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INTRODUCCION

Caracteristicas e importancia del maiz

El maiz es una graminea anual, con vainas foliares que se superponen y con laminas alternas
anchas. Posee espigas (inflorescencias femeninas) 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 alégama, la cual
depende del movimiento del polen por medio del viento (Gear et al., 2006).

El maiz es el cereal con mayor volumen de produccion en el mundo, superando la
produccion del trigo y del arroz. En las dltimas campafias agricolas el cultivo muestra una caida de
la relacién stock/consumo (Figura 1), dado principalmente por el recorte de la oferta de EE.UU.

para el comercio mundial.
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Figura 1. Evolucion del consumo, produccién y stock de maiz en el mundo (Futuro y Opciones,
2012)

El maiz es en Argentina el cereal de cosecha gruesa con mayor superficie sembrada (Figura
2), y el departamento Rio Cuarto en la provincia de Cdrdoba se encuentra dentro de la principales

areas productoras (www.intagro.com/mapas/arg_maiz.asp. 2013).
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Figura 2. Distribucion de areas principales y secundarias sembradas con maiz en Argentina (INTA
2013).

En Argentina se registr6 una produccion de 24 millones de toneladas en la campafia
2013/2014 y se estiman 2 millones mas para la campafia 2014/2015 y que las exportaciones suban
también 2 millones de toneladas y alcanzen las 16 millones de toneladas (USDA, 2014). En cuanto
a la provincia de Cérdoba la superficie sembrada fue de 2 millones de ha, la superficie cosechada
fue de 1.677.00 ha; con una produccion de 11,8 millones de toneladas con un rendimiento medio de
7.060 kg.ha™ (SIIA, 2014).

Virosis Mal de Rio Cuarto

Entre las adversidades de origen bidtico que afectan al cultivo de maiz con mayor impacto
sobre los rendimientos en la Republica Argentina se encuentra la enfermedad virdsica denominada
Mal de Rio Cuarto (MRC) (Redinbaugh et al., 2009). La enfermedad fue detectada a fines de la
década del "60 en cultivos ubicados en el departamento Rio Cuarto al sur de Cordoba, &rea donde la
enfermedad es endémica, conjuntamente con la introduccion de los primeros hibridos comerciales
de maiz. La enfermedad se presenta principalmente en el departamento Rio Cuarto, siendo las areas
rurales de Chajan, Sampacho y Suco las mas afectadas (March et al., 1995). La ocurrencia del



MRC, asi como su magnitud en la naturaleza depende de la importancia de la interaccion del vector

(chicharrita) con el patgeno (virus), el hospedante (maiz) y el ambiente (Figura 3).

Mal de Rio Cuarto Virus
Patégeno

Ambiente | o Hospedante
Fuente de infeccion, radiacion, Zea Mays

fotoperiodo, viento, lluvia.

Figura 3. Tetraedro vector-virus-hospedante-ambiente de la enfermedad Mal de Rio Cuarto.

Mal de Rio Cuarto Virus (MRCV) es el agente causal del MRC, familia Reoviridae, género
Fijivirus, y es transmitido en forma circulativa-propagativa (Mufioz et al., 1991), principalmente
por el insecto Delphacodes kuscheli Fennah (Homoptera: Delphacidae) conocido como
“chicharrita” (Remes Lenicov y Virla, 1993). El comportamiento del virus dentro del vector, es de
gran interés epidemioldgico ya que este es un reservorio natural del mismo y por lo tanto la
poblacion de macropteros migrantes, adaptadas a ambientes inestables (Ornaghi et al., 1999),
constituye el potencial indculo que definira las epidemias de la enfermedad (Lenardon et al., 1985;
Remes Lenicov et al., 1985; Di Renzo et al., 2004).

Las poblaciones del vector estdn compuestas por individuos de dos formas macrdpteros
(alas largas) que tienen la capacidad de volar (Figura 4), y de formas braquipteros (alas cortas) sin

esta capacidad (Ornaghi et al., 1993).
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Figura 4. A. Delphacodes kuscheli hembra, B. Delphacodes kuscheli macho (Natural
Museum Wales, 2015)

El MRCV es capaz de infectar otros cultivos, se detectd6 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 (Cuadro 1). Cuando las malezas y gramineas
cultivadas invernales comienzan su senescencia las chicharritas migran a los cultivos préximos de
maiz durante etapas tempranas del cultivo (Ornaghi et al., 1993; Rodriguez Pardina et al., 1998;
Laguna et al., 2002; Boito y Ornaghi, 2008).

