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RESUMEN
MARCADORES MOLECULARES EN Zea mays L. ASOCIADOS A LA
TOLERANCIA AL MAL DE RIO CUARTO

El Mal de Rio Cuarto (MRC) constituye la enfermedad viral mas importante del
maiz en la Republica Argentina. El virus del MRC es transmitido naturalmente en
forma persistente-propagativa por Delphacodes kuscheli Fennah (Homoéptera:
Delphacidae). La resistencia genética es la forma mas eficiente de controlar en-
fermedades causadas por patégenos biotréficos en cultivos extensivos. En el
caso del MRC cuyo agente causal es un Fijivirus de la familia Reoviridae, poco
se conoce sobre el tipo de herencia de la resistencia parcial a la enfermedad.
Los objetivos de este trabajo fueron: 1) estimar la heredabilidad en sentido am-
plio del caracter tolerancia al MRC, 1l) identificar marcadores moleculares de
microsatélites (SSR) asociados con segmentos cromosdémicos (QTL) involucra-
dos en la tolerancia al MRC vy lil) identificar marcadores con capacidad discrimi-
nante para clasificar familias en grupos susceptibles y tolerantes al MRC. El
material esta constituido por las generaciones F2 y F3 del cruzamiento entre una
linea publica dentada susceptible, (Mo17), y una linea flint tolerante, (BLS14).
Para evaluar el comportamiento fenotipico frente a la virosis bajo condiciones de
infeccion natural, 227 familias F3 fueron sembradas en la area endémica de la
enfermedad durante los afios 1999, 2000 y 2001. La tolerancia fue medida por
medio de un indice de severidad de enfermedad (ISE) calculado segun la inci-
dencia y la severidad de los sintomas observados. La heredabilidad en sentido
amplio de la tolerancia al MRC fue estimada para cada ambiente y a través de
ambientes, en funcién de los componentes de varianza. El analisis molecular
con marcadores de microsatélites polimérficos, 59 de 112 que revelaron bandas
nitidas, se realizé con el ADN de un subgrupo de plantas F; cuyas familias F3
mostraron comportamiento extremo frente a la virosis en los distintos afos de
evaluaciéon a campo. Se realiz6 analisis de ligamiento entre marcadores y se
identificaron posibles QTL a través del mapeo por intervalos. Ademas, se agru-
paron familias por su comportamiento fenotipico en dos grupos, grupo A con ISE
menor a 35% y grupo B con ISE mayor a 55% y se realizé un analisis discrimi-
nante discreto (AD) con los marcadores como variables para discriminar o clasi-
ficar una familia en un grupo u otro. La tasa de error, en el que se podria incurrir
usando la regla de clasificacién para clasificar una familia en el grupo A o B, fue
obtenida por validacién cruzada. La expresién a campo de la enfermedad MRC
es multifactorial, sin embargo, con los materiales utilizados y en las condiciones
de este estudio, se estimé que la heredabilidad del caracter ISE asume un valor
moderado entre 0,47 y 0,63. El analisis de asociacion sugiere la presencia de
dos posibles QTL en los grupos de ligamiento 1 y 8. Una regresion multiple, utili-
zando un modelo con efectos genéticos aditivos y dominantes indicé que ambos
QTL explican conjuntamente el 36,2% y el 62,4% de la varianza fenotipica y ge-
notipica del ISE medio a través de ambientes, respectivamente. Un conjunto de
diez marcadores fue seleccionado, a partir del AD, como predictores para la cla-
sificacién de familias en los grupos de ISE bajo o alto (tasa de error de clasifica-
cion: 5,56%). Estos resultados pueden ser de gran utilidad y contribuir al desa-
rrollo de eficientes programas de mejoramiento, dentro de un esquema de se-
leccion asistida por marcadores, para tolerancia al MRC en maiz.

Palabras clave: Maiz, Mal de Rio Cuarto, Heredabilidad, Marcadores molecula-
res, SSR, QTL, Analisis discriminante.
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SUMMARY
MOLECULAR MARKERS ASSOCIATED WITH TOLERANCE TO MAL
DE RIO CUARTO IN Zea mays L.

In Argentina, Mal de Rio Cuarto (MRC) is the most important viral disease of
maize. The MRC virus is naturally transmitted in a persistent propagative manner
by the insect Delphacodes kuscheli Fennah (Homoptera: Delphacidae). No ge-
netic estimates for resistance to Mal de Rio Cuarto (MRC) disease in Zea mays
L. are currently available in the literature. The objectives of this investigation
were: |) estimate the heritability of partial resistance to MRC disease, Il) identify
molecular markers SSR loci linked to quantitative trait loci (QTL) contributing to
resistance to the MRC disease in maize and lll) identify discriminant molecular
markers for classification of maize lines into groups predefined according to
available agronomic data. The materials consist of F, plants and F3 families de-
rived from crosses between Mo17, a public dent line susceptible, and BLS14, a
flint line tolerant. The 227 F3 families were evaluated during 1999, 2000 and
2001 in the endemic area of MRC disease. A disease severity index (DSI) based
on disease grade was calculated for each plot and used to rate F3 families for
their resistance to MRC. A broad-sense heritability estimate based on variance
component was calculated for each environment and across environments. A
subset of parental F, plants belong to susceptible and resistant F3 lines-derived
from the field assessment were assayed with molecular markers to map resis-
tance genes. The parents lines of the population were tested with 112 SSR
markers to identify polymorphism. Fifty-nine polymorphic molecular markers SSR
were employed for the testing of linkage among the DNA markers and the map-
ping of QTL through interval mapping. A discriminant discrete analysis (DA) pro-
cedures was used to detect statistical differences among groups (resistant vs.
susceptible) and to determine which combination of markers can be used for
classification of lines into a particular group. For disease severity index all esti-
mates showed moderate heritabilities ranging from 0,47 to 0,63 and were similar
when based on individual environments or across environment. Two putative
QTL for DSI across environments were mapped with genetic markers. A simulta-
neous fit with all QTL, using a model with additive and dominance genetic ef-
fects, explained 36,2% and 62,4% of genetic and phenotypic variance for DSI,
respectively. DA significant differences (p < 0,01) were found at the molecular
level between predefined groups using this procedure. Markers for DSI were
identified by stepwise discriminant selection as those contributing the most to the
differentiation between contrasting groups. Stepwise discriminant marker selec-
tion was an effective method for identification of ten useful markers for classifica-
tion of maize lines into groups predefined according to available agronomic data.
The proposed procedure could be used as a tool for germplasm improvement
providing a discriminant model to integrate the information from markers selected
for different predefined groups. In breeding for resistance to MRC disease the
aim to mapping QTL was to use the marker-assisted selection (MAS) in the
maize breeding programs.

Key words: Maize, Mal de Rio Cuarto, Heritability, Molecular markers, SSR,
QTL, Discriminant analysis.
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INTRODUCCION

Importancia del maiz

El maiz (Zea mays L.), cereal originario de América Central, fue domes-
ticado en una pequefia regién de México antes de la llegada de los europeos y
constituyd para las civilizaciones precolombinas una de las especies cultivadas
de mayor importancia socio-econdmica. Los Mayas en sus ceremonias religio-
sas adoraban a este cereal como a un Dios. Posteriormente su cultivo se ex-
pandié mundialmente no s6lo por el potencial de produccién sino por la calidad
nutricional, siendo actualmente junto con el trigo y el arroz, uno de los tres ce-
reales de mayor trascendencia. Es asi, que en el ciclo agricola 2001/02 las
138.755.400 ha cosechadas mundiaimente con un rendimiento promedio de
4.343 Kg/ha generaron una produccién de 602.589.189 t. En el mismo ciclo
agricola se cosecharon en América Latina 17.138.935 ha con un rinde prome-
dio de 3.400 Kg/ha, y en nuestro pais 2.419.288 ha con un rendimiento prome-
dio de 6.000 Kg/ha (http://www.fao.org, verificado en octubre de 2003).

Los principales paises productores de maiz en el mundo son Estados
Unidos, China y Brasil, seguidos por Argentina, Sudafrica y Europa (USDA.
World Agriculture Production, 1995) (http://www.usda.gov, verificado en octubre
de 2003). Mundiaimente el maiz se utiliza principalmente para alimentacién
animal, sobre todo para bovinos, cerdos y aves. Un porcentaje inferior de la
produccién es utilizado como alimento directo por el hombre como por ejemplo
los copos y la harina de maiz, y en forma elaborada en numerosos productos
alimenticios como aceite de mesa, almidén, edulcorante, alcohol, bebidas alco-
holicas, productos de panificacion y pasteleria, margarina, chicle, mayonesa,
bebidas de chocolate, bombones, bebidas de frutas, aderezo para ensaladas,
helados, salsas, sopas, bafos y recubrimientos dulces. También se encuentra
en medicamentos como la aspirina y los antibiéticos, en productos cosméticos
y en jabones, asi como en productos industriales, productos quimicos, insecti-
cidas, pegamentos, pinturas, disolventes y barnices. En general las utilizacio-



nes del maiz pueden ser agrupadas de la siguiente forma: 78% alimentacién
animal; 10,1% edulcorantes; 6,4% alcohol; 3,1% aimidén y 2,4% productos ali-
menticios para consumo humano (http://www.syngentaseeds.es, verificado en
octubre de 2003).

Mal de Rio Cuarto

Entre las adversidades de origen biotico que afectan al cultivo de maiz
en la Republica Argentina se encuentra la virosis denominada Mal de Rio
Cuarto (MRC). Esta es la enfermedad con mayor potencial de impacto sobre
los rendimientos en la zona maicera pampeana constituyendo la principal pa-
tologia del maiz en nuestro pais. En un comienzo estuvo circunscripta sélo al
area endémica en la zona sur de la provincia de Cérdoba (Fig. 1). Posterior-
mente se manifestd en otras zonas del centro Norte de Cérdoba, Noreste de
San Luis, cinturén maicero, Sudoeste de Buenos Aires, Noreste de La Pampa y
también en Salta, Jujuy, Norte de Santa Fé y Mendoza.

La evolucion del sistema productivo en el departamento Rio Cuarto,
Coérdoba, muestra que los cambios ocurridos como resultado de la introduccion
de nuevas tecnologias influyeron directamente en la aparicion y desarrolio del
MRC. En esta area marginal para el cultivo de maiz solian sembrarse materia-
les genéticos de alto potencial productivo pero sin tolerancia a la enfermedad,
ya que ésta se manifestaba puntualmente y con baja incidencia. Sin embargo al
producirse cambios, especialmente climaticos, que alteran los factores involu-
crados en el patosistema se generan condiciones favorables para la produccién

de epidemias (March et al.,1998).
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Figura 1. Area endémica de la enfermedad virdsica Mal de Rio Cuarto en la zona Sur
de la provincia de Cérdoba, Argentina.






La enfermedad fue detectada a fines de la década del '60 en cultivos
ubicados en el departamento Rio Cuarto, conjuntamente con la introduccién de
los primeros hibridos comerciales de maiz. La incidencia de la enfermedad en
el area endémica ha sido variable y s6lo algunos afios alcanz6 niveles de epi-
demia (March et al., 1992; 1993). La primera epifitia severa ocurrié en el ciclo
agricola 1976/77. En 1996/97 1a enfermedad se presentd nuevamente en forma
aln mas severa afectando 300.000 ha ubicadas en distintas zonas de la pro-
vincia de Buenos Aires, sur de Santa Fé, Entre Rios y este-sudeste de Cérdo-
ba, causando dafios en cultivares susceptibles que ocasionaron pérdidas de
rendimiento de hasta el 70%. Si bien la enfermedad ocurre principalmente en el
departamento Rio Cuarto siendo las areas rurales de Chajan, Sampacho y Su-
co las mas afectadas (March et al.,, 1995), en esta oportunidad fue estimada
una importante disminucion de la produccion debida a la amplia zona afectada
y a la incidencia sobre los rendimientos, lo que implico una pérdida econdémica
para nuestro pais de aproximadamente 120 millones de ddlares (Lenardén et
al., 1998).

Los sintomas de la enfermedad se describieron detalladamente a princi-
pios de la década del ‘80, y mediante microscopia electénica se estableci6 co-
mo agente causal a un Reovirus del género Fijivirus (Bradfute et al., 1981; No-
me et al.,1981). Luego Milne et al., (1983) lo asociaron con el Maize rough
dwarf virus (MRDV) por la analogia de los sintomas y el patron electroforético
de sus acidos nucleicos. Finalmente se establecié que el virus del MRC perte-
nece a la familia Reoviridae, género Fijivirus (Uyeda y Milne, 1995) y se indicd
que no estaria relacionado con el MRDV como se habia sefialado inicialmente
(Marzachi ef al., 1995).

Las gramineas silvestres (Nome et al., 1983; Marinelli et al., 1988) y al-
gunas especies cultivadas como sorgo (Giorda et al., 1993), trigo, avena (Or-
naghi et al., 1993; Arneodo et al., 2002), triticale y cebada (Laguna et al., 1991)
son reservorios del principal insecto vector, Delphacodes kuscheli Fennah
(Homéptera: Delphacidae), conocido como chicharrita. La transmision del virus



al maiz se realiza en forma persistente-propagativa, es decir que el virus se
multiplica en el insecto vector (Remes Lenicov et al.,, 1985; Lenardén et al,,
1985; Ornaghi et al., 1993). Esta relacién, comun en los reovirus y sus vecto-
res, es de gran interés epidemiol6gico pues el vector del virus es un reservorio
natural del mismo y por lo tanto la poblacién de macrépteros migrantes consti-
tuye el potencial in6culo que definira las epidemias del MRC.

Cuando el insecto vector utiliza a malezas y a cuitivos como sitios de
oviposicion y cria, éstas también resultan infectadas con el virus del MRC, ad-
quiriendo la enfermedad y manifiestando sintomas similares a los del maiz
(March et al,,1998). Cuando las malezas y gramineas cultivadas invernales,
reservorios naturales del virus por ser haspedantes del principal insecto vector,
comienzan su senescencia, las chicharritas migran a los cultivos proximos de
maiz (Ornaghi et al., 1993). La densidad poblacional del insecto se incrementa
sobre los verdeos invernales en funcidn de las condiciones climaticas (tempe-
raturas y precipitaciones) y del desarrollo de estos cultivos. Es asi, que invier-
nos benignos seguidos por primaveras templadas y humedas favorecen el de-
sarrollo de verdeos y por ello el incremento de la densidad poblacional del in-
secto desde principios del mes de agosto. En cambio, inviernos severos y con-
diciones desfavorables para el desarrollo de los verdeos determinan que el in-
cremento de la poblacién del insecto no ocurra hasta mediados del mes de
septiembre. Las poblaciones del insecto estan constituidas por formas bra-
quipteras, abundantes cuando las condiciones ambientales son estables al co-
mienzo del periodo de crecimiento de las poblaciones, y por formas macropte-
ras, adaptadas a ambientes inestables con capacidad de desplazarse a los cul-
tivos de maiz recién implantados (Ornaghi et al., 1999).

Cuando la infeccion ocurre en estado de coleoptile, las plantas de maiz
afectadas no superan los 30 cm de altura. Ademas como resultado de las mo-
dificaciones en los niveles de giberelinas enddgenas de la planta se presentan
otros sintomas tales como tallos achatados con entrenudos cortos, hojas del
tercio superior reducidas a la vaina foliar, panojas atrofiadas y mazorcas muiti-



[
|

il
i
i
u
i
i
U
i
i
li
il
il
i
i
i
1
L
i




ples y sin granos (Abdala et al., 1997; Vigliocco et al., 1997) (Fig. 2 y 3). Ade-
mas, en la mayoria de las plantas afectadas se forman enaciones, o verrugas,
en el envés de las hojas sobre las nervaduras. Las enaciones pueden estar
presentes también en vainas, bracteas y eventualmente en el tallo. La variabili-
dad en los sintomas causados por esta virosis depende del estado fenoldgico
de la planta al adquirir el virus, del genotipo y de las condiciones ambientales
en las que se desarrolla el cuitivo. En general cuanto mayor desarrolio tiene la
planta al momento de la infeccion, los sintomas son mas leves y en conse-
cuencia menores los dafios causados (March et al.,1998). Severas pérdidas
ocurren cuando coincidentemente existen abundantes reservorios del virus, alta
densidad del insecto vector y estan presentes variedades o genotipos suscepti-

bles en estados fenolégicos juveniles (Harpaz, 1972; Conti, 1976 a, b, 1984).
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Figura 2. Sintomas observados en plantas de maiz afectadas por la virosis Mal de Rio
Cuarto (enaciones (1 y 2), acortamiento de entrenudos, afeccion de panoja (3 y 4)).



4
Figura 3. Sintomas observados en plantas de maiz afectadas por la virosis Mal de
Rio Cuarto (deformacion de hojas (1 y 2) y espigas (3), afeccion de panojas (4),
acortamiento de entrenudos (1 y 2)).






Tolerancia al MRC y forma de herencia del caracter

Para reducir la incidencia de la enfermedad, en el area endémica se re-
curre a la siembra en fechas tempranas y al control del insecto vector con
agroquimicos. El tratamiento quimico con insecticidas sistémicos proporciona
un efectivo control del vector y favorece el incremento de los rendimientos del
cultivo de maiz (March et al, 2002). La fecha de siembra se determina me-
diante el monitoreo de la poblacién del insecto vector y de las condiciones cli-
maticas. A partir de los sistemas de pronésticos de presiembra, basados en
variables climaticas y durante la siembra, basados en la dinamica poblacional
del insecto D. kuscheli en el cultivo de avena, se ha disefiado una estrategia de
manejo integrado del MRC para el area endemica de la enfermedad (March et
al.,1999). Sin embargo el modo mas eficaz de controlar enfermedades produci-
das por patégenos biotréficos, como los virus, en cultivos extensivos es por
medio de la utilizacion de resistencia genética. Algunos autores sugieren que la
tolerancia a este virus se comporta como un caracter cuantitativo controlado
por efectos genéticos aditivos y epistaticos (Presello 1993; Presello et al,
1995). Eyherabide (1991) propuso estudiar la forma de herencia de la resisten-
cia genética al MRC y sefialé que mediante el uso de marcadores moleculares
es posible establecer con precisién el nimero de factores genéticos involucra-
dos en la tolerancia. Di Renzo et al. (2002) sugieren que la expresion del ca-
racter tolerancia al MRC esta controlada por efectos genéticos de tipo no aditi-

VOS.

