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RESUMEN

CARACTERIZACION FENOTIPICA Y GENOTIPICA DE UNA POBLACION
SEGREGANTE DE MAIZ PARA RESISTENCIA AL MAL DE RIO CUARTO VIRUS

La virosis producida por el mal de Rio Cuarto virus (MRCV) es la enfermedad
mas importante del maiz (Zea mays L) en la Argentina. EI MRCV -género Fijivirus,
Familia Reoviridae- es transmitido de manera persistente por Delphacodes kuscheli Fennah.
Estudios iniciales mostraron que la resistencia al MRCV es un caracter poligénico de
moderada heredabilidad, regido por genes con efectos genéticos aditivos y no aditivos. Los
genotipos usualmente tienen respuestas impredecibles porque esta enfermedad virosica, que
se presenta de manera no sistematica, manifiesta una marcada interaccion genotipo x
ambiente. Los objetivos del presente estudio fueron evaluar fenotipicamente familias
segregantes F».3 de maiz por los caracteres indice de severidad (ISE), incidencia (INC) y
severidad (SEV) del MRCV, asi como por intervalo antesis-estigma (IAE) y rendimiento
(RTO); estimar la heredabilidad y correlacion de los caracteres; identificar loci de
caracteres cuantitativos (QTL) para ISE, INC y SEV; y determinar la consistencia en las
posiciones encontradas. Un total de 208 familias F2:3 derivadas del cruzamiento entre la
linea parental susceptible (B73) y resistente (LP116), fueron evaluadas para los caracteres
mencionados en tres ambientes en el area donde el MRCV es endémico. La extraccion de
ADN se realiz6 desde material vegetal obtenido de las lineas parentales y de las
generaciones F1 y Fo. El analisis molecular se realiz6 con marcadores microsatélites y se
efectuaron analisis de ligamiento entre los mismos para identificar regiones del genoma
asociadas a los caracteres. Los valores estimados de heredabilidad fueron moderados para
todos los caracteres en ambientes individuales donde las componentes de varianza genética
y ambiental presentaron similares dimensiones; las estimaciones a través de ambientes
fueron inferiores debido a una gran proporcion de la componente de varianza genotipo x
ambiente. El ISE del MRCV presenta correlaciones positivas y significativas con sintomas
en panojas y hojas, INC, SEV e IAE, y correlaciones negativas y significativas con altura
de planta y RTO. Los QTL estables detectados para ISE, INC y SEV del MRCV, mediante
el analisis de QTL para caracteres multiples en ambientes maltiples (MTME), ubicados en
los bins 1.03, 1.07, 4.01, 8.08 y 10.03, resultan posiciones consistentes al observar lo

encontrado en estudios previos, por lo que serdn regiones candidatas para profundizar la



investigacion de las bases genéticas de la resistencia a la enfermedad. Sobre la base de
heredabilidades moderadas e interacciones genotipo x ambiente significativas, la seleccion
para la resistencia requiere continuar con la evaluacion de distintas fuentes de germoplasma

a través de mdltiples afios y localidades.

Palabras clave: Incidencia (INC); Severidad (SEV); Intervalo antesis-estigma
(IAE); Rendimiento (RTO); Loci de caracteres cuantitativos (QTL).



ABSTRACT

PHENOTYPIC AND GENOTYPIC CHARACTERIZATION FOR MAL DE
RIO CUARTO VIRUS RESISTANCE IN MAIZE BASED ON SEGREGATE
POPULATION

CARACTERIZACION FENOTIPICA Y GENOTIPICA DE UNA POBLACION
SEGREGANTE DE MAIZ PARA RESISTENCIA AL MAL DE RIO CUARTO VIRUS

Mal de Rio Cuarto virus (MRCV) is the most important disease of Zea mays L.
The MRCV -genus Fijivirus, Family Reoviridae- is transmitted by Delphacodes kuscheli
Fennah in a persistent mechanism. Resistance to MRCV disease is a polygenic trait with
moderate heritability and showed additive and non-additive genetic effects. The goals of
this work were to characterize phenotypically the response of maize genotypes for disease
severity index (DSI), disease incidence (INC), and disease severity (SEV) to MRCV, as
well as anthesis-silking interval (ASI) and grain yield (GY); to estimate heritability and
correlations between the traits; to identify quantitative trait loci (QTL) for DSI, INC and
SEV to MRCV, and to determine the consistency of the positions found. Two hundred and
eight F2:3 segregating families derived from a cross between a susceptible inbred line (B73)
and a resistant inbred line (LP116) were evaluated across three environments in the region
where the disease is endemic. The molecular analyses with microsatellites markers were
carried out. The estimates of heritability were moderate for DSI, INC, SEV, ASI and GY in
individual environments where the components of genetic and environmental variance
presented the same dimension; estimates across environments were lower in all traits due to
a large proportion of the genotype % environment variance component. The DSI to MRCV
presents positive and significant correlations with symptoms in tassel and leaves, INC, SEV
and IAE, and negative and significant correlation with RTO. The stable QTL detected by a
multi-trait multi-environment (MTME) QTL analysis, for the traits DSI, INC and SEV
were identified on bins 1.03, 1.07, 4.01, 8.08 and 10.03. These genomic regions were
identified in previous studies and could be considered promising for detecting candidate
genes related to MRCV. Based on moderate heritabilities and genotype x environment
interaction that were significant in this study and in the published literature on resistance to
the MRCV, the selection for resistance would require evaluation of different germplasm

across multiple environments.



Keywords: Incidence (INC) - Severity (SEV) - Anthesis-silking interval (ASI) -
Grain yield (GY) - Quantitative trait locus (QTL)



INTRODUCCION

1- El cultivo del maiz

El maiz (Zea mays L.), originario de centroamérica, fue introducido en Europa a
fines del siglo XV, en donde se convirtié en un factor fundamental de la alimentacion
humana y animal. Debido a su productividad y adaptabilidad, se extendié rapidamente a
todos los continentes del planeta, ocupando la tercera posicion en cuanto a la produccion
total de cereales, después del arroz y del trigo. Durante la domesticacion, que iniciaron los
pueblos originarios americanos hace méas de 8000 afios, el maiz cultivado gand varias
cualidades nutricionales, pero perdid la capacidad de sobrevivir en forma silvestre. El
teosinte (su ancestro), sin embargo, aun se encuentra como graminea salvaje en México y
Guatemala (Gear, 2006).

El maiz es una graminea anual, con vainas foliares que se superponen y laminas
alternadas anchas. Posee espigas (inflorescencias femeninas) de 7 a 40 centimetros de largo
y flores estaminadas que, en conjunto, forman panojas terminales o inflorescencias
masculinas. Se propaga por semillas producidas mayormente mediante fecundacion
cruzada, por lo que es un cultivo alégamo y el éxito reproductivo depende del movimiento
del polen por el viento (Echeverria y Sainz Rozas, 2006). El rendimiento del cultivo de
maiz resulta del crecimiento y del desarrollo, dos procesos simultaneos e interdependientes;
el primero se refiere al nimero y al tamafio de las células, y el segundo a la sucesion
progresiva de las etapas que llevan a establecer la morfologia del organismo adulto
(Andrade et al., 1997).

A nivel mundial existen varios tipos de maices, los cuales pertenecen a la misma
especie y solo se diferencian por una simple clasificacion utilitaria, no botanica. Esta
clasificacion abarca formas mdaltiples del maiz, tamafios diversos, colores, texturas y
adaptacion a diferentes ambientes, constituyendo numerosas variedades primitivas o
tradicionales que son cultivadas actualmente. En la Argentina las formas primitivas del
maiz se localizan en zonas de agricultura de subsistencia y minifundios del noroeste
argentino (NOA), noreste argentino (NEA), como asi también, comunidades andinas y

patagonicas. Desde el punto de vista comercial, es utilizado sélo un reducido numero de



tipos del cultivo que se clasifican de acuerdo a la dureza del grano en duros o flint,
dentados, pisingallo o0 popcorn y harinosos. Otro tipo de maiz utilizado en nuestro pais son
los maices de alto valor, los mismos provienen de una asociacion varietal que produce un
grano de mayor valor nutritivo ya que tiene mayor concentracion en aceite y proteina, que
le da un valor agregado para la industria avicola y porcina (Gear, 2006).

En referencia a la produccion mundial de cereales, el maiz representa el 33%, es
decir, que 1 de cada 3 toneladas de cereales comercializadas en el mundo corresponden a
este cultivo; siendo en el promedio de los Ultimos 3 afos, de 1025 millones de toneladas.
Estados Unidos, China, Brasil, Unién Europea y Argentina son los principales productores,
ocupando nuestro pais el cuarto lugar como productor (con el 3.4% de participacién) y el
tercero como exportador, con el 15.9% de las toneladas exportadas en el promedio de las
tres campafas entre 2015/16 y 2017/18 (Fundacion Agropecuaria para el Desarrollo de
Argentina, 2019). Las producciones argentinas de maiz de las campafias 2015/16 y 2016/17
fueron de 30 y 39 millones de toneladas, respectivamente. Para la campafia 2017/18 la
cosecha de maiz se estimaba en 41 millones de toneladas, pero debido al contexto climatico
de sequia que atravesaron los cultivos, la misma bajo a 31; para la campafia 2018/19 se
estima una produccién de 50 millones de toneladas. En lo referente a la superficie sembrada,
el cultivo aumentd campafia tras camparfia de 3.9 millones de hectéreas en el afio 2015 a 5.4
en el afio 2018, un 35% maés versus el promedio de los Gltimos 5 afios (Bolsa de Cereales de
Argentina, 2018). Cabe destacar, que en referencia a la produccion mundial de maiz, en la
campafa 2018/19, la provincia de Cérdoba es la octava regién productora de maiz con 18.2
millones de toneladas (38% de la produccion nacional Argentina), luego de lowa, Illinois,
Nebraska, Minnesota, Matto Grosso, Indiana, South Dakota, y se constituye en primer
productor nacional (Bolsa de Cereales de Cordoba, 2019). En esta fuente bibliografica, se
reportd que en cuanto a las exportaciones, dentro del top cuatro de exportadores mundiales
de maiz se encuentra nuestro pais que en la campafia actual tendria la mayor cosecha del
cultivo de su historia, generando un saldo exportable de 30.5 millones de toneladas. En
referencia al maiz pisingallo, nuestro pais se consolida a nivel mundial como uno de los
productores mas destacado y como el principal exportador, con envios a 112 paises que
alcanzaron el 97% del total producido (206.039 toneladas) por mas de 112 millones de

dolares, el 3% restante va al mercado interno (Senasa, 2018).



2- La importancia del cultivo de maiz y su mejoramiento genético en Argentina

En la Argentina, el cultivo de maiz no sélo representa un alimento, sino que se ha
transformado en la fuente de energia renovable méas importante. La principal causa de este
suceso se debe a que el maiz se convirtié en uno de los granos mas cultivados debido a su
valor como forraje, biocombustible y materia prima para una gran cantidad de industrias
(Echeverria y Sainz Rozas, 2006). Del total de la produccidn Argentina, el principal destino
es la exportacion (52%), seguido por el consumo ganadero que incluye produccion de
carnes, huevos y leche (27%); en tercer lugar aparece el sector molinero como demandante
del grano con las moliendas seca y himeda (4%), el alimento balanceado (7%) y el
bioetanol (3%). EI 7% restante esta representado por otras finalidades, como el uso para
semilla. Como resultado del aumento de produccion, el maiz se convirtié en un cultivo
estratégico para el desarrollo del pais por su capacidad para generar empleo e inversiones;
la cadena de valor propia del cultivo generd para el 2017, 172.693 puestos de trabajo, de los
cuales 54% fueron directos y 46% indirectos (Fundacion Agropecuaria para el Desarrollo
de Argentina, 2019).

El avance tecnoldgico en genética, condujo a que el maiz sea el cultivo con
mayor aumento de rendimiento en los Gltimas cuatro décadas. Por otra parte, la oferta y
variedad de los insumos utilizados en su produccidn, tales como agroquimicos, fertilizantes
y magquinaria, provocaron profundos cambios para que tenga cada vez mayores
rendimientos (ILSI, 2006). Este aumento es favorable en el escenario del contexto actual
mundial, donde la poblacién aumentara de 6900 a 9000 millones de habitantes para el afio
2050 y se estima que la demanda mundial de maiz serd mayor que la de trigo y arroz. El
progreso agrotecnoldgico llevo a que la industria de semillas desarrolle germoplasma capaz
de aprovecharlo; la evoluciéon de la productividad del maiz en la Argentina se puede
sintetizar en distintas etapas que arrancan desde el afio 1970 donde se transitd del uso de
variedades de polinizacion libre a la masificacion de la siembra de hibridos dobles, luego
los de tres lineas (1980) y finalmente los simples (1990) (Ferraroti, 2010). Luego del afio
1980 continud el proceso iniciado en la década anterior de sustitucion de variedades
localmente adaptadas por genotipos hibridos, lograndose avances en el manejo poscosecha

del grano, en particular en los procesos de almacenamiento y secado, lo cual favorecié la



cosecha anticipada y la recoleccion con diferentes tenores de humedad. Durante esta
década, el maiz recibi6 el aporte de genética proveniente de Europa y Estados Unidos, con
lo cual se introduce germoplasma dentado con mayor potencial de rendimiento,
particularmente en cruzas con el germoplasma local por su pertenencia a grupos heteréticos
opuestos, lo cual abrio el camino para la futura difusion de los hibridos simples (Rossi,
2007). En esta etapa, irrumpe en Argentina el sistema de siembra directa, que es adoptada
por los productores debido al avance del deterioro del suelo, a la facilidad de manejo y a la
reduccion de costos. En la siguiente década, iniciada en 1990, se lograron incrementos en la
cantidad y calidad de grano producido; entre las causas del crecimiento podemos destacar
el aumento de la superficie dedicada al cultivo; la disponibilidad en el mercado de nuevos
hibridos de mayor potencial de rendimiento y la resistencia a enfermedades y plagas; el
incremento en el area fertilizada; la creciente utilizacion del sistema de siembra directa; la
incorporacion de la practica de riego complementario; el recambio del parque de
cosechadoras y, a partir del ciclo 1998/99, el uso de semillas transgénicas (Gear, 2006).
Durante las décadas 70, 80 y 90, se paso de rendimientos promedios de 2683 Kg/ha, 3383
Kg/ha y 4715 Kg/ha (con un pico de 6078 Kg/ha), respectivamente (Rossi, 2007).
Eyherabide y Damilano (2001) estimaron una tasa de ganacia genética de 67 Kg/ha/afio
entre 1979 y 1989 y de 249 Kg/ha/afo entre 1989 y 1999; lo cual refleja el aumento en los
rendimientos promedios a lo largo del tiempo debidos a mejoramiento genético y
adaptacion del germoplasma al ambiente. Maddonni (2017) informa ganacias de
rendimiento y tasas de ganancia genética anual en dos grandes periodos que van desde
1961-1990 y 1990-2004, con 68 Kg/ha/afio y 2.54% de tasa a 189 Kg/ha/afio y 3.71% de
tasa, respectivamente; lo cual representd un quiebre importante en los rendimientos de maiz
a principios de los afios 90. En el periodo 2005-2014 se estabilizé la tasa de ganancia
genética anual de rendimiento, quizas por mayor superficie de maiz tardio y nuevas
regiones de siembra; sin embargo el autor menciona para los Gltimos 22 afios una tasa
promedio de un 3%, donde la genética aporta un 60% y el manejo el 40% restante; este
valor sitta al pais en una situacion favorable respecto a la tasa de ganancia genética anual
de rendimiento mundial que es del 1.6% para los Gltimos nueve afios.

En la actualidad el mejoramiento genético del cultivo es realizado por empresas

semilleras nacionales, multinacionales, institutos pablicos, privados y universidades. En



cuanto al desarrollo de hibridos, la seleccion de los individuos progenitores y de los
cruzamientos promisorios se realiza en ensayos a campo repetidos en diferentes ambientes
y afos; se evalla el comportamiento a plagas y enfermedades, de tolerancia a la sequia y a
salinidad, como asi también el comportamiento de progenies emparentadas. Los
marcadores genéticos se utilizan para aumentar la precision de la seleccion a los fines de
lograr hibridos de mejor comportamiento agronémico, produccion y calidad (Luquez y
Salomon, 2016). Hoy el fitomejorador, ademas de los cruzamientos y la seleccidn asistida
por marcadores, cuenta con herramientas basadas en la metodologia del ADN
recombinante, o ingenieria genética, que permiten la transferencia de genes capaces de
conferir resistencia a patégenos al fondo genético de los cultivares apreciados por el
productor, dando origen a un organismo genéticamente modificado (OGM). Actualmente se
pueden encontrar eventos de maiz genéticamente modificado; algunos de ellos
corresponden a maices Bt que controlan plagas, o bien a maices donde también se han
incorporado genes para otras proteinas insecticidas denominadas Vip. Asi, se obtienen
hibridos donde la caracteristica de resistencia a insectos y la tolerancia a glifosato se
expresan en la misma planta. Los primeros hibridos Bt expresaban solo una proteina, la
tendencia actual es apilar genes para ampliar el espectro de control y contribuir a la
resistencia (ArgenBio, 2018). En lo referente a resistencia a enfermedades, particularmente,
al mal de Rio Cuarto virus (MRCV), un grupo de investigadores del INTA Castelar decidio
abordar el problema de la resistencia a la enfermedad por ingenieria genética, desarrollaron
plantas de maiz con buen comportamiento (ILSI, 2006) y patentaron una estrategia de
control basada en la expresién de secuencias derivadas del MRCV de manera de
desencadenar silenciamiento génico de ARN en plantas transgénicas de maiz (del Vas,
2003). Este mecanismo de defensa antiviral involucra la degradacion especifica del ARN
viral con el que se elimina la mayor parte o todo el ARN obteniéndose de esta manera
resistencia a la infeccion viral. El mecanismo consta de varios pasos que comienzan con el
procesamiento del ARN de doble cadena en pequefios fragmentos, cuyos extremos 3'se
metilan, luego una de las cadenas de los fragmentos de ARN del virus se incorpora en un
complejo enzimatico que media el reconocimiento por complementariedad de secuencia
entre el ARN y el ARNm ¢ el ADN blanco. EI complejo puede producir el corte en el
centro de la molécula de ARNm que llevara a su degradacion, mediar la represion



traduccional del ARNm blanco 0 generar la metilacion de histonas del ADN blanco
(Baulcombe, 2004). Otros estudios profundizaron sobre la funcién de las proteinas
codificadas por el MRCV, con el objetivo de identificar si alguna/nas poseen actividad
supresora del silenciamiento del ARN; Monguelli (2010) encontré que si bien ninguna de
las proteinas del MRCV evaluadas logro interferir con el silenciamiento, la expresion de las
proteinas no estructurales P7-1y P7-2 codificadas por el segmento 7 del MRCV da lugar a
reducciones en la acumulacién del ARNm de transgenes expresados de manera transitoria o
estable en un proceso que probablemente sea de origen postranscripcional; por lo que
ambas proteinas podrian estar implicadas en la regulacién de la expresion tanto de genes

virales como del hospedante durante el desarrollo de la infeccion del MRCV.

3- Enfermedades del maiz: la importancia del mal de Rio Cuarto virus

Las enfermedades causadas por virus en el cultivo de maiz pueden producir
severas reducciones del rendimiento amenazando los suministros de produccion agricola y
de alimentos en algunas regiones del mundo (Zambrano et al., 2014a). Las plantas tienen
mecanismos evolucionados de defensa pasiva y activa que suprimen la multiplicacion del
virus y la propagacion; estos mecanismos requieren la interaccion de factores de las plantas
y virales para conferir resistencia o susceptibilidad. El cambio climatico inminente
favorecera la propagacién y el aumento poblacional de los insectos vectores de virus que
causan enfermedades en plantas, por lo que, en el futuro, éstas podrian incrementarse. En
los dltimos afios en las regiones templadas los inviernos han sido mas calidos y
coincidentemente varios cultivos han presentado mayores problemas asociados con
enfermedades transmitidas por insectos vectores (Hogenhout et al., 2008). La identificacion
de los loci que confieren resistencia a virus y/o a enfermedades ofrece un enfoque para
desarrollar lineas de maiz genéticamente resistentes que reducen las pérdidas de
rendimiento causadas por enfermedades existentes y emergentes. La resistencia genética a
virus se ha caracterizado en poblaciones de maiz en diversos ambientes utilizando
diferentes técnicas de deteccidn y loci de resistencia han sido identificados en casi todos los
cromosomas del cultivo (Bonamico, 2010; Bonamico et al., 2010, Bonamico et al., 2012;
Dallo, 2019; Dintinger et al., 2014; Di Renzo et al., 2004; Hao et al., 2014; Jones et al.,



2004; Junwen et al., 2012; Kreff et al., 2006; Kreff, 2009; Rossi, 2019; Zambrano et al.,
2014a; Zambrano et al., 2014b).

A nivel mundial se han detectado por lo menos ocho virus que provocan grandes
pérdidas de rendimiento, uno de ellos es el MRCV (mal de Rio Cuarto virus) (Redinbaugh
et al., 2004; Redinbaugh y Pratt, 2009). En la Argentina particularmente, se ha sefialado la
presencia del maize dwarf mosaic virus, MDMV; maize chlorotic mottle virus, MCMV;
necrosis letal del maiz, CLN; sugarcane mosaic virus, SCMV, maize rayado fino virus,
MRFV; barley yellow dwarf virus, BYDV y MRCV, siendo este ultimo el que constituye la
patologia viral mas importante en el pais (Laguna y Giménez Pecci, 2004; Lenardon et al.,
1998), debido a la incidencia y severidad en que se presenta en el maiz para granos,
consumo en fresco (humano) 6 bien para animales (Giménez Pecci et al., 2012).