Cuadro 1. Especies hospedantes del MRCV.

Especies forrajeras y malezas

Bromus unioloides

Cebadilla criolla

Digitaria sanguinalis

Pata de gallina

Setaria verticilata

Cola de zorro

Cynodon dactylon

Gramon

Echinocloa colorum

Pasto colorado

Especies cultivadas cereales

Avena sativa Avena
Triticum aestivum Trigo
Soghum vulgare Sorgo
Panicum millaceum Mijo

Eleusine indica

Grama carraspera

setaria italica

Moha de Hungria

Sorghum alepense

Sorgo de alepo

Secale cereale

Centeno

Arundo donax

Cafa de castilla

Eragrostis virescens

Pasto volador

Triticum aestivum x Secale

Cenchus pauciflorus

Roseta

Eleusine indica

Pasto cuaresma

Bromus brevis

Cebadilla pampeana

Triticale
cereale
Tritic . i .
iticum sp. x Agropirum Tricepirum
sp.x Secale sp
Hordeum vulgare Cebada

Setaria cordobensis

Cola de zorro

Chloris gayana

Grama rhodes

Stipa tenuissima Paja blanca Panicum maximun Gatton panic
Poa ligulris Pasto hilo Eragrostis curvula Pasto llorén
Cynodon hirsutus Gramilla Panicum coloratum Panicum




Cuando la infeccion ocurre en estado de coleoptile, las plantas de maiz afectadas no superan
los 30 cm de altura. Otros sintomas son tallos achatados con entrenudos cortos, hojas del tercio
superior reducidas a la vaina foliar, panojas atrofiadas y mazorcas multiples y sin granos (Abdala et
al., 1997). En las plantas afectadas se forman enaciones en el envés de las hojas sobre las
nervaduras, que pueden estar presentes también en vainas, bréacteas y en tallo (Figura 5). Los
sintomas de esta virosis dependen del estado fenoldgico de la planta al adquirir el virus, del
genotipo y de las condiciones ambientales en las que se desarrolla el cultivo. A mayor desarrollo de
la planta en el momento de la infeccién, los sintomas son més leves y menores serén los dafios
causados (March et al., 1998).

L/

£

B. Panojas atrofiadas.

A. Tallos achatados y entrenudos cortos.

D. Enaciones.

Figura 5. Sintomas de la enfermedad Mal de Rio Cuarto.

El MRC causa graves pérdidas econémicas, debido principalmente a su alta incidencia, la
cual se refiere al porcentaje de plantas que presentan sintomas Yy a la severidad, la cual refleja la
gravedad de éstos en las plantas afectadas.

En general, la escala de severidad permite relacionar mejor con pérdidas ocasionadas por la
enfermedad. En el MRC la incidencia de la enfermedad depende de la cantidad de chicharritas
presentes en el cultivo de maiz, por lo que cuanto mayor sea el nimero de individuos, mayor sera la

probabilidad de que mas plantas sean picadas e infectadas. La severidad esta relacionada ademas,



con el momento en que las plantas son infectadas por el virus transmitido por el insecto vector. El
cardcter incidencia esta asociado con mecanismos genéticos de tolerancia al insecto vector mientras
que el caracter severidad lo estd con mecanismos de tolerancia al virus (Bonamico, 2012; Borghi,
2012; Dintinger, et al., 2005).

Las siembras tempranas (Ornaghi et al., 2011) para evitar el pico poblacional de vectores
del MRC y el uso de insecticidas sistémicos aplicados 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 para contrarrestar los efectos de la
virosis Mal de Rio Cuarto.

En cultivos extensivos, el modo mas eficaz de controlar enfermedades producidas por
patégenos como los virus, 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). Debido al costo de las
practicas culturales para reducir las pérdidas causadas por virulencias como el cambio de la fecha
de siembra y el control quimico, la incorporacion de la resistencia en maiz se considera la estrategia
mas eficiente de control para el manejo de la enfermedades (Bonamico et al., 2012; Hao et al.,
2014).

Marcadores genéticos y loci de caracteres cuantitativos

La resistencia genética a diferentes virus se identificd en poblaciones de maiz en diferentes
ambientes utilizando distintas técnicas de deteccion y diferentes loci de resistencia se identificaron
en todos los cromosomas del maiz (Zambrano et al., 2014).