El mejoramiento de caracteres como la tolerancia a una enfermedad re-
quiere de bastante tiempo ademas de ser una tarea compleja y de elevado
costo. Si bien no han sido identificados genotipos de maiz completamente re-
sistentes a MRC, algunos han mostrado una tolerancia a la enfermedad. Un
objetivo comin a distintos programas de mejoramiento de maiz esta relaciona-
do con la tolerancia al MRC, pero el escaso conocimiento sobre la herencia del
caracter ha limitado el desarrollo de estrategias adecuadas y eficientes. Mu-
chos caracteres morfolégicos y reproductivos en maiz, particularmente los de
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importancia econdémica, han sido clasificados como poligénicos o cuantitativos.
La resistencia a enfermedades es considera frecuentemente como un caracter
de herencia simple, sin embargo, por la expresion del caracter éste puede ser
analizado como semicuantitativo y oligogénico (Stuber, 1995). La heredabilidad
estimada para un caracter debe estar referida al ambiente donde se realizan
las mediciones (Falconer y Mackay, 1996), ya que dependen de los valores
fenotipicos del mismo y éstos son influenciados por el tipo de accion genetica,
por las frecuencias genéticas, por los efectos ambientales y por la interaccion
genotipo-ambiente. Di Renzo et al. (2002) estimaron un valor moderado de he-
redabilidad entre 0,44 y 0,56 para el caracter tolerancia al MRC, segun la eva-

luacién realizada en tres ambientes del area endémica de la enfermedad.

Marcadores genéticos

La incorporacién de la tolerancia genética al MRC en hibridos comercia-
les por medio de mejoramiento convencional, puede ser complementada me-
diante el uso de técnicas de biologia molecular basadas en marcadores mole-
culares. Este tipo de marcadores es de gran utilidad en programas de mejora-
miento genético por presentar importantes ventajas sobre los marcadores
morfolégicos y bioquimicos. Los marcadores moleculares fueron y son usados
ampliamente en construccion de mapas genéticos, introduccion de caracteres,
seleccion asistida, identificaciéon de genes, proteccion de variedades, certifica-
cién de pureza genética, etc. La combinacion de métodos de mejora clasicos
con nuevas técnicas moleculares de analisis, brinda una perspectiva intere-
sante para ampliar el conocimiento sobre las bases genéticas de la tolerancia
al MRC y hacer mas eficientes los programas de mejoramiento. Si bien estas
nuevas técnicas moleculares no son una solucién definitiva en cuanto a estra-
tegias de andlisis genético, constituye un componente importante en el conti-
nuo proceso de generacion de informaciéon y conocimiento (Ferreira y Gratta-
paglia, 1995).
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Cabe recordar que la informacién genética heredable de cada organismo
esta codificada por el ADN o acido desoxirribonucleico, polimero lineal formado
por cientos, miles o millones de nucleétidos ligados por uniones fosfodiester.
Un nucleétido esta formado por una base nitrogenada que puede ser purica (A-
G) 6 pirimidica (C-T), un azucar y un grupo fosfato. La expresion de los genes
resulta en la sintesis de dos tipos de proteinas, proteinas estructurales y pro-
teinas con actividad enzimatica, estas ultimas esenciales en la sintesis de me-
tabolitos celulares. La produccién organizada de proteinas y metabolitos resulta
finalmente en las propiedades especificas de cada organismo. Por lo tanto dife-
rencias determinadas genéticamente entre individuos de una misma especie
reflejan cambios en la secuencia de nucleétidos en el ADN. Estos cambios son
debidos a distintos tipos de mutaciones, entre ellas sustitucion de bases, inser-
ciones, inversiones, deleciones. Las sustituciones de bases pueden ser causa-
das por errores durante la replicacién del ADN o por mutagenos ambientales
(por ejemplo la radiacion UV). Las inserciones y deleciones son frecuentemente
causadas por trasposones, retrotrasposones o por deslizamiento durante la

replicacién del ADN altamente repetitivo.

Por otra parte se sabe que en las especies superiores las regiones codi-
ficantes del ADN son una porcion muy pequefia comparada con el contenido
total. Esto hace que la mayoria de las modificaciones que diferencian a los in-
dividuos a nivel del ADN, ocurran en la porcién no codificante del mismo. Las
técnicas empleadas actualmente en biologia molecular permiten estudiar las
variaciones en el ADN aun en las zonas mas variables y no codificantes del
genoma. Los marcadores moleculares constituyen una importante herramienta
biotecnoldgica para estudiar la variabilidad del ADN en forma directa o indirec-
ta. Un marcador molecular podria ser definido como todo fenotipo molecular
visible, resultante de la expresion de la constitucion genética de un individuo.
Entre las ventajas que presentan los marcadores moleculares respecto a los
marcadores morfoldgicos y bioquimicos es importante mencionar el elevado
nivel de polimorfismo que permite la construccion de mapas genéticos a partir
de pocos cruzamientos segregantes. En general son codominantes por lo que
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dan mayor informacién por locus y de efecto fenotipico neutro con bajos o nu-
los efectos epistaticos o pleiotropicos. Ademas, los marcadores moleculares
pueden ser identificados en etapas juveniles, su numero es potencialmente ili-
mitado y no dependen del ambiente o del estado fisiolégico de la planta.

En la actualidad son de amplia difusion diferentes marcadores molecula-
res que desde el punto de vista técnico pueden ser clasificados en dos grupos,
marcadores moleculares de proteinas y marcadores moleculares de ADN. En-
tre los primeros estan las proteinas totales y de reserva y las isoenzimas. Entre
los marcadores de ADN podemos mencionar a los que estan basados en res-
triccion, o corte con enzimas, e hibridacion del ADN como los RFLP (polimor-
fismos en la longitud de los fragmentos de restriccion) y los VNTR o minisatéli-
tes (nimero variable de secuencias repetidas en tandem), a los que estan ba-
sados en productos de reacciéon en cadena de la ADN polimerasa (PCR) como
los RAPD (polimorfismos de ADN amplificados al azar) y los SSR o microsate-
lites (secuencias simples repetidas) y a los que estan basados en restriccion y
amplificacién como los AFLP (polimorfismos en la longitud de fragmentos am-

plificados).

La técnica de PCR, que utiliza la enzima Tag ADN polimerasa de la
bacteria Thermus acuaticus, es una herramienta de extrema utilidad en biologia
molecular concebida por Kary Mullis a mediados de la década del '80 (Mullis y
Faloona, 1987; Saiki et al., 1985), quién por ello fue galardonado con el premio
Nobel de medicina a principios de la década del ‘90. La sensibilidad y simplici-
dad hacen de esta técnica una poderosa herramienta en estudios genéticos de
secuenciacion y de anadlisis de polimorfismos del ADN. La técnica de PCR se
fundamenta en los mecanismos de replicacion del acido desoxirribonucleico e
involucra la sintesis in vitro de millones de copias de un segmento especifico
de éste, lo que permite su posterior deteccion en geles. La técnica de PCR
consta de tres etapas que consisten, la primera en la desnaturalizacion de la
cadena de ADN, la segunda en la hibridaciéon de los iniciadores o cebadores
(oligonucledtidos de ADN de cadena simple) cuya secuencia es complementa-



ria con parte de la molécula de ADN desnaturalizada y la tercera en la sintesis
del segmento de ADN que se encuentra flanqueado por los iniciadores.

Experimentos realizados a comienzos de la década del 80° mostraron
que los genomas eucariotas presentan diferentes clases de secuencias repeti-
das y un tipo de éstas son los SSR denominados mas tarde microsatélites (Litt
y Luty, 1989; Morgante y Olivieri, 1993). Los microsatélites son una clase relati-
vamente nueva de marcadores de ADN que consisten en secuencias de 1 a 5
pares de bases repetidas en tandem, estan ampliamente distribuidas en los
genomas eucariéticos, son altamente variables y se heredan en forma estable
siguiendo las leyes de Mendel. Las regiones que contienen las secuencias
simples repetidas son amplificadas mediante PCR utilizando un juego de inicia-
dores. Estos iniciadores tienen una secuencia de bases complementaria, y al-
tamente conservada, a la del ADN flanqueante del microsatélite. Los productos
de amplificacién consisten en segmentos de diferente longitud, que constituyen
la expresion del polimorfismo resultante de la variacion en el nimero de ele-
mentos simples repetidos. Los polimorfismos ocurren debido a la presencia de
distintos alelos pertenecientes a un mismo /ocus genético altamente variable.
Cada uno de los loci de microsatélites es analizado en forma individual al usar-

se iniciadores especificos para cada uno de ellos.

Cabe destacar que, independientemente del tipo de repeticion, los mi-
crosatélites son altamente variables, permitiendo la existencia de gran cantidad
de alelos (multialélicos) y por elio un alto contenido informativo (“PIC", Po-
lymorphism Information Content). Se ha logrado obtener polimérfismos atn so-
bre especies caracterizadas por la falta de variabilidad a través de otras técni-
cas (Powell et al, 1996). Debido a estas caracteristicas cualquier poblacion
segregante puede ser utilizada para mapeo genético, siempre que los micro-
satélites estén desarrollados para la especie. En maiz han sido mapeados al-
rededor de 2000 microsatélites y la secuencia de los iniciadores necesarios
para su amplificacion a través de PCR es de disponibilidad publica (GENBANK
Database, Maize Cooperation Stock Center, Missouri University). Los productos
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de amplificacion por PCR pueden ser separados por electroforesis en geles de
agarosa o de poliacrilamida. La visualizacién en geles de agarosa se realiza a
través de coloracion con bromuro de etidio y luz UV, mientras que en geles de
poliacrilamida se realiza mediante tinciéon con nitrato de plata o a través de ra-

diografia cuando se utilizan iniciadores marcados con radioisétopos.

Loci de caracteres cuantitativos (QTL)

En una poblacién los individuos pueden presentar caracteres de interés
agronémico de variacion tanto discreta como continua. Dado que el ambiente
no tiene efecto en la manifestacion fenotipica de los marcadores moleculares,
estos caracteres cualitativos de variacion discontinua, ademas de estar regidos
por uno o por pocos genes, permiten clasificar a los individuos sin ambiglieda-
des. Sin embargo, la mayoria de los caracteres de interés agronémicos son
cuantitativos, siendo los fenotipos determinados por poligenes u oligogenes asi
como por las condiciones ambientales. En este caso los individuos son dificiles
de clasificar en categorias discretas y para su analisis deben emplearse méto-
dos biométricos que miden el efecto de todo el genotipo en lugar del efecto de
genes individuales o de segmentos cromosomicos especificos (Falconer y
MacKay, 1996). Por ello, mejoradores tradicionales y genetistas moleculares
consensuaron sobre la conveniencia del uso de marcadores moleculares para
asistir a la seleccion de caracteres cuantitativos (MAS, Marker Assisted Selec-

tion).

Por otra parte, algunos caracteres agronémicos son de baja a moderada
heredabilidad y su evaluacion requiere de ensayos a campo durante varios
afos. El problema de la baja heredabilidad se puede superar mediante selec-
cién indirecta, es decir que la apreciacion del caracter primario se hace a través
de un caracter secundario de mayor heredabilidad (Gallais, 1990). Los caracte-
res cualitativos que en general son de alta heredabilidad, resuitan ideales
cuando estan asociados con caracteres cuantitativos. En el caso del MRC, la
realizacion de infecciones artificiales en gran cantidad de material es una tarea
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laboriosa, por lo que el proceso de seleccién esta relacionado con la infeccién
natural a campo. Con este tipo de infeccién, altamente dependiente de los dis-
tintos factores que inciden en el desarrollo de la enfermedad, no todos los afios
se observan sintomas suficientemente severos como para realizar una selec-
cion certera. La identificacién de marcadores moleculares asociados con la ex-

presion de la tolerancia al MRC podria ayudar a superar este inconveniente.

Si miramos hacia el pasado, la genética de las plantas como ciencia se
remonta a la época de Mendel. Desde esos tiempos los investigadores han
realizado un enorme esfuerzo en identificar, catalogar y mapear marcadores de
genes simples en las plantas superiores. Los mapas genéticos de las plantas
cultivadas fueron los primeros en ser desarrollados. Hasta hace poco tiempo
los marcadores genéticos para construir esos mapas eran aquellos que afecta-
ban caracteristicas morfolégicas, incluyendo genes de enanismo, albinismo,
alteracién de la morfologia de las hojas, etc. Muchos son los cientificos que han
elaborado teorias sobre el uso de los mapas genéticos y los marcadores para
acelerar el proceso de mejoramiento de plantas y animales y existen referen-
cias de hace 80 afios sobre la asociacion de un marcador genético de herencia
simple con un caracter cuantitativo en plantas (Sax, 1923). En las uitimas dé-
cadas ha surgido nuevamente un interés especial sobre estas asociaciones
moleculares discretas debido a que estudios realizados en tomate y maiz mos-
traron cémo algunos marcadores explicaban una sustancial proporciéon de la
varianza fenotipica de caracteres complejos (Tanskley, 1993). En 1923 Sax
propuso la utilizacién de marcadores genéticos de “genes mayores” para locali-
zar segmentos cromosomicos ligados a caracteres de valor agrondmico codifi-
cados por “genes menores” 0 de herencia cuantitativa. Dicho investigador ob-
servo la segregacion para tamafio de semilla asociada con la segregacion para
marcadores de color de la cubierta de la semilla en Phaseolus vulgaris L., sien-
do el primero en informar en plantas la asociacion de un marcador genético de
herencia simple con un caracter cuantitativo. Dado el escaso numero de mar-

cadores morfolégicos disponibles en ese momento la tarea resultaba muy difi-
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cil, y s6lo en los Gltimos afios la idea ha sido favorecida por las nuevas tecnolo-

gias, de la biologia molecular, que permiten disponer de miles de marcadores.

En numerosas especies cultivadas se iniciaron importantes investigacio-
nes en mapeo de QTL para rasgos cuantitativos tales como rendimiento, cali-
dad, madurez, y resistencia a estrés bidticos y abibticos (Lee, 1995). Los re-
sultados de estos estudios indican la posibilidad de incrementar la eficiencia del
proceso de seleccion ya que permiten la identificacion temprana de genotipos
deseables (Melchinger, 1990). La construccion de mapas geneticos saturados
con numerosos marcadores moleculares hace posible la ubicacion de regiones
de actividad cuantitativa en el genoma. Los marcadores moleculares son una
tecnologia que ha permitido a los genetistas vegetales construir mapas genéti-
cos de alta densidad en muchas especies de interés agrondmico y usar éstos
para mapear y estimar los efectos de loci de caracteres cuantitativos o QTL
(Melchinger et al., 1998 a).

Por lo tanto, en los Ultimos afios las diversas y nuevas herramientas de
genética molecular aplicadas con el propoésito de resolver problemas relaciona-
dos al incremento en la produccién de cultivos de interés agrénomico, ha re-
sultado en la generacién de mapas moleculares de ligamiento altamente satu-
rados y en la localizaciéon de numerosos QTL de interés. La capacidad de iden-
tificar, manipular y potencialmente clonar genes individuales involucrados en
caracteres de herencia cuantitativa, combinado con la demostrada existencia
de numerosos bloques de genes altamente conservados entre especies, enfati-
za la contribucién de los analisis basados en mapas genéticos tanto a la inves-
tigacion basica como a la aplicada. La tecnologia de los marcadores molecula-
res le permitié a los genetistas vegetales construir mapas genéticos para mu-
chas especies de interés. Estos mapas pueden ser Utiles tanto para mapear y
estimar los efectos de loci de rasgos cuantitativos, asi como durante el proceso
de seleccién y recombinacion genética (Tanksley, 1993; Stuber, 1995). La tec-
nologia permite que un caracter de variacion continua pueda ser manejado de
manera simple como si se tratara de un caracter de herencia mendeliana. Es
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asi, que los QTL representan un nuevo modo de enfocar el estudio basico y el
manejo de la genética cuantitativa y de los sistemas poligénicos.

