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RESUMEN

El Mal de Rio Cuarto (MRC) es la enfermedad viral mas importante del maiz en
Argentina. La tolerancia genética al MRC se comporta como un caracter cuantitativo
controlado por loci de distintas regiones gendmicas. El objetivo general de este trabajo fue
identificar loci SSR asociados al indice de severidad de la enfermedad (ISE). Se evaluaron
familias F,.; derivadas del cruzamiento entre una linea susceptible al MRC (B73) y otra
tolerante (LP116), se realizd en tres localidades del &rea en donde la enfermedad es endémica
con un disefio en bloques completos al azar con dos repeticiones. A partir del grado medio de
severidad de los sintomas se calculd el indice de severidad de la enfermedad (ISE). La
heredabilidad en sentido amplio del ISE del MRC fue estimada para cada ambiente y a través
de ambientes, en funcién de los componentes de varianza. La heredabilidad de la variable
ISE asumi6 valores moderados y fueron similares en ambientes individuales y a través de
ambientes. El andlisis de QTL por ambiente y a través de ambientes identifico dos regiones
asociadas con el ISE ubicadas en los bins 1.03 y 1.07. El parental tolerante contribuy6 en la

expresion de la tolerancia al MRC.

Palabras claves: Mal de Rio Cuarto, QTL, indice de severidad de la enfermedad.

VI



SUMMARY

“QTL mapping for a multidimensional indicator of the reaction to Mal de Rio Cuarto virus in
maize”

Mal de Rio Cuarto (MRC) is the most important viral disease of maize in Argentina.
Resistance to MRC disease is a quantitative trait controlled by individual genetic loci known
as QTL. The disease severity index (DSI), as a multidimensional indicator of reaction to Mal
de Rio Cuarto Virus (MRCV), is a weighted average of the severity and incidence of this
viral disease. The general objective of this research was to map quantitative trait loci (QTL)
for reaction to MRCV. A population of 208 families F,.; derived from a cross between
resistant line (LP166) and susceptible line (B73) was phenotyping for DSI in three
environments where the disease is endemic. From the medium grade of severity it was
calculated DSI. The heritability of DSI variable assumed moderate values that were similar in
individual environments and across environments. QTL analysis by individual environment
and across environments identified two regions associated with DSI bins located in the 1.03
and 1.07.The parental tolerant expression contributes tolerance MRC.

Key words: Mal de Rio Cuarto disease, QTL, disease severity index.



INTRODUCCION

Importancia del maiz en Argentina

El Maiz (Zea mays sp.) es una planta graminea, anual, con vainas foliares que se
superponen y con laminas alternas anchas. Posee espigas (inflorescencias femeninas encerradas
por “"chalas") de 7 a 40 cm de largo y flores estaminadas que en conjunto forman grandes
panojas terminales o inflorescencias masculinas. Se propaga por semillas producidas
mayormente por fecundacion cruzada también denominada al6gama, la cual depende del
movimiento del polen por medio del viento (Gear et al., 2006).

En Latinoamérica existe una gran diversidad genética de maiz. En nuestro pais se han
descripto mas de 40 razas autoctonas de maices y las zonas con mayor variabilidad genética son
las del noroeste y noreste. El mejoramiento genético de maiz mas simple ha sido el realizado
durante siglos en forma masal por los agricultores, al seleccionar por sus caracteristicas externas
las espigas o granos que reservarian para la siembra del afio siguiente.

La planta de maiz ha evolucionado en el transcurso de la historia; hasta el siglo XX, se
fue mejorando a partir de variedades de polinizacion abierta, que son una coleccién de
individuos heterocigotas y heterogéneos. Estas variedades fueron modificandose gracias a la
seleccidn realizada por las distintas civilizaciones americanas. Sin embargo, el avance en el
conocimiento de su genética permitieron desarrollar lineas genéticamente uniformes con
caracteristicas particulares, a partir de las cuales los mejoradores lograron construir semillas
hibridas, con cualidades agrondmicas superiores (Gear et al., 2006).

El maiz en Argentina es muy importante tanto para el consumo humano como asi
también para la alimentacion animal. Cérdoba es la segunda provincia de mayor produccién de
maiz en la Argentina, produce el 27% de la produccion nacional; Buenos Aires es la primera con
el 39% de participacion, y en tercer lugar se ubica Santa Fe con un 17% (Figura 1). Argentina
participa en un 2% de la produccion mundial, exporta cerca del 65% (es el segundo exportador
mundial) de lo que se cosecha y destina al mercado interno la diferencia (CRA, 2013). La
produccion de maiz, que a comienzos de la década del '90 totalizaba unos 8 millones de
toneladas anuales, ha experimentado un crecimiento constante, con un rinde promedio nacional
de 7.300 kg.ha™ (SAGPyA, 2012). Durante la campafia 2011-2012, en todo el pais hubo una
superficie sembrada de 5 millones de ha, una superficie cosechada de 3,7 millones de ha, y una

produccion de 21 millones de toneladas, con un rendimiento de 5.735 kg.ha‘l. En cuanto a la
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provincia de Coérdoba la superficie sembrada fue de 1 millén de ha, la superficie cosechada fue
de 866.100 ha; con una produccion de 4,7 millones de toneladas con un rendimiento medio de
5.536 kg.ha™ (SIIA, 2012).

Lo mencionado permite anticipar una tendencia positiva en el volumen de produccién
nacional de maiz, los que segun las proyecciones del PEA (Plan Estratégico Agroalimentario)
2010-2020 alcanzarian a un total de 45,9 millones de toneladas en el afio 2020, con un

incremento de 24,9 millones de toneladas con respecto a la temporada 2011-2012.

T - —
A A
U T
- N ’
{ - w.: - .\\’t ’
l’ " 4 :
. < -
s 5
-3 A i
'.0"! : > .i
- ' >
O N LY
3 | k“u 3
’:I - r‘ ." t ‘f
» v ",
X “’\ | X
= e o
‘ . Mendess i
Total national production (2009/10) is } i
22676 920 boms : ‘ A
. {1 -- z
D o .’w : > | y
| Corn (Maize) Production |~ L 4
Tons (2008/10) s ! g ) ,
[ lo-35600 ! ¥ S
| I 35501 - 117080 3 e A
e 20 cem e
[0 234001 - 822400 Gl B et
| I 522401 - 1066720 Arlens Ge AGreut e, Ganadens y Pewcs
muteAndes o

Figura 1. Areas de produccion de maiz en Argentina (CRA, 2013).
El Mal de Rio Cuarto en maiz
El cultivo de maiz es afectado por diversos patdgenos que causan distintas

enfermedades, entre las que se puede mencionar el Mal de Rio Cuarto (MRC). La ocurrencia de
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ésta, asi como su magnitud en la naturaleza depende de la importancia de la interaccion del
vector con el patogeno, el hospedante y el ambiente, como se puede observar en la Figura 2
(Redinbaugh y Pratt, 2009).

virus Mal de Rio Cuarto

uente de infeccion, radiacion, fotoperiodo
viento, lluvia

Figura 2. Tetraedro vector hospedante virus-ambiente de la enfermedad Mal de Rio Cuarto
(Redinbaugh y Pratt, 2009).

