476 ,225 ,167
HLP ,069 ,692 ,440 ,382 ,058
NB , 710 ,005 -,198 -,014 -,102
FPI ,389 ,613 ,258 -,073 -,377
PPN ,315 ,023 -,162 ,106 ,868
PPP ,882 211 -,258 -,124 -,018
NOP ,383 -,485 ,681 -,134 ,009
NSP 411 -,433 ,617 -,344 ,084
PL ,418 -,495 ,313 ,554 ,007
HSW ,168 -,347 -,194 ,808 -,193
SPP 931 ,152 -,157 -,164 -,014
YIELD ,946 ,040 -,192 ,068 -,042

Valores de los vectores propios de los primeros cinco componentes

206



Ruiz Rodriguez MD

Anexo |

CRUZAMIENTO V{417 x V172 (F;.3)

Tabla 29: Varianza total explicada

(Em x P)

Componente Autovalores iniciales
Total % de la varianza % acumulado
1 2,265 37,755 37,755
2 1,477 24,616 62,371
3 1,276 21,271 83,642
4 ,392 6,535 90,177

NUmero de componentes necesarios hasta alcanzar >90% de la variabilidad

Tabla 30: Matriz de componentes principales
Componentes
1 2 3 4 5

HLF ,490 77 114 -,202 ,108
HLP ,638 ,650 ,119 ,181 - 177
NB -,665 ,292 ,520 422 ,100
PPP -,685 ,242 ,536 -,368 ,064
PL ,403 -,417 737 -,052 -,317
HSW 737 -,363 ,386 ,045 ,404

0,54

NB

o.
SPP

HLF

HLP

0,0

Componente 2

-0,54

00

Componente 1

05 10

Figura 15: Scatterplot del Andlisis de Componentes
principales del cruzamiento Vf417 x Vf172, generaciéon F,.;

Valores de los vectores propios de los primeros cinco componentes
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CRUZAMIENTO V{422 x V172 (F;.3)

Tabla 31: Varianza total explicada

(Eq x P)

Tabla 32: Matriz de componentes principales

Componente Autovalores iniciales
Total % de la varianza % acumulado
1 1,870 26,708 26,708
2 1,724 24,625 51,333
3 1,585 22,640 73,972
4 ,923 13,187 87,159
5 ,389 5,560 92,720

NUmero de componentes necesarios hasta alcanzar >90% de la variabilidad

0,59

NB o

HSW pL
O o

00

Componente 2

24,62%

107 L 26,70%

pPP

o FPI

HLF

HLP

T
10

-05

00

05

Componente 1

Figura 16: Scatterplot del Andlisis de Componentes
principales del cruzamiento Vf422 x V172, generacion F.;

Componentes
1 2 3 4 5
HLF ,760 -,394 ,101 ,351 ,249
HLP ,872 -,229 ,026 ,205 -,243
NB -,185 ,157 ,840 ,287 -,358
FPI ,535 -,050 ,201 -, 795 -,127
PPP -,079 -,122 ,900 -,116 ,334
PL ,352 ,848 ,109 -,061 ,099
HSW ,285 ,868 -,068 ,159 ,056

Valores de los vectores propios de los primeros cinco componentes
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CRUZAMIENTO V{937 x V172 (F;.3)

Tabla 33: Varianza total explicada

(Mj x P)

Tabla 34: Matriz de componentes principales

Componente Autovalores iniciales
Total % de la varianza % acumulado
1 2,680 33,505 33,505
2 1,828 22,854 56,359
3 1,386 17,322 73,681
4 1,121 14,011 87,692
5 ,405 5,061 92,753

NUmero de componentes necesarios hasta alcanzar >90% de la variabilidad

054

NB

PPP

HSW

PL

NSP

©  nop
o

Componente 2

-0,51
22,85%

1,0 Laaso%

(o]

o
HF  HLP

T
10

-05

00 05

Componente 1

Figura 17: Scatterplot del Andlisis de Componentes
principales del cruzamiento Vf937 x V172, generacion F.;

Componentes
1 2 3 4 5
HLF 478 -,600 ,483 ,199 ,156
HLP ,628 -,589 ,281 ,169 ,135
NB -,333 ,673 ,480 ,088 427
PPP -,180 ,353 721 423 -,368
NOP ,808 272 ,122 -,399 -,130
NSP 718 354 277 -,450 -,045
PL ,642 ,550 -,332 ,262 , 147
HSW ,578 ,203 -,349 ,660 -,070

Valores de los vectores propios de los primeros cinco componentes
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CRUZAMIENTO V{751 x V{422 (F;.3)

Tabla 35: Varianza total explicada

(mm x EQ)

Tabla 36: Matriz de componentes principales

Componente Autovalores iniciales
Total % de la varianza % acumulado
1 3,036 33,736 33,736
2 2,330 25,891 59,628
3 1,853 20,590 80,218
4 ,662 7,359 87,577
5 ,550 6,107 93,684

NUmero de componentes necesarios hasta alcanzar >90% de la variabilidad

0,57

00

Componente 2

051
25,88%

109 Lz&,n%

T
-10

T
05

00 05

Componente 1

Figura 18: Scatterplot del Andlisis de Componentes
principales del cruzamiento V751 x V422, generacion F.;

Componentes
1 2 3 4 5
HLF 171 911 ,236 ,178 -,115
HLP ,166 ,890 ,269 ,246 -,088
NB AT4 ,186 -, 762 ,142 ,225
FPI 438 468 AT5 -,443 379
PPP ,562 217 -, 704 ,045 ,209
NOP ,865 -,166 ,141 -,241 -,238
NSP ,899 -,208 ,015 -177 -,164
PL ,781 -,321 ,199 ,386 -,159
HSW ,285 -,483 ,603 ,336 427

Valores de los vectores propios de los primeros cinco componentes
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CRUZAMIENTO V{937 x VI751 (Fz.3)

Tabla 37: Varianza total explicada

(Mj x mm)

Tabla 38: Matriz de componentes principales

Componente Autovalores iniciales
Total % de la varianza % acumulado
1 2,302 25,575 25,575
2 1,988 22,092 47,666
3 1,423 15,811 63,477
4 ,858 9,530 73,007
5 ,691 7,682 80,689
6 ,610 6,781 87,470
7 ,496 5,508 92,977

Numero de componentes necesarios hasta alcanzar >90% de la variabilidad

0,54

HLF Fol
o

PPP

O nB

00

Componente 2

-0,571

107 Lzasm

o PL
O NSP

HSW NOP

00 05

Componente 1

Figura 19: Scatterplot del Andlisis de Componentes
principales del cruzamiento Vf937 x V{751, generacién F,.;

Componentes
1 2 3 4 5
HLF -,122 ,716 448 -,243 -,124
HLP ,018 , 794 328 -,125 -,248
NB ,651 ,229 -,529 -,145 ,020
FPI ,219 ,681 -,104 ,406 ,340
PPP ,710 335 -,210 -,057 ,257
NOP 716 -,284 -,020 -,356 -, 155
NSP ,655 -,209 476 -,175 -,050
PL ,555 -,090 ,158 ,652 -,449
HSW ,248 -,291 126 ,105 452

Valores de los vectores propios de los primeros cinco componentes
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CRUZAMIENTO V{937 x V417 (Fy.3)

Tabla 39: Varianza total explicada

(Mj x Em)

Tabla 40: Matriz de componentes principales

Componente Autovalores iniciales
Total % de la varianza % acumulado
1 2,826 31,400 31,400
2 1,903 21,150 52,550
3 1,408 15,644 68,195
4 ,925 10,278 78,473
5 ,861 9,568 88,041

NUmero de componentes necesarios hasta alcanzar >90% de la variabilidad

0,54

HLp HLF
(o]

NH  ppp FPI

NSP
=]

00

Componente 2

-0,51
21,15%

107 L 31,40%

PL

T
-1.0

T
-05

00 05

Componente 1

Figura 20: Scatterplot del Andlisis de Componentes
principales del cruzamiento Vf937 x Vf417, generacion F,.;

Componentes
1 2 3 4 5
HLF -,162 ,893 -,194 -,200 -,127
HLP -,284 ,876 -,232 -131 ,003
NB -,071 329 ,486 ,232 754
FPI ,306 ,307 ,069 ,802 -,367
PPP ,051 ,301 792 -,030 -,192
NOP ,825 ,060 -,346 ,108 ,183
NSP , 742 ,155 -,392 ,029 ,214
PL ,918 ,129 ,198 -,149 -,043
HSW 737 ,034 ,368 -,368 -,155

Valores de los vectores propios de los primeros cinco componentes
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CRUZAMIENTO V{417 x Vi937 (F».5) (Em x Mj)
Tabla 41: Varianza total explicada Tabla 42: Matriz de componentes principales
Componente Autovalores iniciales Componentes
Total % de la varianza % acumulado 1 2 3 4 5

1 1,822 36,435 36,435 PPP -,468 ,709 -,044 521 ,067
2 1,385 27,696 64,130 NOP ,882 ,248 -,102 ,005 ,387
3 960 19,199 83,329 NSP ,807 ,381 -,250 ,089 -,364
4 544 10,886 94,215 PL 280 181 941 036 -,052

NUmero de componentes necesarios hasta alcanzar >90% de la variabilidad HSW -307 801 -023 -513 005

Valores de los vectores propios de los primeros cinco componentes

HSW
PP
o

0,5
NSP
o

NOP
PL o

00

Componente 2

-0,51

-10 -05 00 05 10

Componente 1

Figura 21: Scatterplot del Andlisis de Componentes
principales del cruzamiento Vf417 x Vf937, generacién F,.;
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CRUZAMIENTO V{937 x V{422 (F;.3)

Tabla 43: Varianza total explicada

(Mj x Eq)

Tabla 44: Matriz de componentes principales

Componente Autovalores iniciales
Total % de la varianza % acumulado
1 2,839 31,544 31,544
2 2,105 23,391 54,935
3 1,469 16,324 71,259
4 1,221 13,567 84,826
5 ,691 7,675 92,501

NUmero de componentes necesarios hasta alcanzar >90% de la variabilidad

)5 HSW
]

PL

NSP
o

\ S, .