Los primeros sintomas del MRCV fueron detectados a finales de los afios 1960
en cultivos de maiz cercanos a la localidad de Rio Cuarto (Cérdoba, Argentina),
denominandose “enfermedad de Rio Cuarto” y constituyendo esta zona geografica el area
donde la enfermedad es endémica. La etiologia viral de la enfermedad fue elucidada a
inicios de 1980 cuando Nome et al. (1981), logran transmitir el virus a un no hospedante
sano por injerto y asociar la enfermedad a particulas del maize rought dwarf virus (MRDV)
0 enanismo rugoso del maiz. Luego, Milne et al. (1983) basandose en los sintomas de la
enfermedad, la morfologia, la localizacion de las particulas virales y el ndmero de
segmentos gendémicos, propusieron que el MRCV era una variante geogréafica o serotipo del
MRDV. Luego de varios estudios que permitieron completar (mediante la sequenciacién de
los segmentos gendmicos) el genoma entero del virus, se propuso que el MRCV sea
considerado una nueva especie del género Fijivirus, familia Reoviridae y el agente causal
de la enfermedad MRCV (Conci et al., 1998; Distéfano et al., 2002; Distéfano et al., 2005;
Guzman et al., 2007).

El area de distribucién de la enfermedad se ampli6 progresivamente desde el sur
de la provincia de Cordoba hacia la superficie total de produccion de maiz, con un avance
de la misma hacia el Norte y Oeste de la Argentina (Jujuy, Tucuman, Santiago del Estero,
Santa Fé y Corrientes) (Laguna et al., 2002). La presencia de la virosis y de los vectores en
provincias argentinas limitrofes con Bolivia, Paraguay y Brasil indican un potencial riesgo

de su difusion a regiones del continente ain no afectadas (Laguna y Giménez Pecci, 2004);



incluso Ornaghi et al. (1999)b, informaron su presencia en regiones productoras de
Uruguay. La aparicion de la virosis en la regiéon centro sur de Cordoba coincidié con la
introduccién en la zona de los primeros hibridos comerciales que reemplazaron a las
variedades tradicionales de maiz (Laguna y Giménez Pecci, 2004).

Entre las campafias agricolas 1981/82 y 1991/92 se perdieron entre 2 y 41
millones de dolares, expandiéndose la enfermedad fuera del area en donde el MRCV es
endémico (March et al., 1997). La epidemia mas grave se registré durante la campafa
1996/97, con la cual se vieron afectadas 300.000 hectareas de maiz de la pampa himeda
con pérdidas estimadas de 120 millones de ddlares; también se registraron dafios en
regiones de las provincias de Rio Negro y Entre Rios (Lenardon et al., 1998). En la
camparia 2006/07, se observo una severa epidemia del MRCV que afectd una amplia zona
de cultivo con pérdidas de produccion de grano. En esa camparia, Lenardon (2007) informo
pérdidas estimadas (por la Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Alimentos de la provincia
de Cordoba) en 70 millones de délares. Durante la campafia actual de maiz -2018/19- en el
mes de noviembre se detect6 un pico poblacional de Delphacodes kuscheli en el rea donde
la enfermedad MRCV es endémica. En las campafias 2014/15, 2015/16 y 2016/17 se
informaron poblaciones promedio de cinco insectos vectores por metro cuadrado, mientras
que en la campafa actual el valor ascendi6 a los 25 insectos por metro cuadrado
(https://www.dekalb.com.ar/es-ar/novedades/mal-de-rio-iv-virus.html). El pico poblacional

mencionado puso en alerta al sector productivo, el cuél recurrié a diferentes estrategias de
manejo para evitar una nueva epidemia de la enfermedad.

El MRCV es un virus icosaédrico de 60-70 nandémetros de didmetro y esta
constituido por 10 segmentos de doble cadena de ARN y doble capa proteica; la
transmision del mismo al maiz se realiza por medio del insecto vector Delphacodes
kuscheli Fennah, Homoptera: Delphacidae, conocido como “chicharrita” (Ornaghi et al.,
1993; Remes Lenicov et al., 1985), la que representa el vector mas importante por la
elevada proporcion y distribucion geografica. Otros autores reportaron nuevas especies con
capacidad de transmitir el virus; Velazquez et al. (2003), debido a la presencia de MRCV
en regiones donde no se habia detectado D. kuscheli, o se encontraba con poca frecuencia,
condujeron estudios con Delphacodes haywardii Muir, lo que les permitié concluir en que

la misma tambien es un vector del MRCV. Por otro lado, Velazquez et al. (2006)


https://www.dekalb.com.ar/es-ar/novedades/mal-de-rio-iv-virus.html

encontraron Pyrophagus tigrinus Remes Lenicov & Varela en Jesus Maria (Cérdoba) en
cultivos de triticale afectados por MRCV; los autores demostraron en su trabajo la
capacidad de la especie mencionada para transmitir el virus a triticale en condiciones
experimentales, lo cual tiene implicancias muy importantes en la epidemiologia de esta
enfermedad. Las poblaciones del insecto vector D. kuscheli estan constituidas por cinco
estadios ninfales que bajo condiciones de laboratorio la duracion de cada uno de los
estadios del primero al quinto es de 4, 2.5, 3, 4 y 5.5 dias, siguiendo un periodo de
preoviposicion alrededor de 4 dias, tras el cual los adultos viven entre 1 y 3 semanas mas
(Arneodo et al., 2005). Los adultos pueden ser braquipteros o de alas cortas, abundantes en
condiciones estables al comienzo del periodo de crecimiento del mismo, y macropteros o de
alas largas, adaptados a ambientes inestables. Los adultos macropteros de ambos sexos
tienen alas membranosas transparentes que sobrepasan el cuerpo y vuelan grandes
distancias favorecidos por los vientos, por lo que son importantes desde el punto de vista
epidemioldgico (Ornaghi et al., 1999a).

La transmision del agente causal a las plantas sucede en forma persistente cuando
la chicharrita luego de adquirir el virus desde el floema de las plantas infectadas y
concluido el periodo de latencia, introduce su estilete en los tejidos de conduccién para
alimentarse (Arneodo et al., 2002). Estos autores, reportaron un periodo de adquisién del
virus minimo por parte del vector de 5 horas, un periodo de latencia minimo de 10 dias, con
una media de 16 a 17 dias, y un periodo de inoculacion de 30 minutos para la transmisién
del MRCV. En referencia a la capacidad vectora del MRCV por D. kuscheli se ha
comprobado mayor eficiencia cuando la adquision del virus ocurre en las ninfas del primer
estadio, las cuéles a su vez, presentan un periodo de latencia méas corto (Arneodo et al.,
2005). El entendimiento exacto del relacionamiento virus-vector contribuye a comprender
la epidemiologia de la enfermedad. En efecto, los periodos de latencia largos del MRCV en
su vector necesarios para una eficiente transmisién del virus, como asi también, la no
preferencia de D. kuscheli para alimentarse del maiz (March et al., 1995; March et al.,
1997), determina la ausencia de infecciones secundarias en el cultivo, conformando una
enfermedad monociclica (Arneodo et al., 2002; March et al., 1995). Esta informacion es de
gran interés epidemioldgico pues el vector del virus es un reservorio natural del mismo y

por lo tanto la poblacion de macrdpteros migrantes, adaptadas a ambientes inestables



constituye el potencial inoculo, ya que éste es el estado de mayor movilidad por su
capacidad de vuelo, y por lo tanto, definira las epidemias de la enfermedad (Arneodo et al.,
2005; Ornaghi et al., 1999b).

El insecto vector adquiere el virus de especies cultivadas como trigo (Triticum
aestivum L.), avena (Avena sativa L.) y centeno (Secale cereale L.), que actian como
reservorios naturales del mismo. Cuando el insecto vector utiliza malezas y cultivos como
sitios de ovoposicion y cria, esas también resultan infectadas con el MRCV, adquiriendo la
enfermedad. Al momento en que las malezas y gramineas cultivadas invernales comienzan
su senescencia las chicharritas migran a los cultivos de maiz proximos, durante etapas
tempranas del mismo (Ornaghi et al., 1993).

Los sintomas que ocasiona la enfermedad pueden ser severos o leves. En
sintomas severos, lo primero que se observa en las plantas afectadas es una disminucién
importante del crecimiento (enanismo), con plantas que alcanzan una altura de 1 a 1.20
metros con un tallo achatado y ensanchado. Hay acortamiento de entrenudos, y el tercio
superior de la planta presenta un desarrollo foliar anormal con laminas muy disminuidas y
erectas. Con respecto a la parte reproductiva en plantas infectadas, las panojas pueden ser
practicamente normales y en otros casos muy atrofiadas con problemas para producir polen;
las espigas pueden ser prolificas (generalmente en el mismo nudo), con produccién escasa o
nula de granos. Existen casos excepcionales, donde préacticamente no hay formacién de
entrenudos desde el nivel de insercidon de la espiga a la panoja, o al contrario, no hay
acortamiento de entrenudos mientras que las laminas del tercio medio y superior se reducen
a rudimentos (Giménez Pecci et al., 2012). En casos de sintomas leves, 10s mismos no son
perceptibles a simple vista, aunque también provocan dafios econémicos importantes. Tanto
con sintomas severos como leves, la presencia de verrugas o enaciones en la cara inferior
de las hojas asperas al tacto, se constituyen en el sintoma caracteristico de este grupo de
virus, las mismas representan engrosamientos de las nervaduras con prominentes
rugosidades. Las enaciones se pueden encontrar también en las bracteas de las espigas y en
las vainas foliares (Anexo I, Figura 1) (Ornaghi et al., 1993; Ornaghi et al., 1999a). En
cuanto al nivel de sintomas, estudios experimentales han permitido comprobar que
independientemente del comportamiento del genotipo utilizado (susceptible o resistente al

MRCV) cuando la infeccion se produce entre la emergencia de cultivo y la tercera hoja,
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mayor es la cantidad de plantas con sintomas severos de la enfermedad, lo cual produce
mayores pérdidas en el rendimiento (Ornaghi et al., 1999a). Ademés del momento en cual
el vector infecta al cultivo es importante tener en cuenta las condiciones ambientales, ya
que aquellas que provoquen estrés en el maiz, también van a predisponer a un mayor nivel
de sintomas y cuando varios factores interaccionan al mismo tiempo, pueden ocurrir
epidemias severas (Presello et al., 1997).

Las fechas de siembra tempranas (Lenardon et al., 1985), la siembra directa
(Kreff et al., 2006) y el control del insecto vector con agroquimicos (March et al., 2002)
constituyen estrategias para disminuir la incidencia de la enfermedad. Las siembras
tempranas permiten evitar el solapamiento de la etapa de susceptibilidad de las plantas de
maiz con altas densidades en la poblacién de insectos vectores. Generalmente se aconseja el
empleo de hibridos calificados comercialmente como "resistentes” al MRCV, cuando las
épocas de siembra coinciden con los picos poblacionales del vector. El tratamiento quimico
de los vectores proporciona un control efectivo del insecto, pero para que se traduzca en
una reduccidn significativa en la infeccion por el virus requiere de una aplicacion frecuente
de insecticidas, por lo que se convierte en una técnica costosa y que ademas puede llevar al
desarrollo de resistencia en el insecto vector (Dintinger et al., 2014), razones por las cuales
no se difundi6 entre los productores. En el control a campo del MRCV es indispensable
considerar una serie de factores que van a determinar la fecha de siembra del cultivo, entre
ellos se pueden mencionar las fluctuaciones poblacionales del insecto vector, el desarrollo
de los cultivos de avena sobre los cuales crecen estas poblaciones, las condiciones
climaticas y el periodo de mayor susceptibilidad del maiz. Para predecir la incidencia de la
enfermedad existen métodos basados en la combinacion de dos tipos de pronésticos. Uno
de pre-siembra que se realiza durante el invierno segin las variables climaticas de los
meses junio, julio y agosto. Otro, al momento de la siembra que consiste en muestreos
semanales de las poblaciones del insecto vector en cultivos de avena, para determinar el
pico poblacional y la dispersion de los vectores hacia el maiz (March et al., 1995; March et
al., 2002). Si bien el productor argentino puede implementar las metodologias de control
mencionadas, actualmente el uso de germoplasma resistente al MRCV, bajo un manejo
integrado, es una alternativa eficaz, econdémica y ambientalmente sustentable, ya que contar

con esta herramienta permite independizarse del conocimiento de la poblacion del vector y
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realizar la siembra en las fechas dptimas para obtener un desarrollo del cultivo adecuado e
incrementos y estabilidad en la produccién de maiz (Bonamico, 2010; Di Renzo et al.,
2002). A partir de la severa epidemia ocurrida en la campafia agricola 1981/82 se trabajo en
mejoramiento y se han obtenido genotipos con buen comportamiento frente a la
enfermedad en el area en donde la misma es endémica. Mediante mejoramiento tradicional,
se ha incorporado resistencia genética al MRCV a una serie de hibridos con los que el
productor puede reducir los niveles de dafio (Morata et al., 2003). Actualmente, se puede
encontrar una amplia bibliografia sobre resistencia al MRCV (Bonamico, 2010; Bonamico
et al., 2012; Dallo, 2019; Di Renzo et al., 2002; Di Renzo et al., 2004; Kreff et al., 2006;
Kreff, 2009, Rossi et al., 2015; Rossi 2019).

4- Intervalo antesis-estigma y rendimiento en maiz

La fenologia del cultivo de maiz se divide en etapas vegetativas y reproductivas.
Luego de la diferenciacion de la panoja, cuando la planta tiene 7 a 9 hojas expandidas, las
yemas axilares desarrollan los primordios florales de la futura espiga. Dentro de cada yema
axilar el nimero de hileras de espiguillas de la futura espiga queda definido tempranamente,
mientras que la diferenciacion de espiguillas continta hasta una o dos semanas antes de la
emergencia de los estigmas (R1), con lo cual en este estadio queda determinado el nimero
potencial de granos que tendra la planta, como asi también el indice de area foliar maximo
y la altura maxima (Andrade et al., 1997). El panojamiento consiste en la emergencia de la
panoja a través de las hojas superiores y se completa al expandirse la dltima hoja. Luego de
este estadio y dos o tres dias antes de R1 se inicia la liberacién de polen, proceso que se
extiende durante dos o tres semanas. El intervalo de la floracion se define, por lo tanto,
como el intervalo de tiempo entre la dehiscencia de polen (antesis) y la extrusion de
estigmas (intervalo antesis-estigma, IAE) (Bolafios y Edmeades, 1990). El momento en que
ocurre la liberacion de polen en relacion con la aparicion de los estigmas depende del
genotipo, del ambiente y de la interaccion entre estos factores (Echeverria y Sainz Rozas,
2006). En referencia al rendimiento del cultivo (RTO), el mismo esta determinado por el
namero de granos y el peso promedio de los mismos. El nimero de granos es generalmente

el componente mas variable y se encuentra asociado a variaciones en el rendimiento. Sin
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embargo, existen importantes variaciones en el RTO que estan explicadas por variaciones
en el peso promedio de los granos (Borras y Gambin, 2010).

El maiz es particularmente sensible al estrés por sequia, si este evento se produce
justo antes y durante la floracién, que es cuando se define el potencial de RTO del cultivo,
se observa un retraso de aparicion de los estigmas en relacion a la floracion masculina y por
lo tanto un aumento en el IAE (Bolafios y Edmeades, 1990; Ngugi et al., 2013). Segun
estos autores, la extrusion de los estigmas es un proceso muy sensible al déficit hidrico
impuesto por condiciones de sequia; la antesis en cambio casi no se afecta por esta
condicion. Por ejemplo Bolafios y Edmeades (1990) citan que la sequia retrasé la extrusion
de los estigmas en cuatro poblaciones de maiz examinadas, incrementando el intervalo de la
floracion. Segun Dias Almeida et al. (2013), el estrés por sequia disminuye el RTO en mas
del 50% y aumenta el IAE en 3.2 dias. La sequia permite, en un programa de mejoramiento
para IAE identificar los genotipos capaces de sincronizar la floracion masculina y
femenina, ya que en buenas condiciones la variabilidad genética del intervalo de la
floracion se reduce considerablemente. Otra condicion que puede retrasar la emergencia de
los estigmas, pero en menor magnitud que la sequia es una densidad poblacional alta (Dow
et al., 1984); por lo que la misma también puede utilizarse para seleccionar genotipos
superiores en su capacidad de sincronizar la floracion masculina y femenina en ausencia de
condiciones de sequia. Ribaut et al. (1997) afirman que la sequia es uno de los eventos
climaticos que provoca limitaciones en el crecimiento de la biomasa y la produccion de
semillas.

El IAE muestra relacién con otras variables, por ejemplo con el RTO, Bolafios y
Edmeades (1990) encontraron que este ultimo disminuye un 10% por cada dia de retraso en
la extrusion de los estigmas desde 0 hasta 9 dias y llega a ser practicamente cero cuando el
IAE excede los 10 dias. Esta relacion entre el IAE y el RTO, que confirman Ribaut et al.
(1996) y Ribaut et al. (1997), se ha observado en muchos genotipos ya sea en colecciones
sin mejoramiento del Banco de Germoplasma del Centro Internacional de Mejoramiento de
Maiz y Trigo (CIMMYT), hasta en poblaciones y variedades mejoradas, lineas endocriadas
e incluso en hibridos. Edmeades y Bolafios (1998), muestran que IAE cortos son una

medida fuerte de tolerancia a la sequia de los genotipos; por lo tanto, los genotipos que
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tienen altos rendimientos bajo estrés de sequia poseen IAE corto, mientras que aquellos
genotipos que maduran temprano y tienen IAE largo presentan rendimientos bajos.
Las variables IAE y RTO han sido objeto de numerosos estudios, pero no existe

bibliografia donde se informe su relacion con los caracteres de resistencia al MRCV.

5- Principios basicos del mapeo basado en marcadores moleculares para caracteres

cuantitativos

La mayoria de las caracteristicas agronOmicas importantes se heredan
cuantitativamente a diferencia de los rasgos que son controlados por un solo gen (herencia
monogénica) o unos pocos genes (herencia oligogénica) (Lynch y Walsh, 1998). Al
estudiar un caracter cuantitativo resulta de gran importancia estimar su heredabilidad, la
que depende del caracter en particular, de la poblacion utilizada y del ambiente de
evaluacion. Es asi que la estimacion de la heredabilidad deriva de la medicion del valor
fenotipico del carécter, la cual tiene influencia tanto de las frecuencias génicas como de los
efectos ambientales (Falconer y MacKay, 1996). En estudios previos realizados para
mapear regiones del genoma asociados a resistencia al MRCV (Di Renzo et al., 2002; Di
Renzo et al., 2004; Bonamico, 2010, Bonamico et al., 2010; Bonamico et al., 2012; Dallo
2019; Rossi 2019), se estimaron valores de heredabilidad del indice de severidad de
enfermedad como indicador de resistencia, préximos a 0.5 junto con la presencia de
interaccidén genotipo x ambiente significativa. Esto ultimo sugiere que la resistencia al
MRCYV es afectada por el ambiente y que los genotipos son poco estables. Algunos autores
proponen que la resistencia al MRCV se comporta como un caracter cuantitativo controlado
por efectos genéticos aditivos y epistaticos y otros sugieren que una importante proporcion
de la varianza genética del caracter es debida a componentes no aditivos (Presello et al.,
1995; Di Renzo et al., 2002).

Con el desarrollo de los marcadores moleculares (MM), a partir de los afios 1980
una serie de herramientas para la manipulacion genética de caracteres cuantitativos han sido
sometidas a una gran revolucion (Jones et al., 1997). Desde entonces mapas moleculares de
alta densidad se construyeron para muchos cultivos como asi también se hizo posible la

manipulacion de genes que determinan caracteres cuantitativos en base a marcadores (Xu
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2010). Los MM representan diferencias genéticas entre organismos 0 especies y ocupan
una posicion especifica dentro de un cromosoma denominada loci (plural) y locus
(singular). Generalmente, ellos no representan un gen, sino que actian como sefiales de los
mismos; particularmente cuando estan localizados muy cercanos a un gen de interés, al
marcador se lo denomina gen “tags” (Collard et al., 2005). Los marcadores de ADN o0 MM
surgieron por errores en la replicacion de ADN que dan lugar a diferentes clases de
mutaciones, por ejemplo mutaciones de punto, inserciones y deleciones. En lo que se
refiere al uso de este tipo de marcadores ademas de la construccion de mapas de ligamiento
(Paterson, 1996), podemos mencionar numerosas aplicaciones en el campo del
mejoramiento genético vegetal como la evaluacion del nivel de diversidad genética dentro
de un germoplasma y la identidad de un cultivar. Dentro de los marcadores moleculares se
encuentran tres grandes grupos de acuerdo al método de deteccion que se utilice: (1)
basados en la hibridacién de ADN; (2) basados en la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR); (3) basados en las secuencias de ADN (Jones et al., 1997; Winter y Kahl, 1995).
Dentro del segundo grupo estan los marcadores SSR (simple sequence repeats) o
microsatélites, los mismos son codominantes, genoma-especificos y altamente polimorficos
(Smith et al., 1997). En la actualidad, existen técnicas de alta resolucién que permiten
detectar mutaciones a nivel de un solo nucle6tido conocidas como SNP (single nucleotide
polymorphisms). Crosbie et al., (2006) mencionan el desarrollo del primer mapa de SNP en
maiz, el mismo esta compuesto de 2300 marcadores distribuidos al azar en todos los
cromosomas, los cuales cubren un tamafio de 1604 centiMorgan (cM). Con esta plataforma
de SNP, si los mejoradores necesitan diferenciar dos lineas elite del mismo grupo heterético
de maiz solo necesitan trabajar con un 20% de los marcadores, debido al nivel de
informacién que maneja la plataforma. Los autores mencionados, reportaron que el uso de
plataformas de SNP superd a la tecnologia establecida con otros marcadores, debido a la
facilidad de uso, rentabilidad y funcionalidad. Asi, con un set de 1000 marcadores SNP se
puede mapear el genoma completo en poblaciones con desequilibrio de ligamiento que
estén sometidas al mejoramiento genético.