En un cruzamiento entre formas alternativas de un caracter es posible
determinar marcadores asociados con el mismo. Para ello se necesita gran
cantidad de marcadores moleculares distribuidos en el genoma de manera
uniforme, caracteristica que tienen los denominados microsatélites (Morgante y
Olivieri, 1993). La conveniencia de los microsatélites para ser utilizados en el
mejoramiento asistido mediante marcadores moleculares ha sido ampliamente
reconocida por mejoradores y genetistas. La disponibilidad de marcadores cua-
litativos asociados a genes relacionados con caracteres agrondmicos resulta de
interés ya que permite ademas de estimar su participacion en el caracter, deli-
mitar el segmento cromosdmico involucrado en la expresion del mismo
(Tanksley, 1983) (Fig. 4).
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Parental Mo17 Parental BLS14
QTL (a) QTL (a) QTL (b) - QTL (b)
Marcador (a) Marcador (a) X Marcador (b) - Marcador (b)
Fr@
QTL (b) QTL (a)
Marcador (b) Marcador (a)
Progenie F,
Clase 1 Clase 2 Clase 3
QTL (a) QTL (a) QTL (b) QTL (a) QTL (b) QTL (b)
Marcador (a) Marcador (a) Marcador (b) Marcador (a) Marcador (b) Marcador (b)

Clasificacion de la F, respecto al locus marcador

Marcador a/a Marcador a/b Marcador b/b
(QTL a/a) (QTL a/b) (QTL b/b)

Figura 4. Deteccién de QTL mediante marcadores moleculares en una poblacion F,
segregante para un caracter cuantitativo. EI QTL es detectado sélo si es observada

una diferencia significativa entre las medias de las subgupos X, Yy Z.
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Como ya se menciond, una forma de mapear QTL es a partir de un cru-
zamiento entre lineas fenotipicamente diferentes para el caracter de interés.
Dado que estas lineas tienen alelos homocigotas alternativos en varios foci, el
hibrido resulta heterocigota para estos /oci. Al autofecundar el hibrido se origina
una poblacion segregante que muestra la maxima variaciéon tanto genotipica
como fenotipica. Esta poblacién es caracterizada con marcadores moleculares
que difieren entre las lineas parentales. Las familias F3 correspondientes son
evaluadas por su comportamiento fenotipico respecto al caracter de interés y la
asociacion del mismo con el fenotipo molecular observado en las plantas F»
que les dieron origen, se realiza mediante la utilizacion de distintos métodos
estadisticos (Liu, 1998).

En el mapeo de QTL una consideraciéon importante se relaciona con el
tamarfio de la muestra. Muchos experimentos publicados citan la utilizaciéon de
entre 100 y 200 progenies, lo cual implica un excesivo trabajo y costo requerido
en la caracterizacion fenotipica y genotipica de una poblacion de gran tamario.
La deteccién de un QTL para un caracter cuantitativo depende del tamafio de la
muestra (N) y de la heredabilidad del caracter (h%) (Beavis et al. 1994). Acorde
a investigaciones teéricas de Lande y Thompson (1990), la proporcién de la
varianza genética aditiva explicada por el QTL detectado, esta inversamente
relacionada con el producto de h°N. En consecuencia, para un caracter con
moderada a baja heredabilidad, las posibilidades de detectar un QTL en una
poblacién con tamafio de muestra de alrededor de 100 individuos es baja. Con

este nimero sdélo se puede detectar un QTL de efecto mayor.

En los tltimos anos han sido propuestas nuevas estrategias experimen-
tales de mapeo, que permiten reducir el nimero de individuos analizados con
marcadores moleculares, obteniendo la misma potencia estadistica en la de-
teccion de QTL. Una de estas estrategias es el "selective genotyping”, pro-
puesto por Lander y Bostein (1989), cuyo principio ya habia sido descripto por
Stuber et al. (1980). Esta estrategia se basa en el hecho de que una diferencia
significativa en las frecuencias alélicas en los QTL, en los extremos alto y bajo
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de una distribucion fenotipica, puede ser utilizada para examinar ligamiento
entre marcadores y QTL. Lander y Bostein (1989) consideraron que los fenoti-
pos con una unidad de desvio por encima 6 por debajo de la media constituyen
el 33% de la poblacion y contribuyen con el 81% de la informacién del liga-

miento genético.

El maiz ha sido utilizado de forma efectiva como modelo en el desarrollo
y evaluacion de marcadores moleculares en plantas para la identificacién, ma-
peo y manipulacion de genes mayores afectando ia expresion de caracteres
cuantitativos (Stuber, 1992). Diversos articulos citan la identificacion de marca-
dores moleculares asociados con genes o loci cuantitativos de tolerancia a en-
fermedades asi como también con otros caracteres de interés agronémico en
maiz (Schén et al., 1994; Berke y Rocheford, 1995, 1999; Bohn et al., 1996,
1997; Khairallah et al., 1998; Melchinger et al., 1998 b; Kerns et al., 1999; Xia
et al, 1999; Xu et al., 1999; Flint-Garcia et al., 2003). Stuber (1995) destaca un
aspecto de trascendencia sobre la tecnologia de los marcadores moleculares
que es su utilizaciéon para realizar seleccién asistida y para transferir genes de-

seables entre lineas o genotipos mejorados.

Louie et al. (1991) identificaron de uno a cinco genes confiriendo tole-
rancia a Maize dwarf mosaic virus (MDMV) en maiz. Por otra parte un gen ma-
yor de tolerancia a MDMV fue mapeado en el brazo corto del cromosoma 6
(McMullen y Louie, 1989). Pernet et al. (1999) mapearon regiones que propor-
cionan resistencia a Maize streak mosaic virus (MSMV) en el cromosoma 1, 2,
3 y 10. Otros estudios revelan la presencia de tres genes, ubicados en los cro-
mosomas 6, 3 y 10, involucrados en la tolerancia a Wheat streak mosaic virus
(WSMV) en maiz (McMullen y Louie, 1991; McMullen et al., 1994). También
McMullen y Simcox (1995) reportan ia posicion de varios QTL para tolerancia a
enfermedades e insectos informados en la literatura. En el INTA de Castelar se
esta trabajando en el mapeo de QTL para MRC con poblaciones segregantes
provenientes de otros cruzamientos (Pacheco et al., 2003). Hasta el momento,
en la bibliografia, no se mencionan trabajos en maiz relacionados con la identi-



ficacidbn de marcadores moleculares ligados a genes de tolerancia la enferme-
dad MRC.

La identificacion de marcadores moleculares de microsatélites asociados
a genes de tolerancia al MRC permitira ampliar los conocimientos sobre sus
bases genéticas y determinar los factores involucrados en la tolerancia asi co-
mo su participacion en la expresion del caracter. Estos estudios seran de gran
utilidad en programas de mejoramiento de maiz por permitir la incorporacién
del caracter tolerancia al MRC en germoplasma de interés agrondmico de
comportamiento susceptible. El uso de genotipos tolerantes, en este caso de
maiz a la enfermedad MRC, es el método de control mas econdémico y susten-
table de ser utilizado en el cultivo extensivo de este cereal de importancia agri-

cola para nuestro pais.

Anélisis discriminante

El analisis multivariado comprende procedimientos y técnicas para el re-
sumen, presentacion y analisis de obsevaciones multidimensionales de carac-
teres cuali y cuantitativos realizadas sobre un nimero importante de genotipos.
Las variables son consideradas en forma simultanea por lo que este analisis
permite realizar interpretaciones diferentes a las que surgen mediante la utiliza-
cién de métodos univariados (Johnson y Wichern, 1998). Cuando los genotipos
se agrupan en dos o mas clases definidas antes de realizar el anélisis, es im-
portante describir segun un conjunto de variables las diferencias entre clases e
identificar las variables con mayor potencial para discriminar si un nuevo indivi-
duo tiene mas posibilidades de pertenecer a uno u otro de los grupos definidos
previamente. El analisis discriminante (AD) se basa en el tratamiento de situa-
ciones multigrupales para dar respuesta a los cuestionamientos antes estable-
cidos. El AD lineal se basa en encontrar combinaciones lineales entre variables
con una habilidad maxima de discriminar grupos de individuos. Estas combina-
ciones (funcién discriminante lineal) permiten identificar el grupo al cual pueden
ser asignados nuevos individuos (genotipos) y ademas posibilita identificar cual
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o cuales de las variables independientes (marcadores) contribuye mas a la dife-
renciacion entre grupos. Cuando las variables independientes son discretas,
como es el caso de observaciones de marcadores moleculares, diversas meto-
dologias relacionadas al analisis discriminante discreto pueden ser implemen-
tadas. Capdevielle et al. (2001) informaron sobre esta técnica de analisis multi-

variado para clasificar lineas de arroz en grupos predefinidos.
Hipdtesis

La variabilidad fenotipica existente para el caracter tolerancia al MRC, en
diferentes genotipos de maiz hace suponer la presencia de regiones en el ge-

noma involucradas en la expresion del caracter mencionado.

Objetivos

Los objetivos de este trabajo fueron: 1) estimar la heredabilidad en senti-
do amplio del caracter tolerancia al MRC, |l) identificar marcadores moleculares
de microsatélites asociados con segmentos cromosomicos (QTL) involucrados
en la tolerancia al MRC y [ll) identificar marcadores moleculares con capacidad
discriminante para la clasificacién de familias en grupos susceptibles y toleran-
tes al MRC.
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MATERIALES Y METODOS

Materiales

La identificacion de segmentos cromosémicos asociados con caracteres
de interés agronémicos en maiz, constituye una de las lineas de trabajo del
Instituto de Genética del INTA Castelar y de la UNRC. Distintos materiales fue-
ron probados en la zona endémica de la enfermedad virésica Mal de Rio
Cuarto durante la fecha de siembra critica segun el servicio de alarma de la
Facultad de Agronomia y Veterinaria de la UNRC. Esto permitié identificar ma-
teriales tolerantes y obtener generaciones F; y F3 del cruzamiento entre lineas
susceptibles y lineas tolerantes al MRC. En este estudio se trabajé con un cru-
zamiento entre Mo17, linea publica dentada susceptible y BLS14, linea flint
parcialmente tolerante registrada por el Instituto de Genética en el INASE (Sa-
lerno, 1995).

Para asociar los marcadores moleculares y la reaccion frente a la enfer-
medad MRC se usaron las generaciones F2 y F3, respectivamente. Para obte-
ner las familias F3; se sembré y autofecundé la F, en una zona no endémica
(Castelar, Bs. As., 30° 40’ S; 58° 39’ O; 22 msnm; 1056 mm de precipitacion
anual), para no someter las plantas madres a seleccidon. La F; proviene de tres
plantas F1 y se registré6 su genealogia. Al usar familias F3 para registrar los
sintomas del MRC fue posible hacer repeticiones y asi reducir el riesgo de erro-

res de clasificacion por escape a la inoculacion.

Experimento de campo

Las 227 familias F3; fueron evaluadas a campo en un DBCA con dos re-
peticiones en dos localidades del area endémica durante el afio 1999, y en una
localidad durante los afios 2000 y 2001. Cada familia estuvo representada por
un surco de 3,0 m de longitud, con un espacio de 0,15 m entre plantas y 0,7 m
entre surcos. Las localidades ubicadas en el area endémica de la enfermedad

dentro de la regién semiarida central de la Republica Argentina fueron Bulnes



1999 (BUQY) (33° 30’ S; 64° 41’ O; 433 msnm; 671 mm de precipitacién anual)
y Sampacho 1999, 2000 y 2001 (SA99, SAQ00 y SA01) (33° 19’ S, 64° 42’ O;
510 msnm, 676 mm de precipitacion anual). La infeccion fue realizada bajo
condiciones naturales, es decir a partir de poblaciones no experimentales de
delfacidos. Cada una de las cuatro combinaciones localidad-afio fue considera-
da como un ambiente diferente. Las lineas parentales fueron incluidas en los

distintos ambientes, excepto en BU99.

En el ciclo agricola 1999/2000 las fechas de siembra fueron el
15/11/1999 en la localidad de BU99 y el 07/12/1999 en la localidad de SA99. A
los 60-70 dias de la siembra, inicio de floracion masculina, se evalué el com-
portamiento fenotipico frente a la virosis de las familias F3. Los caracteres eva-
luados a campo en las familias F3; fueron altura de planta, tipo de panoja, acor-
tamiento de entrenudos, hojas del tercio superior en cuanto a tamafo, superfi-
cie, escotaduras y presencia de enaciones. A los 80-90 dias de la siembra, so-
bre las mismas plantas, se registré el dato de espigas teniendo en cuenta si se
presentaban curvas, multiples asi como el estado de granado. En los ciclos
agricolas 2000/2001 y 2001/2002 las fechas de siembra fueron el 07/12/2000 y
el 06/12/2001, sélo en la localidad de Sampacho. La evaluacion del comporta-
miento fenotipico frente a la virosis se realiz6 con el mismo criterio utilizado el
primer afio. En SA99 y SA00 los ensayos fueron establecidos en un lote cuyo
cultivo antecesor invernal fue avena. En los otros dos ensayos, BU99 y SAO1,

el cultivo invernal de avena estuvo en lotes proximos al ensayo.

Las plantas enfermas pueden presentar gran diversidad de sintomas pa-
ra un mismo nivel de incidencia (% de plantas enfermas, independientemente
de la severidad de los sintomas) y ser caracterizadas segun grados de severi-
dad segun la escala de Ornaghi ef al. (1999). La escala consta de cuatro gra-
dos, grado O: planta asintomatica; grado 1: sintomas leves (presencia de ena-
ciones); grado 2: sintomas severos (enaciones y espiga curva) y grado 3: sin-
tomas muy severos (enaciones, enanismo, espigas pequefias, a veces nume-
rosas y sin granos). La tolerancia de las familias F3 fue estimada mediante un



indice de severidad de enfermedad (ISE) calculado segin Grau et al. (1982),
que puede tomar valores de 0 a 100, siendo éste ultimo valor el correspon-
diente a familias severamente afectadas por la enfermedad:

3 , ° )
ISE = Z( gradoi x n°de plantas en el grado
i=0

x 100
n° total de plantas x 3

Otros caracteres observados y no considerados en el ISE fueron altura
de planta, tipo de panoja y superficie, borde y longitud de hoja. La altura de
planta fue medida en cm como la distancia entre el nive! del suelo y el extremo
distal de la panoja o flor masculina. Los otros caracteres fueron evaluados vi-
sualmente: tipo de panoja (de normal a deformada y totalmente estéril); super-
ficie de hoja (normal vs. con pliegues); borde de hoja (normal vs. con escotadu-

ras) y longitud de hoja (de normal a completamente acortada).

Marcadores genéticos

La extraccion de ADN de las plantas pertenecientes a la generaciéon F;
fue realizada en Castelar. La cosecha de hojas se realiz6é en la etapa de flora-
cién a principios de enero del afo 1999 en las primeras horas del dia, para
evitar exceso de metabolitos. La extraccion del ADN se realizdé con una parte
del tejido fresco, el resto fue liofilizado, segin el método propuesto por Saghai-
Maroof et al., (1984).
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Extraccion del ADN gendmico:

1. El tejido fresco (hoja mas joven) se mantuvo en nitrogeno liquido o por
razones de tiempo, refrigerado a -70 °C hasta el momento de realizar la extrac-
cion del ADN. Para ello se macer6 el material en mortero de porcelana enfriado
con nitrégeno liquido. Se colocé 300 a 400 mg de tejido macerado en un tubo

de polipropileno de 15 ml para centrifugacion.

2. A los 300 a 400 mg de tejido macerado en nitrogeno liquido, se les
agregd 9 ml de solucién amortiguadora CTAB para extraccion, a 65 °C (Anexo
1). El tejido se distribuyd sobre las paredes laterales del tubo antes de agregar
la solucidbn amortiguadora. Se agregd 120 pl de 2-mercaptoetanol mas una
punta de espatula de PVP. Se mezclé invirtiendo los tubos con suavidad du-

rante 10 min.

3. Se incubaron los tubos agitando con suavidad durante 60 a S0 min en

un horno, o en bafo térmico a 65 °C.

4. Luego de 5§ min de retirados los tubos del horno se agregaron 4,5 mi
de cloroformo/octanol (24:1). Se agitaron suavemente los tubos durante 10 min

para mezclar.

5. Se centrifugd durante 15 min a 1.300-1.500 rpm y 25 °C.
Nota: a menos de 15 °C, el compiejo CTAB/acido nucleico puede preci-

pitar, arruinando la preparacion.

6. Se trasvasoé la capa acuosa superior a otros tubos de 15 ml. Se agre-

g6 4,5 ml de cloroformo/octanol y se agitaron suavemente durante 10 min.

7. Se centrifugé durante 15 min a 1.300-1.500 rpm y 25 °C.
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8. Con una pipeta, se trasvasé la capa acuosa superior a otros tubos de
15 ml y se agreg6 15 pl de ARNasa de 10 mg/ml. Luego se mezclaron con sua-
vidad los tubos e incubaron 60 min a 37 °C.

9. Se agreg6 6 ml de isopropanol (2-propanol) frio, invirtiendo con suavi-
dad los tubos hasta lograr la formacién de la medusa de ADN.

10. Se dejaron los tubos 24 hs a 4 °C para favorecer la precipitacion, y
luego se centrifugaron durante 5 min a 1.500 rpm y 10 °C. Una vez precipitado
el ADN en el fondo del tubo, se descarté el sobrenadante y se comenzé con los
lavados (Anexo 2). Lavado 1 (1 ml, 20 min); lavado 2 (1 ml, 30 s); lavado 3 (1
ml, 20 min). Entre los lavados 1y 2 el ADN se trasvasé a un microtubo (Eppen-

dorf) de 1,5 ml y se centrifugé brevemente (20 s).

11. Luego del lavado 3 el ADN se dejo6 secar en el flujo laminar, y fue re-
suspendido en 400 pi de buffer TE (Anexo 3).

Antes de cuantificar el ADN extraido, fue rehidratado con buffer TE du-
rante 24 hs a 10 °C y luego los stocks de ADN se colococaron § min a 65 °C

para su resuspension homogénea.
Liofilizacion:

Una parte del material vegetal cosechado en bolsas de tejido plastico,
que permite una deshidrataciéon rapida y homogénea, fue sumergido en nitré-
geno liquido y colocado a -40 °C y 130 x10° bar durante cinco dias en un liofili-
zador LABCONCO. Una vez liofilizado, el tejido se colocd en bolsas de papel
en un recipiente de cierre hermético con silica gel a temperatura ambiente. Se
guardé tejido liofilizado de cada planta F, por eventuales problemas con los
stocks de ADN.
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Cuantificacioén:

La cantidad y calidad de ADN obtenido de la extraccién, se evalud en
geles de agarosa (BIO-RAD) al 0,8% p/v disuelta en buffer TBE 1X (Anexo 4)
(Maniatis et al., 1982), con el agregado de 1,5 pl de bromuro de etidio (10
mg/mi) cada 100 mi de buffer. Previamente a los stocks de ADN se les agregd
400 pl de buffer TE, llevando a 800 ul el volumen final de los mismos, se deja-
ron durante 24 hs a 10 °C y luego se colocaron durante 15 min a 65 °C para
una resuspension homogénea. El ADN se sembrd por inmersién en un volumen
final de 10 pl, con buffer de carga 5X (Anexo 5). Se utilizé un marcador de peso
molecular 1 Kb (Gibco BRL) cuya banda de 1600 pb es cuantificable (100
ng/pl). La corrida electroforética se realizé con buffer de electrodos TBE 0,5X
(Anexo 4) manteniendo 60 V constantes durante 60 min aproximadamente.
Terminada la electroforesis, el gel fue expuesto en un transiluminador UV y fo-
tografiado (Kodak Digital Science DC260) para su documentacion final.