Componente 2

23,39%

7 Lm,sa%

HLP

HLF

T
-10

T
05

00 [

Componente 1

Figura 22: Scatterplot del Andlisis de Componentes
principales del cruzamiento Vf937 x V422, generacion F.;

Componentes
1 2 3 4 5
HLF ,746 -,323 ,352 ,325 ,209
HLP ,696 -,330 ,374 ,399 ,215
NB ,095 ,522 ,539 -,512 ,302
FPI ,602 ,340 ,131 ,265 -,625
PPP ,552 ,085 423 -,600 -,231
NOP ,567 ,514 -,544 ,060 ,197
NSP ,585 ,650 -,396 -,020 ,081
PL -,292 , 781 ,279 ,370 117
HSW -,611 447 434 352 -,073

Valores de los vectores propios de los primeros cinco componentes
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CRUZAMIENTO V{422 x V937 (F2.3)

Tabla 45: Varianza total explicada

(Eq x Mij)

Tabla 46: Matriz de componentes principales

Autovalores iniciales
Componente Total % de la varianza % acumulado
1 2,902 58,049 58,049
2 1,028 20,560 78,609
3 775 15,500 94,109

NUmero de componentes necesarios hasta alcanzar >90% de la variabilidad

0,54

PP O

Componente 2

20,56%

107 AL) 58,04%

T
10

05

00 0s

Componente 1

Figura 23: Scatterplot del Andlisis de Componentes
principales del cruzamiento Vf422 x Vf937, generacion F.;

Componentes
1 2 3 4 5
PPP -,037 ,996 -,005 ,077 ,019
NOP ,913 ,004 -,323 -,095 ,231
NSP ,882 ,095 -,394 -,109 -,215
PL ,906 -,131 ,184 ,356 -,014
HSW ,685 ,098 ,694 -,200 -,011

Valores de los vectores propios de los primeros cinco componentes
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Histogramas de las poblaciones F, y F,.3
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Anexo II

1.- CARACTER ALTURA DE LA PRIMERA FLOR (HLF)

Cruzamiento Vf417xVf172

F> Fas
V417 =4,63 vfal17=4,63
Vf172=3,22 Vf417xVf172 Vf172= 4,07 Vf417xVf172
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Cruzamiento Vf751xVvf1809
F,

Vf751 =9,26
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CruzamientoVf422xV{751

F2
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Cruzamiento Vf937xVf751

F> Fas3
Vvf937=75,02 vfa37=16,56
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Cruzamiento Vf937xVf422
F> Fas3
Vf937=5,02 Vf937=6,56
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2.- CARACTER ALTURA DE LA PRIMERA VAINA (HLP)

Cruzamiento Vf417xVf172
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Cruzamiento Vf751xVvf1809
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CruzamientoVf422xV{751
F,

vf422=5,83

Vf751=9,33 Vf422x V751

12

10

11

Cruzamiento Vf751xVf422
F>

Vf751=9,33

viazz-ss3| VF751xVf422

18
16

14

12

10

8

QN BoO

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

I:2:3
urei-uss | V751xVH422
14
12
10
8
6
a
2
0
50 55 60 65 7.0 7,5 80 85 90 95 10,0

Cruzamiento Vf1809xVf422
F

Vvf1809=17,89

viazz - 5.83 | VF1809xVf422

40
35

30

25

20
15
10
5
0

12

226



Ruiz Rodriguez MD Anexo 11

Cruzamiento Vf937xVf751
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Cruzamiento Vf937xVf422
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3.- CARACTER FLORES POR INFLORESCENCIA (FPI)

Cruzamiento Vf417xVfl172
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Anexo II

Cruzamiento Vf751xVvf1809

F)

T eo e | Vf751xVF1809

25

20

15

10

5

]

f3235352253534¢3

Cruzamiento Vf1809xVf751

F>

Vf1809=6,20

V{751 =5,75

18

Vf1809xVf751

16

14

12
10
8

QO N B

45 50 55 60 65 7,0 7,5 80 85 90

Cruzamiento Vf751xVf417

F

Vf751=5,75
V417 = 2,96

16

Vf751xVvf417

25 30 35 40 45 50 55
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CruzamientoVf422xV{751
F,

Vel Vi422xV751
16
14
12
10

O N B O

3,5 4,0 4,5 5,0 5,5 6,0

Cruzamiento Vf751xVf422

F> Fas
Vf751=5,75 Vf751=7,96
viazz-397| VF751xVf422 viazz-s51a | VF751xVf422
20 14
12
15 10
8
10 .
4
5
2
0 0
N o L o mn o n (=] n
15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 SR o2 oo o2 o3

Cruzamiento Vf1809xVf422
F

vf1809= 6,20

viazz =397 VF1809xVf422

35
30
25
20
15
10

5

o]

30 35 4,0 45 50 55 60 65 7,0 7,5 8,0 85
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Cruzamiento Vf937xVf751

F Fas
Vf937=4,35 Vvf937=5,01
virsiosss| VF937xVE751 virsioaee | VFO37XVF751
25 16
14
20 12
15 10
8
10 6
4
5 2
0 0
ial (=} tal (=] el o il (=] el o il
3,5 40 45 5055 60 65 70 7,5 80 85 9,0 TR 2y 203 a R
Cruzamiento Vf937xVvf417
F> Fas
V{937 = 4,35 vf937=15,01
viai7-296| VFI37xVF417 viaiz-a.84 | VFI37xVvf417
60 40
- 35
30
40 25
30 20
15
20 10
10 5
0
[Ta) o [Te) o [Tel o Tel o L o
20 25 30 35 40 45 50 55 = R~ .

Cruzamiento Vf417xVf937
F

Vf417=2,96

vioaz-a3s| VF417xVf937

18
16
14
12
10

8

o N BE;

3,5 4,0 4,5 5,0 5,5 6,0 6,5
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Cruzamiento Vf937xVf422

F> Fas3
Vvf937=4,35 Vf937=5,01
vfa22=3,97 Vf93 7XVf422 Vf422=5,14 Vf937XVf 422
25 25
20 20
15 15
10 10
5 5
0 0
Vs (=] w o w o Vs o w o Vs o
15 2,0 25 30 35 40 45 50 55 60 P T

Cruzamiento Vf422xVf937
F>

vf422=3,97

viosz-a3s | VF422xVFf937

35

30

25
20

15
10
5
0

20 25 30 35 40 45 50 55 60 6,5
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Anexo II

4.- CARACTER NUMERO DE RAMAS TOTAL (NTP)

Cruzamiento Vf417xVf172

F> Fas3
V417 = 4,26 V417 = 5,22
Vfl72= 3’9 Vf417XVf172 vfl72= 5r04 Vf417XVf172
35 45
10 40
35
25 0
20 25
15 20
10 15
10
5 5
] 0
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 S R a2 2R
Cruzamiento Vf422xVf172
F> Fas
vf422=3,83 Vvf422=4,96
Vf172=3,9 Vf422xVvfl172 viiza=soa | VF422xVFf172
25 35
30
20
25
10 15
10
> 5
0 0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 )
Cruzamiento Vf937xVf172
F> Fas
vf937=4 Vvf937=3,10
Vf172=3,9 Vf937xVv{fl172 viirz=s0a | VF937xVf172
25 30
20 25
20
15
15
10
10
5 5
0 0
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 2 2 2 2 a2
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Cruzamiento Vf751xVvf1809

F,
viiaos2es| VE751xVF1809
40
35
30
25
20
15
10
5
0
1 3 4 5 6

Cruzamiento Vf1809xVf751

F>

Vf1809= 2,65
Vf751 = 2,5

35

V§1809xV{751

30

25
20
15
10
5
0 | I
2 3 4 s 6

Cruzamiento Vf751xVf417

F

Vf751=2,5
Vf417=4,26

12

Vf751xvf417

10
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CruzamientoVf422xVf751
F,
Vo ael V422xVE751
30
25
20
15
10
5 .
0 Il
2 3 4
Cruzamiento Vf751xVf422
F2 F2:3
voeasae | vi751xvia22 Va2 | Vf751xVf422
18 18
16 16
14 14
12 12
10 10
8 8
6 5}
4 4
: : In 1 .
2 3 4 5 & 7 v EIRST SRR