Las tecnologias de analisis molecular de la variabilidad del ADN permiten determinar
puntos de referencia en los cromosomas, técnicamente denominados “marcadores moleculares”. Un
marcador molecular (MM) es un segmento de ADN con una ubicacion especifica en un cromosoma
cuya herencia puede seguirse en individuos de una poblacién. La funcién de un marcador molecular
por lo general es desconocida y cuando se verifica su comportamiento de acuerdo con las leyes
basicas de herencia Mendeliana, se define al mismo como un marcador genético (Grattapaglia y
Ferreira, 1998). 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 (Feliu, 2013).

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO)
remarcO los avances logrados en biologia molecular y en bioinformatica y las ventajas de la

integracién de herramientas biotecnolégicas con metodologias de mejoramiento tradicional



apoyando el uso de la seleccion asistida por marcadores (MAS) en los programas de mejoramiento
genético (Ruane y Sonnino, 2007). La MAS utiliza marcadores ligados a QTL para identificar
genotipos superiores, ésta es propuesta y utilizada ampliamente como herramienta para minimizar
efectos ambientales y acumular genes de tolerancia (Lucas, 2010).

El mapeo de QTL busca identificar asociaciones entre polimorfismos a nivel del ADN con
cambios en la expresion fenotipica de los caracteres, por medio de modelos estadisticos adecuados.
Existen diferentes tipos de marcadores moleculares que pueden ser usados en el mapeo de QTL. La
llegada de las técnicas modernas de biologia molecular, tales como la utilizacion de enzimas de
restriccion y el desarrollo del proceso de amplificacion en cadena mediante una ADN polimerasa,
permitieron el surgimiento de los marcadores moleculares de ADN, caracteres cualitativos. Estos
son ampliamente usados por su abundancia, por la ausencia de influencia ambiental y porque
permiten detectar polimorfismo genético directamente a nivel del ADN con lo cual se obtiene y
acumula gran nimero de informacién sobre la estructura del genoma.

Entre los marcadores de ADN podemos mencionar los que estan basados en restriccion o
corte con enzimas e hibridacion del ADN como los polimorfismos en la longitud de los fragmentos
de restriccion (RFLP ) y los VNTR o minisatélites (nimero variable de secuencias repetidas en
tdndem), los que estan basados en productos de reaccién en cadena de la ADN polimerasa (PCR)
como los RAPD (polimorfismos de ADN amplificados al azar) y los SSR o microsatélites
(secuencias simples repetidas) y los que se basan en restriccién y amplificacion como los AFLP
(polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados.

Los marcadores SSR son secuencias repetidas de ADN ampliamente distribuidas en el
genoma, de herencia codominante y altamente polimérficas (Yao et al., 2008). En plantas los sitios
de microsatélites estdn ampliamente distribuidos con una frecuencia de uno cada 50 mil pares de
bases (Grattapaglia y Ferreira, 1998). Los SSR proveen una buena resolucion para estudios de
diversidad y para interpretar la estructura genética de las poblaciones. La cantidad de microsatélites
identificados en maiz y la secuencia de los iniciadores necesarios para su amplificacion mediante
PCR son de disponibilidad pablica (Maize Genetics Cooperation, Stock Center. Maize Genetics and
Genomics Database (MaizeGDB)).

El mapeo de QTL para caracteres asociados a sintomas del MRC (Bonamico, 2010) y para
las variables incidencia y severidad (Bonamico et al., 2012), asi como de un carécter sintético o
matematicamente construido a partir de la combinacion de estas dimensiones de anélisis (Bonamico

et al., 2013) constituye una alternativa para la seleccion de genotipos tolerantes al MRC.



HIPOTESIS

Existe ligamiento entre loci de caracteres cualitativos (marcadores moleculares) y loci de

caracteres cuantitativos (incidencia y severidad de la enfermedad MRC).

OBJETIVOS
General:
Identificar SSR asociados a las variables incidencia y severidad de la enfermedad MRC, en
una poblacion F,.; de maiz.

Especificos:
1. Evaluar una poblacién de familias F,.; de maiz por su reaccion a la infeccién del MRCV,

mediante los caracteres incidencia (INC) y severidad (SEV) de la enfermedad Mal de Rio Cuarto.

2. Caracterizar el fenotipo molecular de las F, con marcadores SSR.

3. Identificar asociaciones entre el fenotipo (INC y SEV del MRC) de las familias F»3 y el
fenotipo molecular observado en las F, que les dieron origen.

4. Analizar la consistencia de las regiones gendmicas asociadas con la reaccién al MRCV
identificadas en distintos fondos genéticos, ambientes, y generaciones, asi como con diferentes
métodos de analisis.



MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal

El material parental que dio origen a la poblacion de mapeo F,s 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 campafa
agricola 2009/10, plantas F, derivadas de dos espigas F; provenientes del cruzamiento entre B73 y
LP116, fueron autofecundadas para 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,.3 se sembraron durante la camparia 2011/12 en la zona 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 a MRCV de
las familias F,.;, obtenidos en la campafia agricola 2010/11 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). Cada combinacion afio-localidad fue considerada un
ambiente diferente. El estudio se llevd a cabo utilizando un disefio en bloques completos al azar con
dos repeticiones de cada familia F,3. Los ensayos fueron establecidos en lotes cuyo cultivo
antecesor invernal fue avena. Las labores de presiembra se realizaron en forma convencional y la
siembra se efectu6 en forma manual en surcos a 0,70 m. La transmisién se realizd en forma
controlada con poblaciones naturales del insecto vector recolectadas de lotes de avena. Los insectos
se colocaron bajo tuneles de malla fina cuando las plantulas estaban en estado de coleoptile, 6-8
dias posteriores a la siembra.

Para la evaluacién del comportamiento fenotipico de las familias F,; por su reaccién frente
a MRCV se registraron los siguientes caracteres fenotipicos sobre 15 plantas de cada repeticion:
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). Esta escala permitid cuantificar
la reaccion frente a MRCV por medio de dos variables, la incidencia (INC) y la severidad (SEV) de
enfermedad, calculados en base al valor medio de cada familia.

La INC es la proporcion de plantas que presentan sintomas y la SEV el valor medio de las

plantas con sintomas (Dintinger et al., 2005; Bonamico et al., 2012).



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 Descripeion de la planta  Sintomatologia

0 Asintomatico Sin sintomas.

Enaciones, con o sin

I Con sintomas disminucion de altura.

leves

Enaciones, reduccion
del tamaiio de la
panoja, laminas

foliares atrofiadas en

el tercio superior y
espigas generalmente
curvas y pequeiias.

2 Con sintomas
severos

Enaciones, produccion de
granos por espiga escasa o
nula, espigas pequeiias,
multiples o sin granos.

3 Con sintomas
muy severos

Andlisis estadistico
Analisis fenotipico

Los supuestos del analisis de varianza (ANAVA) que involucran errores independientes,
normalmente distribuidos y con varianzas homogéneas para las variables medidas en la poblacion
segregante F,.3, para cada ambiente y a través de ambientes se probaron mediante los estadisticos de
Shapiro-Wilks y Test de Levene, usando el programa INFOSTAT (Di Renzo et al. 2014). El nivel
de significancia usado fue o = 0,05.

La herencia de la tolerancia frente a MRCV, para las variables INC y SEV, se estimaron

mediante andlisis independientes para cada variable fenotipica evaluada en las familias F,.; usando
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un modelo que incluyé los efectos genéticos, ambientales y la interaccién genotipo-ambiente. El
efecto ambiental fue definido como la combinacidn afio-localidad y todos los efectos contemplados
en el modelo fueron considerados aleatorios. La observacion fenotipica yi del genotipo i, en el
ambiente j y en el blogue k se model6 segun la ecuacion:
Vi = p+ Gi+ Ej + B(E)g) + (GE)j; + &igc

donde u 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)j es el efecto de interaccion entre el genotipo i y el ambiente j; y &k es un término de error
aleatorio asociado a la observacion vijk.

Y en cada ambiente:

Yik = 4+ Gi + Ej + i

donde u es la media general del caracter fenotipico; G;es el efecto medio del genotipo i; E;
es el efecto medio del ambiente j; y ijc €s un término de error aleatorio asociado a la observacion
yijk.

La heredabilidad (h?) para cada carécter se estimé acorde a Hallauer y Miranda (1981)
segun las siguientes formulas:

e en cada ambiente:
h*=c%slo’s + (c%€lr)
e atraves de ambientes:
h’=cc/ (6’6 + (cel &) + (ce | re)

donde o’s, %, o°ce, o€ Son varianzas genotipicas, ambientales, de la interaccion genotipo-
ambiente y del residual, respectivamente; r es el nimero de repeticiones, y e es el nimero de
ambientes. Para determinar la precision de la h? estimada, se calculé un intervalo de confianza (IC)

de 95% usando la distribucion F segun Knapp et al. (1985).