El virus del Mal de Rio Cuarto (MRCV) es el agente causal del MRC, enfermedad viral
méas importante del cultivo de maiz (Zea mays L.) en Argentina, ya que disminuye el
rendimiento, la calidad y su valor econémico (Nome et al., 1981; Redinbaugh y Pratt, 2009).
Este virus pertenece a la familia Reoviridae, género Fijivirus, es circulativo propagativo (Mufioz
et al., 1991) y es transmitido principalmente por el insecto Delphacodes kuscheli Fennah
(Homoptera: Delphacidae), conocido como “chicharrita” (Remes Lenicov y Virla, 1993), quien
lo transmite a la planta al introducir su estilete en los tejidos de conduccion para alimentarse. Las
poblaciones del vector estan compuestas por individuos de dos formas, macrdpteros (alas largas)
que tienen la capacidad de volar (Figura 3) y braquipteros de alas cortas sin esta capacidad
(Ornaghi et al., 1993). El insecto vector desarrolla sus poblaciones infectivas en los verdeos
invernales. Las formas juveniles (ninfas) y adultas de alas cortas del insecto permanecen en los
verdeos invernales, mientras que las formas adultas de alas largas son las responsables de la
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migracion hacia los cultivos primavero-estivales, entre ellos el maiz. El desarrollo poblacional
del vector, es decir la densidad poblacional, la cantidad relativa de ninfas, de braquipteros y de
macropteros, asi como el ritmo de migracion, varia en funcion de las condiciones ambientales
principalmente las temperaturas y las lluvias, junto con el desarrollo de los cereales invernales
(Lenardon et al., 2007). Durante el invierno se pueden dar condiciones de temperatura que
promuevan la movilidad de las chicharritas, con fotoperiodos menores a 13 hs, el insecto
permanece en el mismo estadio. Los registros indican que las poblaciones presentan un claro
patrén estacional, incrementandose desde octubre, con su pico méaximo en diciembre para
finalmente disminuir su poblacion en marzo o abril (Grilli y Estallo, 2006).

Es muy importante observar las condiciones climaticas para decidir las opciones de
manejo en base a los verdeos de invierno, prestando atencién a como se desarrollan las
poblaciones del insecto vector. Algunos factores abidticos pueden predisponer el cultivo a una
epidemia, dentro de estos se mencionan; sequias, heladas tempranas, fertilizantes en dosis no
adecuadas, vientos rasantes, planchado de suelos y fitotoxicidad por algunos herbicidas.
Cualquiera de estos factores, sélo é en combinacidon pueden contribuir a alargar el estadio
critico, que se extiende desde la emergencia de la plantula (coleoptile) hasta la octava hoja. Por
lo tanto, se expande el periodo méas sensible a las infecciones por los insectos trasmisores y
consecuentemente se arriesga a exponer al cultivo a més carga viral (Lenardon et al., 2007).

Se ha informado que las poblaciones de Delphacodes haywardi Muir también pueden
adquirir el virus y transmitirlo, tanto en condiciones experimentales como naturales (Velazquez
et al., 2003); asi como Pyrophagus tigrinus puede ser vector y reservorio del MRCV en la

naturaleza (Remes Lenicov y Varela, 2005).



———
g
/

m

Figura 3. Insecto vector del Mal de Rio Cuarto. A. Delphacodes kuscheli macho; B.
Delphacodes kuscheli hembra. Extraido de SMN.

Una vez adquirido el virus, este se multiplica dentro del vector, el cual permanece
infectivo durante toda su vida y se perpetla de una estaciéon de cultivo a otra (Di Feo et al.,
2010). El virus es esférico, isométrico, con un diametro de 60 a 70 nandmetros, restringido a los
tejidos floematicos de conduccién de la savia. EI genoma viral consiste en 10 segmentos de
RNA de doble cadena, que se denominan S1-S10 segun su movilidad electroforética en geles de
poliacrilamida (Del Vas, 2013).

La eficacia de transmision del virus por el vector es muy baja (entre 0,5y 8%), por eso
alta densidad poblacional y movilidad del vector son indispensables para el desarrollo de
epidemias. A mayor temperatura y menor humedad relativa se incrementa la epidemia. Las
migraciones del vector son consecuencia de una elevada densidad poblacional y el deterioro del
cultivo hospedante. El periodo entre la inoculacion y la aparicién de los sintomas (periodo de
incubacion) es de aproximadamente 30 dias. La infeccion afecta principalmente a tejidos
vasculares (Presello et al., 2007).

Los sintomas del MRC son espigas que proliferan, disminuyen de tamafio, se deforman y
en casos severos no forman granos o estos son muy escasos (Figura 4. A). Se pueden observar
hojas acartuchadas, formaciones tumorales denominadas enaciones (deformaciones debidas a
sobre crecimiento de tejidos) sobre las nervaduras en el envés de las hojas (Figura 4. B), las
cuales son caracteristicas de la enfermedad y pueden presentarse también en las brécteas de las
espigas y en las vainas foliares. Otro sintoma es el enanismo (Figura 4. C); los tallos suelen

achatarse y se observa un acortamiento de los entrenudos (Figura 4. D). Las panojas pueden ser
5



reducidas, con flores total o parcialmente ausentes. El sistema radicular se reduce y se forman
cortes o lesiones necroticas. La severidad de los sintomas esté relacionada con el momento de la
infeccion. Asi mismo, se puede manifestar un mosaico foliar tenue, en forma de estrias
longitudinales cortadas y muerte de plantas cuando la infeccion se produce temprano en la
estacion de crecimiento o en cultivares altamente susceptibles. Cuando las infecciones son
tardias, las plantas alcanzan una altura casi normal, con las hojas del tercio superior erguidas y

menor desarrollo de lamina foliar (Laguna y Giménez Pecci, 2004).

Figura 4. Sintomas caracteristicos de la enfermedad Mal de Rio Cuarto. A. Espiga reducida con
pocos granos. B. Nervadura con presencia de enaciones. C. Enanismo. D. Tallo achatado y

acortamiento de los entrenudos.



El MRCV es capaz de infectar otros cultivos, se ha detectado en un amplio rango de
gramineas hospedantes, de las cuales las mas importantes desde el punto de vista epidemiolégico
son el trigo (Triticum aestivum L.), la avena (Avena sativa L.), la cebada (Hordeum vulgare L.),
el centeno (Secale cereale L.), varias malezas y pasturas estivales (Cuadro 1). Aungue el virus
no causa dafios de importancia en los cereales de invierno, éstos cumplen un rol clave en el ciclo
de la enfermedad al actuar como hospedantes de D. kuscheli y constituir una importante fuente

de indculo para la transmision al maiz (Laguna y Giménez Pecci, 2004).

Cuadro 1. Gramineas hospedantes alternativas del virus del Mal de Rio Cuarto y del vector

Delphacodes kuscheli.

Especies cultivadas Especies forrajeras y malezas

Avena sativa Avena Bromus unioloides Cebadilla pampeana
Triticum aestivum Trigo Digitaria sanguinalis | Pata de gallina
Sorghum vulgare Sorgo Setaria verticillata Cola de zorro
Panicum milliaceum Mijo Cenchrus echinatus | Cadillo

Setaria italica Moha Cynodon dactylon Gramon

Secale cereale Centeno Echinochloa colona | Pasto overito
Triticum aestivum x Secale cereale Triticale Echinochloa crusgalli | Capin arroz
Triticum sp. x Secale sp.x Thinopyrum | Tricepiro Eleusine indica Pie de gallina
Hordeum vulgare Cebada Sorghum halepense | Sorgo de alepo
Chloris gayana Grama rhodes | Cyperus rotundus Cebollin

Panicum maximun

Gatton panic

Arundo donax

Canfa de castilla

Eragrostis curvula Pasto llorén Eragrostis virescens | Gramilla de huerta
Panicum coloratun Panicum Cenchrus pauciflorus | Roseta
Eleusine tristachya Pasto ruso
Bromus brevis Cebadilla criolla
Stipa tenuissima Paja blanca

La presencia de una enfermedad en una zona, de modo permanente, lleva a calificarla de

endémica en esa area. En este caso, la zona comprendida por el sur de Cérdoba, noreste de San
Luis, oeste de Buenos Aires y norte de La Pampa, esta sujeta a epidemias recurrentes. A partir de
su deteccidn en 1967, esta enfermedad se ha manifestado con diferentes grados de incidencia y
severidad en todas las campafias agricolas en el departamento de Rio Cuarto, provincia de
Cérdoba. En la campafia agricola 1976-1977 se observd MRC por primera vez en gran cantidad
de lotes de maiz, en algunos fue tan severa que caus6 pérdidas de hasta 80%. Desde entonces, la
enfermedad se ha extendido gradualmente con un grado de incidencia del 1,5% por afio. En la

campafia agricola 1981-1982 se observo la primera epidemia ocasionada por esta enfermedad en