Los MM varian ampliamente en el grado de complejidad del método, el modo de
herencia, el nivel de polimorfismo, los costos y tiempos requeridos para el desarrollo de la

técnica. La localizacion y el efecto de los genes que controlan un caracter cuantitativo se
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pueden determinar por el analisis genético basado en marcadores. Una regién cromosémica
ligada o asociada a un marcador con efectos sobre un caracter cuantitativo se define como
QTL.: loci de caracteres cuantitativos (Tanksley, 1993). La resistencia genética al MRCV se
comporta como un caracter de herencia cuantitativa controlada por un sistema poligénico
(Di Renzo et al., 2002). La identificacion de regiones genomicas asociadas con QTL que
regulan la resistencia a esta enfermedad puede ser empleada en el mejoramiento ya que

facilitaria el desarrollo de genotipos resistentes.

6- Mapeo de loci de caracteres cuantitativos (QTL)

El mapeo de QTL comprende cuatro etapas principales que son: la generacién de
una poblacion de mapeo, la caracterizacion genotipica que permita la construccion de un
mapa de ligamiento, la evaluacion fenotipica de la poblacion y el analisis estadistico de
asociacion entre la informacion genotipica y fenotipica (YYoung, 1996).

El mapeo de QTL requiere poblaciones segregantes derivadas de reproduccion
sexual, donde exista desequilibrio de ligamiento genético. Tanksley (1993) define al
desequilibrio de ligamiento genético como la asociacion no al azar entre alelos de
diferentes loci en una poblacion de mapeo y anuncia como la principal causa del mismo al
ligamiento fisico de los loci. Generalmente, dos lineas endocriadas son los genotipos que
originan una poblacién de mapeo. Estas dos lineas deben presentar un comportamiento
fenotipico opuesto o muy diferente para el caracter de interés; por ejemplo, si la
caracteristica de interés es altura de planta, una de las lineas deberia ser de plantas altas y la
otra de plantas bajas. La primera generacion obtenida del cruzamiento, F1 o hibrido,
combina la informacién genética de los dos padres y, a partir de ella, se generan
poblaciones de mapeo. Entre los tipos de poblaciones que se utilizan con mayor frecuencia
en plantas para el mapeo de QTL se pueden mencionar las F> que se obtienen al
autofecundar la generacion Fi; las retrocruzas (RC) derivadas del cruzamiento del hibrido
F1 hacia una de las lineas parentales; los doble haploides (DH) producidos en especies que
permiten el cultivo de tejidos mediante la regeneracién de las plantas por la induccion de la
duplicacion de cromosomas de los granos de polen; las lineas endocriadas recombinantes

(RIL) que se obtienen luego de sucesivas generaciones de autofecundacion de una semilla
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por planta a partir de una F> logrando lineas homocigotas que contienen una Unica
combinacion de un segmento cromosomico de las lineas parentales; y las lineas cuasi
isogénicas (NIL) derivadas del cruzamiento de un parental donante por un parental
recurrente para formar la Fi, la descendencia resultante se vuelve a cruzar por varias
generaciones con el parental recurrente hasta obtener lineas que contienen una o mas
regiones pequefias de ADN del parental donante. La principal ventaja de las poblaciones F
y las RC es que se construyen con un menor numero de afios, a diferencia de las RIL que
requieren entre seis a ocho generaciones de autofecundacion; en referencia a las RIL y DH
la mayor ventaja es que producen lineas homocigotas que se pueden multiplicar y
reproducir sin cambios en la constitucion genética lo que permite la realizacion de ensayos
replicados en diferentes localidades y afios, constituyéndose en recursos perdurables para el
mapeo de QTL (Collard et al., 2005). Por otro lado, RIL o DH pueden transferirse entre
diferentes laboratorios para analisis de ligamiento y adiciébn de marcadores a mapas
existentes, asegurando que todos los colaboradores trabajan con material idéntico (Paterson,
1996). Los tipos de poblaciones para el mapeo de QTL definen la estructura genética que
soportan el andlisis de QTL ya que determinan los genotipos posibles tanto para los
marcadores como para los QTL. La eleccidn del tipo de poblacién de mapeo depende de la
facilidad y del costo de produccién de cada una en cada especie considerada, y de la
importancia del tipo de accién génica de los genes que controlan el caréacter de interés
(Collard et al., 2005). Wirschum (2012), realiza una consideracion sobre la necesidad de
evaluar fenotipicamente las poblaciones de mapeo en diferentes ambientes, localidades y
afios, ya que por lo general los genotipos de los programas de mejoramiento estan en
continuo cambio, a su vez destaca la importancia de utilizar testigos comunes en todos los
ambientes.

La caracterizacion genotipica de la poblacién de mapeo se realiza con MM que
revelen diferencias entre las lineas parentales, es decir, marcadores polimdrficos. Para
realizar la caracterizacion se requiere la extraccion de ADN de cada individuo de la
poblacién bajo estudio, como asi también de las lineas parentales y en lo posible de la
generacion F1. Generalmente, los MM van a segregar en forma mendeliana, sin embargo, se
puede encontrar distorsion en las relaciones de segregacion. En el mapeo de una F; es

posible observar tres genotipos y calcular efectos de dominancia y aditividad en cada
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region del genoma. En las poblaciones provenientes de una RC existen sélo dos genotipos,
por lo que no es posible separar los efectos de dominancia y aditividad. En las poblaciones
DH, 100% homocigotas, y en las RC se pueden calcular sélo los efectos genéticos aditivos,
al igual que en las poblaciones de RIL.

La caracterizacion fenotipica comprende la evaluacion del fenotipo de cada uno
de los genotipos individuales de la poblacion de mapeo. En general, el mapeo de QTL en
plantas se realiza con un disefio experimental completamente aleatorizado. La utilizacion de
disefios con repeticiones permite disminuir la incidencia de la variacion ambiental y
permite la estimacion de los componentes de variancia.

Para el paso final del mapeo de QTL se requiere la construccion de un mapa de
ligamiento entre los MM. Un mapa genético muestra la distribucion lineal y la distancia de
un grupo de genes y marcadores en cada uno de los cromosomas que constituyen el genoma
de un organismo (Lynch y Walsh, 1998). EI mapa esta basado en el concepto basico de
ligamiento, si dos 0 méas genes o marcadores estan fisicamente cercanos sobre el mismo
cromosoma, sus alelos se heredan juntos. Las proporciones en gque estos genes segregan en
una poblacién se apartan de las esperadas bajo la ley de Mendel de segregacion
independiente. La mayoria de los gametos contienen las mismas combinaciones alélicas
que los padres; s6lo aquellos meiocitos que experimenten un intercambio entre cromatides
no hermanas o crossover generardn gametos con combinaciones alélicas diferentes de las
parentales, originando los recombinantes. El fundamento del mapa genético reside en la
relacién entre la frecuencia de recombinacion y la distancia fisica entre los loci. De esta
forma al determinar la frecuencia de recombinacion entre dos genes o marcadores, uno
puede estimar la distancia de mapa entre los mismos, siendo la unidad de mapeo
equivalente a una frecuencia de recombinacion del 1%; usualmente esta distancia se
expresa en cM. Los marcadores moleculares que presenten una frecuencia de
recombinacion del 50% se describen como no ligados y se asume que estan localizados en
diferentes posiciones en el mismo cromosoma o bien sobre diferentes cromosomas.
Idealmente, las distancias deben ser aditivas a fin de que cuando se afiaden nuevos loci al
mapa, las distancias obtenidas previamente no necesitan ser ajustadas de manera radical.
Desafortunadamente, las frecuencias de recombinacion no son aditivas a lo largo del

cromosoma y por lo tanto son inapropiadas como medidas de distancia. Existen diferentes
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funciones de mapeo que pueden predecir la distancia entre loci en el mapa, en base a la
frecuencia de recombinacion observada entre ellos; dentro de las mismas podemos
mencionar la de Haldane (Haldane, 1919; Kearsey y Pooni, 1996) y la de Kosambi
(Kosambi, 1994).

Con la poblacion de mapeo definida, los datos genotipicos y fenotipicos y el
mapa de ligamiento ya se puede realizar el andlisis estadistico de asociacion entre la
informacion genotipica y fenotipica. Los marcadores son utilizados para dividir la
poblacién de mapeo en diferentes grupos genotipicos basados en la presencia o ausencia de
un locus particular para un marcador y determinar si existen diferencias significativas entre
las medias de los grupos definidos con respecto al caréacter fenotipico medido. En caso de
encontrar diferencias significativas entre las medias fenotipicas de los grupos genotipicos
definidos estamos en presencia de ligamiento entre el locus del marcador utilizado para la
division de la poblacion de mapeo y el QTL que controla el caracter fenotipico; por lo tanto
el QTL y el marcador se heredan juntos en la progenie; en cambio cuando no existe
ligamiento, el QTL y el marcador se heredan de manera independiente y no se encuentran
diferencias significativas entre las medias de los grupos definidos con respecto al caracter
fenotipico. EI mapeo de QTL representa una herramienta poderosa para diseccionar la
arquitectura genética de caracteristicas agrondmicas complejas en las poblaciones de
mejoramiento bajo estudio (Wurschum, 2012).

7- Deteccion de QTL: métodos

Actualmente, existe una importante variedad de metodologias para identificar
QTL. En un principio, la asociacién entre un marcador y un caracter cuantitativo se evaluo
mediante analisis de la variancia. Lander y Botstein (1989) propusieron usar mapas de
ligamiento y realizar el mapeo con informacion de marcadores ligados 0 mapeo por
intervalo simple (SIM) mediante méxima verosimilitud, donde la presencia de un QTL es
evaluada a intervalos regulares sobre el mapa de ligamiento. Los marcadores flanqueantes
pueden ser utilizados para inferir probabilidades condicionales para los genotipos de los
QTL dado los genotipos de estos marcadores y la frecuencia de recombinacion entre los

QTL y los marcadores. Zeng (1994) utilizd un modelo de mapeo por intervalo compuesto
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(CIM) considerando el uso de cofactores (covariables) para controlar la variacion genética
debido a la segregacion de QTL en otras partes del genoma; lo que permite mejorar en
comparacion al SIM, la precision y el poder del analisis de los QTL. El analisis
discriminante (AD) (Fisher, 1936), permite identificar mediante estadistica multivariada un
set de marcadores moleculares asociados a regiones genomicas que codifican para
caracteres de interés. Con la creciente disponibilidad de datos genémicos polimorficos y el
potencial de explorar todos los eventos de recombinacion que han ocurrido en la historia
evolutiva de un germoplasma especifico, estudios de mapeo de asociacion se han
convertido en una alternativa de gran alcance para la diseccidn de rasgos cuantitativos en
plantas (Hao et al., 2014). Esta estrategia de mapeo utiliza poblaciones con desequilibrio
por ligamiento, el cual consiste en asociaciones no al azar entre alelos de diferentes loci y
explora la variabilidad genética de lineas que no forman parte de un esquema de
cruzamiento especifico (Flint Garcia et al., 2003; Wirschum et al., 2012); es por ello que
las colecciones de germoplasma, tales como las lineas de maiz desarrolladas por el
CIMMYT, son utilizadas en este tipo de estudio.

Las metodologias por intervalos compuestos incluyen variantes de gran utilidad
como el mapeo de caracteres maltiples (MTM) (Jiang y Zeng, 1995) que tiene en cuenta la
estructura de correlacion de los datos y permite realizar pruebas estadisticas para procesos
bioldgicos que involucran caracteres multiples. Los QTL suelen presentar sensibilidad a los
efectos ambientales y variabilidad en los resultados en distintas poblaciones de mapeo, lo
cual puede estar asociado a la metodologia estadistica utilizada. La mayoria de los estudios
de deteccion de QTL, se desarrollan con poblaciones de mapeo que se evallan para
caracteres maltiples en distintas condiciones ambientales, sin tener en cuenta, por lo general,
las correlaciones entre los mismos y la variabilidad ambiental. Los modelos mixtos ofrecen
un marco estadistico adecuado para el andlisis de este tipo de base de datos, sin imponer
suposiciones poco realistas, como asumir por un lado, que no hay correlaciones genéticas
entre los caracteres y los ambientes, y por otro lado, que las varianzas son constantes a
través de los ambientes (Malosetti et al., 2008). Este tipo de modelos, son una herramienta
adecuada para el analisis de datos complejos y existen numerosas razones para Su uso,
incluida la facilidad con la que pueden manejarse las bases de datos incompletos y la

capacidad de modelar de manera apropiada la variacion del error (Smith et al., 2005). Bajo
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este enfoque las respuestas se pueden modelar mediante la incorporacion de factores fijos y
aleatorios y de covariables, con un amplio rango de estructuras de varianza y co-varianza,
lo que permite mejorar las pruebas y las estimaciones de los efectos de los tratamientos.
Una aplicacion de los modelos mixtos es su uso en los analisis de deteccion de QTL. La
informacidén de los marcadores moleculares puede ser incorporada dentro de estos modelos
para probar los efectos de los polimorfismos de ADN sobre caracteres fenotipicos,
siguiendo los principios del mapeo de QTL por regresion. Los enfoques estadisticos de
modelos mixtos para analisis de QTL en caracteres multiples en ambientes multiples
(MTME) representan, por lo tanto, una herramienta valiosa ya que consideran las
correlaciones genéticas entre los caracteres y los ambientes; reducen la tasa de error tipo |
al testear los efectos de los QTL; permiten observar interacciones QTL X ambiente, y
detectar las causas de las correlaciones genéticas entre los caracteres (QTL pleiotropicos o
ligados), como asi también, observar los cambios en estas correlaciones que pueden ser
causados por QTL con interaccion con el ambiente (Jiang y Zeng, 1995; Malosetti et al.,
2006; Malosetti et al., 2008). Este tipo de andlisis representa un enfoque mas fiable que el
mapeo QTL para caracteres de manera individual, ya que los procesos fisioldgicos en las

plantas generalmente estan correlacionados (Alvarez Prado et al., 2013).

8- Factores que influencian la deteccion de QTL

La deteccion de un QTL puede estar influenciada por varios factores, entre los
que se puede mencionar las propiedades genéticas del QTL que controla el caracter de
interés, lo cual hace referencia a la magnitud del efecto ya que solo los QTL con grandes
efectos fenotipicos pueden ser detectados. Otra propiedad genética es la distancia entre dos
QTL ligados ya que si los mismos estan a 20 cM o0 menos son usualmente detectados como
un tnico QTL (Tanksley, 1993). Los efectos ambientales constituyen un segundo factor que
influencia la deteccion de un QTL, esto se debe a que el ambiente puede tener influencia en
la expresion de un caracter cuantitativo. Los estudios en mdultiples ambientes y afios
permiten explorar esta influencia ambiental sobre los QTL de interés (Collard et al., 2005).
Un tercer factor que afecta la deteccién de un QTL es el tamafio de la poblacién bajo

estudio, mientras mas grande sea la poblacion las probabilidades de detectar un QTL con
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pequefios efectos son mayores, ya que un aumento en el tamafio de la poblacion permite
incrementar la potencia estadistica de los test que se utilicen y por lo tanto la estimacion del
efecto de los QTL y de los intervalos de confianza (Tanksley, 1993). El cuarto factor que
influye en la deteccion de un QTL es el error experimental, donde la principal fuente del
mismo son los errores en la genotipificacion de los marcadores y en la evaluacion
fenotipica. Los errores de genotipificacion y los datos perdidos pueden afectar el orden y la
distancia entre los marcadores dentro de los mapas de ligamiento (Hackett, 2002). Por otro
lado, la presicion en la evaluacion fenotipica es de gran importancia para lograr exactitud
en el mapeo de QTL,; un QTL confiable puede ser identificado a partir de datos fenotipicos
exactos (Collard et al., 2005).

Debido a los factores descriptos anteriormente, lo ideal es confirmar los estudios
de mapeo de QTL, esto puede involucrar realizar el estudio de mapeo en poblaciones
independientes que compartan los mismos genotipos parentales o bien que tengan
genotipos parentales estrechamente relacionados de aquella poblacion utilizada en el primer
mapeo. En otras situaciones, se suele utilizar una poblacién de mapeo de mayor tamafio a la
utilizada en el primer mapeo. Las posiciones de los QTL y sus efectos deben ser por lo
tanto evaluados en poblaciones independientes porque el mapeo de QTL basado en una
Unica poblacion resulta en una baja potencia de deteccién de QTL y en un gran sesgo en los
efectos de los QTL detectados (Utz et al., 2000). Finalmente, se puede mencionar el uso de
NIL para la confirmacion de los estudios de mapeo.

El presente trabajo, forma parte de una linea de investigacion para resistencia al
MRCV en maiz desarrollado en la Universidad Nacional de Rio Cuarto. Los estudios
realizados hasta el momento utilizaron diferentes poblaciones de mapeo y metodologias
estadisticas. En referencia al primer punto se evaluaron en multiples ambientes poblaciones
F2:3 (familias compuestas por plantas Fz provenientes de la autofecundacion de diferentes
plantas F2), RIL derivadas de las lineas Mo17 con BLS14 por un lado y F2:3 derivadas de
las lineas B73 con LP116 por otro lado, NIL con introgresion de teosinte, asi como una
poblacién diversa proveniente del CIMMYT. En referencia al segundo punto, para los
analisis de deteccion de QTL se utilizaron metodologias como analisis de la varianza
(ANOVA), SIM, CIM, AD, mapeo de asociacion y regresion lineal maltiple; sin embargo,

en ningun estudio se utilizé la metodologia de deteccion de QTL MTME, con lo cual los
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QTL detectados en el presente trabajo pueden ser analizados por la consistencia en sus
posiciones con los QTL detectados con anterioridad con diferentes poblaciones de mapeo y
metodologias estadisticas. El uso de prediccion gendmica para la reaccion al MRCV en
maiz en una poblacién diversa, constituye el foco de las investigaciones actuales que se
estan desarrollando en el grupo de trabajo de la catedra de Mejoramiento Genetico de la
FAV de la UNRC.

9- Aplicacidn de los QTL.: seleccion asistida por marcadores

Si un marcador estd genéticamente ligado a un gen que controla un carécter de
interés agronémico, la seleccion de este marcador resulta en la seleccion indirecta del gen
de interés. Este hecho constituye el fundamento del proceso denominado seleccidn asistida
por marcadores moleculares (MAS), herramienta complementaria al mejoramiento genético
convencional que minimiza el efecto ambiental y facilita la acumulacién de los genes de
resistencia en un fondo genético comun (Collard et al., 2005). Los patégenos y los insectos
al presentar variabilidad, son capaces de superar las resistencias impuestas por genes
simples. Debido a esto, la durabilidad de la resistencia alcanzada para muchos cultivos ha
sido incrementada con el uso de diversidad genética mediante la incorporacién de genes de
resistencia mayor, diferentes cultivares, variedades multilineas y por la piramidizacion de
genes de resistencia; la seleccidn asistida por marcadores es de gran utilidad para lograr las
medidas anteriores (Mohan et al., 1997).

El mejoramiento genético con marcadores puede categorizarse en cuatro clases;
por un lado la MAS, por otro lado podemos mencionar la retrocruza asistida por
marcadores (MABC) para recuperar el parental recurrente con el gen de interés; seleccion
recurrente asistida por marcadores (MARS) para el QTL, y seleccion asistida por
marcadores funcionales (MGOI) para caracteres simples o complejos (Crosbie et al., 2006).
La MAS es considerada superior a la seleccion fenotipica convencional cuando el caracter
de interés es de baja heredabilidad y esta afectado por condiciones ambientales, interaccion
genotipo x ambiente, asi como por interacciones genéticas de tipo no aditivas, o cuando la
evaluacion del caracter de interés es muy dificil y/o costosa (Paterson, 1996). Un factor que

afecta la aplicacion de la MAS en un programa de mejoramiento genético es la estabilidad
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del QTL identificado a través de distintos fondos genéticos, asi como la consistencia a
través de las diferentes generaciones (Asins, 2002). La identificacion de posiciones
consistentes en los QTL en distintas generaciones es esencial para la seleccion asistida, ya
que generalmente los QTL se identifican en etapas tempranas de los programas de
mejoramiento y los marcadores ligados, se utilizan en la seleccion de lineas durante las
sucesivas generaciones de autofecundacion. Con QTL inconsistentes, se reduce la
posibilidad de llevar a cabo una seleccion a favor del caracter de interés. Por otra parte,
para su empleo en la seleccion asistida de variables de adaptacion amplia, es importante
que los QTL no solo sean consistentes en distintas generaciones del germoplasma sino
también en diferentes ambientes de evaluacién (Groh et al., 1998). La seleccion fenotipica
convencional puede ser complementada mediante seleccion indirecta con marcadores
moleculares (Asins, 2002).