Luego de evaluar la cantidad y calidad de ADN los stocks fueron fraccio-
nados y 450 pl se colocaron en tubos sellados con parafilm a -20 °C para pre-
servarlos de la actividad de ADNasas. A los 350 ul restantes se les agreg6 100
Ml mas de buffer TE y luego de dejarlos durante 24 hs a 10 °C se hicieron las

diluciones de uso para la caracterizacion molecular.

Caracterizacién molecular:

Las secuencias de 180 juegos de iniciadores o cebadores de microsaté-
lites distribuidos ampliamente en el genoma de maiz fueron obtenidas a partir
de la base de datos de maiz (http://www.maizegdb.org, verificado en octubre de
2003) y sintetizadas por el laboratorio Alpha DNA (http://www.alphadna.com,

verificado en julio de 2003).
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Los componentes de la reaccion de PCR fueron los que se presentan en

el Cuadro 1.

Cuadro 1. Componentes de la reaccion en cadena de la enzima Tag ADN polimerasa.

Reactivo [Stock] Volumen por tubo (uf)
4H20 (HPLC) 12,0 pl
Buffer de la enzima (Promega) 10X 2,0 pl
CloMg (Promega) 250 mM 1,2 pl
Iniciador derecho 50 mM 1,0 pl
Iniciador izquierdo 50 mM 1,0 ul
44NTP 10,0 mM 0,4 pl
Taq ADN polimerasa 1,2 u/pl 0,4 pl
ADN 25,0 ng/ul 2,0 ul

Volumen final 20,0 pl

La reacciéon de amplificacién por PCR fue realizada en un termociclador
BIOMETRA UNO-Thermoblock, bajo los tres programas de amplificacién que

se detallan en el Anexo 6, siendo el programa 1 el mas utilizado.

El producto de amplificacion por PCR fue separado, en principio, en ge-
les de agarosa (BIO-RAD) al 3% p/v en buffer TBE 1X con el agregado de 1,5
i de bromuro de etidio por cada 100 ml de buffer, sembrando 12,5 ul de los 25
pl totales (20 pl del producto de la PCR + 5 pl de buffer de carga con colorante
5X). Posteriormente se utilizaron geles de agarosa Metaphor (BMA-FMC
BioWhittaker, Rockland, ME USA) que permite detectar diferencias de hasta
so6lo dos pares de bases. Estos geles al 4% p/v fueron también realizados con
buffer TBE 1X con el agregado de 4 ul de bromuro de etidio cada 100 ml de
buffer. Un marcador de peso molecular 100 pb DNA Ladder (Promega) fue utili-
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zado para estimar el tamarnio del fragmento amplificado. La corrida electroforéti-
ca se realiz6é con buffer de electrodos TBE 0,5X manteniendo 60 V constantes
90-180 min aproximadamente. Terminada la electroforesis, el gel fue expuesto
en un transiluminador UV y fotografiado (Kodak Digital Science DC260) para su

documentacion final.

En gran parte de las reacciones realizadas se decidié implementar un
cambio en el buffer de la reaccion. A los componentes normales (Tris-CIH 100
mM, pH 9; CIK 500 mM; Triton X-100 1%) se le agre6 20 % de sacarosa y 0,05
% de Rojo de Cresol. De este modo el producto de PCR tiene suficiente densi-
dad y un indicador, lo cual permite sembrarlo en el gel de agarosa directamen-
te. El ahorro de tiempo y material descartable, por eliminar un paso posterior a

la reaccion de PCR es la principal ventaja de este procedimiento.

Entre las familias F3 evaluadas en la zona endémica bajo infeccidn natu-
ral en SA99, BU99, SA00 y SAO01, se identificaron las que mostraron compor-
tamiento extremo frente a la virosis. Fueron definidos dos grupos de familias F3,
grupo A con ISE menor a 35% y grupo B con ISE mayor a 55%. Los marcado-
res de microsatélites que resultaron polimérficos entre los parentales fueron
utilizados para ralizar el analisis molecular con el ADN de las plantas F, corres-

pondientes a las familias F3 de los grupos mencionados.
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Analisis estadfistico de datos

Para probar la hipotesis nula de distribucién normal de los residuales del
ISE y de los otros caracteres medidos en la poblacion segregante F3, para cada
ambiente y a través de ambientes del area endémica se uso el estadistico de
Shapiro-Wilks, mediante PROC UNIVARIATE de SAS versién 6.12 (SAS Insti-
tute, 1997). El nivel de significancia usado fue a = 0,05. No fue necesario reali-
zar transformacion de los datos del ISE y de altura de planta. Los caracteres

tipo de panoja, superficie, borde y longitud de hoja se tranformaron mediante la
funcion f(y)=.y+0,5, para obtener distribuciones aproximadamente norma-

les.

El andlisis de la varianza (ANAVA) fue realizado usando PROC GLM de
SAS. Para cada caracter se consider6 familias F3 (genotipos) y ambientes co-
mo efectos aleatorios. Sobre la base de los siguientes modelos estadisticos
fueron realizados los analisis de varianza para: a) el ISE del MRC en 227 fami-
lias F3 en ambientes individuales y b) el ISE del MRC y otros caracteres obser-
vados y no considerados en el ISE en 227 familias F3 a través de ambientes del

area endemica:

a)yj=p+a+fi+g
donde yj es la observacion de la respuesta del i-€simo genotipo en el j-ésimo
bloque; i/ es la media general, a; es el efecto del i-ésimo genotipo, S es el
efecto del j-ésimo bloque y ¢; es el término de error aleatorio asociado a la ij-

ésima observacion.

b) yix = p + ai + B + p« + (aP)ik +Eix
donde yix es la observacion de la respuesta del i-ésimo genotipo en el j-ésimo
bloque en el k-ésimo ambiente, v es la media general, a; es el efecto del i-
ésimo genotipo, B; es el efecto del j-ésimo bloque, pk es el efecto del k-ésimo
ambiente, (ap)ik es la interaccion genotipo-ambiente y gj es el término de error

aleatorio asociado a la ijk-ésima observacién.
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De acuerdo a los modelos estadisticos establecidos, en el Cuadro 2 se
presentan los analisis de varianza y las esperanzas de los cuadrados medios
para: a) ambientes individuales y b) a través de ambientes del area endémica.

Cuadro 2. a) ANAVA en ambientes individuales y b) ANAVA a través de ambientes del

area endémica.

a) ANAVA para el ISE del MRC en 227 familias F; en ambientes individuales.

Fuente de Variacion GL E (CM)
Bloque (r-1)

Genotipo (g-1) Petr
Error (r-1) x (g-1) e

b) ANAVA para el ISE del MRC y para otros caracteres observados y no consi-

derados en el ISE en 227 familias F3 a través de ambientes.

Fuente de Variacion GL E (CM)
Bloque (r-1)

Ambiente (a-1) Petl P gatigois
Genotipo (g-1) Pt P gatracy
Ambiente-Genotipo (a-1) x (g-1) et P ga

Error (r-1) x (ag-1) 0%

GL = grados de libertad; E (CM) = esperanza de los cuadrados medios; r = n° de repeticiones
por familia F5 o genotipos, dentro de ambientes; a = n° de ambientes; g = n° de genotipos; o2g =
varianza genotipica; o’ = varianza ambiental; o‘zga = varianza de la interaccidn genotipo-
ambiente; o’ = varianza asociada al error residual.

Los estimadores de los componentes de varianzas y de la heredabilidad
en sentido amplio fueron calculados para cada caracter a partir de los valores
medios del ISE de las familias F3 en cada ambiente y a través de ambientes. La
estimacion de los componentes de varianzas, varianza genotipica, varianza
ambiental, varianza de la interaccidon genotipo-ambiente y varianza del error
residual fueron estimados mediante la esperanza de los cuadrados medios de

la siguiente forma:
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a) en ambientes individuales del area endémica.

varianza genotipica:
o?g = (CMg-CMg)ir
donde CMy = cuadrado medio de genotipo; CM. = cuadrado medio del error

residual; r = n°® de repeticiones.

varianza del error:
0%s = CM,

b) a través de ambientes del drea endémica.

varianza genotipica:
0%y = (CMg-CMgs)ira
donde CMq = cuadrado medio de genotipo; CMga = cuadrado medio de la inte-

raccion genotipo-ambiente; r = n°® de repeticiones y a = n° de ambientes.

varianza ambiental:
o%a = (CMa-CMga)irg

donde CM, = cuadrado medio de ambiente y g = n°® de genotipos.

varianza de la interaccion genotipo-ambiente:
Pga = (CMga-CM,)/r

donde CMs = cuadrado medio del error residual.

varianza del error:
% = CMq

En los Anexos 7 y 8 se presentan los cuadrados medios y grados de li-

bertad correspondientes a los analisis de varianza realizados en ambientes in-

dividuales y a través de ambientes del area endemica.
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La heredabilidad en sentido amplio fue estimada en funcién de los com-
ponentes de varianza segun Hallauer y Miranda (1981), para cada ambiente:

W = Pyl PgH(dPeT)

donde ozg = varianza genotipica; o% = varianza asociada al error residual y r =

n° de repeticiones dentro de ambientes.

y a través de ambientes:

h? = Pl Py+(Pgala)+(oe Ira)

donde o‘zg = varianza genotipica; ozga = varianza de la interaccién genotipo-
ambiente; o = varianza asociada al error residual; r = n° de repeticiones den-

tro de ambientes y a = n° de ambientes.

Un intervalo de confianza del 90%, calculado segun Knapp et al. (1985),
se utilizé para determinar la precision de la heredabilidad estimada. Los limites

del intervalo de confianza del 90% para la h? fueron calculados usando:
1 - [Frw2gng2/F] € B < 1 - [Fazgingo/F]

donde F = (1-h%)"; a/2 = 0,05; 1-(a/2) = 0,95; gl = grados de libertad de genoti-

po y gl, = grado de libertad del error residual.

Ademas se estimaron los coeficientes de correlacion simple de Pearson,
mediante PROC CORR de SAS, para establecer la asociacion entre los valores
medios de severidad de las familias F3 provenientes de cuatro ambientes del
area endémica. La asociacion entre el ISE con altura de planta y con los otros

caracteres se analiz6 para tres ambientes del area endémica.

Para evaluar el ligamiento entre marcadores, considerando los cromo-

somas como grupos de ligamiento, se estimaron las frecuencias de recombina-
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cion entre loci a través de un analisis multipunto. Dichas frecuencias fueron
transformadas en distancias (cM) segun la funcion de mapeo de Haldane
(1919) utilizando el programa MAPMAKER/Exp. version 3.0 (Lander et al,
1987, Lincoln et al., 1993). MAPMAKER es un programa desarrollado para la
construccion de mapas genéticos de ligamiento el cudl calcula las distancias
genéticas segun el porcentaje de recombinacién. Si el valor del estadistico LOD
(“logso of the likelihood of odds” 6 logso de la expresién de verosimilitud del co-
ciente probabilidad de ligamiento/probabilidad de independencia) es mayor que
un umbral y la distancia de ligamiento es menor a un valor limite, los marcado-
res pueden considerarse ligados y posteriormente se calcula en cada grupo de
ligamiento el orden de los mismos. En este estudio se usé un LOD minimo de
3,0 y una distancia maxima de 40 cM para identificar ligamiento entre marcado-
res. Para ingresar los datos en el programa fue necesario generar un achivo
que contenia una matriz con las familias en el sentido de las columnas y los /oci
marcadores en el sentido de las filas. El valor asignado a cada fenotipo mole-
cular fue A, B o H segun si cada individuo F; fue similar al padre 1 (Mo17), al

padre 2 (BLS14) o al heterocigota, respectivamente.

Para declarar la presencia de un posible QTL y estimar sus efectos ge-
néticos se utilizé el programa PLABQTL version 1.0 (Utz y Melchinger, 1995), el
cual emplea el mapeo por intervalo mediante la técnica de regresion mdltiple.
Se utilizo el ISE medio a través de ambientes como variable dependiente (Ha-
ley y Knott, 1992), en combinacion con marcadores seleccionados como co-
factores. Los cofactores fueron seleccionados por una regresién "stepwise”
(paso a paso). Los datos del ISE fueron transformados con la funciéon logio
(y+1). El minimo LOD fijado para declarar la presencia de un posible QTL fue
3,0 y su posicion fue asignada al punto donde el valor de LOD era maximo. La
variacioén fenotipica total explicada por los posibles QTL detectados fue estima-
da a través de un modelo de regresiéon mdltiple donde éstos fueron incluidos. El
LOD total y la estimacion de los efectos genéticos aditivos y dominantes de
cada QTL individual, asi como la variacion fenotipica parcial explicada por cada
QTL teniendo en cuenta la presencia de otros posibles QTL también fueron
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calculados a partir de este modelo. La relacién |d/a|, grado de dominancia (Fal-
coner, 1996), fue utilizada para determinar el tipo de acciéon génica de cada
QTL. Segun un criterio arbitrario fijado por Stuber et al. (1987), si |d/a| < 0.2 la
accion génica es aditiva; si 0,2 < |d/a] < 0,8 la accién génica es parcialmente
dominante; si 0,8 < |d/a] < 1,2 la accidén génica es dominante y si |d/a|] > 1,2 la
accién génica es sobredominante. Los QTL detectados en el andlisis fueron
evaluados por la presencia de interaccién QTL-ambiente y de interacciones
epistaticas digénicas entre QTL segin Lubberstedt et al. (1997). La proporcién
de la varianza genotipica explicada por los posibles QTL identificados fue obte-
nida a partir de un modelo de regresion multiple que incluyé los valores de ISE
medio de cada QTL, segun Schén et al. (1994):
o?gexpl = o, expl/h?

donde h? = heredabilidad del ISE y 02p expl = varianza fenotipica del ISE expli-
cada por los QTL.

Para ingresar los datos en el programa PLABQTL fue necesario generar
un archivo con las familias en el sentido de las columnas y los /oci marcadores
polimoérficos (Anexo 9) en el sentido de las filas. El valor asignado a cada feno-
tipo molecular (Anexo 10) fue A, B o H segun si el inidividuo F; fue similar al
padre 1 (Mo17), al padre 2 (BLS14) o al heterocigota, respectivamente. Ade-
mas, en el archivo, se indicaron los valores del caracter ISE de las familias F; a
través de ambientes y para cada uno de los cuatro ambientes, asi como la po-
sicion y las distancias entre marcadores en cada grupo de ligamiento (Anexo
11). Las sentencias correspondientes para el analisis fueron indicadas en otro

archivo como se detalla en el Anexo 12.

La asociacién entre el ISE y los marcadores fue evaluada también a tra-
vés de un ANAVA a una via de clasificacion (un marcador a la vez) que con-
trasté las medias del ISE entre los genotipos de cada uno de los marcadores
pertenecientes a los grupos de ligamiento significativamente asociados con el
ISE en el mapeo por intervalos. Los datos del ISE fueron transformados con
logia (y+1). Este analisis se realiz6 por ambiente y utilizando el ISE medio a
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través de ambientes. La proporcion de la varianza fenotipica explicada por un
marcador significativo fue determinada a través del valor de R®. Los marcado-
res que se asociaron con diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05)
con el ISE medio fueron evaluados de a pares mediante un ANAVA a dos vias
de clasificacidén para detectar posibles interacciones epistaticas entre marcado-
res. Los analisis de varianza fueron realizados con el programa INFOSTAT
version 1.6 (2003).

Con el conjunto de familias F3 con comportamiento fenotipico extremo
frente a la virosis se formaron dos grupos, grupo A con ISE bajo y grupo B con
ISE alto, y se realizdé un analisis discriminante discreto con los marcadores co-
mo variables para discriminar o clasificar un genotipo en un grupo u otro (SAS
Institute, 1997). Previo al analisis discriminante se realizé un procedimiento de
seleccién de variables (marcadores) “stepwise”. Como resultado se obtuvo una
regla de clasificacion basada en un subconjunto de marcadores, la cual fue
evaluada mediante la tasa del error en el que se podria incurrir usando la fun-
cién discriminante para clasificar un genotipo en el grupo A o en el grupo B. La
tasa de error fue obtenida por validacion cruzada.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluaciones de datos experimentales de campo

Los valores de severidad de enfermedad observados en las familias F3
mostraron un amplio rango, lo que indicé un importante nivel de infeccién a tra-
vés de los ambientes. Por otra parte dichos valores de severidad no fueron
consistentes en los distintos ambientes ya que en SA99 y SAQO0 la incidencia
fue mayor que en BU99 y SAO01 (Cuadro 3). En SA99 y SAQ0 la presencia de
de avena en como cultivo antesesor en el campo experimental donde se reali-
zaron las evaluaciones de las familias F3 fue probablemente la causa del ele-
vado nivel de ISE observado. Este cereal invernal es uno de los hospedantes
preferidos del insecto vector ya que le proporciona el ambiente adecuado para
su completo desarrollo y constituye un factor importante para que ocurran epifi-
tias del MRC.