Cruzamiento Vf1809xVf422
F

Vf1809= 2,65

viazz-3,83 | VF1809xV{422

60

50

40

30

20

10

0
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Cruzamiento Vf937xVf751
F> Fas3
vf937=4 Vf937=3,10
virsiozs|  VI937xVf751 vie1sgy | VF937xVF751
30 25
25 20
20
15
15
10
10
S 5
0 0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 et S S S S S S R S
Cruzamiento Vf937xVf417
F> Fas
vfa37=4 Vf937=3,10
viai7-a0a| VF937xVFf417 viaiz=s22 | VF937xVf417
35 40
30 35
25 30
25
20
20
15 s
10 10
5 5
0 0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 S 2>z Lo Zn

Cruzamiento Vf417xVf937
F

Vf417=4,26
Vfo37=4

20

Vf417xVvfo37

15
10
| i
0 -
2 3 4 5
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Cruzamiento Vf937xVf422
F> Fas3
vfa37=4 vf937=3,10
Vfa22=3,83 Vf937XVf422 Vvf422=4,96 Vf937XVf422
16 25
14
. 20
8
p 10
4 5
2
0 0
2 3 4 s & 7 8 10 11 P = e S S S

Cruzamiento Vf422xVf937
F>

Vf422=3,83
vf937=4

40

Vf422xVvf937

35

30

25

20

15

10
5

0

10
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5.- CARACTER LONGITUD DE VAINA (PL)

Cruzamiento Vf417xVf172

F> Fas3
Vf417=55,82 V417 =70,92
Vf172=64,67 Vf417XVf172 Vf172=52,55 Vf417fo172
40 50
35
20 40
25 30
20
15 20
10
10
5
0 0
50 55 60 65 70 75 80 3 @a R ~ - 4
Cruzamiento Vf422xVf172
F> Fas
vf422=85,89 Vvf422=175,38
Vf172=64,67 Vf422x"'f172 Vfl72=52,55 Vf422)(Vf172
35 7
30
55 20
20 15
15 10
10
5 5
0 0
50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 a IS Q2 2 2 : a 2
Cruzamiento Vf937xVf172
F> Fas
vf937=115,2 Vf937=98,99
viizz=ea67| VFI37xVF172 vii7z=s255| VF937xVfl72
20 25
15 20
15
10
10
5 5
0 0
O n O LMW o N o Wmw o wmw o wmwa on wn o [Tal o n o wn o (T3] o
n N W W M~ M~ O S S : : 0 M~ M~ (=] o0 (2} [eg] S S :
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Cruzamiento Vf751xVvf1809

F2

Vf751 =59,10

Vf1809 = 63,52 Vf751xVvf1809

30

25

20

15

10

5

0

35 40 45 50 55 60 65 70 75

Cruzamiento Vf1809xVf751

F>

V{1809 = 63,52

vfrs1 =s9.10, VF1809xVf751

30

25

20

15

10

5

0

35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90

Cruzamiento Vf751xVf417

F

Vf751=159,10

viai7-sss2| VI751xVf417

16
14
12
10

L= A A

50 55 60 65 70 75 80
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CruzamientoVf422xV{751
F,

Vf422 = 85,89
Vf751= 59r10 Vf422XVf75 1
10
]
6
4
2
0
55 60 65 70 75 80 85 90 95
Cruzamiento Vf751xVf422
F> Fas
Vf751=59,10 Vf751=55,05
V422 = 85,89 V§751xvf422 Vf422=75,38 Vf751xVvf422
20 25
15 20
15
10
10
5
5
0 0
40 45 50 55 60 65 70 75 80 2 2 2 4 2 o 2
Cruzamiento Vf1809xVf422
F.
Vf1809=63,52
via22 - s5.80 | VF1809XVF422
35
30
25
20
15
10
5
0
35 40 45 50 55 60 65 70 75 80
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Cruzamiento Vf937xVf751

I:2 F2:3
Vvf937=115,2 Vf937=98,99
Vf751=59,10 Vf937fo751 Vf751=55,05 Vf937XVf751
18 25
16
14 20
12
10 15
8 10
6
4 5
2
0] 0
o nw o w o W QO W o mw Qo w9 [} wn o L o L o L (=] LN o N
n n LW W M~ ™~ O 00 O O S 2 : : w0 w ~ r~ (=] o0 @ [=2] 2 2 : :
Cruzamiento Vf937xVf417
F> Fas
Vvf937=115,2 Vf937=198,99
V417 = 55,82 Vfo37xvf417 Vf417 = 70,92 Vf937xVvf417
30 30
25 25
20 20
15 15
10 10
5 5
0 a
n owmwowowmwowmwoOwmowmwowmao n o ;n o wmn o wm O wmw o n O w
W ™~ ™~ 00 00 O O 0O — = N ™~ M oS =] ~ ™~ o0 o (o2 B o3 o o — ~ ~
L T B I T I T I | = = = = = -
- Cruzamiento Vf417xVf937
F> Fas
Vf417 = 55,82 Vfa17=70,97
Vf937=115,2 Vf417XVf937 Vf937=101,81 Vf417XVf937
12 60
10 50
8 40
6 30
4 20
2 10
0 0
50 55 60 65 70 75 80 85 2 o IS £ 2 a2 = By
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Cruzamiento Vf937xVf422

F> Fas3
Vf937=115,2 Vf937=98,99
V422 = 85,89 Vf937xVvf422 V422= 75,38 Vf937xVvf422
14 25
12
20
10
8 15
6 10
4
5
2
0 0
B REBBE88 S8 S5 28 BRI BEEAEE S L8
= = = = = = - - = =
Cruzamiento Vf422xVf937
F> Fas
vf422 = 85,89 Vvfa22=75,38
Vf937=115,2 Vf422xVvf937 V937 = 98,99 V§422xVvfo37
30 40
2e 35
30
20 55
15 20
15
10
10
5 5
0
wn o mn o wn o wn o wn o
S0 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 woe e & o~ ® ® & o 28
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6.- CARACTER NUMERO DE OVULOS POR VAINA (NOP)

Cruzamiento Vf417xVf172
F,

Vo2 Va17xV172
40
35
30
25
20
15
10

5

0

2,00
2,25
2,50
2,75
3,00
3,25
3,50
3,75
4,00
4,25

Cruzamiento Vf422xVf172
F2

Vf422=3,88

viizz=a07 | V422xVf172

30

25

20

15

10

5

0

=] n =] n o n =)
n ™~ S ~ n ~ S
~ ~ o N o o <

Cruzamiento Vf937xVf172

F> Fas
Vvf937=4,67 Vf937=4,65
Vfl72=4,07 Vf937XVf172 vfl72=12,86 Vf937XVf172
30 35
25 30
20 25
15 20
15
10
10
5
5
0 0
2883188181884 S
~N m o m oM oM oo o s s oo ! 3,75 4,00 4,25 450 4,75 5,00 5,25 5,50
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Cruzamiento Vf751xVvf1809
F,

Vf751 = 2,95

vfisoe-3ss | VF751xVf1809

35

30
25

20

15

10
5
0]

FRE8KXNIREBLILERIRE
A d A NN AN Mmoo S s S
Cruzamiento Vf1809xVf751
F>
vf1809= 3,88
vizsy - 2,05 VF1809xVF751
30
25
20
15
10
5
0
o w o [T o w o n o wn (=]
o ~ wn ™~ q ~ [Ta] ™~ o f'\i‘ m\
~ ~ ~ ~ [ap] [ap] ™ ™ =t =t =t
Cruzamiento Vf751xVf417
F>
Vf751=2,95
Vf417-2.76 V§f751xVvfa17
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16
14
12
10
8
6
4
2
0
w o uw (=] wn o Vs (=]
~ wy I'\_' (=] ~ Y2 N_ﬁ D__
~ ~ ~ ™ m o o <t
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CruzamientoVf422xV{751
F,

Viroro 208 Vf422xVf751
14
12
10
8
6
4
2
0
= 8 2 A R =] 4
~ " ™ ™ " B <
Cruzamiento Vf751xVf422
F2 I:2:3
Vi -ses|  VF751xVf422 vy VE751xV422
30 30
25 25
20 20
15 1s
10 10
° 5
T e 4 o2 & s 1 s °
~ o o~ o o o o 2,50 2,75 3,00 325 350 3,75

Cruzamiento Vf1809xVf422
F

Vf1809 = 3,88
Vi422 = 3,88

25

Vf1809xVf422

20

15

10

5

o]

3,00 —

2,00 =
2,50
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Cruzamiento Vf937xVf751

F> Fas3
Vf937=4,67 vfa37=4,65
VF751=2,95 Vf937xVf751 Vi751=3,59 Vf937xV{751
35 30
30 2
25
20
20
15 15
10 10
E 5
0 0
wn o [Ta} [ Y o s T == Y s B = B o Y = B Vo I =
RIgan oo dan 2 3,25 3,50 3,75 4,00 425 450 4,75 500
Cruzamiento Vf937xVf417
F> Fas
Vf937=4,67 Vf937 = 4,65
Vf417=2,76 Vf937xVvfa17 V417 = 3,97 Vfa37xVvf4a17
40 50
35
20 40
25 10
20
15 20
10
5 10
o [Tal o u (=] [Tal o [T} (=] [Tal o [Tal (=] D
Ao dazaayna 375 400 425 450 475 500 525
Cruzamiento Vf417xVf937
F> Fas
Vfa17=2,76 Vfa17 = 3,97
vf937=4,67 Vf417XVf937 Vf937=4,65 Vf417fo937
16 60
14 w0
12
10 40
8 30
6
. 20
2 10
0 i
o [Tal o [Tal o
s s i = < 2,75 300 325 350 375 400 4325
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Cruzamiento Vf937xVf422