7



el departamento Rio Cuarto, la que causé pérdidas de méas de 55.000 ha de las 360.000 ha
sembradas. La infeccion méas importante ocurrié durante la campafia 1996-1997, con 300.000 ha
dafiadas y pérdidas estimadas en 120 millones de dolares (Lenardon et al., 1998). Presello et al.
(2007) informaron durante la campafia 2006-2007 que la enfermedad se expandid, pudiéndose
detectar cultivos con sintomas en casi todas las zonas maiceras. La principal diferencia es que en
las zonas centro, norte y sur de Buenos Aires, este de Cordoba y centro y sur de Santa Fe la
virulencia fue mucho menor que la epidemia ocurrida 10 afios atras, siendo muy dificil detectar
plantas afectadas en los cultivos de maiz de esas zonas (Figura 5). A la menor produccién de
grano se le debe agregar la reduccion en la produccion de materia verde para silaje y en el
volumen de rastrojo, los cuales constituyen una importante reserva forrajera invernal en los
sistemas agricola-ganaderos del sur de la provincia de Cérdoba (Lenardon et al., 1999).

La enfermedad afecta al resto del cinturon maicero con epidemias esporadicas de
menores niveles de incidencia. Estudios de monitoreos de la enfermedad permitieron comprobar
que en la actualidad el virus esta presente en cultivos de maiz en las provincias de Jujuy, Salta,
Tucuman, Catamarca, Chaco, Corrientes, Entre Rios, Misiones, Formosa, Santiago del Estero,
La Rioja, Santa Fe, Buenos Aires, Cérdoba, Mendoza, San Juan, La Pampa y San Luis (Laguna
y Giménez Pecci, 2004).

Zona con incidencias muy bajas (menores al 0,.5%) o

nulas

Zona de mayor incidencia y severidad
Zona de incidencia y severidad media

1951/82: Primer epidemia. 1996/97: Segunda epidemia. 2006/07: Tercer epidemia.

B 7ona de incidencias bajas (mencres al 3%) o nulas

A
]
H

Figura 5. Areas afectadas por grandes epidemias del Mal de Rio Cuarto en las campafias
agricolas 1981/82, 1996/97 y 2006/07. Extraido del informe del Departamento técnico de

Pioneer Argentina.



Para la virosis Mal de Rio Cuarto (MRC), las siembras tempranas (Ornaghi et al., 2011),
para evitar la coincidencia con los picos poblacionales de los vectores, y el uso de insecticidas
sistémicos a las semillas, para proteger a las plantulas de maiz en las primeras etapas de su
crecimiento, periodo de mayor susceptibilidad (March et al., 2002), son las dos estrategias de
manejo generalmente utilizadas, pero el modo més eficaz de controlar enfermedades virésicas en
cultivos extensivos es por medio de la incorporacion de tolerancia genética en el vegetal (Di
Renzo et al., 2002, 2004; Redinbaugh y Pratt, 2009; Bonamico et al., 2012). En la actualidad se
dispone de materiales con buen comportamiento frente al MRC (Presello y Céliz, 1996) pero
muchas veces no asociados a materiales con buenos rendimientos. Los genotipos tolerantes al
MRC presentan una barrera a la multiplicacion del patdégeno, acumulando una menor cantidad de

particulas virales (Morata et al., 2003).

Marcadores moleculares y loci de caracteres cuantitativos (QTL)

Los caracteres de interés agronémicos, como la tolerancia genética al MRC, en general
son de herencia cuantitativa, condicionados por la variacion de varios loci genéticos individuales
conocidos con el nombre de poligenes o QTL (quantitative trait loci) (Tanksley, 1993).
Estimaciones de interaccion genotipoxambiente significativa y valores moderados de
heredabilidad han sido informados para tolerancia al MRC, indicando que los genotipos son
poco estables frente a diferentes condiciones (Di Renzo et al., 2002; Bonamico et al., 2012).

El mejoramiento de plantas es un area dinamica de las ciencias aplicadas. Los programas
de mejoramiento genético apoyan la seleccion en caracteristicas de interés agrondémico y
economico. La seleccion asistida por marcadores moleculares (MAS), es un proceso de seleccion
indirecta basado en la existencia de co-segregacion entre marcadores y un gen determinado. Su
eficiencia depende de la distancia entre el marcador y el gen, y de la contribucion de ese gen al
fenotipo (Martinez et al., 2010). La MAS utiliza marcadores ligados a QTL para identificar
genotipos superiores, es propuesta y utilizada ampliamente como herramienta para minimizar
efectos ambientales y acumular genes de tolerancia (Lucas, 2010). Los marcadores moleculares
constituyen una valiosa herramienta biotecnoldgica que permite medir el efecto de genes
individuales e identificar segmentos cromosomicos que determinan caracteres de interés
(Michelmore et al., 1991). Un marcador molecular (MM) es un segmento de ADN con una
ubicacion especifica en un cromosoma (punto de referencia) cuya herencia puede seguirse en

individuos de una poblacién. La secuencia puede pertenecer a regiones codificantes (genes) o sin



funcidén conocida (Martinez et al., 2010). Los MM son utilizados en la construccion de mapas de
ligamiento, introduccion de caracteres, seleccion asistida, identificacion de cultivares, proteccion
de variedades y certificacion de pureza genética, asi como en el uso, manejo y conservacion de
germoplasma (Bruno et al., 2008).

Los MM pueden ser clasificados desde el punto de vista técnico en tres grupos:

1) basados en hibridacion del ADN, como el polimorfismo en la longitud de los
fragmentos de restriccion (RFLP) y el nimero variable de secuencias repetidas en tandem
(VNTR);

2) basados en amplificacion del ADN por reaccion en cadena de la ADN polimerasa
(PCR), como el polimorfismo de ADN amplificado al azar (RAPD) y las secuencias simples
repetidas o microsatélites (SSR);

3) basados en restriccion y amplificacion, como polimorfismos en la longitud de
fragmentos amplificados (AFLP).

En los dltimos afios se ha puesto especial énfasis en marcadores altamente polimorficos
gue permiten obtener informacién de diferentes alelos de un mismo locus, como son los
microsatélites (Bruno, 2009). En maiz los marcadores tipo microsatélites (SSR) que son
codominantes, altamente polimérficos y multialélicos, han sido identificados en gran nimero
(Qi-Lun et al., 2008) y la secuencia de los iniciadores necesarios para su amplificacion mediante
PCR esta disponible publicamente en la base de datos de maiz de la Universidad de Missouri
(sitio web http://www.agronmissouri.edu/ssr.html).

Numerosos trabajos han identificado QTL para resistencia a virus mediante el uso de
microsatélites (SSR) (Ingvardsen et al., 2010). La eficiencia para manipular QTL depende de su
identificacion y ubicacion precisa asi como de la consistencia en diferentes generaciones, fondos
genéticos y ambientes (Rafalski, 2002). Trabajos realizados con una poblacion de mapeo F;., de
diferente fondo genético al del presente estudio, indicaron dos posibles QTL en los grupos de
ligamiento 1 y 8 (Di Renzo et al., 2004). Resultados obtenidos con una poblacion F,.; de mapeo
de un cruzamiento biparental diferente al utilizado por Di Renzo et al. (2004), identificaron QTL
relacionados a los sintomas de la enfermedad en los cromosomas 1, 4, 8 y 10 (Kreff et al., 2006).
Bonamico et al. (2010), mediante un método de analisis multivariado utilizando una poblacion
de lineas endocriadas recombinantes, sugieren la presencia de un grupo reducido de SSR
asociados significativamente con sintomas del MRC.