La linea parental parcialmente resistente, BLS14, mostré menor nivel de
enfermedad que la linea parental susceptible, Mo17, en SAS9, SA00, SAO1y a
través de ambientes (p < 0,01) (Cuadro 3). El caracter ISE, calculado segun la
incidencia y la severidad de los sintomas observados, presenté una distribucion
normal en los ambientes individuales y a través de todos los ambientes (Fig. 5).
En todos los casos el valor de ISE medio de las familias F3 tuvo una diferencia
no significativa (p > 0,05) con el valor medio del ISE del parental susceptible
(Cuadro 3). Las familias F3 mostraron entre si diferencias altamente significati-
vas en los diferentes ambientes, y ademas en SAQO los valores medios fenoti-
picos excedieron al de los genotipos parentales. Es decir que algunas familias
F3; fueron mas resistentes que BLS14 y otras fueron mas susceptibles que
Mo17, lo que estaria indicando una segregacién transgresiva significativa (p <
0,05) en la reaccién al MRC. La reaccién a la enfermedad MRC, la cual es de
herencia cuantitativa y probablemente controlada por un sistema poligénico,
sugiere por mostrar una segregacion transgresiva, la posibilidad de obtener un

incremento de la tolerancia a partir de un cruzamiento de genotipos sencibles
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Cuadro 3. Estimacién de las medias del indice de severidad de enfermedad (ISE) del MRC en las lineas parentales (Mo17 y BLS14) y en

las 227 familias F3, en ambientes individuales y a través de cuatro ambientes del area endémica.

Ambiente
Genotipo SA99 BU99 SAD0 SAO1 A través de
ambientes
Mo17 53,33+0,35a - 61,90+1,90a 54,39+0,40a 55,0710,14a
BLS14 12,73£0,04b - 7,21£0,11b 9,72+0,2%b 10,88+0,02b
Fi 45,791+1,11a 29,35:0,99 64,42+1,03a 38,7011,23a 44,6210,41a

SAQ99 = Sampacho 1999; BU99 = Bulnes 1999; SA00 = Sampacho 2000; SA01 = Sampacho 2001.
+ Error estandar.

Medias seguidas por la misma letra en la columna indican diferencias no significativas con un nivel de significancia de 0,05 segun la prueba de LSD.
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por tolerantes. La ausencia de diferencias entre el valor medio del ISE del pa-
rental susceptible, Mo17, y el valor medio de las familias F3 indica la presencia
de resistencia parcial recesiva tal como ya fue sugerido por Di Renzo et al.
(2002). La recesividad parcial de la resistencia al MRC sefala que una impor-
tante proporcién de la varianza genética para la reaccién al MRC es debida a
componentes no aditivos (dominancia, sobredominancia y/o epistasis). Estos
resultados coinciden, en parte, con trabajos previos relacionados con la forma
de herencia de la resistencia al MRC que informan la presencia de efectos ge-
néticos aditivos y no aditivos (Presello, 1993; Presello et al., 1995).

Los estimadores de componente de varianza genotipica de la resistencia
al MRC fueron altamente significativos (p < 0,01) y mostraron reducido error
estandar en los ambientes ensayados (Cuadro 4). Los estimadores de la va-
rianza de la interaccién genotipo-ambiente fueron significativos para los valores
medios de severidad de enfermedad a través de ambientes. Como ya se men-
ciond, se producen epidemias del MRC cuando conjuntamente ocurren deter-
minadas condiciones ambientales que favorecen el desarrollo de poblaciones
abundantes de formas migratorias de D. kuscheli, y éstas migran al maiz en
una fase temprana de crecimiento, estado de coleoptile (Ornaghi et al., 1993).
La respuesta de las familias F3 a través de los ambientes fue poco consistente,
como lo muestra la significativa interaccion genotipo-ambiente y la baja asocia-
cion del ISE entre los diferentes ambientes. Este tipo de respuesta puede estar
relacionada tal vez con un proceso de escape asociado basicamente a una dis-
tibucién desuniforme de los insectos infectivos, asi como por diferentes grados
de eficiencia de los mismos en la transmicién del virus. Estos resultados indi-
can que la evaluacion para resistencia a MRC de familias F3;, requiere de varios
ambientes, asi como también explican por qué el mejoramiento para tolerancia
al MRC resulta laborioso e insume tanto tiempo.

La heredabilidad estimada del caracter ISE exhibidé valores moderados
entre 0,47 y 0,63 tanto en ambientes individuales como considerando todos los
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Cuadro 4. Estimacion de los componentes de varianza, heredabilidad en sentido amplio e intervalos de confianza del indice de severidad

de enfermedad (ISE) del MRC en 227 familias F3, en ambientes individuales y a través de cuatro ambientes del érea endémica.

Ambiente

Parametro SAS9 BUSS SAQ00D SAO01 A través de
ambientes

Componente de varianza

Genética (%) 173,5£39,23 172,74137 9 158,62+33,90 216,36+34,81 86,79+7,26

Ambiental (c%) 390,4136,73 269,5+25,52 325,89130,65 259,091+24,27 93,96+14,65

Interaccion G-A% (o%ga) - - - - 310,72+15,44

Heredabilidad

h? 0,47" 0,56 0,49 0,63 0,58

IC de 90% 0,34-0,58 0,45-0,65 0,37-0,59 0,63-0,70 0,50-0,65

Amplitud relativa’(%) 49,82 34,88 4557 26,54 26,56

SA99 = Sampacho 1999; BU99 = Bulnes 1999; SA00 = Sampacho 2000; SAD1 = Sampacho 2001.

+ Error estandar.

Vh = &y 1 (& + Fe ! 1) T = n° de repeticiones.

20 = o[ (Fg + Fyal 1+ el 1a); 1= n° de repeticiones y a = n° de ambientes.

3 Interaccion genotipo-ambiente.

4 Amplitud relativa expresada como la relacién (%) del intervalo de confianza (IC) con respecto a la heredabilidad estimada h.



ambientes en conjunto (Cuadro 4). El valor de heredabilidad estimado a través
de los cuatro ambientes ensayados fue de 0,58, siendo moderadamente supe-
rior al calculado por Di Renzo et al. (2002) sobre tres ambientes. Los mayores
valores de heredabilidad fueron estimados para SA01, donde ademas se ob-
servé un valor moderado de severidad de enfermedad. Tal vez esta razén po-
dria justificar la diferencia observada en la heredabilidad estimada sobre la ba-
se de tres ambientes respecto a la heredabilidad calculada teniendo en cuenta
cuatro ambientes del area endémica. La heredabilidad fue estimada en sentido
amplio ya que esta basada en las diferencias entre familias F3 segregantes,
quienes manifiestan diferencias genéticas aditivas y no aditivas. Si bien el valor
de la heredabilidad para la tolerancia al MRC fue similar en los ambientes indi-
viduales y a través de los ambientes, debido a la interaccion genotipo-ambiente
significativa, pocos ambientes no proporcionan un valor confiable de la misma.
Ademads, los intervalos de confianza con un rango de 34 a 70%, fueron consis-
tentes en cada uno de los ambientes, asi como a través de todos los ambien-
tes. La heredabilidad fue estimada con mayor precision cuando se considera-
ron todos los ambientes en conjunto (Foos226:808 = 1,20; amplitud relativa
26,56%) que cuando se consideraron los ambientes en forma individual
(Foos:226: 227 = 1,25 , amplitud relativa 49,82; 34,88 y 45,567% respectivamente,
excepto en SA01, donde la amplitud relativa fue similar a la obtenida a través
de ambientes (26,54%)).

La significativa interaccién genotipo-ambiente y la moderada heredabili-
dad estimada indicarian que la seleccidén para producir incrementos de resis-
tencia a la enfermedad MRC en maiz puede requerir la evaluacién de germo-
plasma a través de varios ambientes, es decir en diferentes afos y localidades.
Por lo cual seria importante tener en cuenta el modelo para predecir la intensi-
dad de ia enfernedad MRC desarrollado utilizando variables ambientales du-
rante la estacion invernal (March et al.,, 1995). De acuerdo a este modelo la
intensidad de la enfermedad puede ser inferida con anterioridad a la época de
siembra. La seleccion de genotipos con buen comportamiento puede ser reali-
zada a campo cuando el cultivo de maiz es implantado acorde a este modelo
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predictivo, sobre lotes donde el cultivo antecesor fue algun cereal invernal tal

como avena, trigo o centeno.

La tolerancia a MRC mostré una baja correlacion entre ambientes, con-
firmando la significativa interaccion genotipo-ambiente ya mencionada. En el
Cuadro 5 puede observarse la correlacion altamente significativa del ISE de
SA99 con SA00 y SA01, asi como de BU99 con SAQ0 y SA01. Lo mismo ocu-
rrié para SA00 con SA01, mientras que para BU99 con SA99 la correlacion fue
no significativa (p > 0,05). El ISE mostré una correlacion altamente significativa
(p < 0,001) con altura de planta, tipo de panoja y los caracteres de la hoja.
Ademas en los ambientes con mayor nivel de dafio, SA99 y SAQQ, la correla-
cién del caracter ISE con los otros caracteres observados no considerados en
el ISE fue altamente significativa (p < 0,001). El caracter altura de planta esta
correlacionado negativamente con el ISE en los ambientes SA99 y BU99, asi
como en SAQ0OQ y a través de todos los ambientes (r = -0,60, -0,55, -0,61y -0,73,
respectivamente). El caracter tipo de panoja esta correlacionado positivamente
con el ISE en los tres ambientes individuales (r = 0,54, 0,44 y 0,64, respectiva-
mente) y a través de todos los ambientes (r = 0,62). Por otra parte el ISE mos-
tré una corrrelacion positiva tanto con superficie, como con borde y largo de
hoja a través de todos los ambientes y en los ambientes individuales (Cuadro
5).

Las observaciones de altura de planta, superficie de hoja, borde de hoja,
longitud de hoja y tipo de panoja de las familias F3; en los ambientes por sepa-
rado asi como a través de todos los ambientes siguieron una distribucién apro-
ximada a la normal, con herencia transgresiva en ambas direcciones. La here-
dabilidad estimada para estos cinco caracteres, usando los componentes de
varianza a partir de las medias de las familias F; a través de todos los ambien-
tes, mostrdé un rango entre 0,00 y 0,54, siendo para altura de planta y tipo de
panoja de 0,54 y 0,41 respectivamente y muy baja para los demas caracteres
(Cuadro 6). La correlacion entre el ISE del MRC con altura de planta, tipo de
panoja asi como superficie, borde y largo de hoja a través de todos los ambien-
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Cuadro 5. Correlacién del indice de severidad de enfermedad (ISE) del MRC para las 227 familias F5; entre cuatro ambientes del area

endémica, y correlacion fenotipica entre el ISE y otros caracteres no considerados en el ISE entre tres ambientes del area endémica.

Ambiente Caracter no considerado en el ISE

Ambiente BU99 SAQ0 SA01 Altura de Superficie Borde Longitud Tipo de

planta de hoja de hoja de hoja panoja
SA99 0,06ns 0,19*** 0,13** -0,60***  0,27*** 0,34** 0,42*** 0,54***
BU99 0,19*** 0,21** -0,55***  0,12*** 0,26 0,32*** 0,44***
SAQ0 0,20*** -0,61* 0,41 0,52** 0,40** 0,64***
A través de -0,73***  0,38*** 0,57*** 0,44** 0,62***
ambientes

SAQ9 = Sampacho 1999; BU93 = Bulnes 1999; SA00 = Sampacho 2000; SA01 = Sampacho 2001.
**, *** Correlacion significativa con un nivel de significancia de 0,01 y 0,001, respectivamente; ns, no significativo.
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Cuadro 6. Heredabilidad en sentido amplio para caracteres no considerados en el indi-
ce de severidad de enfermedad (ISE), con un limite de confianza del 90%, obtenidos a
partir de 227 familias F; a través de tres ambientes del area endémica,

Caracter Heredabilidad Limite Limite Amplitud’
inferior superior

Altura de planta 0,54 0,44 0,62 33,75

Superficie de hoja 0,00 - - -

Borde de hoja 0,13 0,00 0,28 261,00

Longitud de hoja 0,00 - - -

Tipo de panoja 0,41 0,28 0,51 56,74

1Amplitud expresada como la relacion (%) del intervalo de confianza con respecto a la hereda-

bilidad estimada.
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tes indicé que la mayor susceptibilidad esta asociada con menor altura, panojas
parcial o totalmente estériles y hojas deformadas. Por otra parte los caracteres
de hoja mostraron una baja heredabilidad y una escasa asociacién con el ISE,
mientras que con altura de planta y tipo de panoja, cuya heredabildad fue mo-
derada, la asociacion fue significativa. Los caracteres altura de planta y tipo de
panoja podrian ser utilizados como predictores del ISE por la alta asociacién

con éste, la moderada heredabilidad y por ser caracteres de facil medicion.

Andlisis con marcadores genéticos

De un total de 180 juegos de microsatélites, 112 (62,2%) revelaron ban-
das nitidas en alguno de los tres programas de amplificaciéon por PCR utiliza-
dos. De estos 112 microsatélites, 59 (52,7%) resultaron polimérficos y 53
(47,3%) monomoérficos (Cuadro 7; Anexo 9). De los 59 juegos de iniciadores de
microsatélites que mostraron polimorfismos moleculares en los genotipos pa-
rentales (Fig. 6), 12 fueron probados en geles de agarosa coman al 3% p/v
mientras que los 47 restantes s6lo mostraron patrones polimérficos en geles de
agarosa Metaphor al 4% p/v. Los 12 juegos de iniciadores evaluados en agaro-
sa comun fueron probados sobre el total de las 227 plantas F, de la generacion
segregante. El resto de los marcadores polimdérficos fue probado en las 36
plantas F, cuyas F3 mostraron comportamiento extremo frente a la virosis en
los cuatro ambientes ensayados durante tres afios consecutivos en el area en-
démica de la enfermedad. En el Cuadro 8 se presenta el ISE de las familias F3;
con comportamiento extremo frente a la virosis en los cuatro ambientes y a tra-
vés de ambientes. En el Anexo 10 se muestra el fenotipo molecular observado,
con los 59 microsatélites polimérficos, en las plantas F, correspondientes a las
familias F3 con comportamiento extremo frente a la virosis asi como en las li-

neas parentales y el hibrido.
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Cuadro 7. Numero de marcadores SSR probados por cromososma (grupo de liga-

miento).
Cromosoma Polimorficos Monomoérficos Total
1 10 9 19
2 5 2 7
3 9 7 16
4 11 6 17
5 2 4 6
6 8 6 14
7 0 9 9
8 6 3 9
9 6 2 8
10 3 4 7
Total 59 53 112
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Figura 6. Fenotipo molecular observado, con dos marcadores moleculares
polimorficos, en los genotipos parentales y en el hibrido, 1 = banda rapida y 0 = banda
lenta.
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Cuadro 8. Indice de severidad de enfermedad (ISE), en %, de un subgrupo de familias
F3 (n = 36) con comportamiento extremo frente a la virosis en los ambientes individua-

les y a través de cuatro ambientes del area endémica.

Ambiente
SA99 BU99 SA00 SA01 A través de
ambientes

—_ 0 0 33 20 13
X 39 8 19 23 22
®) 31 6 31 17 21
£ 24 21 23 37 26
= 31 6 33 35 26
? 29 0 43 27 25
< 26 13 33 23 24
o= 19 29 33 24 26
S 26 20 36 31 28
=& 28 31 31 25 29
" 41 17 33 17 27
£ 31 33 31 27 31
E 29 31 36 24 30
< 23 37 37 37 33
°© 38 27 33 24 30
s 22 40 38 24 31
= 27 36 40 33 34

62 49 58 65 58
Q) 74 42 60 15 48
f; 63 40 78 55 59
& 63 63 64 68 63
= 89 18 80 53 60
’g? 77 63 50 55 61
4] 67 47 76 49 60
2 65 42 86 47 60
g 100 0 100 50 63
@ 58 52 90 77 69
»c 67 45 92 20 56
i 81 55 70 49 64
8 64 50 100 67 70
= 83 52 87 54 69
8 90 46 90 78 76
2 76 63 92 35 67
w 84 65 86 41 69
%2 67 82 100 80 82

74 92 100 52 80

SAQ9 = Sampacho 1999; BU99 = Bulnes 1999; SA00 = Sampacho 2000; SA01 = Sampacho
2001.
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En el Anexo 11 se muestra el archivo utilizado para realizar el andlisis
con el programa PLABQTL. El mismo fue generado con el fenotipo molecular
observado en las plantas F2 (Anexo 10) y los datos fenotipicos del ISE de las
familias F3 correspondientes (Cuadro 8), con comportamiento extremo frente a
la enfermedad MRC en los ambientes individuales y a través de los cuatro am-
bientes del area endémica. Ademas se consignan las distancias (cM), calcula-
das con MAPMAKER/EXP, para 56 de los 59 marcadores probados en este
estudio, ya que tres marcadores fueron sacados del analisis porque las distan-

cias eran inadecuadas.