La identificacion de QTL para distintas enfermedades de plantas y la consecuente
seleccion asistida favorecen el logro de la efectiva acumulacion de genes de resistencia
cuantitativa (Asins, 2002). Estudios realizados en la FAV de la UNRC en poblaciones de
mapeo F2:3 y RIL permitieron estimar valores moderados de heredabilidad de la variable
resistencia al MRCV (Di Renzo et al., 2002; Bonamico et al., 2012) y ademas realizar
analisis de asociacion que indicaron la presencia de QTL en los grupos de ligamiento 1, 2, 4,
6, 8 y 10 (Di Renzo et al., 2004; Bonamico, 2010; Bonamico et al., 2010; Bonamico et al.,
2012; Dallo, 2019; Rossi, 2019). Otros estudios, realizados por investigadores de INTA
Castelar en poblaciones de mapeo F2:3 y RIL, provenientes de diferente fondo genético
permitieron localizar varios QTL relacionados a los sintomas de la enfermedad en el
cromosoma 1, 2, 4, 8 y 10 (Kreff et al., 2006; Kreff, 2009). Resulta interesante mencionar
que solo algunos QTL detectados en los estudios mencionados presentaron estabilidad y
consistencia. Esto puede deberse a la influencia de factores tales como el tamafio muestral,
las condiciones ambientales, los métodos de deteccion de QTL, la heterogeneidad genética
(Austin y Lee, 1996). La evaluacion de la estabilidad y la consistencia de los QTL para
resistencia al MRCYV identificados, es crucial para poder desarrollar efectivas estrategias de

mejoramiento genético.
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HIPOTESIS

La variabilidad fenotipica y genotipica existente en una poblacion segregante de
familias F2:3 de maiz para resistencia al MRCV permite identificar, mediante el uso de
marcadores moleculares del tipo SSR (simple sequence repeats), loci involucrados en la
determinacion de la misma y analizar su consistencia a través de distintos fondos genéticos,

generaciones y ambientes.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Identificar asociaciones entre polimorfismos genéticos (marcadores moleculares de ADN) y

la resistencia al MRCV en un grupo de familias F2:3 de maiz.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Evaluar fenotipicamente familias segregantes F2:3 de maiz por los caracteres indice de
severidad (ISE), incidencia (INC) y severidad (SEV) del MRCV, asi como por intervalo
antesis-estigma (IAE) y rendimiento (RTO).

2- Estimar la heredabilidad de los caracteres.

3- Determinar la correlacion entre los caracteres.

4- Caracterizar genotipicamente familias segregantes F2:3 con SSR.

5- Identificar loci de caracteres cuantitativos (QTL) para los caracteres ISE, INC y SEV del
MRCV.

6- Estimar los efectos genéticos e interaccién QTL x ambiente para los QTL identificados
para todos los caracteres.

7- Determinar la consistencia en la posicion de los QTL asociados a resistencia al MRCV.
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MATERIALES Y METODOS

1- Material vegetal

El material parental para la formacién de la poblacién de mapeo F2:3 utilizada
esta constituido por dos lineas endocriadas, una susceptible a la virosis (B73, perteneciente
al grupo heterdtico lowa Stiff Stalk Synthetic) y otra resistente a la misma (LP116,
desarrollada en INTA Pergamino). Durante la campafia agricola 2007/08 se sembraron 30
semillas de cada linea y se realizaron fecundaciones cruzadas en el estadio de floracion, lo
cual permiti6 obtener 12 hibridos F1.

Durante el otofio-invierno del afio 2008 se enviaron a la Estacion Experimental
del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) de Yuto (23°07' 42.83" S, 64°
19' 17.49" O) las 12 espigas F1 para que fueran autofecundadas a contraestacion. En la
camparia agricola 2009/10 en el campo experimental de la UNRC (33°06' 16.08" S; 64° 17’
54.55" O) se sembraron semillas F, provenientes de una de las espigas Fi. Al momento de
observar sincronia floral se procedid a autofecundar el mayor numero posible de plantas.
Sin embargo, debido a las condiciones de estrés (sequia y elevadas temperaturas) sélo se
obtuvieron 40 familias F2:3, que representan familias compuestas por plantas F3 provenientes
de la autofecundacion de diferentes plantas F.. Durante el otofio-invierno del afio 2010 se
envid nuevamente material a INTA Yuto, esta vez constituido por semillas F. provenientes
de otra espiga F1 con la finalidad de autofecundarlas; en total se obtuvieron 168 familias
F2:3 que sumadas a las 40 obtenidas en Rio Cuarto totalizan una poblacién de 208 familias
F2.3. Durante el estadio de floracion masculina y una vez realizadas las autofecundaciones,
en el campo experimental de la UNRC (campafia 2009/10) y en INTA Yuto (otofio-
invierno del afio 2010) se extrajo tejido vegetal de cada planta F2 y se conservo a -60 °C

hasta realizar la extraccién de ADN.

2- Ensayos de campo

El comportamiento fenotipico de las familias F2:3, fue registrado en los campos

experimentales de la UNRC situados en la localidad de Rio Cuarto (campo experimental
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CAMDOCEX, 33° 06" 16.08" S; 64° 17' 54.55" O) durante el ciclo agricola 2010/11 y en
La Aguada (campo experimental Pozo del Carril, 32° 58" 17.25" S; 64° 38’ 58.43" O)
durante el ciclo agricola 2010/11 y 2011/12. Cada combinacion localidad-afio fue
considerada como ambientes diferentes para los analisis estadisticos. El estudio se llevé a
cabo utilizando un disefio en bloques completos al azar con dos repeticiones de cada familia
F2:3, cada repeticion se constituy6 de 15 plantas espaciadas a 0.15 metros una de otra. En
los tres ensayos el control de malezas previo a la implantacion de los mismos se realiz6 con
agroguimicos y el control de malezas postemergentes se realizo, cuando fue necesario, en
forma manual; la siembra fue efectuada de manera manual en surcos marcados a 0.70
metros (Figura 2-a). Con la finalidad de lograr un adecuado nivel de infeccion del MRCV
los ensayos fueron establecidos en lotes provenientes de avena (Figura 2-b). Ademas, lotes
cercanos presentaron el mismo u otro verdeo de invierno. En los tres ambientes de
evaluacion, se realizo transmisién controlada con el insecto vector, para lo cual luego de
sembrar las semillas, cada surco fue cubierto con arcos de hierro que fueron el soporte
estructural de unos pequefios tuneles de malla fina (Figura 2-c). Al momento en que las
plantas de maiz alcanzaron el estado de coleoptile (mayor susceptibilidad al ataque del
vector) las mismas se sometieron a transmisiones controladas mediante macropteros del
insecto vector recolectadas en cultivos de avena. Las fechas de siembra fueron definidas de
acuerdo al pico poblacional del insecto vector de manera de lograr la sincronizacién entre
los estadios de mayor susceptibilidad del maiz al MRCV (coleoptile a tercer hoja) con los
picos poblacionales para obtener un buen nivel de transmisién controlada con el insecto
vector (Cuadro 1). La poblacion del insecto vector fue distribuida regularmente en el tanel
donde se introdujeron aproximadamente siete insectos adultos vectores del MRCV por cada
plantula de maiz. Luego de transcurrida una semana las mallas finas de los tuneles fueron
extraidas para permitir el normal crecimiento de las plantas de maiz (Figura 2-d) y otras

posibles infecciones naturales por la llegada de chicharritas de lotes lindantes.
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Cuadro 1. Fecha de siembra y de transmision controlada con el insecto vector.

Camparia 2010-11 Camparia 2011-12
Localidad La Aguada Rio Cuarto La Aguada
Fecha de siembra 11/11/2010 01/12/2010 02/12/2011
Fecha de transmision 25/11/2010 13/12/2010 14/12/2011
controlada

c- d-
Figura 2. a- Siembra manual de los ensayos; b- Lote de avena bajo pastoreo, cercano a la
parcela destinada al ensayo en la localidad de La Aguada; c- Vista del ensayo con tdneles
de malla fina colocados para la transmision de la enfermedad mal de Rio Cuarto virus en la
localidad de Rio Cuarto; d- Vista del ensayo con familias F2:3 en la localidad de La Aguada.
Fuente: fotos propias.

3- Datos fenotipicos

La evaluacion del comportamiento fenotipico de las familias F2:3 frente al MRCV

se realiz6 observando diferentes sintomas en cada una de las 15 plantas en las dos
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repeticiones de cada familia en dos momentos del ciclo de crecimiento del maiz que fueron
a floracion y a madurez fisioldgica. A floracion, se registraron los siguientes caracteres:

-Altura de la planta (AP), medida en centimetros como la distancia entre el nivel
del suelo y el extremo distal de la panoja.

-Sintomas en la panoja (TP), donde 0= normal; 1= extremo de las ramificaciones
de la panoja sin flores diferenciadas (2 cm); 2= entre 2 cm y un 50% de la longitud de las
ramificaciones de la panoja sin flores diferenciadas; 3= flores diferenciadas en el eje central
y en menos del 50% de la longitud de las ramificaciones de la panoja; 4= panoja sin flores
diferenciadas; 5= ausencia de panoja.

-Presencia y tipo de enaciones (PE), donde 0= ausencia de enaciones; 1=
enaciones tenues aisladas; 2= enaciones tenues en rosario; 3= enaciones tipo nervaduras
engrosadas; 4= enaciones tipo callo.

-Acortamiento de entrenudos (AE), donde 0= entrenudos normales; 1= presencia
de entrenudos acortados.

-Aspecto de hojas del tercio superior, las mismas se caracterizaron mediante el
acortamiento de hojas (LH) donde 0= hoja normal; 1= presencia de hoja acortada; la
presencia de hojas angostas (HA) donde 0= hoja normal; 1= presencia de hoja angosta, y la
presencia de hojas rasgadas (HR) donde 0= hoja normal; 1= presencia de hoja rasgada.

Los caracteres mencionados (AP, TP, PE, AE y aspecto de hojas del tercio
superior) ya estaban fijados en cada planta de las familias evaluadas; a diferencia de los
sintomas en la espiga que se midieron a madurez fisiologica del cultivo. En este estado
fenoldgico se evaluo la presencia de sintomas en la espiga (0= espiga normal; 1= hasta 2/3
de la espiga con granos desarrollados normalmente; 2= hasta 1/3 de la espiga con granos
desarrollados normalmente; 3= espiga con granos vanos; 4= ausencia de espiga) y a su vez
se observo presencia 0 ausencia de espigas curvas y multiples.

La informacion obtenida mediante estos caracteres permitio asignar a cada planta
un grado de severidad de acuerdo a la escala propuesta por Ornaghi et al. (1999a) que
agrupa a las mismas en cuatro grados de severidad segiin combinacion de sintomas de la

enfermedad (Cuadro 2).
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Cuadro 2: Grados de severidad y sintomatologia de la enfermedad mal de Rio Cuarto virus de
acuerdo a la escala propuesta por Ornaghi et al., (1999a). Fuente: fotos propias.

Grado

Descripcion de la planta

Sintomatologia

0

Asintomatica

Con sintomas leves

Con sintomas severos

Con sintomas muy severos

Sin sintomas

Enaciones, con o0 sin
disminucioén de altura

Enaciones, reduccion del
tamafio de la panoja,
laminas foliares atrofiadas
en el tercio superior y
espigas generalmente
curvas y pequefias

Enaciones, enanismo vy
espigas pequefias,
maltiples y sin granos

Con las mediciones tomadas por planta en los dos estados fenoldgicos y con el

grado de severidad asignado; se calcul6 la resistencia de cada genotipo por medio de un

indice de severidad de enfermedad (ISE) que toma valores de 0% en plantas sin enfermedad

hasta 100% en plantas completamente enfermas (Grau et al., 1982; Di Renzo et al., 2002);

el mismo se estimo de la siguiente manera:

ISE = i gradoi x n°de plantas en el gradoi
iz n° total de plantas x 3
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donde “gradoi” grado de severidad de cada planta evaluada segiin la escala de
severidad descripta (Ornaghi et al., 1999a); “n° total de plantas” es el numero total de

plantas evaluadas en cada familia F2:3 y 3 = n® grados de severidad -1.

Ademaés del ISE establecido para cada repeticion de cada familia F23, fue
estimado el valor de incidencia (INC) y de severidad (SEV) de enfermedad basados en el
grado de severidad asignado a cada planta. La variable INC se expresé como el porcentaje
de plantas que presentaron sintomas respecto al total de plantas de cada familia F.:3 (plantas
con grado de severidad O se consideraron sanas, y plantas con grado de severidad 1, 2 6 3 se
consideraron enfermas); la variable SEV se expres6 como el promedio del registro de
grados de las plantas individuales dentro de cada familia F2:.

También se registraron para cada repeticion de cada familia F2:3 el intervalo
antesis-estigma (IAE) y el rendimiento (RTO). EI IAE se estim6 con el registro de las
fechas de antesis y de floracion femenina mediante visitas diarias a los ensayos en floracion
contabilizando los dias en los cuales el 25, el 50 o el 75 % de las plantas de cada repeticién
entraban en floraciobn masculina y femenina. EI RTO (Kg/ha) se estimd sobre cada
repeticion de las familias F2:3 a partir del peso de granos corregido al 14.5% de humedad; la

trilla se realiz6 de manera manual al llegar a madurez de cosecha.

4- Datos genotipicos

La extraccion de ADN se realiz6 desde material vegetal obtenido de las lineas
parentales y de las generaciones F1 y F,. Para ello, en la etapa de floracion se cosecharon
hojas tiernas correspondientes al tercio superior de cada planta. Las muestras fueron
liofilizadas en la Facultad de Ciencias Exactas de la UNRC y luego se mantuvieron a -
60 °C hasta el momento de la extraccion de ADN. La extraccion de ADN genomico se
realizd en el Instituto de Genética “Ewald A. Favret” (INTA), siguiendo el método
propuesto por Saghai-Maroof et al. (1984), que comprendi6 las siguientes etapas:

1. El material liofilizado se tritur6 en un homogenizador automatico (FastPrep® 24

Instrument, MP Biomedicals LLC, Irvine, CA, USA). El tejido obtenido (300-
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5.

400 miligramos (mg)) se coloco en un tubo de polipropileno de 15 mililitros (ml)
para centrifugacion.

A los 300-400 mg de tejido obtenido se les agregd 9 ml de solucion amortiguadora
CTAB (bromuro mixto de alquiltrimetil amonio) para extraccion a 65 °C. Los
componentes de la solucion CTAB para preparar 1000 ml, fueron 1 M Tris-CIH,
pH 7.5, concentracion final 100 mM, 100 ml; 5 M cloruro de sodio,
concentracion final 700 mM, 140 ml; 0.5 M é&cido etilendiaminotetraacético
(EDTA), pH 8.0, concentracion final 50 mM, 100 ml; agua deionizada, 600 ml;
CTAB (10%), concentracion final 2% (v/v), 20 gramos (gr). Se adicionaron 120
ul de 2-mercaptoetanol. Se mezcl6 invirtiendo los tubos con suavidad durante 10
minutos (min).

Los tubos se incubaron agitando con suavidad durante 60-90 min en horno a 65 °C.

Retirados los tubos del horno y luego de 5 min se agregaron 4.5 ml de
cloroformo/octanol (24:1). Se invirtieron los tubos durante 10 min para mezclar.

Se centrifugd durante 15 min a 1300-1500 revoluciones por minuto (rpm) y 25 °C.

Nota: a menos de 15 °C, el complejo CTAB/&cido nucleico puede precipitar, arruinando la

10.

preparacion.

El sobrenadante se trasvasé a otros tubos de 15 ml. Se agregaron 4.5 ml de
cloroformo/octanol (24:1) y se invirtieron los tubos durante 10 min para mezclar.

Se centrifugd durante 15 min a 1300-1500 rpm y 25 °C.

Con una pipeta, se trasvasé el sobrenadante a otros tubos de 15 ml y se agregaron
15 ul de ARNasa de 10 mg/ml. Luego se invirtieron los tubos para mezclar y se
incubaron 60 min a 37 °C.

Se agregaron 6 ml de isopropanol (2-propanol) frio, invirtiendo con suavidad los
tubos hasta lograr la formacion de la medusa de ADN.

Los tubos se dejaron 24 hs a 4 °C para favorecer la precipitacion, y luego se
centrifugaron durante 5 min a 1500 rpm y 10 °C. Una vez precipitado el ADN se
descartd el sobrenadante y se realizaron tres lavados con una solucién compuesta
de etanol 76%, acetato de sodio 0.2 M, acetato de amonio 10 mM y agua
deionizada. Cada lavado se hizo con 1 ml de la solucion durante 30 min. Entre el
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primer y segundo lavado el pellet de ADN se trasvasé a un tubo de

microcentrifuga de 1.5 ml y se centrifugd brevemente (20 s).

11. Luego del tercer lavado, el pellet de ADN se dejo secar en flujo laminar y se
resuspendio en 400 ul de buffer TE (1 M Tris-CIH, pH 8.0; 0.5 M EDTA; agua
deionizada).

La cantidad y calidad del producto de precipitacion se evalud utilizando un
espectrofotometro (NanoDrop® ND-1000 Technologies Inc., Nilmington, DE, USA).
Luego de evaluar la cantidad y calidad de ADN se realizaron las diluciones de uso (25
ng/ul) para la caracterizacion molecular.

Las secuencias de 173 juegos de iniciadores de microsatélites distribuidos en los
cromosomas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9y 10 fueron obtenidas a partir de la base de datos de maiz

(http://www.agron.missouri.edu/ssr.htim). Se intentd escoger aquellos marcadores que

fueron polimdrficos en otras lineas de Zea mays utilizadas en estudios de resistencia al
MRCYV para aumentar la probabilidad de que fueran polimorficos entre las lineas parentales
utilizadas en la construccion de esta poblacion. EI ADN de los parentales LP116 y B73 fue
utilizado para identificar marcadores SSR polimdérficos mediante la reaccion de PCR. Los
componentes de cada reaccion de PCR fueron Buffer 10X, cloruro de magnesio 25 mM,
iniciadores (primers) 5 mM, dNTPs 10 mM, Tag ADN polimerasa 1.25 u/ul, ADN 25 ng/ul,
6X buffer de carga con colorante rojo de cresol; constituyendo un volumen final por tubo
de 20 pl.

La reaccion de amplificacion por PCR para la detecciébn de marcadores
polimorficos fue realizada en el IGEAF INTA Castelar en un termociclador BIOMETRA
UNO-Thermoblock, con el programa de amplificacion del ADN que se detalla a
continuacién: 2 min a 94 °C seguidos de 10 ciclos de 30 segundos (s) para
desnaturalizacion del ADN a 94 °C, 1 min para hibridacién de los iniciadores a 65 °C (At° -
1 °C por ciclo) y 2 min para amplificacion a 72 °C. Luego se realizaron 25 ciclos de 30 s a
94 °C, 1 min a 55 °Cy 2 mina 72 °C. A continuacion de los 35 ciclos mencionados, se
programé un paso de extension de 5 min a 72 °C. El producto de amplificacion por PCR
fue separado en geles de agarosa Metaphor al 4 % p/v (BMA-FMC BioWhittaker,
Rockland, ME USA) disuelta en buffer TBE 1 X (0.090 M Tris borato; 0.002 M EDTA),
con el agregado de 3.8 pul de bromuro de etidio (10 mg/ml) por cada 100 ml de buffer. De
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buffer TBE se elabor6 un stock 10 X de 1000 ml a pH 8.0, con 108 gr de tris base 0.9 M;
55 gr de &cido bdrico 0.9 M y 40 ml de 0.5 M EDTA. Un marcador de peso molecular 100
pb DNA Ladder (Promega) fue utilizado para estimar el tamafio del fragmento amplificado.
La corrida electroforética se realizd con buffer de electrodos TBE 0.5X (0.045 M Tris
borato; 0.001 M EDTA) manteniendo 60-80 V constantes aproximadamente 90-180 min.
Terminada la electroforesis, el gel fue expuesto en un transiluminador UV (ultravioleta) y
fotografiado (Kodak Digital Science DC260) para su documentacion final.

Las caracterizaciones moleculares de los marcadores que resultaron polimorficos
se realizaron en el Laboratorio de Biotecnologia de la FAV - UNRC con el ADN de las
plantas F.. La metodologia utilizada para la reaccion de amplificacion por PCR fue la
misma que la aplicada en IGEAF INTA Castelar para la deteccion de polimorfismo

molecular entre los parentales.

5- Analisis de datos

Con la finalidad de caracterizar fenotipicamente las 208 familias segregantes F»:,
Analisis de varianza (ANOVA) para cada caracter dentro de cada ambiente y a través de
ambientes (datos de los tres ambientes analizados conjuntamente), se realizaron utilizando
el procedimiento SAS Mixed (SAS, version 6.12; SAS Institute, Cary, N.C., USA). El

modelo estadistico utilizado es el siguiente:

Yiik= p+ai+ (Bl a)iit Vit (a) )it aix

donde yijk es el caracter medido en el ambiente i en el bloque j en el genotipo k; u
es la media general, o es el efecto del ambiente i; (f/);; es el efecto del bloque j dentro de
ambiente i, Jkes el efecto del genotipo k (familias F2:3), (a})ik es el efecto de la interaccion
genotipo k x ambiente i, gjk es el error experimental. En el modelo los efectos de los
factores genotipo e interaccién genotipo x ambiente fueron tratados como aleatorios
distribuidos normalmente, con media cero y varianzas constantes; mientras que los efectos

de los factores bloque y ambiente como fijos.
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Posterior al ANOVA, se compararon las medias de los caracteres de las familias
F2:3 con las de los parentales. Se utilizé la prueba LSD Fisher con un nivel de significancia
del 0.05 mediante el software InfoStat version 2018 (Di Rienzo et al., 2018). Por otro lado,
a través de ambientes se realizaron histogramas de frecuencias relativas de los caracteres,
expresadas en numero de familias F2:.