Dada la existencia de diversos sintomas, que se manifiestan en grados diversos y con

distinta incidencia en las poblaciones bajo seleccién, se ha propuesto el célculo de indices de
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tolerancia como el indice de severidad de enfermedad (ISE) (Grau et al., 1982). El mapeo de
QTL para caracteres asociados a cada uno de los sintomas del MRC (Bonamico, 2010) y para los
caracteres incidencia y severidad (Bonamico et al., 2012) permite inferir que el mapeo de un
cardcter sintético o matematicamente construido a partir de la combinacion de estas dimensiones
de andlisis constituye una alternativa para la seleccion de genotipos tolerantes al MRC. El ISE
constituye una media de la severidad de la reaccion al MRCV clasificada segln la expresion
simultanea de los sintomas caracteristicos, ponderada por la incidencia de los distintos grados de
severidad en un conjunto de plantas del genotipo (Di Renzo et al., 2004). La identificacién de
QTL asociado con el ISE y su validacion con QTL mapeados para tolerancia al MRC en maiz es
crucial para poder desarrollar estrategias efectivas de mejoramiento genético. El ISE resulta ser
una variable recomendable para mapear QTL para reaccion a la infeccion del MRCV, debido a
gue en éste se considera tanto la severidad como la incidencia de la enfermedad (Bonamico et
al., 2013). Estudios de validacién revelaron que pocos QTL pueden ser comunes entre diferentes
generaciones de poblaciones de mapeo y entre ambientes de evaluacion de una misma
generacién (Melchinger et al., 1998).

Las mejoras al mapeo por intervalo propuestas por Jansen y Stam (1994) y Zeng (1994)
combinan la regresion multiple y el mapeo por intervalo simple. La estrategia llamada mapeo
por intervalo compuesto (CIM) mejora la precision y el poder del analisis de los QTL al
introducir marcadores como cofactores (covariables) para controlar la variacion genética debido
a la segregacion de QTL en otras partes del genoma (Di Renzo y Bonamico, 2013). Al utilizar
este método, Di Renzo et al. (2004) identificaron dos QTL ubicados en el cromosoma 1 (bin
1.03) y 8 (bin 8.03/4), que explicaron simultaneamente 36,2 % de la variacion fenotipica en la
reaccion al MRCV. Mediante el método de mapeo por intervalo compuesto, Bonamico et al.
(2012) informaron la existencia de cuatro QTL que explicaron entre el 6 y el 14 % de la
variacién fenotipica en la reaccion al MRCV, la cual fue estimada por medio de las variables

incidencia y severidad de enfermedad.
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HIPOTESIS

Conocer el ligamiento entre genes de caracteres cuantitativos (tolerancia al MRC) y genes de
caracteres cualitativos (marcadores moleculares) permite realizar seleccion indirecta y manipular
segmentos cromosomicos que determinan caracteres cuantitativos como si fueran genes de

herencia mendeliana.
OBJETIVOS
General:

Identificar loci SSR asociados al indice de severidad de enfermedad (ISE), caracter
multidimensional que estima la reaccion al MRCV en una poblacién F,; de maiz.

Especificos:

1. Evaluar una poblacion de familias F,.; de maiz por su reaccién a la infeccién del MRCV,

mediante un estimador multidimensional (ISE).
2. Caracterizar el fenotipo molecular de las F, con marcadores SSR.

3. Identificar asociaciones entre el caracter ISE, estimador de la reaccion de las familias F,5 a

la infeccion del MRCV vy el fenotipo molecular observado en las F, que les dieron origen.
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MATERIALES Y METODOS
Material Vegetal

El material parental que dio origen a la poblacion de mapeo F,; estd constituido por dos
lineas endocriadas, una susceptible a la virosis MRC (B73, perteneciente al grupo heterético
lowa Stiff Stalk Synthetic) y otra tolerante (LP116, desarrollada en INTA Pergamino). En la
campafia agricola 2009-2010, plantas F, derivadas de dos espigas F; provenientes del
cruzamiento entre B73 y LP116, fueron autofecundadas lo cual permitié obtener 208 familias
F.s. De cada planta F, se obtuvieron muestras de hojas para la extraccion de ADN.

Ensayo de campo

Las familias F,; se sembraron durante la campafia 2011-2012 en el area en donde la
enfermedad es endémica (La Aguada), en un DBCA con dos repeticiones, para evaluar el
comportamiento fenotipico frente a la virosis. Se dispone de datos del comportamiento
fenotipico frente al MRC de las familias F,.;, obtenidos en la campafa agricola 2010-2011 para
Rio Cuarto (campo experimental CAMDOCEX, 33° 06’ 16.08” S; 64° 17' 54.55" O) y La
Aguada (campo experimental Pozo del Carril, 32° 58" 17.25" S; 64° 38’ 58.43" O). El ensayo fue
establecido en un lote cuyo cultivo antecesor invernal fue avena. Las labores de presiembra se
realizaron en forma convencional y la siembra se efectud en forma manual en surcos marcados a
0,70 m en forma mecéanica. Ademas se realiz6 en los tres casos transmision controlada con el
insecto vector, para lo cual luego de sembrar las semillas (Figura 6.A), cada surco fue cubierto
con tuneles de malla fina (Figura 6.B) y cuando las plantas alcanzaron el estado de coleoptile se
sometieron durante 72 hs a transmisiones controladas mediante macrdpteros del insecto vector
provenientes de cultivos de avena en pastoreo (Figura 6.C). La poblacion del insecto vector fue
distribuida regularmente a lo largo de todo el tanel donde se introdujeron aproximadamente 7
insectos adultos por plantula. Los ensayos fueron realizados con todas las practicas de manejo
que permiten obtener un alto nimero de plantas; en sucesivos momentos se realizé control de
malezas (Figura 6.D).

Para el anélisis estadistico de los datos cada combinacion afio-localidad se considerd

como un ambiente.
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Figura 6. A. Marcacion de surco de forma manual para posterior siembra de maiz. B. Colocacion
del insecto vector en tineles de malla fina para realizar infecciones controladas al maiz. C.
Chicharrita posada sobre coleoptile de maiz dentro del tinel de malla fina. D. Vista del ensayo
con familias F,3 en la localidad de La Aguada.

Para la evaluacion del comportamiento fenotipico de las familias F,; frente al MRC se
registraron caracteres fenotipicos como altura de planta, presencia y tipo de enaciones, presencia
de hojas rasgadas en el tercio superior, ancho y largo de las hojas del tercio superior,
caracteristicas de la panoja y caracteristicas de la espiga. A cada planta se le asigné un grado
segun la escala propuesta por Ornaghi et al. (1999), la cual agrupa a las plantas en cuatro grados
de severidad (Cuadro 2). Una medida global de la reaccion a la infeccion del MRCV de cada
familia F,3 se estimé mediante un indice de severidad de enfermedad (ISE) calculado segln
Grau et al. (1982) y Di Renzo et al. (2002):

3 - xn° .
ISE= ZO(gradoI x n°de plantas en el grado, Jxmo
1=

n° total de plantas x 3
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donde “grado;” es el grado de severidad de cada planta evaluada segun la escala antes

descripta y “n° total de plantas” es el nimero total de plantas evaluadas en cada parcela.

Cuadro 2. Grados de severidad y sintomatologia de la enfermedad Mal de Rio Cuarto de acuerdo
a la escala propuesta por Ornaghi et al. (1999).