Identificacién de QTL

Con los 56 marcadores SSR polimérficos que fueron utilizados en el
analisis, la longitud del genoma evaluada en este estudio fue de 1838,9 cM. Si
bien alguno de los 43 intervalos entre marcadores fue superior a 30 cM (Fig. 7),
el espaciamiento promedio entre marcadores de este mapa de ligamiento fue
de 36,8 cM, por lo tanto coincide con el maximo de 50 cM definido por Davasi
et al. (1994). Los marcadores del grupo de ligamiento 7 no fueron incluidos en
el analisis, debido a que la longitud del intervalo promedio entre ellos fue ina-
decuada. El mapeo por intervalos basado en la regresién multiple de los valo-
res del ISE medio a través de ambientes, realizado con el programa PLABQTL,
permitié observar dos grupos de ligamiento con QTL significativos. A su vez,
también fueron dos los posibles QTL identificados (Cuadro 9 y Fig. 7). El pico
correspondiente al QTL identificado en el grupo de ligamiento 1, (LOD = 3,77),
se observé a 4,2 cM del marcador bnlg1866, en el intervalo entre bnlg1866 y
phi095 y mostré una accién génica sobredominante. La variacion fenotipica
explicada por este QTL en forma independiente, es decir sin tener en cuenta la
presencia de otros posibles QTL fue de 39,1%, mientras que teniendo en
cuenta la presencia de otros QTL la variacion fenotipica parcial explicada por
este QTL fue de 24,4%. El otro QTL, identificado en el grupo de ligamiento 8,
(LOD = 3,81), cuyo pico estuvo a 5,3 cM del marcador phi115, en el intervalo
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Cromosoma 1 Cromosoma 2 Cromosoma3 Cromosoma4 Cromosoma5 Cromosoma6 Cromosoma8 Cromosoma9 Cromosoma 10

_| bnig1811 __ dupssr21 _} bnlg1536 | bnig1741 umci524 |  phi123 _} bnia1056 _§ phi028 phi063
| ncoos | ohiots - dupssi® 1 umc1152
- bnlgt2 N umet08s
| umc1220 dupssr10 . _| dupssri9
= | bnig197 L phi126
e umettr7 brig2248 | nco1d A4
~+ P9 | bnig1217 -+ 7
umc1021 ISE
1T _| dupssr25 _| bnlg1601 ‘
bnig381 _| phi115 | umc1277
_| bnig420 T bnig107 ~f~ umc1741
bnig1627 - dupssr34 1
—+—""d | bnigte47 —+— bnig1600
|/
4 bnla128
1 bnig1083 1 bnig1325 _| bnig1589 i
_| bnia279
| umc1168 _1 umc1394 | phio7e
1 bnlgd439
bnig1866 — dupssr23 phi021 10 cM
_1_ phi095 _Z phi073 T nc004

Figura 7. Mapa de ligamiento construido con 56 marcadores de microsatélites. El mapa tiene una longitud de 1838,9 cM y un intervalo
promedio entre marcadores de 36,8 cM. La posicion de QTL para el indice de severidad de enfermedad (ISE) de MRC es indicada.



Cuadro 9. Parametros relacionados con posibles QTL asociados significativamente con el indice de severidad de enfermedad (ISE) a

través de cuatro ambientes de! area endémica.

Cromosoma Intervalo Longitud del Posicién’  QTL- LOD R*%)® Efecto genético*  Accién
(bin) intervalo (cM) Ambiente? a d génica®
1(1.03) bnlg1866-phi095 13,8 4,2 > 3,77 24 .4 0,120 -0,167 SD

8 (8.03/4) phi115-umc1741 8,1 53 ns 3,81 24,0 -0,107 0,080 PD
Total® > 4,98 36,2

Bins publicados en el mapa de maiz (http://www.agron.missouri.edu). La localizacion es designada por el codigo X.Y, donde X es el grupo de
||gam|ento que contiene el bin e Y es la localizacion del bin dentro del grupo de ligamiento.

Posncnon estimada del QTL, donde el LOD es maximo, representada por la distancia en cM a partir de! primer marcador del intervalo.

Rgmﬁcanc:a del valor F de la interaccion QTL-Ambiente.

(%) Coeficiente de determinacién, considerado como la proporcién de la varianza fenotipica del ISE explicada por cada QTL teniendo en cuenta la

resencia de otros posibles QTL a través de una regresion mdltiple.

a = efecto de aditividad y d = efecto de dominancia del QTL. Efecto aditivo con signo negativo indica que los alelos que disminuyen el valor del ISE
fueron aportados por el parental parcialmente tolerante, BLS14.

Accnon génica (d/a), SD = sobredominancia y PD = dominancia parcial para el Jocus.

®Los estimadores totales del LOD y de la varianza fenotipica explicada fueron obtenidos a partir de una regresién muttiple con todos los posibles QTL
afectando el ISE, usando un modelo que incluyé efectos de aditividad y de dominancia. Los marcadores seleccionados como cofactores fueron:
phi095; bnig1811; bnig2248 y umc1741.
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entre phi115 y umc1741 mostré una accién génica parcialmente dominante. La
variacion fenotipica explicada por este QTL en forma independiente, sin tener
en cuenta la presencia de otros posibles QTL fue de 38,6%, mientras que te-
niendo en cuenta la presencia de otros QTL la variacién fenotipica parcial ex-
plicada por este QTL fue de 24,0%. Los dos QTL identificados explicaron con-
juntamente, a través de una regresion multiple usando un modelo con efectos
geneticos de aditividad y dominancia, el 36,2% de la varianza fenotipica del ISE
medio a través de los cuatro ambientes ensayados con un valor de LOD total
de 4,98. Los marcadores seleccionados como cofactores fueron: phi095 y
bnlg1811 en el grupo de ligamiento 1; bnig2248 en el grupo de ligamiento 2 y
umc1741 en el grupo de ligamiento 8.

El tipo de accion génica indicé la presencia de efectos genéticos no adi-
tivos en la expresion del caracter tolerancia al MRC, tal como sugieren estudios
previos (Presello, 1993; Presello et al., 1995; Di Renzo et al., 2002). Estudios
relacionados con otras virosis de maiz (MDMV y WSMV) también indican un
tipo de herencia oligogénica y en la mayoria de los casos la accidén génica es
dominante (McMullen y Louie, 1989; Louie et al., 1991; Xu et al., 1999; Xia et
al., 1999), mientras que el modo de accién génica parcialmente dominante o
aditivo es raramente informado (Xu et al., 1999). Louie et al. (1991) discuten
sobre el grado de resistencia conferido por el gen de tolerancia al MDMV, y
sugieren que éste depende del parental susceptible y del parental tolerante uti-
lizados y que ademas puede estar fuertemente influenciado por el ambiente.
Coincidentemente, Xu et al. (1999) mencionan que la estimacién del nimero de
genes y el modo de accién génica de la tolerancia a MDMV y SCMV en maiz
depende del parental susceptible, del parental tolerante, y de las condiciones
ambientales durante el ensayo de evaluacion. Por otra parte, la relacion de
dominancia estimada para un caracter puede estar influenciada por la escala
de evaluacion utlizada para describirlo (Falconer y Mackay, 1996). Los QTL
identificados en este estudio pueden resultar de gran utilidad en programas de
mejoramiento que utilicen cruzamientos entre lineas endocriadas, no requirien-
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do que ambas lineas sean tolerantes debido al modo de accidén génica obser-

vada.

La heredabilidad estimada puede ser usada como limite superior del va-
lor de la variacion fenotipica explicada por el posible QTL identificado (Knapp et
al., 1990). La heredabilidad estimada para el ISE a través de los ambientes fue
de 0,58, en consecuencia el 62,4% (36,2/0,58) de la variacién genética fue ex-
plicada por estos dos QTL considerados en el modelo de regresion muitiple.
Los factores ambientales conjuntamente con diferentes mecanismos biolégicos
influyen en la expresion de la tolerancia al MRC y por ello en la estimacion de
la heredabilidad del caracter, como asi también de la variacion genética expli-
cada por los QTL detectados. El efecto genético aditivo del QTL identificado en
el grupo de ligamiento 8 indicd, por el valor negativo de su signo, que los alelos
favorables que contribuyen a reducir el valor del ISE povienen del parental
BLS14, linea parcialmente tolerante, mientras que en el caso del QTL identifi-
cado en el grupo de ligamiento 1 los alelos provienen del padre susceptible
(Cuadro 9). Es decir que ambos padres contibuyen en la expresion de la tole-
rancia al MRC. La distribucién fenotipica del ISE medio de las familias F3 mos-
tré un rango que supera el valor correspondiente a cada uno de los dos paren-
tales (Figura 5). La segregacion transgresiva puede estar justificada por el tipo
de accion génica de los QTL identificados en el analisis.

El uso de cofactores mejord notablemente el poder de deteccion de QTL.
Segun Lande y Thompson (1990) el poder de deteccion de QTL es directa-
mente proporcional a la heredabilidad y al tamafio de la muestra por lo que el
aumento de la misma podria mejorar aiin mas la deteccion de QTL para MRC y
sobre todo la estimacién de los efectos genéticos de los posibles QTL identifi-

cados.

Estudios previos de mapeo de QTL en maiz han mostrado interacciones
epistaticas significativas so6lo en algunos casos (Stuber et al., 1992; Schoén et
al., 1994; Berke y Rocheford, 1995). En este estudio se observé que los efectos






epistaticos entre QTL fueron no significativos. Por otra parte, la interaccion
QTL-ambiente fue altamente significativa (p < 0,01) debido seguramente al QTL
identificado en el grupo de ligamiento 1 (Cuadro 9). El analisis de QTL mostrd
que si bien los dos posibles QTL fueron identificados consistentemente en los
cuatro ambientes ensayados, los valores de los efectos aditivos y dominantes
variaron segun el ambiente que se considere. Esto ocurre en contraste con
otros estudios de mapeo de QTL para resistencia a virus, donde la interaccidn
QTL-ambiente no ha sido observada (Ming et al., 1997, Welz et al., 1998). La
explicacion de la significativa interaccion QTL-ambiente encontrada en este
estudio al igual que en el de Xu et al. (1999) podria estar relacionada con dife-
rencias en los patosistemas investigados, el tipo de poblacién de mapeo utili-
zada, el tipo de infeccion aplicada, el procedimiento biométrico y el software
empleado en el mapeo de QTL. En cada unos de los ambientes individuales los
dos posibles QTL identificados presentaron efectos genéticos de tipo no aditi-
vos. Los valores de LOD totales variaron entre 2,87 y 4,42 mientras que la va-
riacion fenotipica total explicada por los dos QTL fue entre 16,4% y 31,5% se-
gun los ambientes. En el caso de la variacion fenotipica parcial explicada por
cada QTL varié entre 12,1% y 21,5% para el QTL identificado en el grupo de
ligamiento 1y entre 9,0% y 21,6% para el QTL identificado en el grupo de liga-
miento 8 (Cuadro 10).
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Cuadro 10. Parametros relacionados con posibles QTL asociados significativamente con el indice de severidad de enfermedad (ISE) en

ambientes individuales del area endémica.

Ambiente Cromosoma (bin) intervalo LOD R%(%)’ Efectos genéticos” Accién génica®

SA99 1(1.03) bnlg1866-phi095 - 21,5 19,(?40 —9,375 PD
8 (8.03/4) phi115-umc1741 - 216 -12,391 11,112 D

Total* 442 315

BUSS 1(1.03) bnig1866-phi095 - 17.7 5,452 -23,545 SD
8 (8.03/4) phi115-umc1741 - 13,5 -10,350 5,264 PD

Total* 329 207

SA00 1(1.03) bnlg1866-phi095 - 13,2 16,111 -13,008 D
8 (8.03/4) phi115-umc1741 - 9.0 -6,736 11,568 SD

Total 2,88 16,5

SA01 1 (1.03) bnlg1866-phi095 - 12.1 9,511 -9,829 D
8 (8.03/4) phi115-umc1741 - 14,7 -7,618 8,285 D

Total* 287 164

SA99 = Sampacho 1999; BU99 = Bulnes 1999; SA00 = Sampacho 2000; SA01 = Sampacho 2001.
Bins publicados en el mapa de maiz (http://www.agron.missouri.edu). La localizacion es designada por el cédigo X.Y, donde X es el grupo de
Iigamiento que contiene el bin e Y es la localizacién del bin dentro del grupo de ligamiento.

'R (%) Coeficiente de determinacion, considerado como la proporcién de la varianza fenotipica parcial del ISE explicada por cada QTL teniendo en
cuenta Ja presencia de ofros posibles QTL, a través de una regresiéon multiple.

a efecto de aditividad y d = efecto de dominancia del QTL.

Accaon génica (d/a), D: dominancia, SD: sobredominancia y PD: dominancia parcial para el locus.

“Los estimadores totales del LOD y de la varianza fenotipica explicada fueron obtenidos a partir de una regresién maltiple con todos los posibles QTL
afectando el ISE, usando un modelo que incluy6 efectos de aditividad y dominancia.
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El ANAVA a una via de clasificacion fue realizado para cada uno de los
marcadores pertenecientes a los dos grupos de ligamiento significativamente
asociados con el ISE en el mapeo por intervalos. Este analisis permitié identifi-
car siete marcadores que mostraron una asociacion significativa (p < 0,05) con
el ISE a traves de los ambientes en los grupos de ligamiento 1 y 8. El ANAVA a
una via de clasificacidbn mostré6 dos marcadores, bnlg1866 y phi095 en el cro-
mosoma 1, que estuvieron asociados significativamente (p < 0,05) con el ISE
en tres de los ambientes ensayados. Estos marcadores, ademas mostraron
asociacioén altamente significativa (p < 0,001) con el ISE medio a través de am-
bientes, explicando el 30% y el 29% de la variacion fenotipica observada, res-
pectivamente. Por otra parte los marcadores bnlg439 y umc1169 en el cromo-
soma 1 que explicaron el 18% y el 16% de la variacion observada a través de
ambientes, estuvieron asociados significativamente con el ISE s6lo en dos de
los cuatro ambientes ensayados. El marcador bnig1811 en el cromosoma 1y el
bnlg240 en el cromosoma 8, estuvieron asociados significativamente con el ISE
unicamente en uno de los cuatro ambientes y explicaron el 14% y el 13% de la
variacion observada en el ISE a través de los ambientes. En el cromosoma 8 el
marcador umc1304 explic6 el 10% de la variacion y solamente estuvo asociado

con el ISE a través de los ambientes (Cuadro 11).

El ANAVA a dos vias de clasificacion, realizado para los marcadores
pertenecientes a los grupos de ligamiento significativamente asociados con el
ISE en el andlisis a una via de clasificacion mencionado anteriormente, no

mostré interacciones epistaticas significativas (p > 0,05) entre marcadores.
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Cuadro 11. Marcadores moleculares asociados con el indice de severidad de enfer-
medad (ISE), basado en el ANAVA a una via de clasificacion realizado por ambiente y

a través de ambientes del area endémica.

Ambiente

SAQ9 BU99 SAQ00 SA01 A través de

ambientes

Microsatélite Cromosoma p R p R p R p R p R

(bin) (%) (%) (%) (%) (%)

bnlg1866 1(1.03) o023 * 18 *™ 24 ns - *™ 30

. phi095 1(1.03) »* 30 * 13 * 24 pns - Y™ 29
bnlg439 1(1.03) ns - * 13 * 13 ns - * 18
bnig1811 1 (1.04) ns - ns - * 16 ns - * 14
umc1169 1(1.04) ns - * 17 * 12 ns - * 16
umc1304 8 (8.02) ns - ns - ns - ns - * 10
bnlg240 8 (8.06) ns - ns - ns - * 12 ¢ 13

SA99 = Sampacho 1999; BU99 = Bulnes 1999; SAQ0 = Sampacho 2000; SA01 = Sampacho
2001.

* *x w+x significativo con un nivel de significancia de 0,05, 0,01 y 0,001 respectivamente; ns =
no significativo.

Bins publicados en el mapa de malz (http://www.agron.missouri.edu). La localizacion es desig-
nada por el cédigo X.Y, donde X es el grupo de ligamiento que contiene el bin e Y es la locali-
zacién del bin dentro del grupo de ligamiento.
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Si bien en la bibliografia no se encuentran referencias de mapeo de QTL
para MRC, varios trabajos mencionan la existencia de factores genéticos invo-
lucrados en la resistencia a virus en maiz (Louie et al., 1991; McMullen y Si-
mcox, 1995). Algunos autores informan sobre la presencia de genes que con-
fieren tolerancia a dos tipos de virosis en maiz en los cromosomas 3, 6 y 10
(McMullen y Louie, 1991; McMullen et al., 1994; McMullen y Simcox, 1995;
Melchinger et al., 1998 b). Pernet et al. (1999) mapearon regiones que propor-
cionan resistencia a otras virosis del maiz en el cromosoma 1, 2, 3y 10, e in-
frormaron que los QTL presentes en el cromosoma 1 eran de efecto mayor. Por
lo tanto, la identificacion del QTL en el grupo de ligamiento 1 coincide con lo
descripto por estos autores. Por otra parte McMullen y Simcox (1995) informan
que la mayoria de los genes o QTL que confieren resistencia a enfermedades e
insectos estan por grupos presentes en todos los cromosomas de maiz, ex-
cepto en el cromosoma 7 y 9, es decir que podriamos sugerir que el QTL ubi-
cada en el grupo de ligamiento 1 esta ubicado en un agrupamiento de genes de
resistencia a enfermedades en maiz. Por Gltimo, es importante mencionar que
segun revision realizada de la base de datos de maiz de la Universidad de
Missouri en octubre de 2003 (http://www. agron.missouri. edu/ssr.html) han sido
identificados varios genes o QTL que confieren resistencia a enfermedades
causadas por hongos, virus e insectos en las regiones genémicas correspon-
dientes a los grupos de ligamiento 1 y 8 donde se identificaron los dos posibles
QTL para MRC.

En el INTA de Castelar se esta trabajando en el mapeo de QTL para
MRC con poblaciones segregantes provenientes de otros cruzamientos. Segun
Pacheco et al. (2003), diferentes QTL relacionados a distintos sintomas de
MRC mapean en los grupos de ligamiento 1, 4, 8 y 10, y consideran que los
QTL pertenecientes a los cromosomas 1 y 4 indican regiones que permitirian
evaluar la factibilidad de la seleccion asistida por marcadores. Estos resultados
son, en parte, similares a los obtenidos en la presente experiencia, en la cual

no se trabajé con los sintomas de la enfermedad por separado sino con un in-
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dice de severidad de enfermedad. Esto, justificaria tal vez el mayor numero de

QTL identificados por el mencionado grupo de trabajo.