Para estimar la heredabilidad, se obtuvieron los componentes de varianza por
medio del estimador de méxima verosimilitud restringida (REML). La heredabilidad para
cada ambiente y a través de ambientes se estimé de acuerdo a Hallauer y Miranda (1981),
pero con las modificaciones propuestas por Kearsey y Pooni (1996) para familias F.:3, ya
que dentro de la varianza ambiental en este tipo de poblaciones hay un remanente de
varianza genotipica que debe considerarse. La heredabilidad por ambiente fue estimada de
acuerdo a la siguiente formula:

he= o2y [ (g + PP Yo )

donde o%; = varianza genotipica y o% = varianza ambiental. Kearsey y Pooni
(1996) para familias F2:3 informan una varianza entre familias (6 = getween), 1a cual se asume
que es genotipica bajo disefios de campo completamente aleatorizados y equivale a la o%g; y
una varianza dentro de familias (¢®w = witin), la cual representa la varianza ambiental,dentro
de la que hay un remanente de % de ¢%y. Debido a que estos autores asumen que los efectos
de dominancia son muy pequefios en estas poblaciones y por lo tanto son ignorados, la o?%
esta representada por efectos de aditividad y la heredabilidad estimada en el presente
estudio es en sentido estricto.

Para la estimacion de la heredabilidad a través de ambientes se utiliz6 la
siguiente formula:

h?= 6% | (0% + 0%ga la + (G%a— Y2 &%y 1 1))

donde o% = varianza genotipica; o’ = Vvarianza de la interaccion genotipo x
ambiente; 0% = varianza ambiental (con la correccion planteada con anterioridad); r = n° de
repeticiones y a = n°® de ambientes.

Un intervalo de confianza del 90%, calculado segin Knapp et al. (1985), se utilizé
para determinar la precisién de la heredabilidad estimada. Los limites del intervalo de
confianza del 90% para lah? fueron calculados mediante:

1 - [Franenen/F] < h? < 1 - [Foo:a012/F]
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donde F = (1-h?)?; a/2 = 0,05; 1-(0/2) = 0,95; gl = grados de libertad de
genotipo y gl> = grado de libertad del error residual.

Para determinar la correlacion entre los caracteres, mediante l0os valores de
BLUP (best linear unbiased predictor) de cada genotipo en cada ambiente se calcularon los
coeficientes de correlacion de Pearson, mediante el software InfoStat version 2018 (Di

Rienzo et al., 2018).

6- Construccion del mapa de ligamiento

Para la caracterizacion genotipica de las familias F23 se utilizaron 173
marcadores moleculares tipo SSR. A partir de los datos del genotipado se obtuvo una
matriz con cada individuo F2 y el genotipo correspondiente a cada uno de los marcadores
evaluados. Previo al andlisis de ligamiento de los SSR polimorficos entre las lineas
parentales, se evaluo la bondad de ajuste de la segregacion para los mismos a través de un
test de Chi-cuadrado. Aquellos marcadores que presentaron una segregacion diferente a la
esperada (1:2:1) fueron eliminados, ya que la precision en la estimacion de la posicion de
los posibles QTL declina cuando los marcadores exhiben distorsion significativa en la
segregacion (Cardinal et al., 2001).

Para evaluar ligamiento entre marcadores polimoérficos se estimaron las
frecuencias de recombinacion entre loci mediante andlisis multipunto. Dichas frecuencias
fueron transformadas en distancias (cM) segln la funcion de mapeo de Haldane (1919)
utilizando el programa MAPMAKER/EXxp. version 3.0 (Lander et al., 1987). MAPMAKER
es un programa desarrollado para la construccion de mapas genéticos de ligamiento el cual
calcula las distancias genéticas segun el porcentaje de recombinacion. Si el valor del
estadistico LOD (logio de la expresion de verosimilitud del cociente probabilidad de
ligamiento/probabilidad de independencia), que es funcidn 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, los marcadores pueden considerarse ligados. El ligamiento se declar6
significativo cuando el valor de LOD excedi6 un umbral de 2.5 y la frecuencia de
recombinacion fue menor al 50%. Posteriormente se estimo, en cada grupo de ligamiento,

el orden de los marcadores.
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7- Analisis de QTL

Para identificar regiones gendmicas asociadas a los caracteres ISE, INC y SEV
del MRCV, con la utilizacion de la informacién generada en el mapa de ligamiento y el
fenotipado de la poblacion de mapeo, se realizé el analisis de QTL.

Para el mapeo de QTL se utilizd la metodologia modelos mixtos para caracteres
multiples en ambientes multiples (MTME) (Alvarez Prado et al., 2013; Malosetti et al.,
2006; Malosetti et al., 2008), mediante el software QTL Cartographer V2.5 (Wang et al.,
2011). La base de datos MTME consistio de K genotipos, evaluados en | ambientes, con
medidas sobre L caracteres en J bloques (en este estudio, K =208, 1 =3,L=3yJ=2). De
esta forma, se puede definir un vector “y” con dimensiones N x 1, con N = KILJ que
contiene todas las observaciones ordenadas por caracteres dentro de ambientes y dentro de
genotipos en cada bloque. Los efectos del factor genotipo fueron tratados como aleatorios,
mientras que los efectos de las combinaciones caracter-ambiente y bloques dentro de cada

combinacién como fijos. EI modelo lineal mixto para los datos es el siguiente:

yv=Xp+Zu +¢

donde y es el vector de las observaciones fenotipicas, £ es el vector de los efectos
fijos, u y € son vectores de efectos aleatorios debidos a genotipo y error, respectivamente. X
y Z son las matrices asociadas con los efectos fijos y aleatorios. Los efectos genéticos
aleatorios se distribuyen normalmente, u ~ N (0, G), siendo G la matriz de varianza-
covarianza genética (vcov®). Finalmente, ¢ es el vector del error asociado con cada
observacion y se distribuye normalmente, € ~ N (0, R) donde R es la matriz de la varianza
del error. La matriz vcov®, tiene en su diagonal la varianza genética de cada combinacion
caracter-ambiente, y fuera de la diagonal la co-varianza genética entre pares de
combinaciones caracter-ambiente para el mismo genotipo. Esta matriz es de gran interés ya
que refleja la magnitud y el patron de relacionamiento entre los efectos geneéticos. De
acuerdo con Malosetti et al. (2008), los efectos genéticos aleatorios a través de los
ambientes no son independientes si existen genes/QTL con efectos a través de los mismos.
En adicion, los efectos genéticos para diferentes caracteres no son independientes si los

genes/QTL para los mismos estan ligados o son pleiotropicos. Los efectos de los QTL a
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través de los ambientes, frecuentemente, presentan efectos distintos, lo cual resulta en
varianzas genéticas heterogéneas, que se deben reflejar en el modelo de la matriz vcov®.
Con esta finalidad, se probaron diferentes modelos para la matriz vcov®, para detectar el de
mejor ajuste. Se seleccion6 el modelo de simetria compuesta con varianzas heterogéneas,
por presentar el menor valor de BIC (Bayesian Information Criterion) (Schwarz, 1978).

A continuacion, con el modelo seleccionado para la matriz vcovC®, se estimaron
los valores de BLUP con el modelo mixto que fueron utilizados para el anélisis de QTL. En
el modelo del andlisis de QTL MTME, el modelo simple para deteccion de QTL es el

siguiente:

y=Xﬁ+XQTLa +Zu +¢

donde X°"es una matriz disefio derivada de la informacién de los marcadores
moleculares, cuya configuracion asume los efectos pleiotropicos de los QTL para todos los
caracteres. El término « es el vector de los efectos fijos de los QTL. En el modelo de QTL
MTME, el vector « presenta dimensiones M x 1y contiene los efectos genéticos aditivos
de los QTL para todos los caracteres en cada uno de los ambientes. La extension de este
modelo simple de deteccion de QTL al modelo final de QTL multiples que incluye los

efectos aditivos de todos los QTL detectados es el siguiente:
TL
y:XﬁJrZXqQ aq+Zu +e
Q

El andlisis MTME se realizo en dos pasos: 1) barrido gendémico completo con
pruebas para los QTL multiples considerando las correlaciones entre caracteres y ambientes,
y 2) modelo final para los QTL multiples detectados en el paso 1 con pruebas de los efectos
y significancia de los mismos dentro de un modelo Unico y las posibles interacciones entre
ellos. El procedimiento de mapeo de caracteres multiples (MTM), que implementa el CIM
fue utilizado para el paso 1. En este CIM se establecieron como parametros de control los
siguientes valores: se utilizo el modelo estandar (modelo 6) para especificar los marcadores
que fueron utilizados como cofactores, el nimero de marcadores control fue de cinco, el

tamanio de la ventana fue de 10 cM, el metodo de regresion utilizado fue regresion stepwise
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y el nivel de probabilidad de 0.05. El valor de velocidad de caminado para el barrido
genomico fue de 2 cM. El umbral para declarar la presencia de un QTL mudltiple
significativo fue LOD = 7 (Alvarez Prado et al., 2013); el mismo fue asignado para
controlar la tasa de error tipo | (falsos positivos), ya que un valor de umbral muy bajo se
puede traducir en encontrar QTL falsos, y un valor muy alto puede implicar el hecho de
perder QTL significativos para las variables bajo estudio.

Las posiciones detectadas en el paso 1 fueron consideradas como QTL
candidatos y constituyeron el modelo inicial para el paso 2 del analisis de QTL MTME,
donde se construy6 un modelo final para los QTL multiples. De esta manera las
estimaciones de las posiciones de los QTL dentro de los intervalos fueron mejoradas, ya
que se probd la significancia con un LOD = 3 para los caracteres, se evalu6 el efecto de los
QTL encontrados en el paso 1, se buscaron mas QTL, se probaron interacciones epistaticas
y finalmente se calculd la varianza fenotipica explicada por el modelo final.

Para comparar la significancia de cada modelo y saber si los QTL posibles de
encontrar en el paso 2 mejoran el modelo final de QTL, se realiz una prueba de cociente
de verosimilitud (Likelihood ratio test, LRT):

LRT =2(log L1 - log LO)

donde L1 y LO corresponden a los valores de likelihood bajo el modelo final e
inicial, respectivamente. La diferencia entre ambos valores se multiplica por 2 para tener
una distribucién chi cuadrado, y asi ser evaluada con los niveles de significancia propios
del test. Los grados de libertad para la prueba fueron iguales a la diferencia en el nimero de
parametros entre el modelo final e inicial (nimero de parametros es la diferencia en el

namero de QTL entre los dos modelos).
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RESULTADOS

1- Caracterizacion fenotipica de familias segregantes F2:3 en tres ambientes de
evaluacion y a través de ambientes

La poblacién de mapeo constituida por 208 familias F.:3 manifesté diferentes
comportamientos para los caracteres bajo estudio, lo cuél esta relacionado con la
variabilidad en su constitucion genética, como asi también en los factores que modulan la
enfermedad MRCYV tales como precipitaciones, temperaturas y nivel de eficiencia en la
transmision controlada del insecto vector. Por lo tanto, se realizo un andlisis de los datos
fenotipicos con la finalidad de caracterizar los genotipos evaluados. En el Cuadro 3 se
presentan las medias del indice de severidad (ISE), incidencia (INC) y severidad (SEV) de
enfermedad, intervalo antesis-estigma (IAE) y rendimiento (RTO) en las lineas parentales y
en las familias F2:3. En ambientes individuales los valores de ISE minimos y maximos de
las F2:3 fueron de 0 y 100% para La Aguada 2010-11 (LA 2010-11) y La Aguada 2011-12
(LA 2011-12), mientras que en Rio Cuarto 2010-11 (RC 2010-11) y a través de ambientes
fueron de 0 a 80%. La intensidad media de los sintomas de la enfermedad reflejada en el
ISE en las familias F2:3, vario entre niveles bajos (24.89%) a intermedios (49.35%) en los
tres ambientes de evaluacion. Las familias F2:3en el ambiente LA 2011-12 presentaron los
valores mas altos para ISE (49.35%) y para SEV (2.59); sin embargo para el caracter INC
el valor de 0.58 fue intermedio entre el que presentaron en el ambiente RC 2010-11 de 0.47,
y en el ambiente LA 2010-11 de 0.61; este comportamiento refleja que las familias
evaluadas no mostraron una tendencia consistente en los tres ambientes evaluados, ya que
las medias de ISE, INC y SEV no fueron similares en los mismos. Al comparar los tres
ambientes de evaluacion, los menores y mayores valores para los caracteres de enfermedad
se registraron en RC 2010-11y LA 2011-12, respectivamente.

La linea parental resistente, LP116, no manifestd sintomas de enfermedad en
ninguno de los ambientes evaluados, por lo tanto el ISE, la INC y la SEV al MRCV fueron
nulas. Las diferencias entre ambos parentales para los caracteres ISE, INC y SEV fueron
estadisticamente significativas (p<0.05) en ambientes individuales y a través de ambientes,

lo cual se visualiza con letras distintas al lado de las medias de cada caracter.
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En lo que al comportamiento de las familias F2:3 se refiere y la semejanza del
mismo con los parentales, en el ambiente LA 2010-11 y a traves de ambientes el valor del
ISE medio de las mismas tuvo diferencia significativa (p<0.05) con los valores medios del
ISE de los parentales, manifestando un comportamiento fenotipico distinto a ellos. En RC
2010-11, ambiente con menor nivel de enfermedad, la media de las F2:3 no presento
diferencias significativas con respecto a LP116, contrario a lo que ocurrié en LA 2011-12
donde la media de las familias fue semejante al parental susceptible B73; por lo tanto,
fenotipicamente en cuanto a sintomas del MRCV, en RC 2010-11 las familias segregantes
mostraron en promedio semejanza al parental resistente, y en LA 2011-12 al susceptible.

Para los caracteres INC y SEV, en el andlisis por ambiente, las medias de las
familias Fo:3 difirieron significativamente del parental resistente y mostraron
comportamiento fenotipico similar al parental susceptible B73 sin diferencias
estadisticamente significativas; lo mismo se observo a través de ambientes para SEV. Para
INC la media de las familias segregantes difiri6 de ambos parentales en el andlisis a través
de ambientes. En ambientes individuales y a través de ambientes los valores de INC

minimos y maximos de las Fo3fueron de 0y 1; y para ISEde 1 y 3.
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Cuadro 3. Estimacion de las medias (+ E.E.) del indice de severidad del mal de Rio Cuarto virus y demas
caracteres evaluados en las lineas parentales (LP116 y B73) y en 208 familias F2:3, en ambientes
individuales y a través de ambientes.

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

ISE LP116 0.00+0.00 a 0.00+0.00 a 0.00£0.00 a 0.00+0.00 a
B73 55.67+7.67 b 93.67+0.34 ¢ 87.00£2.00 b 7878769 ¢
Fas 2489+106 a 43.08+£150 b 4935+189 b 39.11+£093 b
F2:3 Min-Max 0-83 0-100 0-100 0-80
LSD 17.36 24.45 31.06 15.14

INC LP116 0.00+0.00 a 0.00+£0.00 a 0.00+0.00 a 0.00+0.00 a
B73 0.84+0.06 b 1.00£0.00 b 1.00£0.00 b 095+004 ¢
Fas 0.47+0.02 b 0.61+0.02 b 058+0.02 b 055+0.01 b
F2:3 Min-Max 0-1 0-1 0-1 0-1
LSD 0.25 0.28 0.33 0.17

SEV LP116 0.00+0.00 a 0.00+0.00 a 0.00£0.00 a 0.00+0.00 a
B73 199+£0.13 b 281+0.01 b 261+£006 b 247+016 b
Fas 156+0.03 b 2.09+0.04 b 259+0.04 b 206+£0.02 b
F2:3 Min-Max 1-3 1-3 1-3 1-3
LSD 0.34 0.39 0.33 0.24

IAE LP116 111+0.26 a 460+£1.21 a 405+£121 b 295+059 b
B73 125+048 a 3.00+£1.30 a 460+1.21 a 3.07+£071 a
Fa:3 155+0.09 a 356+0.15 a 461+0.16 a 3.05+0.08 a
F2:3 Min-Méx 0-6 0-14 0-15 0-9
LSD 1.04 1.75 1.90 0.97

RTO LP116 4309.60 £390.03 b 79293+96.12 a 686.21+108.24 b 3164.00+41461 b
B73 2568.22 +390.15 a 430.39£40.66 a 29522 +10.22 a 1837.59+376.36 a
Fas 3714.71+£84.72 b 552.68 +24.87 a 353.92 £ 13.87 a 1671.41+57.59 a
F2:3 Min-Méx 301 - 8016 0 - 2405 0-1623 150 - 5994
LSD 609.56 265.21 155.80 507.51

ISE = indice de severidad del MRCV; INC= Incidencia del MRCV; SEV= Severidad del MRCV; IAE= Intervalo antesis-estigma; RTO= Rendimiento
+ Error estandar.
Medias seguidas por la misma letra en la columna indican diferencias no significativas con un nivel de significancia de 0.05 segln prueba de LSD.

F2:3 Min-Méax = Valores minimos y maximos registrados en 208 familias F.s.

Para el caracter IAE las medias de las familias F2:3 no difirieron de las medias de
ambos parentales en RC 2010-11 y en LA 2010-11, pero en LA 2011-12 y a través de
ambientes las medias de las F2:3 presentaron IAE similar al parental B73 y difirieron del
parental resistente LP116 (p<0.05). En ambientes individuales los valores de IAE minimos
y méximos fueron de 0 a 6, 0 a 14 y 0 a 15 en RC 2010-11, LA 2010-11 y LA 2011-12;
respectivamente; mientras que a traves de ambientes fueron de 0 a 9.

Finalmente, el RTO refleja una situacion similar a la encontrada con ISE, debido
a que la media de las F23 en el ambiente menos estresante (RC 2010-11) presento
comportamiento similar al parental LP116 y en el mas estresante (LA 2011-12) presento
comportamiento similar al parental B73 y su media difirio significativamente del parental
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resistente (p<0.05). Esto ultimo, se observo también en el analisis a través de ambientes. En
cuanto a RTO en LA 2011-12 todos los genotipos presentaron los menores valores, lo cual
sugiere una posible relacion entre nivel de enfermedad y éste caracter. En ambientes
individuales los valores de RTO minimos y maximos fueron de 301 a 8016, 0 a 2405y 0 a
1623 en RC 2010-11, LA 2010-11 y LA 2011-12, respectivamente; mientras que a través
de ambientes fueron de 150 a 5994.

En la Figura 3 se presentan las distribuciones de frecuencias relativas a través de
tres ambientes de la zona en donde la enfermedad MRCV es endémica, para los caracteres
ISE, INC, SEV, IAE y RTO.
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Figura 3. Distribucion de las frecuencias relativas (nimero de familias F2:3) en los tres ambientes
evaluados de: a- Indice de severidad del mal de Rio Cuarto virus (ISE); b- Incidencia de
enfermedad (INC) expresada en %; c- Severidad de enfermedad (SEV); d- Intervalo antesis-estigma
(IAE); e- Rendimiento (RTO). ElI comportamiento medio del parental resistente (LP166) y del
parental susceptible (B73) esta indicado para cada variable.
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Para los caracteres ISE e INC, las medias de las lineas parentales se sitdan
cercanas a los limites de las distribuciones (Figura 3-a y 3-b); sin embargo en los analisis
por ambientes los valores maximos de las F2:3 superan a las medias del parental susceptible
(ver Cuadro 3, F23 Min-Max). Al considerar la distribucion de frecuencias para el caracter
SEV (Figura 3-c), unas diez familias F.:3 presentaron valores mas altos que el parental
susceptible B73, lo cual indica segregacion transgresiva. Para los caracteres IAE y RTO, las
distribuciones de las familias F2:3 a través de tres ambientes fueron cercanas a la normal y
presentaron asimetria hacia la derecha. Para IAE y RTO, la distribucion fenotipica continua
de las F2:3 exhibio valores que superaron las medias de ambos parentales, lo cual sugiere
herencia transgresiva ya que algunas familias presentaron menor IAE y mayor RTO que el
parental resistente LP116, y otras presentaron mayor IAE y menor RTO que el parental

susceptible B73.

2- Estimaciones de heredabilidad

En el Cuadro 4 se presentan las estimaciones de heredabilidad en sentido estricto
de acuerdo a Hallauer y Miranda (1981) con las modificaciones propuestas por Kearsey y
Pooni (1996) e intervalos de confianza (IC) para los caracteres evaluados ISE, INC, SEV,
IAE y RTO, en 208 familias F2:3, en ambientes individuales y a través de ambientes. Todos
los caracteres relacionados a la enfermedad (ISE, INC y SEV) mostraron valores de
heredabilidad moderados, que variaron desde 0.30 a 0.77 tanto para ambientes individuales
como a través de ambientes.