Grado Descripcion de la planta Smtomatologia

0 Asmtomatica sm smtomas

Enaciones, con o sm dismmucion
de altura

1 Con simtomas leves

Lo

Enaciones, reduccion del tamaiio
de la panoja lammas foliares
atrofiadas en el tercio supenior y

Con smtomas severos

espigas gemeralments curvas y

pequeias

, Enaciones, produccion de granos
Con smtomas muy severos » I &

L

por espiga escasa 0 nula. espigas
pequetias, multiples y sm granos
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Analisis estadistico
Anadlisis fenotipico

Los supuestos del ANAVA (analisis de varianza) que implican errores independientes,
normalmente distribuidos y con varianzas homogéneas para todas las observaciones de las
variables medidas en la poblacion segregante F,, para cada ambiente y a través de ambientes
donde la enfermedad es endémica se probaron mediante los estadisticos de Shapiro-Wilks y Test
de Levene, usando PROC UNIVARIATE de SAS version 6.12 (SAS Institute, 1997). El nivel de
significancia usado fue o = 0,05.

Los analisis de varianza fueron realizados para el ISE del MRC en 208 familias F,.; en
ambientes individuales sobre la base del siguiente modelo estadistico:

Yi=u+GitBjtg
donde y;; es la observacion de la respuesta del i-ésimo genotipo en el j-ésimo bloque;
w es la media general, G; es el efecto del i-simo genotipo, B; es el efecto del j-ésimo bloque

y & es el término de error aleatorio asociado a la ij-ésima observacion.

La herencia de la tolerancia al MRC para la variable fenotipica ISE se estimd también
usando un modelo que incluyd los efectos genéticos, ambientales y la interaccion
genotipoxambiente. El efecto ambiental fue definido como la combinacién afio-localidad y todos
los efectos contemplados en el modelo fueron considerados aleatorios. La observacion fenotipica
Yiik del genotipo i, en el ambiente j y en el blogue k se model6 segun la ecuacion:

Vil = p+ Gi+ Ej + B(E)ig * (GE)j + i

donde p es la media general del caracter fenotipico; G; es el efecto medio del
genotipo i; E; es el efecto medio del ambiente j; B(E)y) es el efecto medio del bloque k dentro
del ambiente j; (GE);; es el efecto de interaccion entre el genotipo i y el ambiente j; y eij es el
efecto residual. La distribucion empirica de los residuos, la homogeneidad de la varianza y la
aditividad del modelo se probdé con las pruebas pertinentes. Los componentes de varianza
estimados mediante el método REML (Littell et al., 2006) usando PROC MIXED de SAS
permitieron calcular la heredabilidad (h?) para cada caracter acorde a Hallauer y Miranda (1981)

segun las siguientes formulas:
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para cada ambiente:

h’=c’c/c’c + (c°€lr)

y a través de ambientes:

h’=6’s/ (6% + (c%ce/ @) + (c’c / ra)

donde o%, c°ce, G2€ SON varianzas genotipicas, de la interaccion genotipoxambiente y
del error residual, respectivamente; r es el nimero de repeticiones, y a es el nimero de
ambientes. Para determinar la precision de la h? estimada, se calculd un intervalo de confianza
(IC) de 95% usando la distribucion F segin Knapp et al. (1985).

Analisis molecular

El ADN de las F, se extrajo a partir de tejido foliar liofilizado proveniente de plantas de
maiz crecidas en invernaculo, segn el método propuesto por Saghai-Maroof et al. (1984). La
caracterizacion molecular de las familias F, se realiz6 con iniciadores SSR polimorficos entre las
lineas parentales B73 y LP116 pertenecientes a un sélo grupo de ligamiento de maiz, el
cromosoma 1, teniendo en cuenta antecedentes del grupo de trabajo referidos a identificacion de
marcadores asociados con tolerancia al MRC (Di Renzo et al., 2004; Bonamico et al., 2012;
Bonamico et al., 2013). Los productos de amplificacion fueron separados por electroforesis en
geles de agarosa de alta resolucion y el revelado fue con bromuro de etidio. Una vez concluida
las electroforesis, los geles fueron expuestos en un transiluminador de luz ultravioleta y
fotografiados para la documentacion final.

Para la identificacion de posibles asociaciones entre el fenotipo molecular obtenido con
marcadores moleculares tipo microsatélites en las F,, y el ISE de las familias F,.; se procedi6 a

realizar un mapa genético y luego un analisis de mapeo por intervalo simple y compuesto.

Mapa genético

El mapa de ligamiento se realizé con los marcadores SSR pertenecientes al cromosoma 1,
que resultaron polimorficos entre las lineas parentales. Para evaluar el ligamiento entre
marcadores se estimaron las frecuencias de recombinacion entre loci a través de un andlisis
multipunto. Las frecuencias de recombinacion se transformaron en distancias (cM) segun la

funcion de mapeo de Haldane (1919) mediante Mapmaker/Exp. version 3.0 (Lander et al.,
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1987). Los marcadores fueron considerados ligados si el valor del estadistico LOD (“log;, of the
likelihood of odds™), que es funcion de la probabilidad de ligamiento respecto al no ligamiento,
es mayor que un umbral y la distancia de ligamiento es menor a un valor limite. Posteriormente
se calculd el orden de los marcadores. La prueba Chi-cuadrado se realiz6 para evaluar la
distorsion en la segregacion de cada SSR polimdrfico, ya que la precision en la estimacion de la
posicion de los posibles QTL declina cuando los marcadores exhiben distorsion significativa en

la segregacion mendeliana (Cardinal et al., 2001).
Mapeo por intervalo simple (SIM) y compuesto (CIM)

Para identificar la posicion de posibles QTL para el ISE, asi como para poder estimar los
efectos genéticos, se utilizo el programa Plabgtl version 1.0 (Utz y Melchinger, 1996), el cual
emplea el mapeo por intervalo mediante la técnica de regresion maltiple (Haley y Knott, 1992).
El valor medio, para cada familia F,, del carécter fenotipico evaluado, se utiliz6 como variable
dependiente. Los andlisis se realizaron por ambiente y a través de ambientes. Se empled el
método de mapeo por intervalo simple (SIM) (Modelo 11, Zeng, 1994) y el método de mapeo
por intervalo compuesto (CIM) (Modelo Il, Zeng, 1994). En el CIM se utilizaron marcadores
moleculares como cofactores en el modelo de analisis, seleccionados por regresion stepwise
(Jansen y Stam, 1994; Zeng, 1994). EI minimo LOD para declarar la presencia de un QTL fue
fijado en 2,5. La posicion del QTL fue asignada al punto del intervalo donde el valor de LOD
sea maximo. La variacién fenotipica total explicada por los QTL detectados se estimo a través de

un modelo de regresién multiple.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Fenotipicos

Caracterizacion de los ambientes de evaluacion

La evaluacion de genotipos de maiz por su comportamiento frente al MRC mediante
transmision controlada es compleja debido a la dimension que adquieren los ensayos de campo.
En el caso de que la seleccion dependa solo de la transmision natural es posible que una baja
incidencia de la enfermedad con ausencia de sintomas suficientemente severos asi como una
elevada incidencia y severidad, ocurrentes de manera aleatoria en distintos afios, dificulten la
realizacion exitosa de trabajos de identificacion de factores genéticos que contribuyan a la
tolerancia (Bonamico, 2010).

Se decidio establecer los ensayos de evaluacion en las localidades de Rio Cuarto y La
Aguada debido a que se encuentran en el area de mayor incidencia de la enfermedad MRC. El
Cuadro 3 muestra la expresion fenotipica media y el error estandar del indice de severidad de
enfermedad en los tres ambientes de evaluacion y a través de ambientes para los parentales, linea
tolerante LP116 y linea susceptible B73, y para las familias F,5 derivadas. La linea parental
LP116 no manifestd sintomas de enfermedad en ninguno de los tres ambientes; en cambio la
linea parental B73 manifestd sintomas tanto en ambientes individuales como a través de estos
(p<0,05).