El 40% de la variacién genética no es explicada por los dos posibles
QTL detectados en este estudio, lo que estaria indicando la presencia de otros
QTL para MRC que no han sido detectados. Incrementar la densidad del mapa
con marcadores SSR con el propdsito de mejorar la saturacion del genoma y
aumentar el poder de deteccion de QTL, resultaria entonces de gran interés. La
expresion del caracter tolerancia al MRC, probablemente resuite de la combi-
nacion de diferentes mecanismos biolégicos y de distintas condiciones am-
bientales. Esto podria justificar la baja proporcién de la varianza explicada por
los QTL detectados en este estudio. En el mejoramiento para resistencia a la
enfermedad MRC en maiz, el mapeo de QTL esta relacionado con el uso de la

seleccién asistida por marcadores en programas de mejoramiento. La eficiencia

relativa de la seleccién asistida, estimada como RE = {Q?/h* segun Lande y

Thompson (1990), fue cercana a 1. Si bien estos resultados indican que bajo
similar intensidad de seleccion ambos métodos, seleccidn indirecta y seleccién
directa, tienen la misma eficiencia, la seleccion asistida por marcadores pro-
mete ser superior a la seleccién fenotipica convencional debido a que los ge-
notipos pueden ser seleccionados en estadios juveniles, ho son necesarios ex-
perimentos con vectores y ademas puede ser controlada la variacion debido al
ambiente. Ademas, la seleccién asistida permite seleccionar fuera del area en-
démica y hacer generaciones adicionales a contra estacién. Por lo tanto la apli-
cacién de marcadores moleculares puede mejorar notablemente la eficienia del
mejoramiento no sélo porque los experimentos de campo para la evaluacion de
materiales son costosos e insumen un gran esfuerzo y trabajo, sino porque el

ambiente influye notablemente en la expresién del caracter.

La deteccion de QTL involucrados en la tolerancia al MRC, los cuales
pueden ser usados en un proceso de seleccidon asistida por marcadores mole-
culares, podria ser mejorada notablemente con la reduccién de los efectos am-

bientales, con una mejor saturacién del mapa de ligamiento y con la utilizacion
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de poblaciones segregantes completas asi como poblaciones en estados avan-
zados de homocigosis. Como ya se menciond, en INTA Castelar estan traba-
jando en el mapeo de QTL para MRC en poblaciones F3 provenientes de otros
cruzamientos diferentes. Por otra parte, INTA junto con la UNRC iniciaron estu-
dios de mapeo de QTL para MRC en lineas endocriadas de maiz (Fg derivadas
de las mismas F3 utilizadas en este estudio). Los resultados obtenidos hasta el
momento, junto con los que se obtendran de las investigaciones a realizar a
partir de ahora, podran contribuir al desarrollo de eficientes programas de mejo-

ramiento para tolerancia al MRC en maiz.

Analisis discriminante

El analisis discriminante identificé un conjunto de diez marcadores que
permiten discriminar el grupo con ISE bajo (A), menor a 35%, del grupo con
ISE alto (B), mayor a 55%. Los diez marcadores pertenecen a seis grupos de
ligamiento diferente. Entre estos diez marcadores se encuentran phi095, quien
delimita el intervalo del posible QTL identificado en el grupo de ligamiento 1 a
través del mapeo por intervalos, y el bnig1811 utilizado como cofactor en dicho
analisis. Entre los diez marcadores seleccionados por discriminar a los grupos
de comportamiento extremo, cuatro fueron ademas asociados significativa-
mente con el ISE en el ANAVA a una via de clasificacion realizado previamente
(Cuadro 12).



Cuadro 12. Marcadores moleculares seleccionados por discriminar los grupos defini-
dos previamente por su comportamiento frente a la enfermedad.

Microsatélite (bin) Cromosoma
phi095 (1.03) 1
bnig1811 (1.04) 1
bnlg420 (3.05) 3
bnig1536 (3.09) 3
bnig1217 (4.05) 4
umc1612 (4.08) 4
pdk1 (6.05) 6
umc1304 (8.02) 8
bnlg240 (8.06) 8
dupssré (9.01-9.02) 9

Bins publicados en el mapa de malz (hitp://www.agron.missouri.edu). La localizacion es desig-
nada por el codigo X.Y, donde X es el grupo de ligamienta que contiene el bin e Y es la locali-
zacion del bin dentro del grupo de ligamiento.
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Como solo fueron dos los grupos definidos a priori, grupo con ISE bajo y
grupo con ISE alto, se obtuvo una funcion discriminante candnica (F4):

Fi = 1,50-1,47(X1)+0,46(X2)+1,29(X3)+1,24(X4)-1,09(Xs)+1,12(Xe)-0,69(X7)-
1,11(Xg)+1,71(Xq)-1,14(X10)

donde X1 = phi095; X2 = bnig1811; X3 = bnig1217; X4 = umc1612; Xs = pdk1; Xg
= bnig420; X7 = bnlg1536; Xs = umc1304; Xo= bnig240 y X1 = dupssr6.

La funcion discriminante con los datos estandarizados con la varianzas comu-
nes (F2) fue:

F2 = -0,87(X1)+0,31(X2)+0,77(X3)+1,07(X4)-0,78(X5)+1,00(Xe)-0,59(X7)-
0,59(Xg)*+1,10(Xg)-1,10(X10)

donde X; = phi095; X2 = bnlg1811; X3 = bnlg1217; X4 = umc1612; Xs = pdk1; Xs
= bnig420; X7 = bnig1536; Xz = umc1304; Xo= bnlg240 y X1o = dupssr6.

La funcién discriminante con los datos estandarizados indica que los
marcadores bnig240 (Xg), umc1612 (X4) y bnig420 (Xs), son los mas importan-
tes para la discriminacion entre grupos. Los centroides en el espacio discrimi-
nante o funciones promedio por grupo, mostraron que el grupo A (tolerantes)
recibe un valor menor que el gupo B (susceptibles) en el eje canénico 1 (-1,23
vs. 1,10). Cuando el fenotipo molecular de un genotipo sea 1 con los marcado-
res bnlg240, umc1612 y bnig420, dicho genotipo tiene mayor probabilidad de
ser clasificado como susceptible debido a que el coeficiente de estos marcado-
res es positivo. Otro marcador importante en la discriminacion entre grupos es
dupss, en donde el fenotipo molecular 1 en un genotipo hace que el mismo sea
clasificado como tolerante, debido a que el coeficiente en este caso es negati-

Vo.

En la tabla de clasificacién cruzada las filas representan el grupo al que
pertenece la observacion y las columnas el grupo al que es asignada la obser-
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vacion al usar la funcion discriminante. Esta tabla sefiala que los 17 genotipos
del grupo A fueron correctamente asignados al grupo A cuando se utilizé la
funcion discriminante, siendo la tasa de error de 0,00%. Por otra parte de los 19
genotipos del grupo B, 17 fueron bien clasificados, siendo la tasa de error de
10,563%. Por lo tanto la tasa de error aparente promedio es del 5,56% (Cuadro
13). Estos resultados sugieren que relativamente pocos marcadores serian ca-
paces de predecir el comportamiento de genotipos o lineas de maiz frente a la
enfermedad. La validacion de estos resultados con nuevos genotipos propor-
cionaria una valiosa herramienta practica a programas de mejoramiento rela-
cionados al MRC en maiz.

El procedimiento utilizado en esta experiencia, asi como en trabajos pre-
vios (Capdeville et al., 2001), el cual combina datos moleculares y agrondmicos
en un andlisis multivariado, muestra que podria ser una herramienta de gran
utilidad en programas de mejoramiento genético de caracteres complejos como
la resistencia a enfermedades. Los autores mencionados compararon los re-
sultados del analisis discriminante con los obtenidos en el mapeo de QTL me-
diante el mapeo por intervalo compuesto y encontraron coincidencias entre los
mismos, lo que también puede observarse en la presente experiencia de MRC.
Al comparar los marcadores SSR listados en los intervalos de los dos posibles
QTL identificados en el mapeo por intervalo compuesto, los cofactores utiliza-
dos en dicho analisis, asi como los marcadores listados como significativa-
mente asociados a partir del ANAVA a una via de clasificacién, con los marca-
dores SSR identificados por tener el mayor poder discriminante entre los gru-
pos tolerantes y susceptibles, se encontraron coincidencias similares a la de los

autores antes mencionados.

65



Cuadro 13. Tabla de clasificaciéon cruzada

Grupo A B Total Tasa de error (%)
A 17 0 17 0,00
B 2 17 19 10,53
Total 19 17 36 5,56
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CONCLUSIONES

Con estos materiales y en las condiciones mencionadas en este estudio
se determind efectivamente el comportamiento fenotipico de poblaciones se-

gregantes para el caracter tolerancia al MRC y se puede concluir que:

La correlacion del caracter ISE entre ambientes fue baja indicando un

comportamiento inestable de las familias Fj.

La heredabilidad del caracter ISE mostré valores moderados entre 0,47 y
0,63.

Los caracters altura de planta y tipo de panoja podrian ser utilizados co-
mo predictores del ISE por la alta asociaciéon, moderada heredabilidad y facil

medicion.

E! analisis de asociacién sugiere la presencia de dos posibles QTL, en el
grupo de ligamiento 1 y en el grupo de ligamiento 8, explicando el 36,2% y el
62,4% de la varianza fenotipica y genotipica del ISE medio a través de am-

bientes, respectivamente.

Un conjunto de diez marcadores fue seleccionado por discriminar el gru-

po con ISE bajo del grupo con ISE alto.
Estos resultados, obtenidos en el area endémica, pueden resultar de

gran utilidad y contribuir al desarrollo de eficientes programas de mejoramiento

para tolerancia al MRC en maiz.
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ANEXOS

Anexo 1. Solucién amortiguadora con CTAB para extraccion’,

[Final] 1000 mi
1 M Tris-CiH; pH 7,5 100 mM 100 mi
5 M CiNa 700 mM 140 ml
05MEDTA;pH80 50mM 100 mi
Agua deionizada 600 ml
CTAB? (10%) 2% (VIV) 20 gr
;g?';CB= bromuro mixto de alquiltrimetil-amonio
Anexo 2. Soluciones de lavado.
Lavado 1: 76% de EtOH; 0,2 M NaOAc
Solucién concentrada 500 mi
EtOH absoluto 380 ml
2,5 M NaOAc 40 mi
Agua deionizada 80 ml

Lavado 2: 76% de EtOH: 10 mM NH4,OAc

Solucién concentrada 500 ml
EtOH absoluto 380 mi
1 M NH4OACc 5 ml
Agua deionizada 115 ml

LLavado 3: 76% de EtOH
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Anexo 3. Buffer TE.

Componentes Volumen

1M Tris-CIH; pH 8,0 500 pl
0,5 M EDTA 100 l

Agua deionizada 50 ml

Anexo 4. Buffer Tris-borato-EDTA; pH 8 (TBE).

Stock 1000 ml [Final]
10X: 108 g Tris 0,9 M 1X: 0,090 M Tris-borato
55 g Acido bérico 0,9 M 0,002 M EDTA

40 mi 0,5 M EDTA,; pH 8,0 0,5X: 0,045 M Tris-borato

0,001 M EDTA
Anexo 5. Buffer de carga 5X.
Componentes [Final]
Glicerol 50% (v/v)

Azul de bromofenol  0,1% (p/v)
Ficoll 400 2% (p/v)
EDTA 100 mM
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Anexo 6. Programas de amplificacién por PCR utilizados.

Programa 1
94 °C 2 min
94°C 30s 3
65 °C 1 min (A t°-1°C por ciclo) y
72 °C 2 min )
94°C 30s )
55 °C 1 min r
72°C 2 min /
72 °C 5 min
100 °C temperatura de tapa
Programa 2
94 °C 2 min
94°C 30s )
66 °C 1 min (At°-1°C por ciclo) ¢
72°C 2 min J
94°C 30s A
50 °C 1 min >
72 °C 2 min )
72°C 5 min
100°C temperatura de tapa
Programa 3
94 °C 2 min
94°C 30s
60 °C 1 min (At°-1°C por ciclo)
72 °C 2 min
94°C 30s
53 °C 1 min
72°C 2 min
72 °C 5 min
100°C temperatura de tapa

10 ciclos

25 ciclos

16 ciclos

25 ciclos

7 ciclos

25 ciclos
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Anexo 7. Analisis de varianza del indice de severidad de enfermedad (ISE) del MRC en 227 familias F3 en ambientes individuales del

area endémica.

Fuente de GL SA99 (CM) GL BU99 (CM) GL SAO00 (CM) GL SA01 (CM)
Variacion

Blogue 1 79,6646 ns 1 22,4867 ns 1 167,1191 ns 1 250,1516 ns
Genotipo 226 736,0652 *** 221’ 614,9866 *** 225 642,4249 *  224' 693,7408 *=
Error 224 390,4342 221 269,4994 224 325,8945 226 259,0966

GL = Grados de libertad.

SA99 = Sampacho 1999; BU99 = Bulnes 1999; SA00 = Sampacho 2000; SA01 = Sampacho 2001.
CM = Cuadrados medios.

*** Significativo con un nivel de significancia de 0,001; ns, no significativo.

'Datos desbalanceados debido a la pérdida de observaciones.
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Anexo 8. Analisis de varianza del indice de severidad de enfermedad (ISE) del MRC y de caracteres no considerados en el ISE en 227

familias F;a través de ambientes del area endémica.

Fuente de GL ISE GL Altura de GL Superficiede GL Bordede GL Longitud de GL Tipo de

Variacién (CM) planta (CM) hoja (CM) hoja (CM) hoja (CM) panoja (CM)
Bloque 1 68,7081 ns 1 0,0006 ns 1 0,0000 ns 1 0,0003 ns 1 0,0270 ns 1 0,3626 ns
Ambiente (A) 3 993728713 ™ 2 37,7227 ™ 1 0,3359 ** 2 26932 * 2 1,7988 **+ 2 46,6882 ***
Genotipo (G) 226 11958992 ™ 226 0,1501 *** 226 00099 *~ 226 0,0102 * 226 0,0471 226 0,4883 ***
G-A 670 498,4562 "™ 446 0,0694 ** 224 0,0105 *= 445 0,0088 *** 445 0,0553 446 02910 ***
Error 898 310,7167 671 0,0353 449 0,0020 671 0,0066 671 0,0298 671 0,2107

GL = Grados de libertad.
CM = Cuadrados medios.
**+ Significativo con un nivel de significancia de 0,001; ns, no significativo.
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Anexo 9. Juegos de iniciadores que revelaron bandas nitidas bajo los tres programas
de amplificacién por PCR ensayados.

Microsatélite (bin) Fenotipo molecular de las lineas parentales
bnlg1014 (1.01) Monomorfico
umc1177 (1.01) Polimérfico
bnlg1083 (1.02) Polimérfico
bnig1007 (1.02) Monomorfico
bnig1627 (1.02) Polimérfico
bnig176 (1.02) Monomérfico
bnig439 (1.03) Polimérfico
bnlg1866 (1.03) Polimorfico
phi095 (1.03) Polimérfico
umc1021 (1.03) Polimarfico
umc1044 (1.03) Monomérfico
umc1169 (1.04) Polimorfico
bnig1811 (1.04) Polimérfico
bnig1016 (1.04) Monomorfico
bnig421 (1.06) Monomérfico
bnig1025 (1.07) Monomérfico
bnig1671 (1.10) Monomorfico
bnig1055 (1.11) Monomérfico
umc1220 (1.11) Polimérfico
umc1542 (2.02) Polimérfico
bnig2248 (2.03) Polimérfico
bnig108 (2.04) Monomoaérfico
dupssr21 (2.05/6) Polimérfico
bnig121 (2.06) Polimérfico
dupssr25 (2.08) Polimorfico
umc1551 (2.09) Monomérfico
phi453121 (3.00) Monomoérfico
umc1394 (3.01) Polimérfico
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phi049 (3.01)
phi099 (3.02)
bnig1325 (3.03)
bnig1647 (3.04)
phi029 (3.04)
phi036 (3.04)
phi053 (3.05)
phi073 (3.05)
bnlg420 (3.05)
duppssr23 (3.06)
bnlg1601 (3.06)
bnlig197 (3.07)
mmc0251 (3.08)
bnlg1536 (3.09)
bnig1370 (4.00)
umc1022 (4.01)
nc004 (4.03)
umc1509 (4.02)
bnig1126 (4.03)
phi021 (4.03)
gpci (4.04)
umc1088 (4.05)
bnig1217 (4.05)
nc005 (4.05)
umc1362 (4.05)
bnig1741 (4.06)

dupssr34 (4.06/7)

bnig1189 (4.07)
umc1612 (4.08)
bnlg589 (4.11)
phi076 (4.11)
bnig143 (5.01)