F Fas
e Vf937xVfa22 verzees | vfe37xvfaz2
35 35
30 30
25 25
20 20
15 15
10 10
- 5
0 0
8 ~ 8 K" g‘ ~ 3 K" 8 2,75 3,00 3,25 3,50 3,75 4,00 4,25
L O -
Cruzamiento Vf422xVf937
F> Fas
Vv \Vf422xV937 Ve aee | VFA22xVF937
30 60
25 50
20 40
15 30
10 20
5 10
o ]
S ~ R ~ 8‘ o 2 ﬁ‘ 8‘ Q‘ 3,00 3,25 3,50 3,75 4,00 4,25
~ ~ ~ ~ m [ag} o o™ = < 4 ’ ’ ’ ) »
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7.- CARACTER NUMERO GRANOS POR VAINA (NSP)

Cruzamiento Vf417xVf172

F2

Vf417=2,49
Vf172=2,45

Vf417xVvf172

40
35
30
25
20
15
10

5

0]

1,25
1,50
1,75
2,00
2,25
2,50
2,75
3,00
3,25
3,50
3,75
4,00

Cruzamiento Vf422xVf172

F2
Vfa22=2,66
vitz2=245 | VF422xVf172
40
35
30
25
20
15
10
5
0
© 8 8 % L8 1% 8 &S
— o~ ~ o~ ~ o m o m <

Cruzamiento Vf937xVf172

F> Fas
Vf937=3,88 Vvf937=3,82
Vf172=2,45 Vf937xVfl72 VF172=2,56 Vf937xVfl172
16 30
14 5
12
8 15
6
. 10
2 5
0 0
SURN8L3KL8L3KLE1RRKLESE
s S S S T S s S S S - 3,50 3,75 400 425 450 475 500 525
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Cruzamiento Vf751xVvf1809
F,

V751 = 2,65

viigoa-320 | VF751xVf1809

30

25

20
15

10

5

0

Cruzamiento Vf1809xVf751
F>

V{1809 = 3,20

vizs1 -265| VF1809xVf751

16
14
12
10

o N B O

2,00
2,25
2,50
2,75
3,00
3,25
3,50
3,75
4,00

Cruzamiento Vf751xVf417
F

Vf751=2,65

V417=2,49 Vf751xVvf417
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16
14
12
10

8

QoM B2o

2,00
2,25
2,50
2,75
3,00
3,25
3,50
3,75
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CruzamientoVf422xV{751
F,

Vfa22=2,66
Vf751=2,65

Vf422xVvf751

14
12

10

o N By

2,00
2,25
2,50
2,75
3,00
3,25
3,50

3,75

4,00

Cruzamiento Vf751xVf422
F>

I:2:3

Vf751=2,65
vfa22=2,66

Vf751xVvf422

18

16
14

12

10
8

6
4
2
0

1,50
1,75
2,00
2,25
2,50
2,75

3,00

3,25

Vf751=2,74
vfa22=2,89

Vf751xVvf422

30
25

20

15

10

5

0

2,75 3,00 3,25

3,50

3,75

Cruzamiento Vf1809xVf422
F

Vf1809=3,2
Vf422 =2,66

25

Vf1809xVf422

20

15

10

5

0

1,00
1,25
1,50
1,75
2,00
2,25
2,50
2,75
3,00
3,25
3,50

3,75
4,00
4,25
4,50
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Cruzamiento Vf937xVf751

F> Fas3
V937=3,88 Vf937=3,82
Vf751=2,65 Vf937XVf75 1 Vf751=2,74 Vf93 7XVf75 1
25 30
20 25
15 20
15
10
10
5
5
0 0
828&82828\2828\23&8 2,00 2,25 2,50 2,75 3,00 3,25 3,50 3,75 4,00 4,25
E I B R B o VI o It I o A S S s T o T e s T~ I~ I S B Vs ] ’ r r ’ ’ r ’ ’ ’ ’
Cruzamiento Vf937xVv417
F> Fas
Vf937=3,88
’ Vf937=3,82
viai7-200|  VF937xVF417 Viatroses | VF937xVF417
35 50
30
50
25
20 40
15 30
10 20
5 10
0 0
8X8L88RK8881884K8L8
" A A AT NN NN M Am e o o SN 3,00 3,25 3,50 3,75 4,00 4,25 4,50

Cruzamiento Vf417xVf937

F> Fas
vfa17=12,49 Vf417=3,65
Vf937=3,88 Vf417xVf937 Vf937=3,82 Vf417xVf937
10 50
8 40
6 30
4 20
2 10
0 0
o uwn o uw o w o [T o n o
b S S S S A S A = S 250 275 3,00 325 350 375 4,00
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Cruzamiento Vf937xVf422

F> Fas3
vf937-=3,88 vf937=3,82
viazz-266 | VFI37xVF422 via2z- 280| VF937xVf422
25 35
20 10
25
15 o
10 15
< 10
5
0 0
o N o n o 7] o mn o N
S S A S T S S S - 225 250 275 300 325 350

Cruzamiento Vf422xVf937

F Fas
Vfa22=2,66 Vf422=2,89
viear-38s| VF422xVf937 vios7=3g2| VF422xVf937
30 50
» 40
20
30
15
10 20
5 10
0 0
i FT‘ g‘ No@ FQ‘ & 8 2 B8 2,25 2,50 2,75 3,00 3,25 3,50 3,75 4,00
— — ™~ ~ ~ ™~ o m m s} = ’ » ’ ’ » ’ ’ ’
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8.- CARACTER PESO DE 100 SEMILLAS (HSW)

Cruzamiento Vf417xVf172

I:2 I:2:3
vfa17=47,54 vfa17 = 48,09
vii72-a9qs| V417xVf172 vfi72=3s80| VF417xVFf172
30 35
25 30
20 25
15 20
15
10 |
. ' I 10
5
el Lol :
[¥a] uwy Ly [Tg} [Tp] [¥a] [T} uwy [T} (7] ("] ("] 0
Nom S5 e R ® e g ggon SRILYLRBBBRRE YR
Cruzamiento Vf422xVf172
F2 I:2:3
vf422=89,49 vfa22 = 64,60
viizz-a0as| VF422xVF172 viizz-3880| VF422xVFf172
20 30
25
15
20
10 15
5 10
5
0 0
n oo w o wmwo wmwowmwowow;mwo wmo
M EFFTAWOORFDING GG 2 % 2 B R YR L E Y8R
Cruzamiento Vf937xVf172
I:2 I:2:3
Vf937=132,66 vf937 = 89,23
viizz-a9as | VFI37xVF172 vii72-3880| VFI37xVf172
18 30
16
14 3
12 20
10 |
8 | 15
c 1L 10
. 10000
5 (ERRERRNN 5
omm o NUNUNNRRTNT,. T .
R S - - SRS LRBBBRLELR
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Cruzamiento Vf751xVvf1809
F,

VI751 =47,4

vf1go9-237.74) VF751xVf1809
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20
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15
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70
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Cruzamiento Vf1809xVf751
F>

Vf1809 = 37,74

virsy - a7,0 | VF1809xVf751
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Cruzamiento Vf751xVf417
F

Vf751=47,4

via17-a75a | VF751xVf417
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CruzamientoVf422xV{751
F,

Vf422 = 89,49
Vf751=47,4

V§422xVf751

12

10

. [,
) L1111,
ar IR
o o o o o o o (=] (=] o
— ~ M =t T3] (=] M~ 0 a E
Cruzamiento Vf751xVf422
F> Fas
Vf751=47,4 Vf751= 28,59
viazz-soa9 | VF751xVFf422 viazz-6as0| VF751xVf422
18 14
16 12
14
1 10
10 8
8 6
N 4
a4
5 2
] 0
o w o uw o [Ta} o wn o [Ty) o w o uwn o w o [Ta] o
w uw (V=] w ™~ M~ o0 (=] [=2] m < < uwn wn w [¥=] M~ ™~ (=53]
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Cruzamiento Vf937xVf751
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Cruzamiento Vf937xVf422
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9.- CARACTER NUMERO DE VAINAS POR PLANTA (PPP)
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Cruzamiento Vf751xVvf1809
F,

Vf751 = 29,08

V1800 - 2057 VF751xVf1809

18

16
14

12

10

8

= R )]

o

10
15
20
25
30
35
40
45
50
55
60

65
70
75
80
85

Cruzamiento Vf1809xVf751
F>

Vf1809= 29,57

Vf751 = 29,08 Vf1809xVf751

14

12

10

o N B oo

25
30
35
40
45
50
55
60
65

70

Cruzamiento Vf751xVf417
F

Vf751=29,08

Vfa17=28,33 Vf751xVvf417

10

8

6

10
15
20
25
30
35
40
45
50
55
60

65

70

75

80

260



Ruiz Rodriguez MD

Anexo II

CruzamientoVf422xV{751
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Cruzamiento Vf937xVf751