Analisis genético
El ADN de las 208 F; se extrajo a partir de tejido foliar segin el método propuesto por
Saghai-Maroof et al. (1984). La cantidad y calidad del ADN obtenido se evalu6 en geles de agarosa
(BIO-RAD) al 0,8% p/v disuelta en buffer TBE 1X, con agregado de bromuro de etidio. La
caracterizacion molecular de las familias F, se realizd con iniciadores SSR polimorficos entre las
lineas parentales B73 y LP116.
Los nombres, la posicion del BIN y las secuencias de los marcadores SSR se encuentran en

la base de datos de maiz (http://www.maizegdb.org). Gran parte de los SSR utilizados pertenecen a
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los grupos de ligamiento en los que en estudios previos se detectaron QTL para la reaccién al
MRCV (Bonamico, 2004; Di Renzo et al., 2004; Kreff et al., 2006; Bonamico et al., 2012; Feliu,
2013). La PCR se realizé en un termociclador BIOMETRA UNO-Thermoblock con un volumen
final de 20 pl compuesto por: ADN; buffer de reaccion; Cl,Mg; iniciadores SSR; dNTPs; enzima
Tag ADN polimerasa y agua (HPLC). El producto de amplificacion por PCR fue separado en geles
de agarosa Metaphor y revelado con bromuro de etido. La base genética del polimorfismo detectado
se basa en la variabilidad del numero de repeticiones en tindem y, consecuentemente, en el tamafio
del microsatélite amplificado entre distintos genotipos o individuos. La presencia-ausencia de
bandas se codifico en forma binaria (1/0).

Identificacion de loci ligados a INC y SEV de la enfermedad MRC

Para evaluar el ligamiento entre marcadores y realizar un mapa de ligamiento se estimaron
las frecuencias de recombinacion entre loci. Dichas frecuencias se transformaron en distancias (cM)
mediante el programa MAPMAKER/Exp. 3.0 (Lander et al., 1987). Los marcadores estan ligados si
el valor del estadistico LOD (logio of the likelihood of odds), que equivale al logy, de la expresién
de verosimilitud del cociente probabilidad de ligamiento/probabilidad de independencia, es mayor
gue un umbral (LOD = 3.0) y la distancia de ligamiento es menor a un valor limite (40 cM). Los
SSR con distorsion en la segregacion se incluyeron en el mapa segun criterios analizados en
trabajos de maiz que mencionan la presencia de regiones que favorecen la distorsién en la
segregacion debidas a factores de tipo gametofiticos (Yao et al., 2008).

La presencia de un posible QTL y la estimacion de los efectos genéticos, se realizo
mediante el método de mapeo por intervalo simple (SIM) y compuesto (CIM), con el programa
PLABQTL 1.0 (Utz y Melchinger, 1995). El valor de INC y de SEV del MRC fue utilizado como
variable dependiente. EI LOD minimo fijado para identificar la presencia de un posible QTL fue 2,5
y la posicion del QTL fue asignada en donde el valor del LOD fue méximo. La variacidon fenotipica
total explicada por los posibles QTL detectados se estimé por medio de un modelo de regresion
multiple. EI LOD total y la variacion fenotipica parcial explicada por cada QTL teniendo en cuenta
la presencia de otros posibles QTL se calcul6 a partir de este modelo. Los QTL detectados fueron

evaluados por la presencia de interaccién QTL-ambiente.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion de las familias F,.5 de maiz frente al Mal de Rio Cuarto

Los ensayos de campo para evaluar numerosos genotipos de maiz por su reaccion frente al
MRC, resultan de gran dimension por lo que es poco comin realizar transmision controlada del
agente causal. En condiciones de transmision natural una baja incidencia de la enfermedad con
ausencia de sintomas suficientemente severos asi como una elevada incidencia y severidad, ocurren
aleatoriamente en distintos afios, y dificultan los trabajos de identificacion de factores genéticos que
contribuyen a la tolerancia a la enfermedad (Bonamico, 2010). En el presente estudio los ensayos de
evaluacion a campo fueron establecidos préximos a Rio Cuarto y a La Aguada, area en donde la
enfermedad MRC es endémica y la transmision fue controlada.