Para el caricter RTO, las heredabilidades fueron moderadas en el analisis por
ambiente (0.53 a 0.64) y en el analisis a través de ambientes la estimacion fue mas baja
(0.44). La misma tendencia se observo para el IAE, donde en el analisis por ambientes los
valores fueron desde 0.61 a 0.69, pero a través de ambientes la heredabilidad fue la mas
baja de las reportadas en este estudio con un valor de 0.24. Los intervalos de confianza,
fueron consistentes en cada uno de los ambientes, asi como a través de ambientes. De
manera general los mismos fueron mayores a través de ambientes, con lo cudl los valores
de heredabilidad estimados en ambientes individuales fueron méas precisos. Los estimadores

de los componentes de varianza genotipica y de la interaccion genotipo x ambiente fueron
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altamente significativos (p<0.001) en los tres ambientes y a través de ambientes para los
caracteres evaluados (datos no mostrados). En los analisis por ambiente, se observa que de
las estimaciones de varianza total, en todas los caracteres la mitad es varianza ambiental y
la otra mitad es genética (observar CV (%) en el Cuadro 4= componente de varianza
explicada en porcentaje respecto a la suma de la varianza ambiental, genética y de la
interaccion genotipo x ambiente), a excepcion de los componentes estimados para el
caracter SEV en RC 2010-11 donde un 73% de la varianza total es ambiental, lo cuél se
refleja en el valor mas bajo de heredabilidad estimado. En los analisis a través de ambientes,
el componente de varianza genotipo x ambiente fue de 30% en promedio para los
caracteres ISE, INC y SEV; mientras que para IAE y RTO fue de 72% y 51%,

respectivamente.
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Cuadro 4. Estimacion de los componentes de varianza, heredabilidad en sentido estricto junto a sus
intervalos de confianza para el indice de severidad (ISE), incidencia (INC), severidad (SEV) del mal de
Rio Cuarto virus, intervalo antesis-estigma (IAE) y rendimiento (RTO) en 208 familias F2:3, en ambientes
individuales y a través de tres ambientes donde la enfermedad es endémica.

Pardmetro Ambiente
Caracter: ISE La Aguada CV (%)? Rio Cuarto CV (%)? La Aguada CV (%)? A través de CV (%)?
2010-11 2010-11 2011-12 ambientes

Componente de varianza

o 358.306 +68.775 39  183.836 +34.592 40 806.360 *117.365 54  146.244 +35.284 15

% 558.901 +55.204 61 278.663 +27.391 60 681.891 + 66.865 46  506.600 + 28.866 53

P - - 303.340 +41.515 32

Heredabilidad

h? 0.48 0.49 0.74 0.45

1C 90% 0.315 - 0.605 0.329 - 0.612 0.658 - 0.802 0.306 - 0.564

Amplitud relativa® (%) 29.1 28.4 14.4 25.8

Caracter: INC

c%g 0.058 +0.009 48 0.048 +0.008 46 0.097 +0.014 56 0.022 +0.005 17

cla 0.064 +0.006 52 0.057 +0.006 54 0.077 +£0.008 44 0.066 +0.004 50

c?ga - - 0.045 +0.006 34

Heredabilidad

h2 0.62 0.59 0.77 0.47

1C 90% 0.500 - 0.711 0.461 - 0.688 0.698 - 0.825 0.332 - 0.580

Amplitud relativa® (%) 21.1 22.7 12.7 24.8

Carécter: SEV

c’g 0.215 +0.040 43 0.105 +0.031 27 0.145+0.031 40 0.043 £0.014 10

cla 0.290 +0.032 57 0.290 +0.033 73 0.220 +0.027 60 0.271 £0.018 65

c’ga - - 0.102 +0.020 25

Heredabilidad

h2 0.54 0.30 0.49 0.36

1C 90% 0.378 - 0.660 0.050 - 0.484 0.293 - 0.632 0.184 - 0.498

Amplitud relativa® (%) 28.2 43.5 33.9 314

Carécter: I1AE

c’g 7.885 +0.818 49 1.770 +0.267 52 8.285+0.914 47 0.449 £0.214 8

c’a 8.310 +0.805 51 1.650 +0.158 48 9.250 +0.896 53 1.042 +0.059 19

c’ga - - 3.866 +0.309 72

Heredabilidad

h2 0.64 0.69 0.61 0.24

1C 90% 0.527-0.726 0.594 - 0.763 0.488 - 0.703 0.041 -0.398

Amplitud relativa® (%) 19.8 17.0 215 35.7

Caracter: RTO

c’g 127036.690 + 49 1464970.945 + 42 17040.130 = 49 224433.505 + 17
13556.093 203413.037 1999.181 55872.167

cla 132367.280 + 51 1999260.010 + 58 17862.310 + 51 429615.950 + 32
13616.476 196516.537 1997.066 25034.432

o’ga - - - 684150.670 + 51

69098.099

Heredabilidad

h2 0.64 0.53 0.64 0.44

1C 90% 0.520 - 0.730 0.382 - 0.643 0.508 - 0.737 0.289 - 0.559

Amplitud relativa® (%) 20.9 26.1 22.9 27.0

+ Error estandar.
Amplitud relativa expresada como la relacion (%) del intervalo de confianza (IC) con respecto a la

heredabilidad estimada (h?).

0%y = varianza genotipica; o%, = varianza ambiental; 0% = varianza de la interaccién genotipo x ambiente

(con la correccidn planteada por Kearsey y Pooni 1996).

2Componente de varianza expresada en porcentaje respecto a la suma de las 6%, 6%y 0%ga.
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3- Correlaciones entre caracteres

La eficiencia de la seleccién indirecta depende de la heredabilidad del caracter y
de la correlacion entre los caracteres (Falconer y MacKay, 1996). Si los caracteres bajo
estudio presentan correlaciones altas y significativas, entonces, algunos de ellos podrian ser
de utilidad préctica en la seleccion de germoplasma para la produccién de hibridos con
adecuado comportamiento frente a la virosis MRCV.

Los valores de coeficiente de correlacion de Pearson se estimaron con los BLUP
de los caracteres. Las correlaciones entre los valores de ISE entre los tres ambientes de
evaluacion fueron bajas y no significativas (p>0.05) (Cuadro 5). Estos resultados sugieren
un comportamiento poco estable de las familias F2:a.

Cuadro 5. Correlacion del indice de severidad del mal de Rio Cuarto virus para las 208 familias
F».3 entre tres ambientes del area donde la enfermedad es endémica.

Ambiente
Ambiente La Aguada 2010-11 Rio Cuarto 2010-11
Rio Cuarto 2010-11 0.01™
La Aguada 2011-12 0.02" 0.05"

ns= no significativo.

La correlacion del ISE del MRCV con AP, TP, LH, HA y HR, fue en todos los

casos estadisticamente significativa (p<0.01) (Cuadro 6).

Cuadro 6. Correlacion del indice de severidad del mal de Rio Cuarto virus con otros
caracteres en tres ambientes donde la enfermedad es endémica y a través de ambientes, para
las 208 familias F2:.

Ambiente AP TP LH HA HR

La Aguada 2010-11 -0.42* 0.35* 0.53* 0.55* 0.19*
Rio Cuarto 2010-11 -0.28* 0.36* 0.58* 0.62* 0.20*
La Aguada 2011-12 -0.46* 0.26* 0.63* 0.55* 0.15*
A través de ambientes -0.32* 0.29* 0.57* 0.55* 0.11*

ISE= Indice de severidad del MRCV; AP= Altura de planta; TP= Tipo de panoja; LH= Longitud de hoja; HA= Hoja
angosta; HR= Hoja rasgada.
*Correlacion significativa con un nivel de significancia p< 0.01.

En el Cuadro 7 se presentan los coeficientes de correlacion de Pearson entre los

caracteres medidos en las 208 familias F2:3 a través de ambientes. Los coeficientes
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presentaron valores medios, intermedios y altos en todos los casos significativos (p<0.01), a
excepcion del coeficiente de correlacion entre AP con HR que fue negativo y no
significativo (r= -0.06, p>0.05). Para AP, la correlacion fue negativa y significativa
(p<0.01) con el resto de los sintomas del MRCV. Las mayores correlaciones negativas y
significativas a través de ambientes de evaluacion se observaron entre AP con TP y AE;
luego con sintomas en hoja fueron mas bajas. Por otro lado, se detectaron correlaciones
intermedias, positivas y significativas entre TP con LH, HA y AE (r= 0.28, 0.34 y 0.32,
respectivamente), altas y significativas entre LH con HA, AE y PE (r= 0.83, 0.65 y 0.44,
respectivamente), altas y significativas entre HA con AE y PE ( r=0.64 y 0.41) y alta y
significativa entre AE con PE (r= 0.46). En lo referente a la correlacion del ISE con el resto

de los caracteres, las més altas fueron las encontradas con AE 'y PE (r=0.61y 0.74).

Cuadro 7. Coeficientes de correlacion de Pearson entre los caracteres medidos en las 208
familias F2:3 a través de ambientes.

Variable ISE AP TP LH HA HR AE
r Pearson

AP -0.32*

TP 0.24* -0.30*

LH 0.57* -0.22* 0.28*

HA 0.55* -0.25* 0.34* 0.83*

HR 0.11* -0.06ns 0.11* 0.20* 0.19*

AE 0.61* -0.33* 0.32* 0.65* 0.64* 0.11*

PE 0.74* -0.23* 0.17* 0.44* 0.41* 0.22* 0.46*

ISE= Indice de severidad del MRCV; AP= Altura de planta; TP= Tipo de panoja; LH= Longitud de hoja; HA= Hoja
angosta; HR= Hoja rasgada; AE= Acortamiento de entrenudos; PE= Presencia de enaciones.
*Correlacion significativa con un nivel de significancia p< 0.01; ns= no significativo.

El Cuadro 8 indica que el ISE se correlaciona negativamente con el RTO (r= -0.27) y
positivamente con IAE, INC y SEV (r= 0.10, 0.89 y 0.16, respectivamente). EI RTO se
correlaciona negativamente con el IAE (r= -0.22) y finalmente la INC y SEV se

correlacionan positivamente con el IAE (r=0.06 y 0.12).
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Cuadro 8. Coeficientes de correlacion de Pearson para los caracteres indice de severidad,
rendimiento, intervalo antesis-estigma, incidencia y severidad del mal de Rio Cuarto virus a
través de los tres ambientes de evaluacion.

Variable ISE RTO IAE INC
RTO -0.27*

IAE 0.10* -0.22*

INC 0.89* -0.10* 0.06*

SEV 0.16* -0.25* 0.12* 0.14*

ISE= Indice de severidad del MRCV; RTO= Rendimiento; IAE= Intervalo antesis-estigma; INC= Incidencia del MRC; SEV= Severidad
del MRCV. *Correlacion significativa con un nivel de significancia p< 0.01.

4- Analisis de QTL MTME

Las secuencias de 173 juegos de iniciadores de microsatélites distribuidos sobre
los cromosomas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9 y 10 fueron obtenidas a partir de la base de datos de

maiz (http://www.agron.missouri.edu/ssr.htim, verificado en abril de 2017). Del total de los

SSR evaluados (Anexo Il, Cuadro 9), 129 presentaron bandas nitidas, de los cuéales 51
fueron polimdrficos y 78 monomorficos entre las lineas parentales; 44 secuencias no
amplificaron bajo el programa de PCR utilizado. El andlisis de QTL se realiz6 con los 51
marcadores polimorficos seleccionados estratégicamente ya que estdn localizados en
grupos de ligamiento en los cuales se detectaron regiones de resistencia al MRCV en
trabajos anteriores (Bonamico, 2010; Bonamico et al., 2012; Di Renzo et al., 2004; Kreff et
al., 2006; Kreff, 2009).

En el primer paso del mapeo de QTL mediante modelos mixtos para caracteres
maultiples en ambientes multiples (MTME) se identificaron 12 QTL multiples. Estas
posiciones se consideraron como QTL candidatos para el segundo paso del analisis que
estima el modelo final para los QTL multiples. Como resultado de las pruebas realizadas,
no se detectaron QTL nuevos para el modelo final, por lo que no se aplicé la prueba LRT,;
tampoco se encontraron interacciones epistaticas significativas entre los QTL detectados.
Por lo tanto, el modelo final (luego de evaluar el efecto de los QTL detectados en el paso 1)
para los QTL multiples consiste de 12 QTL ubicados en los cromosomas 1, 2, 4, 8 y 10. La
Figura 4 muestra los resultados de los QTL multiples encontrados con el modelo final en
cada uno de los tres ambientes de evaluacion, con la posicion cromosémica y caracter al

que afectan. Los efectos genéticos aditivos de los QTL se muestran en cada ambiente con
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signos + vy -, lo cual indica que los alelos que contribuyen a reducir el valor de ISE, INC y
SEV, provienen del parental susceptible B73 o del parental resistente LP116,
respectivamente (los efectos aditivos se estiman por la mitad de la diferencia entre los
valores genotipicos de los dos padres homocigotas; en este trabajo se asumié que el padre 1
es B73 y el padre 2 es LP116; siendo el segundo parental el que lleva los alelos favorables
para los caracteres bajo estudio). Los efectos no significativos se muestran con ns = no
significativo.

El analisis de QTL MTME permitié la identificacion de diez QTL para ISE en
los cromosomas 1, 2, 8 y 10; seis QTL para INC en los cromosomas 1, 8 y 10; y siete QTL
para SEV en los cromosomas 1, 4, 8 y 10. Los QTL se pueden categorizar en dos clases, los
que afectan a un solo caracter (cuatro en total) y los QTL pleiotropicos que afectan a dos
(cinco QTL) o mas caracteres (tres QTL).

En lo referente a la estabilidad de los QTL detectados, de los diez QTL
informados para ISE, dos de ellos fueron estables en los tres ambientes de evaluacion,
ubicados en el cromosoma 1 (umcl021-bin 1.03 y bnlg1025-bin 1.07, donde bin es la
region gendémica) y seis fueron estables en dos ambientes, ubicados en los cromosomas 1,
2, 8 y 10 (bnlg 1179-bin 1.01, bnlg1338-bin 2.01, bnlg1246-bin 8.05, phi080-bin 8.08,
bnlg1712-bin 10.03 y bnlg1074-bin 10.04). Para el caracter INC, de las seis posiciones
identificadas solo dos presentaron estabilidad en todos los ambientes, ubicadas en los
cromosomas 8 y 10 (phi 080-bin 8.08 y bnlg1712-bin 10.03). Finalmente, para SEV, de los
siete QTL solo uno fue estable en los tres ambientes, ubicado en el cromosoma 4
(umc1022-bin 4.01), y cinco fueron estables en dos ambientes, ubicados en los cromosomas
1, 8 y 10 (bnlg1598-bin 1.06, phi080-bin 8.08, umc1337-bin 10.02, bnlg1712-bin 10.03 y
bnlg1074-bin 10.04). El resto de los QTL para los tres caracteres solo se expresaron en uno
de los tres ambientes de evaluacion. Esta inconsistencia, pone en evidencia la presencia de
interaccion QTL x ambiente, lo cual es esperable en este tipo de ensayos a campo que
involucran condiciones ambientales contrastantes.

Las posiciones y los efectos de los QTL pueden ayudar a comprender las causas
de las correlaciones genéticas entre los caracteres. De los 12 QTL encontrados, como se
menciono anteriormente, algunos presentaron la misma posicién para mas de una variable,

lo cual puede indicar presencia de pleiotropia o bien un ligamiento entre los QTL. Cinco
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regiones cromosomicas presentaron significancia para las variables ISE e INC, mientras
que en tres regiones en los cromosomas 8 y 10 se encontrd significancia para las tres
variables juntas ISE, INC y SEV. En general, no se observaron correlaciones genéticas
consistentes, aunque se pueden sugerir correlaciones genéticas positivas por los tres QTL
pleiotropicos, uno de ellos en el cromosoma 8 (phi 080-bin 8.08), y los dos restantes en el
cromosoma 10 (bnlg1712-bin 10.03 y bnlg1074-bin 10.04).

En el segundo paso del anélisis de QTL MTME, ademaés de definir el modelo de
los 12 QTL, se obtuvo el porcentaje de varianza fenotipica total explicada por el mismo
para cada caracter (Figura 5). La proporcion explicada presentd un rango de 9 a 31% a
través de los caracteres y ambientes. En promedio, los caracteres ISE y SEV fueron los que
presentaron los porcentajes mas altos de varianza fenotipica explicada por el modelo final
(26 y 21%, respectivamente), seguidos por la INC (13%). Los valores de varianza explicada
para ISE (31, 29 y 20%) y SEV (19, 21 y 23%) presentaron homogenidad a través de los
ambientes, lo cual es acorde a la mayor cantidad de QTL estables que se encontraron para
ambos caracteres. Para INC los porcentajes de varianza fenotipica explicada fueron
heterogéneos a través de los ambientes (14, 17 y 9%), lo cual se manifiesta en la presencia
de QTL inconsistentes que se identificaron para este caracter a través de ambientes; esto
pone en evidencia la presencia de interaccién genotipo x ambiente. Para ISE y SEV, se
observd menos interaccion genotipo x ambiente, reflejado en los porcentajes de varianza
explicada mas homogéneos y en la mayor cantidad de QTL con efectos consistentes en los

tres ambientes de evaluacion o al menos en dos.
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Figura 4. Ubicacion cromosomica de los QTL detectados para el indice de severidad (ISE),
incidencia (INC) y severidad (SEV) de la enfermedad mal de Rio Cuarto virus. Los QTL
estan representados por barras con conectores que corresponden a la posicion en el
cromosoma. Los tres blogues que componen cada barra muestran los efectos aditivos de los
QTL en cada ambiente (LA 2010-11: La Aguada 2010-11, RC 2010-11: Rio Cuarto 2010-
11y LA 2011-12: La Aguada 2011-12, de izquierda hacia derecha), ns= efectos aditivos no
significativos.
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Figura 5. Varianza fenotipica total (VFT) y varianza fenotipica explicada (VFE) por el
modelo final para los QTL multiples para el indice de severidad (ISE), incidencia (INC) y
severidad (SEV) de la enfermedad mal de Rio Cuarto virus en los tres ambientes de
evaluacion: LA 2010-11: La Aguada 2010-11, RC 2010-11: Rio Cuarto 2010-11, LA 2011-

12: La Aguada 2011-12.
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DISCUSION

1- Caracterizacion fenotipica de familias segregantes F2:3 en tres ambientes de

evaluacion y a través de ambientes

La evaluacion de genotipos de maiz por su comportamiento frente al MRCV
mediante transmision controlada es compleja debido a la dimensién que adquieren los
ensayos de campo. Sin embargo, mediante la utilizacion de la misma nos aseguramos un
nivel de enfermedad adecuado para poder realizar una correcta evaluacion fenotipica de las
familias F2:3. En el caso de que la seleccion dependa sélo 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 resistencia (Bonamico, 2010). En cuanto a las tasas de
transmision del MRCV por el vector, diversos autores publicaron valores muy bajos de las
mismas; Arneodo et al. (2002), informaron valores de transmision dependientes de los
periodos de adquisicion del virus por parte del vector y del periodo de inoculacién para la
transmision del mismo a plantas sanas; de esta manera publicaron tasas del 1% al 20% con
periodo de adquisicién del virus de 5 y 48 horas, respectivamente; y eficiencias de
transmision del 3.3% al 12.2% con periodos de inoculacién de 30 minutos a 6, 12 y 24
horas. Por otro lado, Ornaghi et al. (1999), reportaron probabilidades de transmision del 1%
al 5.2 %. Sobre estos conocimientos, de eficiencias bajas en la transmision del virus por el
vector, Presello et al. (2007) informaron que para el desarrollo de epidemias del MRCV se
necesita de una alta densidad poblacional y movilidad del vector. En la bibliografia sobre
virosis transmitidas por insectos en maiz, muchos autores realizaron transmision controlada
del vector para mejorar la eficiencia de deteccion de QTL ya que se asegura un nivel de
enfermedad, entre ellos Junwen et al. (2012), quienes trabajaron con el complejo viral
MRDD (Maize rough dwarf disease). Este complejo viral, es causado por el MRDV (Maize
rough dwarf virus) en Europa, por el MRCV (Mal de Rio Cuarto virus) en Sur América y
por el RBSDV (Rice black-streaked virus) en Asia; y es transmitido por una chicharrita

(Laodelphax sreiatellus Fallen) de manera persistente. Estos autores, realizaron la

55



transmision del vector en dos etapas: la inoculacion y la infeccion natural. En el paso de la
inoculacién, los materiales genotipicos y sus padres fueron germinados y luego
transportados a un invernadero en el estado de una hoja que es cuando el maiz tiene mayor
susceptibilidad a la infeccidn, al igual que para MRCV. Despues de la confirmacién de la
presencia del virus en los insectos transmisores, los mismos se dispersaron en el interior del
invernadero y luego de una inoculacion de cinco dias, las plantas fueron trasplantadas con
tres hojas en promedio a la etapa de infeccion natural. Este procedimiento es similar al que
se realizo en el presente trabajo, ya que en primer lugar recolectamos chicharritas, luego
una vez sembrado el cultivo, el mismo se cubrio con redes y se dispersaron los insectos
vectores por un periodo de siete dias; después el cultivo fue descubierto y las plantas de
maiz que estaban en estados vegetativos iniciales fueron expuestas a otras posibles
infecciones naturales ya que se daban por la llegada de chicharritas de lotes lindantes.
Dintinger et al. (2014) trabajaron con dos enfermedades virdsicas, MMV (Maize mosaic
virus) y MStV (Maize stripe virus), y con el objetivo de lograr una presion homogénea de
enfermedad en el material bajo estudio luego de la germinacion en invernaculos, las
plantulas fueron sometidas a inoculacion masiva durante tres dias con insectos viruliferos.
La realizacion de infecciones controladas junto con la adecuada eleccién de la fecha de
siembra de los ensayos realizados en los ciclos agricolas 2010-11 y 2011-12 en Rio Cuarto
y en La Aguada (ambas localidades se encuentran dentro del area donde la enfermedad es
endémica), permitid recolectar de lotes de avena gran cantidad de insectos vectores con alta
probabilidad de estar infectados, lo cuél favoreci6 una adecuada manifestacion de sintomas
en los materiales evaluados tal como se indicé en el Cuadro 3.