Monomoéarfico
Monoméorfico
Polimorfico
Polimérfico
Monomorfico
Monomobérfico
Monomorfico
Polimérfico
Polimérfico
Polimérfico
Polimérfico
Polimérfico
Monomorfico
Polimérfico
Monomorfico
Monomorfico
Polimorfico
Monomoarfico
Monomdérfico
Polimérfico
Monomarfico
Polimorfico
Polimérfico
Polimérfico
Monomorfico
Polimérfico
Polimorfico
Polimorfico
Polimérfico
Polimérfico
Polimorfico
Monomoérfico
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bnig565 (5.02)
umc1475 (5.03)
dupssr10 (5.04)
bnlg2323 (5.04)
umc1524 (5.06)
phi126 (6.00)
bnig1600 (6.00)
phi075 (6.00)
bnig1188 (6.01)
bnig391 (6.01)
bnig107 (6.01)
phi077 (6.01)
nc009 (6.04)
nc013 (6.05)
phi129 (6.05)
pdk1 (6.05)
dupssr15 (6.06)
phi123 (6.07)
tik1 (6.07)
umc1066 (7.01)
bnig1070 (7.03)
umc1456 (7.03)
dupssr9 (7.03/4)
bnig2259 (7.04)
bnlg469 (7.05)
umc1406 (7.05)
phi116 (7.06)
phi051 (7.06)
bnig1189 (7.07)
umc1304 (8.02)
bnlg666 (8.02)
phi115 (8.03)

Monomérfico
Monomoérfico
Polimarfico
Monomérfico
Polimorfico
Polimérfico
Polimérfico
Monomorfico
Monomorfico
Polimérfico
Polimérfico
Monomoérfico
Polimérfico
Polimérfico
Monomoérfico
Polimérfico
Monomorfico
Polimérfico
Monomorfico
Monomorfico
Monomérfico
Monomorfico
Monomérfico
Monomoérfico
Monomoérfico
Monomérfico
Monomérfico
Monomorfico
Monomérfico
Polimérfico
Monomorfico
Polimérfico

85



umc1470 (8.03) Monomérfico
dupssr3 (8.03) Monomérfico
umc1741 (8.03/4) Polimérfico
bnig240 (8.06) Polimérfico
phiO15 (8.08) Polimérfico
bnlg1056 (8.08) Polimérfico
phi028 (9.01) Polimérfico
dupssré (9.01-9.02) Polimdrfico
dupssr19 (8.02) Polimérfico
bnig1012 (9.05) Monomoérfico
phi040 (9.05) Monombérfico
bnlg279 (9.07) Polimérfico
bnlg128 (9.07) Polimaorfico
umc1277 (9.08) Polimérfico
umc1152 (10.02) Polimérfico
phi063 (10.02) Polimérfico
phi052 (10.02) Monomorfico
bnig640 (10.03) Monoméorfico
bnig137 (10.05) Monomoérfico
umc1045 (10.06) Monomérfico
umc1556 (10.07) Polimérfico

Bins publicados en el mapa de maiz (http:/Awww.agron.missouri.edu). La localizacion es desig-
nada por el cddigo X.Y, donde X es el grupo de ligamiento que contiene el bin e Y es la locali-
zacion del bin dentro del grupo de ligamiento.
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Anexo 10. Fenotipo molecular observado, con los 59 microsatélites polimérficos, en las
plantas F, correspondientes a las familias F; con comportamiento extremo frente a la

virosis, en las lineas parentales y en el hibrido.

Microsatélite (bin) Fenotipo molecular de las 17 plantas

F2 cuyas F3 correspondientes son
tolerantes al MRC'

umc1177 (1.01)
bnlg1083 (1.02)
bnlg1627 (1.02)
bnig439 (1.03)
bnlg1866 (1.03)
phi095 (1.03)
umc1021 (1.03)
umc1169 (1.04)
bnlg1811 (1.04)
umc1220 (1.11)

0
2

o N N NN

—

0000000000010001
1222201222211101
2011211112220012
2221221112100210
2220220002001202
22-2220022221222
11-2110021111111
22-2220022100220
02-1221100111012

1111111121101122

umc1542 (2.02) 0 2022022220221200
bnlg2248 (2.03) 0 00000-0100000000
dupssr21 (2.05/6) 2 202021---21020-2

bnig121 (2.06)
dupssr25 (2.08)

umc1394 (3.01)

21111-0111011-02
2110110021221 -11
2110000002201000

bnig1325 (3.03) 0 2122022202121220
bnig1647 (3.04) 0 2222011202212020
phi073 (3.05) 1111111111111 1111
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bnlg420 (3.05)
dupp23 (3.06)
bnig1601 (3.06)
bnig197 (3.07)
bnig1536 (3.09)
phi021 (4.03)
umc1088 (4.05)
bnig1217 (4.05)
nc005 (4.05)

bnig1741 (4.06)

dupssr34 (4.06/7)

umc1612 (4.08)
bnlg589 (4.11)
phi076 (4.11)
dupssr10(5.04)
umc1524 (5.06)
phi126 (6.00)
bnlg1600 (6.00)
bnig391 (6.01)
bnig107 (6.01)
nc009 (6.04)
nco13 (6.05)
pdk1 (6.05)
phi123 (6.07)
umc1304 (8.02)

-—

1 N o N

N

o O O

o O

20-0022202221020

11-1111111111111
2221-22212210222
2122220220010201

22-21102201-2022

1110112221101120
2211112-21222222
00-0000000000000O
2211112-21222222
201212202222 --22
2022200010122222

01-2211122002220

22121-2-21102222
2212111021212111

12-022200-111100

1212221121201110

1

00-1002120000000
0222222211202200

01-2011112202200

01-2022111202200
0111022101212001
0---02----0-0---
1010112201100120
2222211212221222

00-100111101-111
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phi115 (8.03)
umc1741 (8.03/4)
bnlg240 (8.06)
phi015 (8.08)
bnlg1056 (8.08)
phi028 (9.01)
dupssré (9.01/2)
dupssr19 (9.02)
bnig279 (9.07)
bnlg128 (9.07)
umc1277 (9.08)
umc1152 (10.01)
phi063 (10.02)
umc1556 (10.07)

0

N N O NN

o

01-1222102201212
1020222012200202
0001000000001012
-01-22222-020-22
0012221-22022120
2122222012112221
002122-202002222
11220211121211-2
122-200001001000
2220200001002-00
0000002220000000
1111111021101120
111211100110-100

2221200102102202

Microsatélite (bins) Fenotipo molecular de las 19 plantas F;  Fenotipo
cuyas Fj3 correspondientes fueron sus- molecular’
ceptibles al MRC' N
g 2 ¢
umc1177 (1.01) 0000000000000000000 O 1 2
bnig1083 (1.02) 0120121120102020210 O 1 2
bnlg1627 (1.02) 0020020022200120201 0O 1 2
bnig439 (1.03) 00-0020120002100201 1 0 2
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bnlg1866 (1.03)
phi095 (1.03)

umc1021 (1.03)
umc1169 (1.04)
bnig1811 (1.04)
umc1220 (1.11)
umc1542 (2.02)

bnlg2248 (2.03)

dupssr21 (2.05/6)

bnig121 (2.06)
dupssr25 (2.08)
umc1394 (3.01)
bnlg1325 (3.03)
bnig1647 (3.04)
phi073 (3.05)
bnig420 (3.05)
dupp23 (3.06)
bnlg1601 (3.06)
bnig197 (3.07)
bnig1536 (3.09)
phi021 (4.03)
umc1088 (4.05)
bnig1217 (4.05)
nc005 (4.05)
bnig1741 (4.06)

1121121021112011110
1121121221112211112
1111111111112 111111
0022020120002100001
1120121121111121211
11111111111 11211112
20222122222122212272
0200020000000000102
2110222220122-22111
101111212101111100 -
11111101 -1111211112
2221202001112-222-0
2-21002011111-21010
2222200012111211020
1111111111111 111211
2120220212112211001
1111111111111 111211
2012211200022200220
2222221002002202022
2202021012101222000
1111111111111211210
1120122112220200201
000100000000-021010
1120-221-2220200201

2222122112220200202

o O O O o

=

o O

o © O o O

o O

N RN N N NN RN NN NN

N

NN
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dupssr34 (4.06/7)

umc1612 (4.08)
bnig589 (4.11)
phi076 (4.11)
dupssr10(5.04)
umc1524 (5.06)
phi126 (6.00)
bnig1600 (6.00)
bnlg391 (6.01)
bnig107 (6.01)
nc009 (6.04)
nco13 (6.05)
pdk1 (6.05)
phi123 (6.07)
umc1304 (8.02)
phi115 (8.03)

umc1741 (8.03/4)

bnlg240 (8.06)
phiO15 (8.08)
bnlg1056 (8.08)
phi028 (9.01)
dupssr6 (9.01/2)
dupssr19 (9.02)
bnlg279 (9.07)
bnlg128 (9.07)

2202212202202211012
2212002212212200102
2202122202002211122
1221112220001 111111
2200200112022221-02
1220222110211021100
000000000000O0100201
1222010022022122022
2122010022022121122
1222010022022122222
2222020021012 -22121
-00-02000-0--~-~-+--~-
1111000-010110-1010
2221111121222121211
1111111111110100111
0102201021122220222
1012212120222221022
0010011000020111211
212102022020201 ---2
2121020220222211201
2111121211022221212
2000020000122220202
212122111122 -111211
2001121111010-1011 -
2002222221020-2011 -

o

o O O

NN

N

N NN NN NN

vl






umc1277 (9.08) 0000000000000200220 O
umc1152 (10.01) 1111111111111011211 1
phi063 (10.02) 11-1-0-1-1-11011010 1
umc1556 (10.07) 1222011112102222121 0

1

Bins publicados en el mapa de maiz (http://www.agron.missouri.edu). La localizacién es desig-
nada por el codigo X.Y, donde X es el grupo de ligamiento que contiene el bin e Y es la locali-

2acién det bin dentro del grupo de ligamiento.

'1 = fenotipo homocigota banda rapida; 0 = fenotipo homocigota banda lenta; 2 = fenotipo hete-

rocigota y (-) = dato faltante.

*Mo17 = parental susceptible; BLS14 = parental parcialmente tolerante y F; = hibrido entre

Mo17 y BLS14.
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Anexa 11. Archivo utilizado para el analisis con el programa PLABQTL.

¢ ISEMEDIO
365691910021

0,58
*phi073
*dupssr9
*phi115
*phi015
*nc009
*dupssré
*pdk1
*dupssr2b
*nc004
*bnig439
*bnig197
*phi076
*phi063
*umc1152
*umec1277
*umc1304
*bnig2248
*umc1612
*bnig240
*bnig391
*bnig107
*umc1524
*dupssr19
*nco13
*umc1556
*dupssri0
*bnlg1083

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAHAA
HHBHHHBBBABAHHHHHHHBHHAHHBHHBHHAABAH
BAB-BHHHBAHHABHBHABAHHABAHBBHHHHAHHH
A-BA-HHHHH-BHB-HHHAHABHBHHBHBHBA---H
ABAAABHHABAHAHBBAHHHHBHBBHABAH-HHAHA
HAAHBHH-HAHAAHHHHHAAAAHAAAABHHHHAHAH
BABABAAHHBAABBAHBAAAABBB-BABAAB-ABAB
AHAABAABBHAHHA-AAAAAAAABA-AAAAHAAAAH
AAAABAAHHHAABAAHBAAAAAAAAAAAAAHAABAB
HHHHAHHAAAHABBHABBB-BBHBAHBBBHABBHBA
HHAHHHHBHHBBABHBAHHHHHHABBHBBHHBHBHH
-HHAHAAABHAHAHAAAAHHAAAHHHBBBAAAAAAA
-AAAHAAABBAAB-ABBAA-A-B-A-A-AABAABAB
AAAAAAAABHAABAAHBAAAAAAAAAAAAABAAHAA
AAAAAAAHHHAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAHAAHHA
BBB-ABBAAAABA-AAAAAAAAAAAAAAABABBAAA
AAAAAA-ABAAAAAAAAAHAAAHAAAAAAAAAABAH
HBA-HHAAAHHBBHHHBHHAHBBHHAHHAHHBBABH
AAAABAAAAAAAABABHAABAABBAAAAHABBBHBB
AAB-HABBBBHHAHHAAHBHHABAAHHAHHBHBBHH
AAB-HAHHBBBHAHHAABHHHABAAHHAHHBHHHHH
HAHAHHHAAHAHBAAABAHHBHHHAABHAABHAABB
BAAHHBHAAAHAHAA-HHAHAHHAAAAHH-AAAHAA
AA---AH----A-A----AA-AHAAA-A--------
BHHHBHAABAHBAHHAHBHHHABBBBHBAHHHHBHB
BAH-BHHHBB-AAAABBHHBBHBBAAHBHHHHA-BH
HBHHHHABHHHHBBBABABHABHBBHABAHAHAHBA
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*phi126
*bnig420
*umc1169
*bnig1647
*bnlg15636
*bnig1217
*dupssr23
*bnlg1811
*bnig1601
*umc1021
*phi021
*bnig1741
*nc005
*umc1088
*umc1542
*bnlg589
*umc1220
*bnig1056
*phi028
*umc1741
*phi123
*bnlg1600
*bnlg1866
*bnig1627
*umct177
*bnlg128
*dupssr21
*bnig279
*bnlg1325
*bnig121
*umc1394
*phi095

-AA-BAAHBHAAAAAAAAAAAAAAAAAAAABAAHAB
AHA-AAHHHAHHHBAHAHBHAHHAHBHBBHHBBAAB
HHH-HHHBBHHABBHHBBBHHBHBAHBBBHABBBBA
AHHHHABBHAHHBHAHAHHHHHAAABHBBBHBBAHA
AHH-HAABHHBA-HBHHHHBHBHABAHABAHHHBBB
BBB-BBBBBBBBBBBBBBBBABBBBBBBB-BHABAB
AAA-AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAHAA
BBH-AHHAABBAAABAHAAHBAHAAHAAAAAHAHAA
HHHHA-HHHAHHABHHHHBAHHAAHBBBHHHBBHHB
AAA-HAABBHAAAAAAAAAAAAAAAAAAAHAAAAAA
AAAABAAHHHAABAAHBAAAAAAAAAAAAAHAAHAB
-HABHBHHAHHHH--HHHHHHBHHBBHHHAHAAHAH
HHHBBBBH-HBHHHHHHBBHA-HHB-HHHAHAAHAB
HHHBBBBH-HBHHHHHHBBHABHHBBHHHAHAAHAB
BHBHHBHHHHBHHAHBBHBHHHAHHHHHAHHHAHHH
BHHAHA-H-HAABHHHHHHBHAHHHBHBBHHAAAHH
AAAAAAAAAHAABAAHHAAAAAAAAAAAAAHAAAAH
ABBAHHHA-HHBHHAHBHAHABHBHHBHHHHAAHBA
HHAHHHHHBAHAAHHHAHAAAAHAHAABHHHHAHAH
BABHBHHHBAHHBBHBHABAHHAHAHBHHHHHABHH
AHHHHHAAHAHHHAHHHHHHAAAAAHAHHHAHAHAA
AAHHHHHHHBBHAHHAABHHHABAAHHAHHBHHAHH
HHHHAHHAAAHAABHAHBBHBBHBAHBBBHABBBBA
-HABBHBBBBHHHAABHAAHAAHAAHHHAABHAHAB
AAAAAAAAAAAABAAABAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
HHHHAHAAAABAAH-AAHAAHHHHHHBAHA-HABB-
HHAHAHB---HBAHA-HHBBAHHHHHABHH-HHBBB
HBHH-HAAAABAABAAAHAABBHBBBBABA-BABB-
AHBHHAHHHAHBHBHHAH-HBAAHABBBBB-HBABA
AHAAAA-BAAABAA-BHABAAAAHAHABAAAAABB-
-HBBAAAAAAHHABAAAHHHBHAHAABBBH-HHH-A
HHH-HHHAAHHHHBHHHBBHBBHBHHBBBHHBBBBH
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*ISEMEDIO 13 22 21 26 26 25 24 26 28 29 27 31 30 33 30 31 34 58 48 59 63

60 61 60 60 63 69 56 64 70 69 76 67 69 82 80

*chrom1 10

3559,944 7,552 19,2 37 65,2 51 345,4 27 51,2 30 15,9 10 6,1 50 13,8 59
*chrom2 4

54 42,657 39,417 31,28

*chrom3 9

3272,411 44,9 36 24,8 29 28,8 31 26,6 56 35,0 58 75,4 34 0,0 1
*chrom4 9
3916,5400,04150,13372,7240,8434581280,7381,49

*chrom5 2

22 64,3 26

*chrom6 6

48 65,7 28 9,4 24 59,8 20 11,8 21 6,3 49

*chrom8 4

45 13,04 104,23 8,1 47

*chrom9 6

46 8,2 6 29,3 23 50,3 1562,053 17,055

*chrom10 2

13 16,2 14

*env 2 112 31 124 67 13674
111 11329 12565 211
1239 11423 126 100 228
1331 115 38 127 58 236
1424 116 22 128 67 2421
1531 117 27 129 81 256
1629 118 62 130 64 261
1726 11974 13183 2713
1819 12063 13290 2829
1926 12163 13376 2920
11028 12289 134 84 210 31
11141 12377 13567 21117

95
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21233
213 31
214 37
21527
21640
217 36
21849
21942
22040
22163
22218
22363
22447
22542
2261
227 52
22845
22955
23050
23152
23246
23363
23465
23582
23692

3133
3219
3331
3423
3533
3643
3733
3833
3936
310 31
31133
312 31
31336
314 37
31533
316 38
317 40
31858
31960
32078
32164
32280
323580
32476
32586

3 26 100
3 27 90
328 92
32970
3 30 100
33187
3 32 90
33392
334 86
335 100
3 36 100
4120
4223
4317
4437
4535
4627
4723
4824
49 31
41025
41117
41227
41324
414 37

41524
416 24
417 33
418 65
41915
420 55
42168
42253
42355
424 49
425 47
42650
42777
428 20
429 49
4 30 67
43154
43278
433 35
4 34 41
4 35 80
4 36 52
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Anexo 12. Sentencias utilizadas en el analisis realizado con el programa PLABQTL.

cenv
log
first_analysis
¢ with QTLXENV analysis over 4 environments
load env.qdt
out1100

trait 1

scan 10 3,0
model D

cov S
environments 4
stop
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