F> Fas3
Vf937=15 Vf937=12,13
Vf751=29,08 Vf937XVf75 1 Vf751=18,57 Vf937fo75 1
16 25
14
1 20
10 15
8
6 Ll l 10
s 1L11]
X i I 5
o IHINLET LN o
(X2l [fp] L u u (53] uw L u "3 wn o wn o [Ta} o wn o wn o [Tg} o wy o
= ~ m < wn (=] ™~ =] (s3] — N NN < s "N o W W~
Cruzamiento Vf937xVf417
F> Fas
Vf937=15 Vf937=12,13
via17-2833| VF937xVfi417 viaiz-234a| VFI37xVf417
50 70
50
40
50
30 40
20 30
20
10 By I
0 0 m
S 2 R &4 R 4 8 9 3 18 8 8 10 15 20 25 30
- Cruzamiento Vf417xVf937
F> Fas
vfa17=28,33 vfa17=23,44
Viesre1s | VF417xVf937 viszy- 1213 | VF417xV937
8 45
7 40
6 35
c 30
25
4 20
3 15
2 10
1 5
0 0
ngs 1M g v g a3 92 3 8 5 15 20 25 30 35

262



Ruiz Rodriguez

MD

Anexo II
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10.- CARACTER NUMERO DE GRANOS POR PLANTA (SPP)
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CruzamientoVf422xV{751
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Ruiz Rodriguez MD Anexo Il
Tabla 1: Nombre y secuencias de los marcadores testados en las poblaciones evaluadas
Nombre del cebador Nombre del cebador® Cebador Fw Cebador Rev TO Crom?®
M1U059 mtmt_GEN_01106_02_1 (GLIP263) CACTGGTGCAGAACAAGGAA CAGAGAAACCCCAACCAAGA 58 I
M1U061 FENR ATGCTTATGCCAAAAGATCCAAATGC ATCTTGTCACCGGGATCAAGCACACA 58 |
M1U063 AnMtL10 CCCGGTTACGAATCTTCGCATC GATCTAGAGTTGGATTTTGCAAGATC 58 |
M1U064 mtmt_GEN_00446_01_1 (GLIP063) TCTTCAGGAGGTAGCTGGGA CAAGGCGAAGAAAGAACGAC 58 |
M1U068 Lup246 ACTAATGCAGATGAGAGGTCTT ATCCTTGTCAGAGAGAGTTCC 58 |
M1UQ79 ASNEP GAAGAAAAAACATGCTTCTGGATCATATA ATCTTTAACCAATTTATATTGCTGGTGCA 58 |
M1U093 Lup052 CTGGTTCTGTTCTTCAACTGTA GTCATATCCTTTCCATGCAC 58 |
M1U094 PEPCASE TGGCAGCTATATAAGGCTCAGGAG GAAATACTCAACAAAACGTGGTTCCTTGA 58 |
M2U345 PRCE ATGGTGAAACCCGCGAAGGGTACTA CCAAGCATGTACGGATTAATTTCAATA 58 |
MCo002 mtmt_GEN_00036_02_1/a AATGACGGTAGCTTGGATGG GAACCCTCTTCCTGGACCTC 60 I
MCo005 mtmt_GEN_00995_01_1 (GLIP331) ATGGCTAAAGCTCCTGTCCA TACCAACCATGACCGCTGTA 58 |
MCo006 mtmt_GEN_01102_02_1 (GLIP419) TCTTGCTATGGCAACTCGTG GTTGAATCCAGGCTCAGGAA 58 I
MCo027 Pis GEN_7_1 2 1 TTGATGGCAGCTACAGCAAG AGTGCTCCTAGCATAGCCCA 60 |
MCo034 psat EST_00180_01_2 CTTAGCAAACGCCGGAATTA CGCCTTTGCAAATGAAAGAT 56 I
MCo0051 mtmt_GEN_00447_04_3 (GLIP065) CAGAAGATGTGCCAAAAGCA GCTTCCAATGCTTTCCATGT 58 I
MCo058 BGAL AGACTTGTCTTGGCAGAAATGGTCTTACA | AATATGATACCATTTCTGTGTTGGTTCTCCA | 58 |
MCo061 LGO07 TTGACGTTGATCTTTACAGCCAGG TGCAAGAAGAACCTCTTGGACCAG 58 |
MCo064 Pis_GEN_14 7 1 ATGTCCTTCAAGGCGAGAGA CCTGGTTCTTGGTGTCGATT 60 |
MCo070 mtmt_GEN_01965_03_1b (GLIP651b) TTGTTGCAAGCAATGGAGAG AAGAAGGCCAAGCAAGTTGA 58 |
M1U071 mtmt_GEN_00999_01_1 (GLIP337) TGCAATGATTTGGGCACTTA CTTTTGGCCAAGTACCAGGA 58 1l
M1U072 Lupl23 GCTCTCAGATCTTATCAACCTT ACTTCACTATCTTCTCCAGGG 58 Il
M1UO077 Lup242 TTGTCTCTGGTAATTCTCACAC AGACATGTATGACACCTGATTG 58 Il
M1U095 Ms_U515 GTTAAGGGAACCATGACAACCACA CATTCATTGTCATACCAAGCAACCA 58 Il
M1U096 AIGPa CTGATAGGGCCAGGAGGCAGGGAAGA GTTTTTTAGCATTTGGACGAATGGTTGGT 58 Il
M1U097 LG102 GCCACACCTTGGTTCTAGAGGGC GGCGTTTGAAGGAGCGTAAAGC 58 Il

" Nombre empleado para el marcador en trabajos previos (revisado por Satovic et al. 2013).  Cuando no esta asignado a cromosoma se indica a que GL esta asignado y en
gué poblacién. *Gl correspondiente a la poblacién Vi6xVf27 (Cruz-lzquierdo, 2009). ** GL correspondiente al mapa compuesto de V.faba L. (Satovic et al. 2013).
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Tabla 1 (Continuacién): Nombre y secuencias de los marcadores testados en las poblaciones evaluadas
Nombre del cebador | Nombre del cebador® Cebador Fw Cebador Rev TO Crom?®
M1U098 JUNBP TCTTCGTCATCATCTTCGGCGATAGCACA GGATGTGAATGATACCATCCCACGACA 58 Il
M1U099 LG107 CAGGCCTTCCTCCTCACATATCTG GGTACTTGTGATAATTGGTTGGCTCC 58 Il
M1U225 mtmt_GEN_01114 05 1 CTGGAGGGATGATGACTGGT TTGTAGAGCCATTGTCACGC 58 Il
M2U305 Pis_ GEN_4 3_1 TTGGAGGCGAGTTTCAGTCT GAAGTTGGTGTCCGGTCCTA 60 Il
M2U306 Pis GEN_58 3 4 1 TGGTGAACCACCAAAGGAAT CCAAGCAATGGAACCAAACT 58 Il
M3U002 Pis GEN_21 1 1 GTTGAAGATCCTTCCACCGA CTTCATTCGCAAATTCCCAT 56 Il
M3U006 psat EST_00161 01_1 CTGTTGACCTGAGAACGCAA AAGTCGGGATACCGTGACAG 60 Il
MCo009 6DCS CTCACGAAAGCCATTGGAGCCAGCAACT TGCCATGAGCATCAGCCAATTCTTTGA 58 Il
MCo025 Pis GEN_20 1 1 CACTTCGCTGGTGTTGCTTA ATCATTCTGCATGGACCACA 58 Il
MCo028 Pis_ GEN_23 5 6_1 AAGGAGTTGGCTCAAAACGA GCATCAGACAACCTCTGCAA 58 Il
MCo030 Pis GEN 57 1 2 1 ATCCGCAATTGGCGTAATAG GCCTGTGGTGTATCCATGTG 58 I
MCo033 mtmt_GEN_00103_01_1 TAGAGCAGCAAGTGCTTCCA CATCCATTGCTTTTCGCTTT 56 Il
MCo066 mtmt_GEN_00022_02_1 CCCTCAAGAAAAGCCATTTG AAGACCAGCAAATGGGACAC 58 Il
M1U029 ATCP AACCAATTGGTATTGCAGCTCAGAGCCA TTCCTTGCCAAGAACAAACCGAATGTCA 58 [
M1U030 LSSR9b CAAAGGATGGTTTCTTGTTAGGTC CCTCGCACATTTCCTACCCA 58 i
M1U031 Lup185 GAAGGAGAATTAGGGAGCTTAC CCACTTTCCATGACAAATCT 58 [
M1U033 Lup346 GTCAAGCCGGTATTCAAGT CCAGATCTACAAATATAGCACG 58 [
M1U036 REP GCCAATTTCCTCGTCGCTACTTC GCTAAAAGATTCATCTCCGGTATCCA 58 [
M1U044 PTSS4 TGGGATTTTGTCTTTTGTTGATAAGGATCAG TTGGACCATCTCCCAAGTACTTTTGTA 58 [
M1U222 mtmt_GEN_00914_04_3 TTGCACTTGCAGAAATGGAG TGGTAGGGGTATCCGTCGTA 58 I
M1U224 mtmt_GEN_01090_01_1 AGCGTGTTATTCGTCAAGGG TCAGGTCATCGTCACCGATA 58 I
M1U263 Pis GEN_8 1 1 GGAATTCAAGGCAACTGAGC TCACAAAGATCCCACCAACA 58 [
M3U059 SECA (GLIP549) ATGATCCACGAGAACAATGGGCTTCA CATAGGTTTGTTTGTAGGCACGATTGTA 58 [
MCo001 mtmt_GEN_00012_03_1 CCCAATGGTGGAATTTTGAC GGATTTTCTGCACGAGGTGT 58 [
MCo014 Lup066 GCTATCTATGACATTTGCAGG ATTCTAGGATAAGGGACCAAGT 58 I