En La Aguada 2010-2011, La Aguada 2011-2012 y a través de ambientes el valor de ISE
medio de las familias F,; mostr6 diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) con los
valores medios del ISE de los parentales, algunas de ellas presentaron valores medios fenotipicos
gue excedieron a la media de la linea B73, lo que indicaria segregacion transgresiva en la
reaccion al MRC. Es posible que esta moderada segregacion transgresiva se deba tanto a efectos
genéticos como a efectos ambientales o de errores experimentales (Di Renzo et al., 2002;
Bonamico et al., 2012). En trabajos previos realizados con generaciones tempranas F,5 con otra
fuente de cruzamiento biparental, se observd una situacion similar respecto al tipo de
segregacion (Di Renzo et al., 2002; Bonamico et al., 2013).

Las medias del ISE en las familias F,3 no difirieron significativamente respecto a la linea
LP116 en Rio Cuarto 2010-2011, al contrario de lo observado en el ISE en La Aguada 2010-
2011, La Aguada 2011-2012 y a través de ambientes donde las medias entre las familias F,.3 y

los padres difirieron significativamente.
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Morata et al. (2003) encontraron en dos localidades con alta presion de enfermedad que
el grado medio de severidad del MRC en genotipos experimentales no difiri estadisticamente
del valor medio de los genotipos tolerantes. Sin embargo, en la evaluacion del MRC referida
como grado medio de severidad, diferencias estadisticamente no significativas pueden implicar
diferencias agrondémicas de gran importancia.

La variable ISE, calculada segun la incidencia y la severidad de los sintomas
observados, presentd una distribucion normal a través de ambientes (Figura 7). El valor de ISE
del parental tolerante LP116 fue proximo a 0, mientras que el del parental susceptible B73 fue
moderado. Las familias F,.; mostraron, a través de ambientes, un valor intermedio de ISE
(39,10).

Cuadro 3. Estimacion de las medias del indice de severidad de enfermedad (ISE) del Mal de Rio
Cuarto y demas variables evaluadas en las lineas parentales (LP116 y B73) y en las 208 familias

F,.3, en ambientes individuales y a través de ambientes en donde la enfermedad es endémica.

Ambiente
Variable Genotipo Rio Cuarto La Aguada La Aguada A través de
2010-2011 2010-2011 2011-2012 ambientes
ISE LP116 0,00+0,00 a 0,00+000 a 0,00+x0,00 a 0,00+0,00 a
B73 55,67+7,67 b 9367+0,34 b 87,0£20 b 74671141 b
Fo3 2489+106 a 4308+150 c¢ 4935%+189 <c¢ 3910+148 c
LSD 27,35 24,47 26,10 15,82

+ 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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Figura 7. Distribucion del indice de severidad de enfermedad (ISE) de las familias F,; a través
de tres ambientes del area en donde la enfermedad Mal de Rio Cuarto es endémica. El
comportamiento medio del parental tolerante (LP116) y del parental susceptible (B73) esta

indicado.

Heredabilidad

En el Cuadro 4 se observan las estimaciones de los componentes de varianza,
heredabilidad en sentido amplio (H) e intervalos de confianza (IC) del indice de severidad de
enfermedad (ISE) del MRC en 208 familias F,3, en ambientes individuales y a través de tres
ambientes del &rea en donde la enfermedad es endémica. Los estimadores de la interaccion
genotipoxambiente fueron altamente significativos (p=0,0019) para el ISE, lo cual indica una
baja consistencia en la respuesta de las familias a través de estos. Los estimadores de los
componentes de varianza genotipica fueron altamente significativos (p<0,0001) en Rio Cuarto
2010-2011, en La Aguada 2010-2011, en La Aguada 2011-2012 y a través de ambientes.

La heredabilidad de la variable ISE exhibi6 un valor moderado en ambientes
individuales y a través de estos. Para Rio Cuarto el valor estimado (H= 0,57) apenas superd al
obtenido en La Aguada 2010-2011 (H= 0,56) donde los componentes de varianza genotipica y
ambiental estimados fueron mayores; en La Aguada 2011-2012 el valor estimado (H= 0,70)

super6 tanto a Rio Cuarto como a La Aguada 2010-2011. El valor de heredabilidad estimado a
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través de los tres ambientes fue 0,42, siendo moderadamente superior al calculado en base a tres
ambientes por Di Renzo et al. (2002) y Bonamico (2012) encontr6 para seis ambientes
individuales valores similares en el pardmetro mencionado. La heredabilidad fue estimada en
sentido amplio ya que esta basada en las diferencias entre familias F,; segregantes, quienes
manifiestan diferencias genéticas aditivas y no aditivas (Di Renzo et al., 2004; Bonamico et al.,
2013). Los intervalos de confianza con un rango de 42 a 77%, fueron consistentes en cada uno
de los ambientes, asi como a través de ambientes.

En un estudio con una poblacion F,; segregante la posibilidad de que ocurran
mecanismos de escape es mayor, debido a la variabilidad en el desarrollo de las plantas al
momento de la transmisién (Borghi, 2012). La respuesta de las familias a través de ambientes
fue poco consistente, como lo muestra la significativa interaccion genotipoxambiente. Los
distintos factores, tanto bidticos como abidticos, podrian explicar la preponderancia de la
componente ambiental y de la interaccion genotipoxambiente observada en el Cuadro 4.

El estrés producto de la sequia, la caida de granizo y el ataque de insectos en el ambiente
La Aguada 2011-2012 durante los primeros estadios de desarrollo del cultivo, asi como las
distintas fechas de siembra y registros pluviométricos de los ambientes podrian haber sido
causante de la mayor expresion de enfermedad en este.

La significativa interaccion genotipoxambiente y la moderada heredabilidad estimada
indican que la seleccién para producir incrementos de tolerancia al MRC en maiz requiere la
evaluacion de germoplasma en diferentes afios y localidades tal como fue mencionado en
estudios previos (Di Renzo et al., 2002; Borghi, 2012; Bonamico et al., 2013).
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Cuadro 4. Estimacién de los componentes de varianza, heredabilidad en sentido amplio (H) e

intervalos de confianza (IC) del indice de severidad de enfermedad (ISE) del Mal de Rio Cuarto

en 208 familias F,.3, en ambientes individuales y a través de tres ambientes en donde la

enfermedad es endémica.

Variable: ISE

Parametro

Ambiente
La Aguada Rio Cuarto La Aguada A través de ambientes
2010-2011 2010-2011 2011-2012

Componente de

varianza

Heredabilidad

IC 90%

Amplitud relativa® (%)

358,31 +68,78

558,90 55,20

0,561

0,42 - 0,67

24,50

183,84 +34,59

278,66 +27,39

0,57

0,43 -0,67

24,00

806,36 + 117,37

681,89 + 66,87

0,70!

0,61-0,77

16,50

146,24 +35,28

506,60 + 28,87

303,34 +41,52

0,422

0,27 - 0,54

27,20

+ Error estandar.
YH= %/ (o?y+ o?al 1); r = n° de repeticiones.

“H= %/ (4 + 0°ga la + 0% | 1a); r = n° de repeticiones; a = n° de ambientes; o’y = varianza genotipica;
o’ = varianza ambiental y ozga = varianza de la interaccién genotipo x ambiente.
SAmplitud relativa expresada como la relacién (%) del intervalo de confianza (IC) con respecto a la

heredabilidad estimada (H).
Genotipicos

Anélisis con SSR y mapa de ligamiento

De los 20 SSR, nueve resultaron polimérficos y once monomorficos (Cuadro 5). Con el

programa Mapmaker/exp se calcularon las distancias en cM entre los SSR seleccionados
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mediante la funcién de Haldane y luego con el programa Mapchart se obtuvo el grafico del mapa
de ligamiento para los nueve SSR polimérficos (Figura 8).