En el Cuadro 3 se presentan la media y el error estdndar de las variables INC y SEV
correspondientes a la poblacion de 208 familias F,; y a las lineas parentales, LP116 y B73, en los
ambientes individuales y a través de ambientes. Para la variable INC, tanto en los tres ambientes
como en la evaluacion a través de ambientes se detectaron diferencias estadisticamente
significativas entre las medias de las familias F,.; y ambos parentales. En cuanto al valor de SEV
medio en las familias F,; mostrd diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) con los valores
medios de SEV del parental susceptible, a excepcion del ambiente La Aguada 2011-12. Algunas
familias F,.; presentaron valores medios fenotipicos que excedieron 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 a efectos genéticos asi como a efectos ambientales o a errores
experimentales (Di Renzo et al., 2002; Bonamico, 2004; Bonamico et al., 2013). La recesividad
parcial de la tolerancia al MRC hace suponer que una importante proporcion de la varianza genética
para la reaccion al MRC es atribuible a componentes no aditivos (dominancia, sobredominancia y/o
epistasis). Borghi (2012) y Feliu (2013) indicaron, para la reaccion a MRC, la presencia de efectos
genéticos prevalentemente no aditivos en la expresion del caracter indice de severidad de
enfermedad, aunque también detectd en menor proporcién accion génica aditiva.

Tanto la variable INC como la variable SEV mostraron distribucién normal a través de

ambientes (Figuras 6y 7).
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Cuadro 3. Estimacion de las medias (£Error estandar) de las variables INC y SEV de la enfermedad
Mal de Rio Cuarto, en las lineas parentales (LP116 y B 73) y en las 208 familias F,.; evaluadas en

ambientes individuales y a través de ambientes.

Ambiente
Variable  Genotipo  Rio Cuarto La Aguada La Aguada A través de ambientes
2010-11 2010-11 2011-12

INC LP116 0,00 +0,00 0,00 + 0,00 0,00 0,00 0,00 + 0,00
B73 0,84+0,06 1,00 +0,00 1,00 + 0,00 0,95+ 0,04

F.s 0,47+0,02 0,61 +0,02 0,58 £ 0,02 0,55 +0,01

LSD 0,25 0,28 0,33 0,17

SEV LP116 - - - -
B73 1,99+0,13 2,81+0,01 2,61 +0,06 2,47 £ 0,16

F.s 1,56 +0,03 2,09 + 0,04 2,59 +0,04 2,06 +0,02

LSD 0,34 0,39 0,33 0,24

INC= Incidencia de la enfermedad MRC; SEV= Severidad de la enfermedad MRC

Medias seguidas por la misma letra en la columna indican diferencias no significativas con un nivel de significancia de 0,05 seguiin prueba

de LSD.

474 LP116

Nro. de Familias ¥ 2:3

B73

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Incidencia

Figura 6. Distribucion de la variable INC de las familias F,; derivadas del cruzamiento entre el
parental tolerante (LP116) y del parental susceptible (B73). Evaluacién realizada en La Aguada
durante las campafias 2010-11 y 2011-12 y en Rio Cuarto durante la campafia 2010-11
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Figura 7. Distribucion de la variable SEV de las familias F,3 derivadas del cruzamiento entre el
parental tolerante (LP116) y del parental susceptible (B73). Evaluacién realizada en La Aguada
durante las campafias 2010-11 y 2011-12 y en Rio Cuarto durante la campafia 2010-11.

Heredabilidad en sentido amplio

En el Cuadro 4 se presentan las estimaciones de los componentes de varianza, la
heredabilidad en sentido amplio (H) y los intervalos de confianza (IC) de la incidencia (INC) y de la
severidad (SEV) de la enfermedad MRC evaluadas en 208 familias F,.3, en ambientes individuales y
a través de tres ambientes del area en donde la enfermedad es endémica. Los estimadores de los
componentes de varianza genotipica fueron altamente significativos (p<0,0001) en ambientes
individuales asi como a través de ambientes. La heredabilidad fue estimada en sentido amplio ya
que estd basada en las diferencias entre familias segregantes F,.3, quienes manifiestan diferencias

genéticas aditivas y no aditivas (Di Renzo et al., 2004; Bonamico et al.; 2013)
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Cuadro 4. Estimacion de los componentes de varianza, heredabilidad en sentido amplio e intervalos
de confianza de la incidencia (INC) y la severidad (SEV) de la enfermedad Mal de Rio Cuarto en
208 familias F,; evaluadas en ambientes individuales y a través de tres ambientes en donde la
enfermedad es endémica.