T"Nombre empleado para el marcador en trabajos previos (revisado por Satovic et al. 2013). Z Cuando no esta asignado a cromosoma se indica a que GL esta asignado

y en qué poblacién. *Gl correspondiente a la poblacion Vi6xVf27 (Cruz-lzquierdo, 2009). ** GL correspondiente al mapa compuesto de V.faba L. (Satovic et al. 2013).
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Tabla 1 (Continuacién): Nombre y secuencias de los marcadores testados en las poblaciones evaluadas
Nombre del cebador Nombre del cebador® Cebador Fw Cebador Rev TO Crom?®
MCo029 Pis GEN_25 2 3 1 TGGGAATGTTCTGCATTTGA TCCACTGTCCCAGCATTGTA 56 1
MCo050 psat EST_00190 01_1 CAGGTTGTTGAAGCTCCTGA GGGAACCTCTTGATCCCAAT 60 1
MCo055 mtmt_GEN_00477_04_1 (GLIP 301) GACCGGAAAACAATGATGCT GTAGCCCCCAAAAGGACTTC 58 1
M1U002 28d22-5 CCAACTCTTTTCAAGGGCAGC TGTCCCAAGCTCCAATTTCC 58 v
M1U004 PRAT AGGAGGTAGTTGAGTACATGTCTGACA GGAAGGAAATGTGTCAAATTCCTCATCA 58 1\
M1U009 28d22-4 CCAACTCTTTTCAAGGGCAGC TGTCCCAAGCTCCAATTTCC 58 v
M1U010 CNGC4 AGAGATGAGAATCAAGAGGAGGGATGCA | CATGATGAAGAGCATTTCGTCCACTGGA 58 1\
M1U016 Lup210 GCGCTCTCTTGACATTGA TGAAGTGGATTCTAGGATAAGG 58 1\
M1U019 FIS1 TTGCCACAGTAGAAGCAGAAGAGATA CTGTTTCATCAACTTCAGCAACTTT 58 1\
M1U022 Ms_U182 TACTGGGAGGTTTTGCAATGGCA CAAATAAAGTCCTTGCAGCAGGTAG 58 1\
M1U024 LG085 GTGCCAGTTCCACCATCATAGCC CAGCTCCAATCCAGCATCTTGC 58 v
M1U227 mtmt_GEN_01947_02_1 (GLIP613) GTAAAGTTGCCAGCCCATGT GCAGCACGGTGTTCTCTCTC 58 1\
MCo011 mtmt_GEN_01951_11 la (GLIP621a) CATGCTGCTGCATTTGCTAT AGGAACAGCTACAAGGGGGT 58 1\
MCo026 Pis GEN 5 4 5 1 ACTGGAAAAGGCTCGGAAAT GTTGCACCTTTCTCTTTCGC 58 1\
MCo053 mtmt_GEN_00861_03_1 (GLIP223) CTGAGAACACGGAGCACAAA ATTCCCAGCTTACACGCAAC 58 v
M1U085 mtmt_GEN_00547_02_2 (GLIP099) CTTCATGCCAAAAATGCTGA GAAGAAGCACCAAGAGCACC 58 \%
M1U087 PESR1 ACAAGCCTAGAAAATCCATTC CGATATGAGTGTACTCAATTTGTGGTC 58 \%
M1U088 Lup036 CTGATATCCATTCACCTCAAG AACACCTGGAAGTCCAACTA 58 \%
M1U089 CPCB2 AGAAAGAGTGAAGTCTGTGGATCTACATC | GGATGAACAGCCACACACCTAATGTAATC | 58 \%
M2U304 mtmt_GEN_00016_01_1 TGCCACCAGGTTTTAGGTTC CTTGCACCGTTTGGGTACTT 60 \Y
M2U307 Pis GEN_9 3 1 GGCAAGCCTTATTCAGCAAG CTCCACCTCTTCTGTGCTCC 60 \Y
M3U008 psat EST_00178_01_1 GCGAGAGGAAACAATTTGGA CAATTCTCTCCCCAAAGCAG 58 \%
M3UO057 mtmt_GEN_00768_01_1 (GLIP191) ATGGATTCAGAACCAGTGGC GTCAGATTTCCCTCCAGCAG 58 \%
MCo042 UNK28 GTAGATTCAATTCAAGTGCGAAAGGCTTTC | TACCAACCCATCAATGTTCTTCTAACTTTG | 58 \%
MCo048 Pis_ GEN_6_3_1 ATCAAAGTTGTCTCCGACCG CTCCCTGCACCTTCTCTGTC 60 \Y

TNombre empleado para el marcador en trabajos previos (revisado por Satovic et al. 2013). ° Cuando no esta asignado a cromosoma se indica a que GL esta asignado y en
gué poblacién. *Gl correspondiente a la poblacion Vi6xVi27 (Cruz-lzquierdo, 2009). ** GL correspondiente al mapa compuesto de V.faba L. (Satovic et al. 2013).
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Tabla 1 (Continuacién): Nombre y secuencias de los marcadores testados en las poblaciones evaluadas

Nombre del cebador Nombre del cebador* Cebador Fw Cebador Rev TO Crom?”
MCo065 Pis GEN_28 1 1 CGGTGACGGTAGGGAAAGTA ATCACTTTGCAAGGACCACA 58 \
MCo067 mtmt_GEN_00866_02_1 (GLIP225) AAAGGCCTGGTCTCAAGGAT ATCCCTCTTTGCACCATCTG 58 \
M1U049 NRT2 GGAAGCTCCATGCATGGAGTA ATTGCACCCATTGCAAGCCTTGAGA 58 VI
M1U052 tRALS GGTCTGCGAGCTGTTTTTGGAGAAG GCAATTCCCTCCTCAGCTAAAAGTG 58 VI
M1U053 Lup280 GGATGTGACAAACAAGGATT GAACAGACTTTCTCCTACGTTCT 58 VI
M1U223 mtmt_GEN_01121 09 1 CGCCTTGTATTCGAAAGAGC ATTTTCCCACTTGATGCCAC 58 VI
MCo004 mtmt_GEN_00892_01_3 (GLIP227) CTGGTGAACCTGCGAAGAAT CTCCGGTTCAGTTGAAGAGC 58 \
MCo013 LG068 CGCACAGGATTTGGTGCAGTTCC TCCTGGATTCATTTGGAAGACATTG 58 VI
MCo015 Lup299 TAAGCTATGGGAAAGTCGTACC GCGATATCAAGACCGTTATTAG 58 Vi
MCo031 mtmt_GEN_00024_04_1 TTGGTGATGGATGCTGTTGT CATCGTCATCTGTGTGACCC 58 \
MCo054 mtmt_GEN_01115_02_1 (GLIP265) ATGAGCAAAGAAAGGCCAAA TACCAGCACGTGGTTGATGT 58 VI
MCo060 HBP2 TTTATGGTCTCCAAAAGTGCAAACTTTGT | ATATTTGAGATTGCTCCATCAGCTCA 58 VI
M1U105 Lupl72 ATTATCTTAGCTATCTCTCCCG CATCAACAGCATTAGTTCCT 58 GL11*
MCo0069 GBNP GCTTCAAGCTTGTCATCGTCGGCGA GTATCCCAGCAGTAGAAGCGAATCT | 58 GL11*
MCo032 mtmt_GEN_00032_01_1/a CCTGGAGCAGATGGACAAAT CAAGCGCATACTCCAGAACA 60 GL16*
MCo035 psmt_EST 00196 _01_1 TAGTTATGCTCATGGCGCTG TGGATTGGTAGGAGACTCGG 60 GL14*
M2U308 mtmt_GEN_00481 05 1 CAGTCGTGGGGCTGATTTAT TTCTGCAGGCATAGCAAATG 58 GLO1**
M3U007 mtca_EST 00216 01 1 TGGTGGTCATGCTAGTTGGA GGACAGAAATTGGTGGCAGT 60 GLO3**
M3U009 psat_EST_00191 01_1 AACCCGAGCCTTCAACTTCT TGTTGCTAATCGTGCATCTGA 60 GL12**
M3U058 mtmt_GEN_01149 03_1 (GLIP477) AAATGGGGGTATCAAGAGGG TTCACCAAAAGACCACCCAT 58 GL12**
M1U057 SHMT ACCACAACTCACAAGTCACTTC TTGCTGAGAACCTGCTCTTGGTATG 58 No ligado