La prueba Chi-cuadrado para la hipétesis de bondad de ajuste de las frecuencias génicas
observadas respecto a las esperadas no se apartaron significativamente seglin proporciones
mendelianas para las familias F,3 La precision de la estimacion de la posicion de los posibles
QTL declina cuando los marcadores exhiben distorsion en la segregacion ya que resulta en

estimaciones sesgadas de las frecuencias de recombinacién (Cardinal et al., 2001).

Cuadro 5. Fenotipo molecular de las lineas parentales (B73 y LP116) de los 20 marcadores SSR

gue revelaron bandas nitidas bajo el programa de amplificacion por PCR ensayado.

SSR (bin)

ume 1177 (1.01)
bnlg 1179 (1.01)
bnlg 1014 (1.01)
bnlg 1007 (1.02)
bnlg 1866 (1.03)
bnlg 439 (1.03)
umc 1021 (1.03)
umc 1044 (1.03)
umc 1169 (1.04)
bnlg 1016 (1.04)
umc 1515 (1.05)
bnlg 1598 (1.06)
bnlg 2057 (1.06)
bnlg 1025 (1.07)
bnlg 1643 (1.08)
phi 055 (1.09)
bnlg 1720 (1.09)
bnlg 1597 (1.10)
bnlg 1055 (1.11)

bnlg 2123 (1.11) M
F = Fenotipo molecular de las lineas parentales (B73 y LP116); M= monomorfico, P= polimoérfico.
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Deteccion de QTL

Con los nueve SSR polimorficos que fueron utilizados en el analisis con el programa
Mapmaker/exp, la longitud del genoma fue de 353,8 cM vy el intervalo promedio entre
marcadores fue de 27,21 cM (Figura 8), el cual coincide con el maximo de 50 cM definido por
Darvasi y Soller (1994).

El andlisis de QTL por ambiente permitié identificar dos regiones asociadas con el ISE
ubicadas en los bins 1.03 y 1.07. Las mismas fueron detectadas por CIM y por SIM (Cuadro 6).
Numerosas investigaciones describen la existencia de regiones cromosémicas en las que los loci
de resistencia a patdgenos se agrupan en cluster sobre algunos cromosomas en lugar de estar
distribuidos al azar (Di Renzo y Bonamico, 2013). Para la reaccion al MRCV los resultados
obtenidos con diferentes poblaciones de mapeo, diferentes fondos genéticos y métodos de
andlisis estadisticos, sugirieren que los QTL asociados con la tolerancia a la enfermedad MRC
en la mayoria de los ambientes de evaluacidn, estdn ubicados en los cromosomas 1, 3, 4, 6, 8 y
10. Un aspecto importante en el uso de QTL para realizar seleccion asistida es la coherencia de
las posiciones de los QTL en diferentes poblaciones de mapeo. Salvi (2013), Bonamico (2010),
Kreff et al. (2006) y Di Renzo et al. (2004) informan QTL y SSR asociados significativamente a
tolerancia al MRC en el cromosoma 1 en la posicion 1.03. Salvi (2013) identificd tres QTL,
éstos se localizaron en los bin 1.01, 1.02 y 1.04. Bonamico (2010), informa en el bin 1.03 un
QTL proximo a los marcadores bnlgl866 y umcl1021 y un SSR (phi095) mediante CIM y
ANOVA, respectivamente. Di Renzo et al. (2004) indicaron en la misma posicién un QTL en el
intervalo entre los SSR bnlg1866-phi095 y el SSR significativo bnlg439; y Kreff et al. (2006),
usando un fondo genético diferente a los mencionados Yy al del presente estudio, identificaron la
localizacion de regiones gendmicas con efectos significativos sobre tolerancia a la enfermedad
MRC en los cromosomas 1, 4, 8 y 10, entre las que sefialan un QTL en los bins 1.02-1.03 en el
intervalo entre los SSR umc1627-bnlg1007. EI QTL identificado por Borghi (2012) entre los
SSR umc1021-bnlg1866 permitié validar la posicion del bin 1.03 informada por el resto de los
autores como significativa, lo que sugiere una region gendmica asociada con la tolerancia al
MRC.
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Cuadro 6. Pardmetros asociados con QTL para el indice de severidad (ISE) del Mal de Rio
Cuarto en 208 familias F,.; derivadas del cruzamiento entre B73 x LP116 y evaluadas en

ambientes individuales en donde la enfermedad es endémica.

Variable Posicién QTL! Ambiente? LOD? Aditividad R?

ISE 1.03 (bnlg 1866)  LA2010-11 5,10b 0,49 10,8
1.03 (umc1021) RC2010-11 3,96ab -0,12 8,5
1.07 (bnlgl025)  LA2010-11 4,12ab 0,35 8,8

!Localizacién cromosémica: bin y marcador SSR mas proximo.

2Combinaciones localidad-afio, LA2010-11: La Aguada 2010-11; RC2010-11: Rio Cuarto 2010-11;
LA2011-12:La Aguada 2011-12

3LOD score, letras a y b que acompafian al valor de LOD indican mapeo por intervalo simple (SIM) y
compuesto (CIM), respectivamente.

R%: proporcion (%) de la variacion fenotipica explicada.
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Cromosoma 1

0.0 ——umc1169

33.0 bnlg1025
ol N ]

75.3 umc1021
00

100,0 bnlg1866

125.0 bnlg1179

160.0 umc1044
ol 8

185.8 bnlg2057

oy
205.0 bnig1007

238,0 —=— bnlg1598

Figura 8. Mapa de ligamiento construido con nueve SSR. El mapa tiene una longitud de 353,8
cM y un intervalo promedio entre marcadores de 27,21 cM. La posicion de QTL para el indice
de severidad de enfermedad (ISE) del MRC esta indicada. ¢ Rio Cuarto 2010-2011 o La

Aguada 2010-2011 ® La Aguada 2011-2012 © A través de ambientes.

Al trabajar con un fondo genético diferente al del presente estudio, Bonamico (2010) y
Bonamico et al. (2012), informaron QTL y SSR asociados significativamente a la tolerancia al
MRC en el bin 1.06 mediante los métodos CIM, ANOVA y analisis discriminante. De igual
modo Salvi (2013) indicd que el marcador SSR umc1177 ubicado en el bin 1.01 se mostrd
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significativamente asociado con grado de severidad de enfermedad y con el resto de los
caracteres relacionados a sintomas del MRC. Bonamico et al. (2013) sefialaron que uno de los
QTL con mayor efecto sobre el ISE se identifico en el cromosoma 1 (bin 1.03), este QTL fue
significativo de manera consistente en la mayoria de los ambientes de evaluacion del estudio
mencionado.

La expresion del caracter tolerancia al MRC, probablemente resulte de la combinacion
de diferentes mecanismos biologicos y de distintas condiciones ambientales. Esto podria
justificar la baja proporcion de la variancia fenotipica explicada por los posibles QTL detectados
en este estudio. Los QTL validados en este estudio en los bins 1.03 y 1.07 pueden resultar de
gran utilidad en programas de mejoramiento para la enfermedad MRC en maiz, en los que se
utilicen cruzamientos para la obtencion de hibridos. El efecto genético aditivo de los QTL
identificados (Cuadro 6), por el valor negativo de su signo, indica que el alelo favorable que
contribuye a reducir el valor del ISE proviene del parental tolerante LP116. No obstante, en
numerosos trabajos de mapeo de QTL para tolerancia a virosis en plantas se ha informado que
los alelos favorables provienen de ambos progenitores (Carson et al., 2004; Li et al., 2008), es
decir que el progenitor susceptible también puede aportar alelos favorables que aumentan la
tolerancia como es la situacion indicada por Di Renzo et al. (2004), Bonamico et al. (2012) y
Borghi (2012).