Ambiente
La Aguada Rio Cuarto La Aguada A través de ambientes
2010-11 2010-11 2011-12

Variable: INC
o%g 0,058 +£0,009 0,048 +£0,008 0,097 + 0,014 0,022 +0,005
c‘a 0,064 £0,006 0,057 £0,006 0,077 +0,008 0,066 +0,004
c’ga - - 0,045 +0,006
Heredabilidad
H 0,65 0,63" 0,72 0,44?
IC 90% 0534-0,731 0,508-0,715 0,626 - 0,783 0,298 - 0,558
Amplitud relativa® (%) 19,7 20,7 15,7 26,0
Variable: SEV
o’y 0,215 £0,040 0,105 +0,031 0,145+0,031 0,043 £0,014
ca 0,290 £0,032 0,290 +0,033 0,220 +0,027 0,271 +0,018
cga - - 0,102 +0,020
Heredabilidad
H 0,60" 0,42* 057" 0,33
IC 90% 0,455-0,702  0,212-0,573 0,402 - 0,689 0,141-0,472
Amplitud relativa® (%) 24,7 36,0 28,6 33,0

+ Error estandar.

YH= 6%/ (c°y+ 0%l 1); r = n° de repeticiones.

“H= %/ (c°y+ 0°gala+ o4/ 1a); r = n° de repeticiones y a = n° de ambientes.

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

La heredabilidad de la variable INC mostrd6 un valor moderado a alto en ambientes
individuales y a través de estos. En la campafia 2010-11 el valor estimado fue similar para Rio
Cuarto y para La Aguada, en donde los componentes de varianza genotipica y ambiental fueron
mayores. En La Aguada 2011-2012 el valor de la heredabilidad superé al estimado en Rio Cuarto y
en La Aguada 2010-2011. A través de los ambientes la heredabilidad present6 un valor moderado.
En cuanto a la heredabilidad de la variable SEV, La Aguada 2010-2011 present6 valores superiores
(H=0,60), sequido por La Aguada 2011-2012 y por ultimo Rio Cuarto 2010-2011. El valor de
heredabilidad més bajo fue el observado a través de ambientes (H=0,33).

Los intervalos de confianza tuvieron una amplitud relativa de 16-26% para la variable INC
y de 25-36% para SEV. La mayor expresion de enfermedad observada en el ambiente La Aguada
2011-2012 puede estar relacionada con el estrés por sequia, caida de granizo y ataque de insectos
durante los primeros estadios de desarrollo del cultivo.

Los moderados valores de heredabilidad estimados a través de ambientes para INC y SEV
estan en relacion directa al importante efecto de interaccion genotipo-ambiente observado en la

expresion de las variables, por lo que la seleccién para producir incrementos de tolerancia al MRC
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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).

Anélisis con SSR y mapa de ligamiento

Numerosas investigaciones describen la existencia de regiones cromosémicas en las que los
loci de resistencia a patdégenos se agrupan en cluster sobre distintos cromosomas (Di Renzo y
Bonamico, 2013; Zambrano et. al., 2014). En diferentes estudios, los cuales utilizaron distintos
fondos genéticos, ambientes y generaciones de mapeo al empleado en el presente trabajo, se
informan regiones con efectos significativos para la reaccion al MRCV. Di Renzo et al. (2004)
indican un QTL en el bin 1.03, en el intervalo entre los SSR bnlg1866-phi095. Bonamico (2010)
identificé un QTL en la misma regién, proximo a los marcadores bnlg1866 y umc1021. Ambos
trabajos fueron realizados con un mismo fondo genético pero en distintas generaciones de mapeo.
Kreff et. al. (2006), usando un fondo genético diferente a los dos mencionados y al del presente
estudio, identifican 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-bnlgl1007.

En el cuadro 5 se observa el andlisis de QTL por ambiente que permitid identificar cuatro
regiones asociadas con la variable INC ubicadas en los bins 1.03, 1.07, 8.08 y 10.04. Estas regiones
presentaron un rango de LOD que vari6 entre 3 y 9, de las cuales tres poseen efecto aditivo
negativo, lo que significa que el parental tolerante aporta los alelos que favorecen a la disminucion
de la expresion del caracter. El bajo porcentaje de variacion fenotipica explicada en forma

individual por cada QTL esta en concordancia con la teoria por ser un caracter cuantitativo.