"Nombre empleado para el marcador en trabajos previos (revisado por Satovic et al. 2013). “ Cuando no esta asignado a cromosoma se indica a que GL esta asignado y en
qué poblacion. *Gl correspondiente a la poblacién Vi6xVf27 (Cruz-lzquierdo, 2009). ** GL correspondiente al mapa compuesto de V.faba L. (Satovic et al. 2013).
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Figura 1: Marcadores testados y polimorfismos encontrados en la validacion de QTLs en diferentes poblaciones
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Anexo IV

Tabla 1: Polimorfismo hallados en las poblaciones evaluadas

Vfo37xVf172 Vfo37xVf751 VfO37xVf417 Vfo37xVf422
NO(TG?re Nombre del cebador® Crom? Tamafio del Tipo de Tamafio del Tipo de Tamafio del Tipo de Tamario del Tipo de
cebador fragmento | polimorfismo | fragmento |polimorfismo | fragmento |polimorfismo | fragmento | polimorfismo
M1UO059 mtmt_G(El:l_Fs)zléLg)G_OZ_l | 303 Monomorfico 303 Monomorfico 303 Monomorfico 303 Monomorfico
M1U061 FENR | 5771726 M/A 5771726 M/A 726 M/A 377/726 M/A
M1U063 AnMtL10 I 231 Monomorfico N/A N/A 231 Monomorfico
M1U064 mtmt—G(E’:ﬁjogg‘;)G—Ol—l | 388 Monomorfico 388 Monomorfico 388 CAP(Hinfl) 388 Monomorfico
M1U068 Lup246 I 306 Monomorfico 306 Monomorfico 306 Monomorfico 306 Monomorfico
M1U079 ASNEP | 704 CAP(Hindlll) 704 M/A 704 Monomorfico 704 M/A
M1U093 Lup052 I 1278 CAP(Hinfl) 1278 Monomorfico 623 CAP(Hhal) 1278 Monomorfico
M1U094 PEPCASE I 417 CAP(Hpy8l) 417 Monomorfico 417 Monomorfico 417 Monomorfico
M2U345 PRCE I 277/303/456 Monomorfico | 277/303/456 Monomorfico | 277/303/456  Monomorfico 298/315 ALP
MCo002 | mtmt GEN_00036_02_1/a | 819 Monomorfico 819 CAP(Asel) 819 CAP(Bglll) 819 CAP(Bglll)
MCo005 mtmt_G(ElLlﬁaoggf)S_Ol_l | 356 Monomorfico 356 Monomorfico 356 Monomorfico 356 Monomorfico
MCo006 mtmt_G(ElLlﬁaoéllllé))Z_Oz_l I 273 Monomorfico 273 Monomorfico 273 Monomorfico 273 Monomorfico
MCo027 Pis_ GEN_7_1 2 1 | 775 CAP(Eco0130I) 775 M/A 775 CAP(Eco0130l) 775 Monomorfico
MCo034 psat_ EST_00180 _01_2 | 456 CAP(Alul) 456 Monomoérfico 456 ALP 456 Monomorfico
MC0051 mtmt—G(g'['ﬁDOgé‘g—o“—3 | 589/629 ALP 686 CAP(Apol) | 632/662 ALP 603/644 ALP
MCo058 BGAL | 611 CAP(Hpall) 611 Monomorfico 611 Monomorfico 611 CAP(sau961)
MCo061 LG007 I 456 Monomorfico 456 Monomorfico 456 Monomorfico 456 Monomorfico
MCo064 Pis_ GEN_14 7_1 I 422/460 ALP 304 Monomorfico 422/460 ALP 304 Monomorfico
MCo070 mtmt_G((E;IEI_P()61591665)_O3_1b I 413 Monomorfico 413 Monomorfico 413 CAP(Mboll) 413 Monomorfico
M1U071 mtmt—ca(g’t'l—;)gs?%g—(’l—l I 527 Monomarfico 527 Monomarfico 527 Monomarfico 537 CAP(Hinfl)
M1U072 Lupl123 Il 741 CAP(Hinfl) 741 Monomorfico 741 CAP(Ndel) N/A
M1U077 Lup242 Il N/A 654 Monomorfico 654 Monomorfico N/A
M1U095 Ms_U515 Il 550 Monomoérfico 550 Monomoérfico 550 Monomoérfico 550 Monomorfico

T Nombre empleado para el marcador en trabajos previos (revisado por Satovic et al. 2013). > Cuando no esta asignado a cromosoma se indica a que GL esta asignado y en qué
poblacion. * Gl correspondiente a la poblacion Vf6xVf27 (Cruz-lzquierdo, 2009). ** GL correspondiente al mapa compuesto de V.faba L (Satovic et al. 2013). NL: No ligado. CAP:
Cleaved Amplified Polymorphism. ALP: Amplicon Lenght Polymorphism, N/A: No Amplifica. M/A: Mala amplificacién que hace imposible su lectura.
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Tabla 1 (continuacién): Polimorfismo hallados en las poblaciones evaluadas

VfO37xVf172 VfO37xVi751 Vfo37xVf417 Vfo37x V{422
Nog;li)re Nombre del cebador® | Crom? Ta:jnea:ﬁo Tipo qle Tamafio del Tipo qle Tamafio del Tipo Qe Tamaro del Tipo Qe
cebador fragmento polimorfismo | fragmento | polimorfismo | fragmento | polimorfismo | fragmento | polimorfismo
M1U096 AlIGPa Il 550/696 Monomorfico | 550/696/872 Monomorfico | 550/696/872 Monomorfico | 550/696/872  Monomorfico
M1U097 LG102 Il 489 Monomorfico 489 Monomorfico 489 Monomorfico 489 Monomorfico
M1U098 JUNBP Il 576 Monomorfico 576 Monomorfico 576 Monomorfico 576 Monomorfico
M1U099 LG107 Il 678 Monomorfico 678 Monomoérfico 679 Monomoérfico 678 Monomorfico
M1U225 | mtmt GEN_01114 05_1 Il N/A N/A N/A N/A
M2U305 Pis_ GEN_4 3 1 Il 659 CAPs(Rsal) 659 Monomoérfico 659 M/A 659 CAPs(Rsal)
M2U306 Pis GEN 58 3 4 1 Il 1696 Monomorfico 1696 CAP(Asel) 1696 Monomoérfico | 1775/1696 M/A
M3U002 Pis GEN 21 1 1 Il 442/508 ALP 442/508 ALP 508 Monomoérfico 508 Monomorfico
M3U006 | psat EST_00161 01 1 Il 1105 Monomorfico 1105 Monomoérfico 1105/982 ALP 1105 Monomorfico
MCo009 6DCS Il 372 Monomorfico 372 Monomorfico 372 Monomorfico 372 CAP(Vspl)
MCo0025 Pis_GEN_20_1_1 Il 743 Monomorfico 743 CAP(Hinfl) 743/589 ALP 743 CAP(Hinfl)
MCo028 Pis_GEN_23 5 6_1 Il 566 Monomorfico 566 Monomorfico 566 CAP(Sau961) 566 Monomorfico
MCo030 Pis GEN_ 57 1 2 1 Il 1089 CAP(Hhal) 1089 CAP(Ec0130) 1089 Monomorfico 1089 CAP(Eco130I)
MCo0033 | mtmt_GEN_00103 01_1 Il 940 CAP(Vsp 1) 940 Monomorfico 940 Monomorfico 940 CAP(Vsp 1)
MCo066 | mtmt_ GEN_00022 02 1 1] 473 ALP 473 Monomoérfico 473 Monomoérfico N/A
M1U029 ATCP 1] 449 Monomorfico | 395/449/539 ALP 395/449/539 ALP 449 Monomorfico
M1U030 LSSR9b 1 404 CAP(Hpys8l) 404 Monomoérfico 404 Monomoérfico 404 CAP(Hhal)
M1U031 Lup185 1] 980 CAP(Ssil) 980 CAP(Hhal) 980/1002 ALP 1002 CAP(Hhal)
M1UO033 Lup346 1l 793 Monomorfico 793 Monomorfico 793 M/A 793 Monomorfico
M1UO036 REP 1l 370 Monomorfico 370 Monomorfico 370 Monomorfico 370 Monomorfico
M1U044 PTSS4 1l 1479/952  Monomorfico 952 CAP(Asel) 1479/1639 ALP 434 CAP(Asel)
M1U222 | mtmt_GEN_00914 04 3 11 473 ALP 473 ALP 473 ALP N/A
M1U224 | mtmt_GEN_01090 _01_1 1 305 Monomorfico 305 Monomorfico 305 Monomorfico 305 Monomorfico
M1U263 Pis GEN_ 8 1 1 I 492/528 ALP 492 CAP(Hinf 1) 492/528 ALP 492/528 ALP
M3U059 SECA (GLIP549) 1l 1678 CAP(Asel) 1678 Monomorfico | 1200/1978 ALP 1678 Monomorfico

T Nombre empleado para el marcador en trabajos previos (revisado por Satovic et al. 2013). * Cuando no esta asignado a cromosoma se indica a que GL esta asignado y en qué
poblacion. * Gl correspondiente a la poblacion Vf6xVf27 (Cruz-lzquierdo, 2009). ** GL correspondiente al mapa compuesto de V.faba L (Satovic et al. 2013). NL: No ligado. CAP:
Cleaved Amplified Polymorphism. ALP: Amplicon Lenght Polymorphism, N/A: No Amplifica. M/A: Mala amplificacién que hace imposible su lectura.
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Tabla 1 (continuacion): Polimorfismo hallados en las poblaciones evaluadas
Vf937xVf172 Vfo37xVf751 Vf937xVf417 Vf937xVf422