El andlisis de QTL a través de ambientes (Cuadro 7) presentd regiones asociadas a la
variable evaluada con LOD>2,5 localizadas en el cromosoma 1 (bins 1.03 y 1.07). Dos QTL
fueron identificados con el método CIM, en el cuél se utilizaron ocho cofactores para la variable
ISE. Uno de los dos QTL también fue identificado con el método SIM. Arroyo (2008) compar6
los métodos SF-ANOVA, SIM y CIM vy sefial6 al igual que Zeng (1993), que el SIM tiende a
presentar mayores valores de LOD con el inconveniente de detectar falsos positivos, asi como
sobrestimar efectos, sobre todo cuando hay mas de un QTL en la regién del genoma. Salvi
(2013) inform6 que el modelo CIM, presenta menores tasas de falsos positivos y mejores
estimaciones de efectos y de posicion de posibles QTL que el modelo SIM. ElI CIM muestra alta
resolucion en la localizacion de QTL, mayor a la del SIM y SF-ANOVA y es mas informativo
dado que también permite inferir sobre el efecto de otros marcadores o cofactores que podrian
estar ligados.

Bonamico et al. (2012) asi como Di Renzo y Bonamico (2013) informaron que bajo los
dos métodos de analisis al identificar QTL con las mismas estimaciones de posicion, el LOD

score maximo y la variacion fenotipica (R®) explicada por cada QTL siempre fue mayor con

28



SIM. El uso de cofactores mejor6 notablemente el poder de deteccion de QTL, debido a que no
se sobreestiman los valores de LOD y R®.

El efecto aditivo de los QTL encontrados para la variable ISE fue estadisticamente
significativo y por su signo negativo indica que ambos, al igual que en el analisis por ambientes
individuales, estdn asociados con alelos para tolerancia al MRC aportados por el parental
tolerante LP116. Estos resultados concuerdan, en parte, con trabajos previos relacionados a la
forma de herencia de la tolerancia al MRC que informan la presencia de efectos genéticos
aditivos y no aditivos. Bonamico et al. (2013), Bonamico (2010), Di Renzo et al. (2004) y Kreff
et al. (2006) informan QTL y SSR asociados significativamente a tolerancia al MRC en el
cromosoma 1. Kreff et al. (2006) detectaron QTL (bin 1.02-03, 1.07-08, 4.05-07, 8.02-03, 10.04-
05) con acciones génicas predominantemente aditivas y de dominancia parcial. Bonamico (2010)
y Bonamico et al. (2012), trabajaron con una poblacién de lineas endocriadas recombinantes
provenientes del cruzamiento entre las lineas parentales Mol7 y BLS14, genotipos altamente
homocigotas, por lo que s6lo estimaron efectos genéticos de aditividad, e informan QTL (bin
1.01, 1.03, 1.04, 1.06, 4.03, 4.05, 4.07, 4.08, 6.02, 6.05, 8.03, 8.08, 10.02) ligados a tolerancia al
MRC con accidn génica aditiva.

Otras regiones involucradas en la expresion de los sintomas relacionados al MRC se
identificaron en los cromosomas 3, 4, 6 y 8 (Kreff et al., 2006). Estos resultados concuerdan con
el trabajo de Pernett et al. (1999), que identificaron un QTL mayor en la misma region del
cromosoma 1 y otros de menor efecto en el resto del genoma de maiz para la tolerancia al Maiz
Streak Virus. McMullen y Simcox (1995) y Yuan et al. (2003) informaron de genes de
tolerancia a diferentes patdgenos agrupados, generalmente en las mismas regiones
cromosomicas del genoma de maiz. Redinbaugh y Pratt (2009), en una revision sobre resistencia
a virus en maiz, sugieren que los genes y loci que confieren tolerancia a diferentes virus suelen
estar agrupados sobre pocos cromosomas. Para RIL de maiz se ha informado tolerancia a otras
enfermedades en los cromosomas 1, 2, 3 y 4 (Brooks, 2005). Segln Pacheco et al. (2003), QTL
relacionados a distintos sintomas del MRC mapean en los grupos de ligamiento 1, 4, 8 y 10.
Estos autores ademas consideran que los QTL pertenecientes al cromosoma 1 indican regiones
que permitirian evaluar la factibilidad de la MAS. Estos resultados son similares a los obtenidos
en el presente trabajo.

La posicién del bin 1.07 informada por Kreff et al. (2006), quienes identificaron un QTL
en el intervalo entre los SSR bnlg1025-bnlg1643 con efectos significativos sobre tolerancia al

MRC, también ha sido validada en este estudio, debido a que el SSR bnlg1025 forma parte del
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intervalo junto a umc1021, donde se identifico un QTL para tolerancia al MRC en un fondo
genético diferente al utilizado por los autores mencionados. Bonamico (2010) y Bonamico et al.
(2012), mediante CIM, ANOVA y anélisis discriminante, informan cercano al bin 1.06 validado
con anterioridad, QTL y SSR asociados significativamente a la tolerancia al MRC.

Numerosas lineas de investigacion buscan generar conocimientos tanto basicos como
aplicados en la tolerancia a virus en plantas, orientados a solucionar de manera practica
problemas agronémicos, como por ejemplo por medio del uso de los MM en programas de
mejora que incorporan la seleccion asistida o indirecta. Por otra parte el inminente cambio
climéatico global, que tiene y tendra efectos sobre los insectos vectores de virus, exige a los
investigadores la identificacion de tolerancia efectiva y durable en la naturaleza que permita
brindar soluciones rapidas y concretas. Una estrategia puede consistir en combinar las formas de
tolerancia genética natural con organismos tolerantes modificados genéticamente que surjan del
conocimiento creciente de las interacciones virus-hospedante en especies modelos (Bonamico,
2010).

En el mejoramiento para tolerancia a la enfermedad MRC en maiz, el mapeo de QTL
esta relacionado con el uso de la seleccion asistida por marcadores en programas de mejora
genética. Por lo tanto el QTL ubicado en el intervalo entre los microsatélites umc1021-bnlg1866
en el cromosoma 1 (bin 1.03) identificado en Rio Cuarto 2010-2011, en La Aguada 2010-2011,
La Aguada 2011-2012 y a través de ambientes, el cual fue caracterizado con los dos métodos de
analisis, podria ser considerado como una region genémica promisoria en determinar tolerancia
a la enfermedad MRC.

Cuadro 7. Parametros asociados con QTL para el indice de severidad (ISE), del Mal de Rio
Cuarto en 208 familias F,.; derivadas del cruzamiento entre B73 x LP116 evaluadas a través de

ambientes en donde la enfermedad es endémica.

Variable  posicion del QTL* LOD? Aditividad R
ISE 1.03 (umc1021) 3,10b -0,14 6,7
1.07 (bnlg1025) 3,59ab 0,15 7.7

! Localizacion cromosémica: bin y marcador SSR més proximo.

2 LOD score, letras a y b que acompafian al valor de LOD indican mapeo por intervalo simple (SIM) y
compuesto (CIM), respectivamente.

R%: proporcién (%) de la variacion fenotipica explicada.
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CONCLUSIONES

El MRC es una enfermedad cuya manifestacion fenotipica requiere de un conjunto de
condiciones ambientales, de la presencia de insectos vectores del virus del MRC y de genotipos
de maiz susceptibles en determinado estado vegetativo. En este estudio todas estas condiciones
se presentaron simultdneamente, lo cual permitié determinar efectivamente el comportamiento

de las familias F,.;3 mediante un ISE.

La heredabilidad de la variable ISE mostré valores moderados en ambientes individuales
(0,56-0,70) y moderada a traveés de ambientes. Los valores fueron mas bajos cuando los

componentes de varianza genotipica y ambiental estimados fueron mayores.

En general las regiones con efecto significativo sobre la expresion de la tolerancia al
MRC coinciden con las informadas en estudios previos realizados en otros ambientes con

diferentes fondos genéticos, generaciones y ambientes de evaluacion.

El parental tolerante (LP116) contribuyd en la expresion de la tolerancia al MRC.
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