En los tres ambientes la eleccidén de las fechas de siembra y de transmision
controlada se estimaron en base al sistema de pronostico de siembra y presiembra (basados
en variables dependientes del clima, del huésped o del patégeno) que constituye una
importante herramienta para el control y manejo de enfermedades (March et al., 1995).
Bonamico (2010) menciona que determinadas condiciones ambientales al actuar en
conjunto ocasionan un estrés bajo el cuél las plantulas de maiz se predisponen a recibir una
infeccion viral mayor. Giménez Pecci et al. (2012) informaron que algunos factores
abioticos (sequias, heladas tempranas, fertilizantes en dosis no adecuadas, vientos rasantes,

planchado de suelos, fitotoxicidad por herbicidas) pueden predisponer al cultivo de maiz a
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una epidemia; ya que extienden el periodo de mayor sensibilidad a la infeccion. Las
condiciones ambientales del ensayo establecido en La Aguada 2011-12 se caracterizaron
por presentar sequia y elevadas temperaturas durante la mayor parte del ciclo ontogénico
del maiz, lo cual explica el mayor nivel de enfermedad que se obtuvo en este ambiente ya
que las plantas estuvieron mas estresadas y por lo tanto con mayor predisposicion a la
infeccion mediante las chicharritas. La mayor presion de enfermedad en este ambiente se
tradujo en que las familias F2:3 manifestaron los mayores valores de IAE y los menores
valores de RTO (Cuadro 3).

En lo referente a las medias de las familias F2:3 y de ambos parentales (Cuadro
3), Morata et al. (2003) encontraron en dos localidades con alta presion de enfermedad que
el grado promedio de severidad del MRCV en genotipos experimentales no difirio
estadisticamente del promedio de los genotipos testigos resistentes; sin embargo en la
evaluacion del MRCV referida como grado promedio de severidad, diferencias
estadisticamente no significativas pueden implicar diferencias agronémicas de gran
importancia. En el presente trabajo, para el ISE en RC 2010-11 la media de las F2:3 no
presentd diferencias significativas con respecto a LP116, lo cual coincide con lo que los
autores citados mencionan. Por otro lado, para el mismo caracter y para INC y SEV en
otros ambientes de evaluacion, como asi también a través de ambientes, las medias de las
F2:3 no presentaron diferencias estadisticamente significativas con las medias del parental
susceptible B73, lo cual indica la presencia de resistencia parcial recesiva y por lo tanto de
efectos genéticos no aditivos para estos caracteres. La recesividad parcial de la resistencia
al MRCV hace suponer que una importante proporcion de la varianza genética para la
reaccion a la enfermedad es atribuible a componentes no aditivos (dominancia,
sobredominancia y/o epistasis) y sugiere la posibilidad de obtener material resistente de las
familias segregantes F2:3. Estos resultados son consistentes con estudios previos sobre la
herencia de la resistencia al MRCV que informan la presencia de efectos genéticos no
aditivos (Di Renzo et al., 2002, 2004), de dominancia y de epistasis (Presello, 1993;
Presello et al., 1995), de dominancia (Marino y Teyssandier, 1982), y no aditivos (Borghi et
al., 2012). Cabe destacar, que otros autores como Morata et al. (2003), Presello et al. (1995)
y Lorenzo (1992) concluyen que tanto los efectos genéticos aditivos como no aditivos son

significativos en la herencia de la resistencia al MRCV. En este trabajo se encontro para el
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caracter SEV a través de ambientes (Figura 3-c) y para ISE en ambientes individuales
(Cuadro 3) segregacion transgresiva hacia el parental susceptible B73. Di Renzo et al.
(2002), sugieren que la reaccion a la enfermedad MRCV es de herencia cuantitativa y
probablemente controlada por un sistema poligénico debido a que la misma muestra
segregacion transgresiva, por lo tanto, existe la posibilidad de obtener material resistente a
partir de una poblacién segregante.

La herencia transgresiva encontrada para IAE y RTO (Figura 3-d y 3-e) también
fue publicada por diversos autores. Mirabilio et al. (2010), publicaron herencia transgresiva
para RTO, y al igual que en el presente estudio las lineas parentales se ubicaron muy
préximas entre si para estos caracteres, con lo cual destacan la importancia de explorar
varios ambientes para tomar datos fenotipicos para una correcta interpretacion de los
posibles marcadores moleculares asociados. Palmieri et al. (2010) encontraron
distribuciones con asimetrias hacia la derecha para las variables IAE y RTO en una
poblacion de RIL y al igual que Mirabilio et al. (2010), también las lineas parentales se

ubicaron muy proximas entre si para los caracteres evaluados.

2- Estimaciones de heredabilidad

Las estimaciones de los componentes de varianza que figuran en el Cuadro 4,
presentaron errores estandar pequefios y fueron altamente significativos (p<0.001) tanto en
ambientes individuales como a través de ambientes (datos no mostrados). Las estimaciones
de las varianzas genotipo x ambiente (s%a) para todos los caracteres fueron altamente
significativas (p<0.001) y mayores a las varianzas genotipicas (+%) en el analisis a través de
ambientes (Cuadro 4). Estos resultados sugieren inestabilidad de algunos genotipos en
diferentes ambientes y una influencia ambiental importante en los caracteres de la
enfermedad como asi también en IAE y RTO; para estos caracteres la varianza de la
interaccion representa un 72 y un 51% de la variabilidad total observada en los genotipos.

Los valores de heredabilidad para ISE, INC y SEV fueron similares en ambientes
individuales (0.48 a 0.62), sobresalen como valores bajos 0.30 solo para SEV en RC2010-
11, y como valores moderados-altos 0.74 y 0.77 para ISE e INC en LA2011-12, donde la
componente de varianza genética es mayor (54% y 56%, respectivamente). Al considerar
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todos los ambientes en conjunto el valor de la heredabilidad fue mas bajo lo cual manifiesta
la presencia de interaccion genotipo x ambiente; ésta se observa en la proporcion de los
componentes de varianza total, en donde en promedio un 30% corresponde al de la
interaccion y un 50% al ambiente. Para el ISE, los resultados fueron coincidentes con los
publicados por Di Renzo et al. (2002), quienes en una poblacion de F2:3 con diferente fondo
genético al utilizado en este estudio, encontraron valores que van desde 0.44 a 0.56 tanto en
ambientes individuales como a través de ambientes; estas heredabilidades también
presentaron similares intervalos de confianza. Bonamico et al. (2012) en una poblacién de
RIL proveniente de las lineas parentales Mo17 y BLS14, encontraron valores mas bajos del
pardmetro para ISE, INC y SEV de enfermedad, lo que puede deberse a la constitucion de
la poblacion de mapeo que ya tiene sucesivas generaciones de autofecundacion. Dallo
(2019) encontré en una poblacion de NIL valores de heredabilidad de 0.63 para ISE en un
ambiente de evaluacién, donde la componente de varianza genética fue del 44%, valores
similares a los encontrados en esta tesis. Rossi (2019) en una poblacion contituida por
lineas de maiz, encontrd heredabilidades que oscilaron entre 0.63 y 0.71 para ISE, 0.63 y
0.70 para INC, y 0.60 y 0.71 para SEV, valores mas altos a los publicados en el presente
estudio en ISE y SEV, y similares en INC. Dintinger et al. (2005) encontraron valores altos
de heredabilidad de 0.96 y 0.90, para incidencia y severidad de la enfermedad MStV
(transmitida bajo inoculacion artificial) en maiz, lo cual indica presencia de variabilidad
genotipica y un control del ambiente bueno.

En el presente estudio, las heredabilidades para los caracteres RTO e IAE fueron
moderadas en los ambientes individuales (0.53-0.69); estos resultados muestran
coincidencias con los reportados en diferentes trabajos de investigacion. Semagn et al.
(2013) informaron valores de 0.54 para IAE y 0.58 para RTO en algunas situaciones
ambientales. Dias Alemida et al. (2013) publicaron valores para IAE de 0.48 y 0.53 en dos
poblaciones de mapeo y para RTO de 0.38, 0.51 y 0.66 en tres poblaciones de mapeo.
Huang et al. (2010) publicaron estimaciones del parametro més altas de 0.84 y 0.81 para
IAE y RTO, respectivamente. Ribaut et al. (1997) informaron heredabilidades moderadas
para RTO de 0.66 en una poblacion de mapeo de familias F2:3. Mirabilio et al. (2010) en
una poblacién de RIL también publicaron valores moderados para RTO de 0.56, y altos

para IAE de 0.72. Dallo (2019) publico valores de 0.68 en un ambiente de evaluacion,

59



donde la componente de varianza genética fue del 55%, valores similares a los encontrados
en esta tesis. Al igual de lo que ocurre con los caracteres de enfermedad, el analisis a través
de ambientes arroja valores mas bajos que los encontrados por ambiente, lo cuél refleja
nuevamente interaccion genotipo x ambiente.

En todos los casos las heredabilidades para IAE fueron similares o mayores que
para RTO, por lo tanto, si se comprenden las bases genéticas del primer carécter
mencionado que presenta una correlacion con el RTO, se podria disefiar una estrategia de
mejoramiento eficiente basada en marcadores (Dias Almeida et al., 2013). En un nimero de
estudios llevados adelante por el CIMMYT con maiz bajo sequia, la heredabilidad del 1AE
fue similar a la del RTO y las correlaciones genéticas entre ambos caracteres fueron de -0.4
y -1 (Bolafios y Edmeades, 1990); por lo tanto, estos resultados, similares a los encontrados
en este estudio, demuestran el uso potencial del IAE como un caracter secundario para el
mejoramiento del RTO.

En este estudio los valores de heredabilidad fueron moderados tanto para los
caracteres de enfermedad como para IAE y RTO, lo cual plantea la presencia de
variabilidad genética pero también ambiental, y con esto, la necesidad de continuar
evaluando esta poblacion de mapeo F2:3en generaciones avanzadas de autofecundacion y en
diversos ambientes, ya que distintas familias tienen comportamientos diferentes en distintos

ambientes y afios.

3- Correlaciones entre caracteres

La inestabilidad fenotipica observada en las familias F.:3 para el caracter ISE
(Cuadro 5) fue encontrada en diversos trabajos que utilizaron otras poblaciones de mapeo
(Bonamico, 2010; Di Renzo et al., 2002). Los estimadores de la interaccion genotipo x
ambiente que fueron altamente significativos (p=0.001) para el ISE a través de ambientes,
junto a la baja correlacion entre los valores de ISE entre los ambientes de evaluacion,
muestra la baja consistencia en la respuesta de las familias a través de los ambientes
(Cuadro 5).

La correlacion entre el ISE del MRCV con AP, TP, LH, HA y HR en los

ambientes individuales y a través de ambientes indicd que la mayor susceptibilidad esta
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asociada con menor altura (por la presencia de correlaciones negativas), sintomas en
panojas y hojas deformadas (Cuadro 6).

La correlacion del ISE con el resto de los caracteres presentada en el Cuadro 7
fue informada anteriormente por Bonamico (2010), Di Renzo et al. (2002) y Salvi (2013).
Kreff et al. (2006) explican que una baja o nula correlacion entre los diferentes sintomas de
la enfermedad puede deberse a la presencia de regiones cromosdmicas independientes que
afectan a los mismos, sin embargo, no es un indicador seguro de que no existen regiones
cromosomicas en comun. EI AE y la PE son dos caracteres de facil medicion que
presentaron correlaciones altas y significativas con el ISE, con lo cual podrian ser utilizados
como caracteres predictores del mismo, ya que probablemente presenten bases genéticas
comunes.

La correlacion negativa del ISE con el RTO y positiva con el IAE es esperable,
ya que aumentos en el nivel de enfermedad provocan un menor rendimiento y un aumento
del IAE debido a que el cultivo se encuentra bajo estrés. EI RTO se correlaciona
negativamente con el IAE (r=-0.22, p<0.01) (Cuadro 8); esta relacion fue comprobada por
varios autores. Ribaut et al. (1997) encontraron correlaciones de Pearson entre el RTO y el
IAE de -0.07 (ns), -0.40 (p<0.01) y -0.39 (p<0.01) en ambientes sin estrés por sequia, con
estrés intermedio por sequia y con estrés fuerte por sequia, respectivamente. Dias Almeida
et al. (2013) encontraron correlaciones entre IAE y RTO en tres poblaciones diferentes de
mapeo de -0.21 (p<0.01), -0.21 (p<0.01) y -0.67 (p<0.01).

4- Analisis de QTL MTME

4.1- Contexto general: enfermedades virdsicas en maiz

En lo referente a las posiciones en donde se encontraron QTL para ISE, INC y
SEV en este estudio con el analisis de QTL MTME (Figura 4) diversos autores publicaron
QTL para enfermedades causadas por virus en las mismas posiciones o bien similares.

Hao et al. (2014) identificaron para resistencia al complejo viral MRDD (Maize
rough dwarf disease) en una poblacién de RIL con marcadores SNP cinco QTL, uno de

ellos estable a través de ambientes localizado en la region gendmica bin 1.03 y los cuatro
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QTL restantes en los bins 1.11, 2.06, 4.09 y 10.02, lo que coincide con algunas posiciones
encontradas aqui, ya que para el caracter ISE se encontraron dos QTL estables en las
posiciones 1.03 y 1.07 (esta ultima cercana a la 1.11) y dos QTL en el cromosoma 2 (bins
2.01y 2.06); y para SEV un QTL estable en la posicion 4.01. En lo referente a la posicion
10.02, se encontro un QTL estable en dos ambientes para SEV, y en la posicion aledafia,
bin 10.03, un QTL estable para INC. Esta posicion, fue importante para ISE y SEV, ya que
en la misma se detectaron regiones asociadas a estos caracteres en algunos ambientes
evaluados. Junwen et al. (2012) en una poblacién de RIL de maiz con mapeo genético
mediante SSR detectan cinco QTL ligados al indice de severidad del complejo viral MRDD,
dentro de los mismos destacan dos ubicados en los bins 8.07 y 10.05. Estas posiciones son
cercanas a las encontradas en el presente estudio, ya que para ISE se detectaron QTL
estables en dos ambientes, dos de ellos en el cromosoma 8 (bnlg1246-bin 8.05 y phi 080-
bin 8.08) y el resto en el cromosoma 10 (bnlg1712-bin 10.03 y bnlg1074-bin 10.04).

Dintinger et al. (2014) en una poblacion de RIL con mapeo genético mediante
SSR informaron dos QTL para las enfermedades MMV (Maize mosaic virus) y MStV
(Maize stripe virus), uno de ellos ubicado en el bin 1.03. En esta posicion, se encontré un
QTL estable en los tres ambientes de evaluacién para ISE; por otro lado, la posicion 1.01,
cercana a la 1.03, fue informada con QTL estables en dos ambientes para ISE y solo en uno
para INC.

Zambrano et al. (2014a) encontraron QTL para incidencia y severidad de seis
enfermedades producidas por virus que atacan al maiz en cuatro grupos de ligamiento,
dentro de los cuales estan el 1 y el 10. En la poblacién F2:3 evaluada se encontraron QTL
para INC y SEV en ambos cromosomas, en algunos casos estables en los tres ambientes y
en otros casos en dos ambientes. Por otro lado, Zambrano et al. (2014b) publicaron para la
enfermedad MRFV (Maize rayado fino virus) de maiz un QTL detectado en dos
poblaciones de RIL en la region 52.6 cM del cromosoma 10, lo cual permite verificar en
parte que esta region esta asociada a la resistencia a enfermedades producidas por virus en
maiz, ya que otros autores también encontraron en la misma posicion agrupamientos de
genes de resistencia (Jones et al., 2004). En este estudio, se detectd para el caracter INC un
QTL estable en los tres ambientes de evaluacion en el cromosoma 10 en la posicion 77 cM
(bnlg1712-bin 10.03); en la misma posicion para ISE y SEV el QTL fue estable en dos
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ambientes. Si bien la region gendmica 10.03, posicion 77 ¢cM no es la misma que la
informada por los autores, es cercana, e indicaria una regiéon del genoma asociada a la
menor incidencia de las enfermedades virésicas. Para los caracteres INC y SEV se observa
la presencia de QTL estables en distintos cromosomas; para INC en los grupos de
ligamiento 8 y 10, mientras que para SEV en el 4. Esto permite inferir que los QTL de los
mismos implican distintos mecanismos de resistencia. Algunos autores argumentan que los
QTL para INC en maiz involucran varios mecanismos de defensa que evitan la invasion de
virus en la planta, mientras que los QTL para SEV involucran mecanismos de resistencia
que afectan a la tasa de multiplicacién del virus dentro de la planta (Dintinger et al., 2005).

Los efectos genéticos aditivos de los QTL identificados, en la mayoria de los
QTL resultaron negativos, lo cual indica que los alelos favorables que contribuyen a reducir
el valor del ISE, INC y SEV, provienen del parental resistente LP116.

4.2- Consistencia de los QTL identificados con estudios previos sobre MRCV en maiz

La deteccion de regiones gendmicas asociadas a QTL para resistencia al MRCV
permite dilucidar las bases genéticas de la misma y es una herramienta Gtil para el
mejoramiento del cultivo de maiz cuando los QTL identificados son consistentes
(Eathington et al., 2007). En la bibliografia actual, se pueden encontrar muchos trabajos
sobre resistencia al MRCV, en los cuales se han informado las posiciones genémicas de
QTL distribuidos en distintos cromosomas, con variabilidad en la estabilidad de los
mismos. Esta falta de consistencia, puede deberse a la complejidad de la resistencia a la
enfermedad (Di Renzo et al., 2002).

Estudios previos sobre el MRCV permitieron ubicar regiones cromosomicas
responsables de la expresion de loci involucrados en la resistencia a la enfermedad, en
distintas poblaciones de mapeo (F2, RIL y NIL) (Cuadro 10). Estas poblaciones son
ampliamente utilizadas para el mapeo de caracteres de interés en distintos programas de
mejoramiento (Xu, 2010). Di Renzo et al. (2004), detectaron dos QTL para resistencia en
los cromosomas 1 (bin 1.03) y 8 (bins 8.03-04) en generaciones tempranas (F2:3) de una
poblacién derivada del cruzamiento entre las lineas parentales Mol7 y BLS14, mientras

que Kreff et al. (2006) identificaron cinco regiones asociadas a sintomas del MRCV en una
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generacion temprana (F2:3) de otra poblacion de mapeo proveniente de un hibrido, ubicadas
en los cromosomas 1 (bins 1.02-03, 1.07-08), 4 (bins 4.05-07), 8 (bin 8.02) y 10 (bins
10.04-05). Kreff (2009) ya en poblaciones avanzadas de RIL y NIL detecta mediante un
mapeo genético de elevada resolucion la posicion 65.99 en el cromosoma 2 asociada al
grado de resistencia a la infeccion al MRCV. Bonamico (2010) y Bonamico et al. (2010) en
una poblacion de RIL derivada del cruzamiento entre las lineas Mol17 y BLS14, detectan
mediante diferentes meétodos estadisticos QTL para ISE y sintomas del MRCV en los
cromosomas 1 (bins 1.01, 1.02, 1.03, 1.04, 1.06), 2 (bin 2.06), 4 (bins 4.03, 4.05, 4.09), 6
(bin 6.02), 8 (bins 8.02, 8.03, 8.04, 8.08) y 10 (bins 10.02, 10.07). Bonamico et al. (2012),
en el mismo fondo genético detectan cuatro QTL para INC y SEV del MRCV en los
cromosomas 1 (bins 1.01, 1.06), 4 (bin 4.08) y 10 (bin 10.02). Dallo (2019), en una
poblacién de NIL derivada del parental B73 y Teosinte, reporta marcadores SNP asociados
al ISE del MRCV en los cromosomas 2 (bins 2.01, 2.02, 2.03, 2.06, 2.07) y 3 (bins 3.04,
3.05, 3.08). Rossi (2019) en lineas de CIMMYT, encuentra para ISE, incidencia y
severidad, 46 regiones gendmicas ubicadas principalmente en los cromosomas 2 y 5.