Nombre Tamarfo . Tamarfo . o . Tamaiio .

del Nombre del cebador* Crom’ del ol-irrlnp;rSSGmo del oI-irrIrf):rf?semo 'I;?;nérlrr]lgn?gl ol-irrlr?gr;?SGmo del oI-irrIrf)(())rf?semo
cebador fragmento P fragmento P 9 P fragmento P
MCo001 mtmt_GEN_00012_03 1 Il 621/646 ALP 621 Monomorfico 621/646 ALP 621 Monomoérfico
MCo014 Lup066 1] 306 Monomorfico 306 Monomorfico 306 Monomorfico 306 Monomorfico
MCo029 Pis_ GEN_25_2 3_1 Il 1179 Monomorfico 1179 CAP(Asel) 1179 Monomorfico 1179 Monomorfico
MCo050 psat EST_00190_01_1 1] 368/397 ALP 368 CAP(Hinfl) 368/397 ALP 397 Monomorfico
MCo0055 m‘mt—GEN—Og‘(‘)g—o“—l GUP |y | 4737400 ALP 4731409 ALP 4731409 ALP 409 Monomoérfico
M1U002 28d22-5 \Y 403 Monomorfico 403 Monomorfico 403 Monomorfico 403 Monomoérfico
M1U004 PRAT \Y; 406 Monomoérfico 406 CAP(Hpy8l) 406 CAP(Hpy8l) 406 CAP(Hpy8l)
M1U009 28d22-4 v 427 Monomorfico 427 Monomorfico 427 Monomorfico 427 Monomorfico
M1U010 CNGC4 v 468 Monomorfico 468 Monomorfico 468 Monomorfico 468 Monomorfico
M1UO016 Lup210 v 302/397  Monomorfico | 302/397 CAP(Apol) |274/302/397 Monomorfico | 302/397  Monomorfico
M1U019 FIS1 \Y 583 CAP(Bglll) 583 Monomorfico 583 CAP(MnlI) 583 CAP(Mboll)
M1U022 Ms_U182 \Y 1291 CAP(Eco0130I) 1291 CAP(Apol) 1291 CAP(Eco0130I) | 1261/1220 CAP(Eco130I)
M1U024 LG085 v 398 Monomorfico 398 Monomorfico 398/452 ALP 398/452 ALP
M1U227 m‘m‘—%gfl—%fg—oz—l W 597  Monomérfico | 574/597 ALP 597 Monomérfico | 643  Monomérfico
MC0011 mtmt—(ig'['ﬁfggf;)—“—la W, 295  Monomorfico | 284/310 ALP 295 CAP(Mnll) 295  Monomérfico
MCo026 Pis GEN 5 4 5 1 \Y 468 Monomorfico 468 CAP(Alul) 468 CAP(Alul) 468 Monomoérfico
MC0053 mtmt—%gﬁ—ﬁggg—oe’—l IV | 558/640 ALP 536/589 ALP 598 Monomérfico | 505 CAP(Miul)
M1U085 mtmt_G(ng_F())(;)éS;f_OZ_Z v 279 Monomorfico | 279 CAP(Msel) 279 Monomérfico | 279 Monomérfico
M1uU087 PESR1 \Y, 275 Monomorfico 275 Monomorfico 275 Monomorfico 275 Monomorfico
M1U088 Lup036 \Y, 277 Monomorfico 277 Monomorfico 277 Monomorfico 277 Monomorfico
M1U089 CPCB2 \% N/A N/A N/A N/A
M2U304 mtmt_GEN_00016_01_1 \% 402 Monomorfico 402 Monomorfico 402 Monomorfico 402 Monomorfico
M2U307 Pis_ GEN_9 3 1 \% 521 Monomorfico 521 Monomorfico 308 ALP 478/521 ALP
M3U008 psat EST_00178_01_1 \% 393 M/A 393 Monomorfico 393 M/A 393 Monomoérfico

T Nombre empleado para el marcador en trabajos previos (revisado por Satovic et al. 2013). 2 Cuando no est asignado a cromosoma se indica a que GL esta asignado y en qué
poblacion. * Gl correspondiente a la poblacion Vf6xVf27 (Cruz-lzquierdo, 2009). ** GL correspondiente al mapa compuesto de V.faba L (Satovic et al. 2013). NL: No ligado. CAP:
Cleaved Amplified Polymorphism. ALP: Amplicon Lenght Polymorphism, N/A: No Amplifica. M/A: Mala amplificacién que hace imposible su lectura.
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Tabla 1 (continuacion): Polimorfismo hallados en las poblaciones evaluadas

Vf937xVf172 Vf937xVI751 Vf937xVf417 Vf937xVf422
NO(;Telljre Nombre del cebador® Crom? Ta:jn;ﬁo Tipo Qe Tamafio del Tipo Qe Ta:jneallﬁo Tipo Qe Ta:jn;ﬁo Tipo Qe
cebador fragmento polimorfismo | fragmento |polimorfismo fragmento polimorfismo fragmento polimorfismo
M3U057 mtmt—G(g'El—ng 16)8—01—1 vV | 308/383 ALP 308/389  Monomérfico | 308 ALP 308  Monomérfico
MCo042 UNK28 \Y, 558 Monomorfico 558 Monomorfico 558 CAP(Mboll) 558 Monomorfico
MCo048 Pis GEN_6_3 1 \% 318/615 ALP 318/615 ALP 318/370 ALP 318/615 ALP
MCo065 Pis GEN 28 1 1 \% 598/769  Monomoérfico 598/769 Monomorfico | 598/769 Monomoérfico | 598/769  Monomorfico
MC0067 mtmt—‘ig'ﬁl—lfgfgfs—oz—l v 440 CAP(Ssil) 440 Monomoérfico 277 ALP 440  Monomorfico
M1U049 NRT2 \ 368 M/A 368 M/A 368 M/A 368 M/A
M1U052 tRALS VI 399 Monomorfico 399 Monomorfico 399 Monomorfico 399 Monomorfico
M1U053 Lup280 \ 898/1042 ALP 898 Monomérfico | 907/979 ALP 970/1006 ALP
M1U223 mtmt_GEN_01121 09 1 VI 658 Monomoérfico 658/576 ALP 1264/576 ALP 658/576 ALP
MC0004 mtmt—G(gTI—QZOZB%Z—Ol—?’ VI 603  Monomorfico 603 CAP(Hinf 1) 770 ALP 603  Monomorfico
MCo013 LG068 VI 270 Monomorfico 270 Monomorfico 270 CAP(Ssil) 270 Monomorfico
MCo015 Lup299 VI N/A N/A N/A N/A
MCo031 mtmt_GEN_00024_04_1 VI 552 Monomorfico 552 Monomorfico 552 M/A 552 Monomorfico
MCo054 mtmt—G(gTI—gzlgsl)S—oz—l Vi 365  Monomérfico 365 Monomoérfico | 282/365 ALP 365  Monomérfico
MCo060 HBP2 VI 407/509 M/A 407/509 CAP(Apol) 407/509 M/A 407/509 CAP(Apol)
M1U105 Lupl72 GL11* N/A 346 ALP 346 ALP N/A
MCo069 GBNP GL11* 228 Monomoérfico 228 Monomorfico 228 Monomoérfico 228 Monomorfico
MCo032 mtmt_GEN_00032_01_1/a GL16* 1099 Monomoérfico 1099 Monomorfico 1099 CAP(Msel) 1099 M/A
MCo035 psmt_EST_00196_01_1 GL14* 719 M/A 719 Monomorfico 719 Monomorfico 719 CAP(Hpall)
M2U308 mtmt_ GEN_00481 05 1 GLO1** | 979/1078 ALP N/A 979/1088 ALP 441/1088 ALP
M3U007 mtca EST 00216 01 1 GLO3* | 688/767 ALP 688 CAP(Haelll) 688/767 ALP 688 Monomoérfico
M3U009 psat EST_00191_01 1 GL12** 502 Monomoérfico 609/675 ALP 609/675 ALP 502/675 ALP
M3U058 mtmt—ca(gﬁ—é’j#‘)g—og’—l GL12* | 227 ALP 227/445887  ALP 484/955  Monomérfico | 484/995  Monomérfico
M1U057 SHMT NL 750 CAP(Asel) 750 CAP(Ndel) 750 Monomorfico 750 Monomorfico

T Nombre empleado para el marcador en trabajos previos (revisado por Satovic et al. 2013). * Cuando no esta asignado a cromosoma se indica a que GL esta asignado y en qué
poblacion. * Gl correspondiente a la poblacion Vf6xVf27 (Cruz-lzquierdo, 2009). ** GL correspondiente al mapa compuesto de V.faba L (Satovic et al. 2013). NL: No ligado. CAP:
Cleaved Amplified Polymorphism. ALP: Amplicon Lenght Polymorphism, N/A: No Amplifica. M/A: Mala amplificacién que hace imposible su lectura.
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