El analisis de QTL por ambiente para la variable SEV se muestra en el Cuadro 5. Aqui se
pueden observar tres QTL detectados, en Rio Cuarto 2010-11, uno de ellos también identificado en
La Aguada 2010-11. El valor estadistico de LOD varié entre 3 y 4. La variacion fenotipica
explicada para SEV fue entre 7 y 9%. A excepcién del bin 8.08 (phi080), el resto de las regiones
identificadas mostraron un efecto aditivo negativo. Coincidentemente, tanto para INC como para
SEV el efecto genético aditivo observado en la region cercana al marcador phiO80 sugiere que en el
bin 8.08 los alelos para disminuir el valor de ambas variables son aportados por el parental B73,
susceptible a MRC. Trabajos de mapeo de QTL para tolerancia a virosis en plantas han informado

que los alelos favorables provienen de ambos progenitores (Carson et al., 2004; Li et al., 2008).
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Esto indicaria que el progenitor susceptible puede aportar alelos favorables que aumentan la

tolerancia, tal como lo indican Di Renzo et al. (2004), Bonamico et al. (2012) y Borghi (2012).

Cuadro 5. Parametros estimados asociados con QTL para incidencia (INC) y severidad (SEV) de la
enfermedad Mal de Rio Cuarto en 208 familias F,5 derivadas del cruzamiento entre B73 x LP116
en tres ambientes.

Variable Posicion QTL! Ambiente? LoD® Efecto aditivo R?

INC 1.03 (bnlg1866) LA2010-11 6,78a -0,29 14,2
1.03 (umc1021) RC2011-11 6,02ab -0,07 12,6
1.07 (bnlg1025) LA2010-11 7,13a -0,26 14,9
8.08 (phi080) RC2010-11 3,35ab 0,09 7,3
10.04 (bnlg1074) LA2010-11 9,08a -0,27 18,5

SEV 1.02 (bnlg1007) RC2010-11 3,65a -0,59 8,8
1.03 (umc1021) LA2010-11 3,39ab -0,36 8,0
6.05 (bnlg1443) RC2010-11 3,44b -0,03 8,6
8.08 (phi080) RC2010-11 2,72a 0,27 6,7

! Localizacion cromosomica: bin y marcador SSR més proximo.

Combinaciones 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.

En el cuadro 6 se observan los QTL para las variables INC y SEV de la enfermedad Mal de
Rio Cuarto, detectados en los analisis realizados a través de ambientes. La variable INC, present6
cuatro regiones asociadas significativamente, con un rango de LOD de 3 a 5 y todas ellas con efecto
aditivo negativo. La mayor proporcion de variacion fenotipica explicada fue 10% y la menor 6%.

Para SEV el mayor valor de LOD fue el observado en la region ubicada en el bin 1.03
(umc1021), la cual a su vez exhibi6 la mayor proporcion (10%) de variacién fenotipica explicada.

Los resultados indican posibles QTL en regiones similares a las informadas por Di Renzo et.
al. (2004), Bonamico (2004) y Bonamico et al. (2012); quienes evaluaron una poblacién F,5 con
diferente fondo genético e identificaron regiones gendémicas con efectos significativos para

tolerancia al MRC en los cromosomas 1y 8.

Cuadro 6. Parametros estimados asociados con QTL para incidencia (INC) y severidad (SEV) de la
enfermedad Mal de Rio Cuarto, en 208 familias F,.; derivadas del cruzamiento entre B73 x LP116 a
través de tres ambientes.

Variable QTLposicion® LOD? Efecto aditivo R?

INC 1.03 (bnl866) 3,90a -0,57 8,3
1.07 (bnlg1025) 3,68ab -0,49 7.9
10.04 (bnlg1074) 2,59ab -0,38 56
10.06 (uUmc1045) 4,56ab -0,53 9,7

SEV 1.03 (umc1021) 5,04a -0,28 10,8
1.03 (bnlg1866) 2,37ab -0,16 52
10.04 (bnlg1074) 4,04b -0,35 8,8

! Localizacion cromosémica: bin y marcador SSR més préximo.

2 LOD 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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CONCLUSIONES

Los estimadores de los componentes de varianza genotipica y de la interaccion G x A para
las variables INC y SEV fueron altamente significativos en los tres ambientes de evaluacién y a
través de ambientes.

Los valores de heredabilidad estimados para las variables INC y SEV fueron moderados a
altos en ambientes individuales y a través de ambientes.

El andlisis de QTL por ambiente permitié identificar cuatro regiones genémicas asociadas
con la variable INC y tres regiones asociadas con la variable SEV.

En el anlisis de QTL a través de ambientes fueron entre dos y cuatro las regiones asociadas
significativamente con las variables SEV e INC.

Los QTL identificados para las variables INC y SEV involucran distintos mecanismos de
resistencia. Los efectos aditivos de los QTL encontrados para las variables INC y SEV fueron
estadisticamente significativos. El parental tolerante (LP116) contribuyd en la expresion de la

tolerancia al MRC.
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