De manera general se puede concluir en que estos estudios que se basan en
distintas poblaciones de mapeo de generaciones tempranas y avanzadas de
autofecundacion, con distintos fondos genéticos y mediante diferentes andlisis estadisticos,
destacan diferentes posiciones que se han repetido en los mismos y que coinciden con las
encontradas en el presente estudio mediante el modelo final de QTL, dentro de ellas se
destacan en el cromosoma 1 los bins 1.03 y 1.07 donde se encontraron dos QTL estables en
los tres ambientes para ISE, en el cromosoma 8 el bin 8.08 donde se encontré un QTL
estable en los tres ambientes para INC. En referencia al QTL estable en los tres ambientes
para SEV en la region gendémica 4.01, si bien esta posicion no se encuentra en las
referencias citadas anteriormente, si lo estan cercanas a la misma como las posiciones 4.03,
4.05, por lo que el cromosoma 4 representa regiones gendmicas asociadas a la resistencia a
la enfermedad que deben estudiarse con mayor detalle. Si dejamos de lado los QTL estables
para las tres variables en los tres ambientes, encontramos regiones en distintos bins que
coinciden con las encontradas en las referencias citadas, a modo de ejemplo podemos
mencionar los QTL para ISE estables en dos ambientes en las posiciones 1.01, 8.08 y
10.04, y los QTL para SEV también estables en dos ambientes en los bins 1.06, 8.08, 10.02
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y 10.04. Finalmente, si comparamos las regiones de QTL pleiotrépicos para ISE, INC, y
SEV con los trabajos citados, encontramos que las regiones donde se posicionan (bins 8.08,
10.03 y 10.04) son iguales o cercanas a donde se posicionan QTL para resistencia a MRCV
(Cuadro 10).

Las lineas de investigacion del grupo de trabajo podrian enfocarse en generar un
mapeo mas fino en los grupos de ligamiento 2 y 4, el primero destacado por Dallo (2019),
Kreff (2009) en la posicion 65.99 cM y Rossi (2019); y el segundo reportado por Bonamico
(2010), Bonamico et al. (2012) y Kreff et al. (2006).

Cuadro 10. Identificacién de QTL y marcadores moleculares asociados con la reaccion al
mal de Rio Cuarto virus (MRCV).

Parental Parental Poblacién ~ Caracter* Loci de  Cromosoma (bin) Método de  Referencia
susceptible  tolerante  de mapeo resistencia analisis? bibliografica
Mol7 BLS14 Fa3 ISE Dos QTL 1(1.03), CIM Di Renzo et al. (2004)
8 (8.03-04)
Siete SSR 1(1.03, 1.04), ANOVA
8 (8.02, 8.06)
Fa3 Sintomas Cinco QTL 1 (1.02-03, 1.07-08), 4 (4.05- CIM Kreff et al. (2006)
del MRCV 07), 8 (8.02), 10 (10.04-05)
RIL Grado de SSR Cromosoma 2, posicion CIM Kreff (2009)
NIL resistencia a SNP 65.99 LD
la infeccion
del MRCV
Mol7 BLS14 RIL ISE 12 QTL 1(1.01,1.03,1.04,1.06), 4 SIM Bonamico (2010)
(4.03, 4.05, 4.09), 6 (6.02), 8 CIM

(8.02, 8.03, 8.04, 8.08), 10
(10.02, 10.07)

Mol7 BLS14 RIL Sintomas Seis SSR 1(1.02, 1.06), 2 (2.06), 6 AD Bonamico et al.
del MRCV 'y (6.02), 8 (8.08) (2010)
severidad
Mol7 BLS14 RIL Incidenciay  Cuatro QTL 1(1.01, 1.06), 4 (4.08), 10 SIM Bonamico et al.
severidad (10.02) CIM (2012)
del MRCV
B73 LP116 Fas3 ISE, Ocho QTL 1(1.03, 1.07), 10 (10.03, SIM Rossi et al.(2015)
Incidencia y 10.04, 10.06) CIM
severidad
del MRCV.
B73 PI NIL ISE SNP 2(2.01, 2.02, 2.03, 2.06, ANOVA Dallo, 2019.
384071 2.07), 3 (3.04,3.05, 3.08)
Teosinte
- Lineas ISE, SNP 46 bins distribuidos en los 10 LDy Rossi, 2019.
CIMMYT inidencia y cromosomas, principalmente regresion
severidad 2y5 lineal
del MRCV multiple

1ISE = indice de severidad de enfermedad; MRCV= mal de Rio Cuarto virus.
2SIM = Mapeo por intervalo simple; CIM= Mapeo por intervalo compuesto; ANOVA= Analisis de la varianza; LD=
Mapeo de asociacion; AD= Analisis discriminante discreto.
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4.3- Métodos de deteccion de QTL

La existencia de QTL para resistencia al MRCV ha sido informada en estudios
previos (Cuadro 10) donde se detectan regiones de ADN distribuidas en varios grupos de
ligamiento mediante diferentes metodologias estadisticas que se detallaran a continuacion.

En referencia a los métodos de deteccidon de QTL, mediante la estrategia llamada
mapeo por intervalo simple (SIM) en una poblacion de RIL, fueron identificados dos QTL
ubicados en el cromosoma 1 (bin 1.01) y 4 (bin 4.08), que explicaron entre 8 y 10% de la
variacion fenotipica en la reaccion al MRCV (Bonamico et al., 2012).

Mediante la estrategia llamada mapeo por intervalo compuesto (CIM), Di Renzo
et al. (2004) identificaron dos QTL ubicados en el cromosoma 1 (bin 1.03) y 8 (bin 8.03-
04), que explicaron simultdneamente 36.2% de la variacion fenotipica en la reaccion al
MRCYV. Bonamico et al. (2012) informaron la existencia de cuatro QTL (bins 1.01, 1.06,
4.08, 10.02) que explicaron entre 6 y 14% de la variacion fenotipica para la incidencia y
severidad del MRCV. Kreff et al. (2006) identificaron los QTL mediante CIM vy los
mismos explicaron de manera general menos del 10% de la varianza fenotipica. Kreff
(2009) trabajé con dos poblaciones segregantes provenientes de cruzamientos biparentales
con fondos genéticos distintos a los utilizados por Bonamico et al. (2012) y mediante el
método mencionado identificdé marcadores tipo SSR y SNP asociados significativamente
con resistencia a MRCV en los cromosomas 2 y 5.

Otro método utilizado para ubicar regiones cromosomicas responsables de la
expresion de loci involucrados en la resistencia al MRCV, es el anélisis discriminante
discreto (AD). Bonamico et al. (2010) realizaron evaluaciones fenotipicas en una poblacion
de RIL en seis ambientes pertenecientes a la zona central de la Argentina, en donde la
enfermedad es endémica. Esta metodologia de analisis permiti6 identificar marcadores SSR
pertenecientes a los cromosomas 1, 2, 6 y 8 significativamente asociados con grado de
severidad y otros caracteres relacionados a sintomas de la enfermedad MRCV.

El mapeo de asociacién es otra estrategia para el mapeo de QTL; mediante la
aplicacion de este método y el uso de una poblacién de NIL de maiz, Kreff (2009)
identific6 marcadores asociados significativamente con resistencia al MRCV en el
cromosoma 2. Rossi (2019), mediante la misma metodologia, en un grupo de lineas de maiz
de CIMMYT, identifico para ISE, incidencia y severidad del MRCV, 54 SNP en 46
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regiones genomicas ubicadas principalmente en los cromosomas 2 y 5, que explicaron en
promedio el 10% de la varianza fenotipica. Luego mediante regresion lineal multiple sobre
los SNP significativos, identificd 14 SNP en diferentes ambientes que explicaron entre el
21 al 44% de la varianza fenotipica segun caracter y ambiente. Dallo (2019), mediante
analisis de QTL por marcador individual, en una poblacion de NIL, identifico diferentes
posiciones gendémicas para ISE del MRCV, particularmente en los cromosomas 2 (bins
2.01,2.02, 2.03, 2.06 y 2.07) y 3 (bins 3.04, 3.05 y 3.08).

En este estudio, el analisis de QTL MTME permitio generar toda la informacion
para los tres caracteres y los tres ambientes dentro de un Unico modelo, por lo tanto, no se
tuvo que combinar los resultados de distintas metodologias como SIM y CIM en ambientes
individuales y a través de ambientes, con lo cual se obtiene un enfoque mas fiable que el
mapeo QTL para caracteres de manera individual, ya que los procesos fisioldgicos en las
plantas generalmente estan correlacionados (Alvarez Prado et al., 2013). Los resultados de
QTL mediante la metodologia de modelos mixtos (Figura 4) si se comparan con los
obtenidos por Rossi et al. (2015), con andlisis simples por SIM y CIM para cada caracter en
cada ambiente (Anexo Ill, Cuadro 11), son similares en cuanto a las posiciones detectadas,
pero si se compara con los efectuados a través de ambientes (Anexo 1V, Cuadro 12) se
observa mayor precision en los mismos, ya que para ISE se detectaron dos QTL estables en
los tres ambientes en las posiciones 1.03 y 1.07, mientras que el bin 10.04 informado en el
Anexo IV como significativo a través de ambientes, en el analisis de QTL MTME esta
posicién sélo fué estable en dos ambientes. Para el caracter INC, al comparar los resultados
se observa que solo la posicion 10.04 que se informa en el Anexo IV resulta presente en un
ambiente con la metodologia de modelos mixtos, de esta manera no consideramos como
QTL estables o consistentes los que estan en ese bin y en las posiciones 1.03, 1.07 y 10.06.
Finalmente, para el caracter SEV, la posicién 10.04 gue se obtiene mediante CIM, en el
analisis de QTL MTME solo resultd estable en dos ambientes, por lo que para este caracter
solo se considera como consistente la posicion del marcador umc1022-bin 4.01, ya que para
su identificacién se tiene la certeza de que se consideraron las correlaciones genéticas entre
los caracteres y los ambientes. Los analisis de QTL para cada caracter en cada ambiente,
presentan la desventaja de no poder comparar los efectos y la ubicacion de un QTL

identificado en un ambiente con los encontrados en el resto de los ambientes; y los analisis
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de QTL para cada caracter a través de ambientes, si bien pueden presentar resultados
similares en la localizacion de QTL, arrojan un nimero menor de QTL que los que se
obtienen en el analisis de QTL MTME (Malosetti et al., 2008). Por otro lado, el analisis
realizado permitié obtener informacion util sobre las correlaciones genéticas entre los
caracteres; las mismas en el presente estudio se asociaron a QTL pleiotropicos en los
cromosomas 8 y 10.

De manera general, los porcentajes de variacion fenotipica explicada por el
modelo final para los QTL multiples fueron mayores a los mencionados en la bibliografia
citada en esta seccion para los QTL individuales, el Unico valor similar es al que
informaron Di Renzo et al. (2004) de 36.2% para dos QTL simultaneamente. Si
comparamos los resultados encontrados en la Figura 5 con los valores de R? de los Anexos
I11'y IV, se observa que en todos los casos los QTL explican de manera individual entre
5.3% al 18.5% en analisis por ambientes y entre 5.6% al 10.8% en el andlisis a través, por
lo tanto, el analisis de QTL mediante la metodologia implementada en el presente escrito
permitieron obtener valores mas altos del porcentaje de varianza fenotipica explicada.
Ahora, si se suman los R? de los QTL para cada caracter en cada ambiente (Anexo II1) o
bien los R? para cada caracter a través de ambientes (Anexo 1V), se obtienen en algunos
casos valores mayores a los que explica el modelo final para los QTL maultiples para cada
caracter en cada ambiente; estos resultados reflejan la sobreestimacion en los porcentajes de
varianza fenotipica explicada en los andlisis individuales por SIM y CIM (Jiang y Zeng,
1995).

La interaccion QTL x ambiente se detect6 en esta poblacién de mapeo, por la
presencia de regiones que no fueron consistentes en los tres ambientes de evaluacion. Los
cambios en el tamafio de los efectos aditivos y de los signos de los QTL a través de los
ambientes también indican interacciones de los mismos con el ambiente. La identificacion
de QTL ambiente especificos son una herramienta fundamental para los mejoradores
genéticos al momento de piramidizar alelos favorables o bien seleccionar genotipos con
adaptacion especifica.

Jiang y Zeng (1995), destacaron tres ventajas que presentan los analisis de QTL
maultiples cuando se los compara con los realizados de manera individual para un caracter

en un ambiente, las mismas se pueden resumir en los siguientes puntos: 1- el analisis
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multiple estadisticamente es igual a la suma de los test estadisticos realizados de manera
individual en caracteres independientes; 2- el analisis multiple da informacion precisa en la
identificacion de QTL cuando se trabaja con caracteres correlacionadas de manera
moderada a alta; 3- el analisis multiple es mas potente que los analisis por separado en el
mapeo de QTL y mejora la precision en la estimacion de distintos parametros; 4- el analisis
multiple posee procedimientos apropiados que permiten realizar pruebas estadisticas para

procesos bioldgicos que involucran caracteres multiples.

4.4- Consideraciones finales QTL para resistencia al MRCV

Numerosas investigaciones describen la existencia de regiones cromosomicas en
las que los loci de resistencia a patdgenos se agrupan en cluster sobre algunos cromosomas
en lugar de estar distribuidos al azar (McMullen y Simcox, 1995; Redinbaugh et al., 2004,
Redinbaugh y Pratt, 2009; Wisser et al., 2006). Hao et al. (2014) sugieren que algunos QTL
que confieren resistencia a enfermedades, estan localizados en las mismas regiones
cromosomicas, por lo tanto, exhiben resistencia a multiples enfermedades. Wisser et al.
(2006) informaron la presencia de dos clusters en los cromosomas 1y 3, respectivamente; y
de un cluster en cada uno de los cromosomas 2, 4, 5 y 10. Redinbaugh y Pratt (2009)
sefialaron cuatro clusters en los cromosomas 1, 3, 6 y 10. Con anterioridad, McMullen y
Simcox (1995) mencionaron dos clusters de genes de resistencia a virus en los cromosomas
1y 6. Para la reaccion al MRCV los resultados obtenidos con diferentes poblaciones de
mapeo, diferentes fondos genéticos y métodos de analisis estadisticos, sugirieron que los
QTL asociados con la resistencia al MRCV en la mayoria de los ambientes de evaluacion,
estan ubicados en los cromosomas 1, 2, 4, 6, 8 y 10 (Bonamico, 2010; Bonamico et al.,
2012; Di Renzo et al., 2004; Kreff et al., 2006; Kreff 2009; Dallo 2019, Rossi 2019), lo
cual sugiere que las regiones cromosomicas identificadas también se hallan involucradas en
la resistencia a otras enfermedades en maiz. Particularmente los QTL cuyas posiciones
corresponden a los bins 1.03, 1.06, 1.07, 8.02, 8.04, 8.06, 8.08, 10.02, 10.04-05 y 10.07,
ampliamente identificados, podrian considerarse promisorios para la deteccion de genes
candidatos relacionados con esta enfermedad virdsica (Cuadro 10). En este estudio, los

QTL estables para ISE, INC y SEV, relacionados con la resistencia al MRCV, ubicados en
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los bins 1.03, 1.07, 4.01, 8.08 y 10.03, resultan posiciones consistentes al observar lo
encontrado en estudios previos y se ubican en grupos de ligamiento donde existen clusters
de genes de resistencia a enfermedades de maiz. Redinbaugh y Pratt (2009) y McMullen et
al. (1994), reportaron genes para resistencia a virus, el gen msvl (Maize streak virus
resistance 1) en la posicion 1.05, y el gen wsm3 (Wheat streak mosaic resistance 3) en el
bin 10.06; respectivamente. Las regiones gendmicas 1.05 y 10.06 son cercanas a donde en
este estudio encontramos QTL estables, lo cudl valida la consistencia de las posiciones
encontradas, ya que estan en los mismos cromosomas donde otros autores encontraron
cluster de genes de resistencia y en posiciones cercanas a donde se reportaron éstos dos
genes de resistencia a virosis. Recientemente, Rossi et al. (2019) realizaron un meta analisis
de QTL para resistencia a enfermedades causadas por virus y hongos en maiz, el mismo se
realizd sobre la base de 110 estudios que reportaron QTL para resistencia a estas
enfermedades, basados en diferentes poblaciones de mapeo, tamafios de poblacion y
metodologias estadisticas. El objetivo de los investigadores fue mediante el meta analisis
identificar QTL de efecto relativamente mayor para las enfermedades mencionadas. El
analisis permitio identificar que los cromosomas 10 (bin 10.06), 6 (bin 6.02), 5 (bin 5.03), 1
(bins1.03, 1.04, 1.05, 1.06, 1.10) y 2 (bins 2.04, 2.07), presentaron QTL de efecto mayor
para resistencia a enfermedades causadas por hongos y virus. Sin embargo, los QTL de
efecto mayor para resistencia a enfermedades causadas por hongos no se ubicaron en los
mismos cromosomas (2 y 5) que para las enfermedades causadas por virus (1 y 6), a
excepcion del cromosoma 10, donde la probabilidad de encontrar QTL de efecto mayor
para la resistencia a ambos patdgenos es el doble que en el resto del genoma. Estos
resultados resumen y confirman los hallazgos publicados sobre regiones genémicas claves
para el mejoramiento molecular de maiz contra enfermedades que pueden causar pérdidas
importantes de rendimiento.

Los resultados obtenidos podrian contribuir al desarrollo de programas eficientes
de mejoramiento genético para resistencia al MRCV en maiz, especie vegetal de interées
regional y nacional. Las investigaciones realizadas han generado conocimientos teéricos y
practicos favorables para la comprension de los mecanismos genéticos involucrados en la
reaccion a la infeccién del MRCV. Estudios adicionales permitirian utilizar estos QTL para

aumentar la eficiencia de los programas de mejoramiento mediante la seleccion (MAS) y
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retrocruza (MAB) asistida por marcadores, como asi también en la conservacion de
germoplasma y en técnicas gendmicas. Si bien la eficiencia de la MAS en comparacion con
la seleccion fenotipica es cercana a 1 para resistencia al MRCV (Di Renzo et al., 2004), el
mapeo de QTL para resistencia a esta enfermedad puede mejorar la eficiencia en el
mejoramiento, ya que la seleccion se puede realizar desde estados iniciales del cultivo. Por
otro lado, solo las regiones asociadas con la resistencia al MRCV que hayan sido
consistentes en las posiciones a través de ambientes y en distintos fondos genéticos y
generaciones, pueden ser recomendadas para su uso en la MAS (Asins, 2002; Bonamico et
al., 2012; Groh et al., 1998).

Si bien, se han identificado un gran nimero de genes que confieren resistencia a
enfermedades causadas por virus en maiz; poco conocimiento se ha logrado sobre la
naturaleza bioquimica y molecular de los mecanismos de resistencia en las plantas. La
posibilidad de inocular mecanicamente al maiz con los virus conocidos, va a permitir un
avance en el conocimiento sobre los mecanismos de resistencia (Redinbaugh et al., 2004).
Junwen et al. (2012) promueven investigaciones que se deben llevar a cabo para aumentar
el conocimiento de los mecanismos de resistencia a virus en el maiz; las técnicas de
clonacion posicional y etiquetado de transposones serian buenos métodos para estudiar el
mecanismo de resistencia de las enfermedades virosicas.

El trabajo presentado aport6 la delimitacion de regiones del genoma de maiz
vinculadas a la expresion para la resistencia al MRCV, consistentes con las reportadas en
trabajos anteriores que utilizaron otras metodologias estadisticas; cabe destacar que la
aplicacion del analisis de QTL MTME se ha reportado en la mayoria de los casos para
caracteres de RTO vy estrés por sequia y nitrégeno, pero no se ha encontrado su aplicacion
en caracteres relacionados a enfermedades como se hizo en el presente trabajo. Estos
resultados muestran que la resistencia a la enfermedad es un caracter complejo y que los
loci detectados son regiones candidatas para profundizar la investigacion de las bases
genéticas de la resistencia al MRCV. Sobre la base de las heredabilidades moderadas y la
interaccién genotipo x ambiente significativa en este estudio, la seleccion para la
resistencia requiere continuar con la evaluacion de distintas fuentes de germoplasma en

otros ambientes, enfocando los esfuerzos dentro de las regiones detectadas para lograr un
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mapeo mas fino y finalmente identificar el gen o genes responsable de la contribucion de

cada QTL a la variabilidad observada en la resistencia a la virosis.
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CONCLUSIONES

1-La resistencia al MRCV presenta efectos genéticos no aditivos de dominancia,
sobredominancia y/o epistasis.

2-La presencia de herencia transgresiva define la posibilidad de obtener material resistente
al MRCV vy con buen comportamiento frente a IAE y RTO a partir de una poblacion
segregante de familias F2:.

3-Los valores estimados de heredabilidad fueron moderados para ISE, INC, SEV, IAE y
RTO en ambientes individuales e inferiores través de ambientes, por lo que la seleccion
para la resistencia requiere continuar con la evaluacion de distintas fuentes de germoplasma
en otros ambientes. La heredabilidad del IAE fue similar a la del RTO y la correlacion entre
ambos caracteres resalta el uso potencial del IAE como un carécter secundario para el
mejoramiento del RTO.

4-El ISE del MRCV presenta correlaciones negativas y significativas con AP y RTO, y
positivas y significativas con sintomas en panojas y hojas, INC, SEV e IAE. El
acortamiento de entrenudos y la presencia de enaciones pueden ser utilizados como
caracteres predictores del ISE.

5-Los QTL estables detectados para ISE, INC y SEV del MRCV, ubicados en los bins 1.03,
1.07, 4.01, 8.08 y 10.03, resultan posiciones consistentes al observar lo encontrado en
estudios previos.

6-Los QTL identificados para los caracteres INC y SEV involucran distintos mecanismos
de resistencia.

7-Los QTL para los caracteres ISE, INC y SEV del MRCV, se ubicaron en grupos de
ligamiento y posiciones gendmicas semejantes a donde existen clusters de genes de
resistencia a enfermedades de maiz, y proximas a bins donde se encontraron los genes msvl

y wsm3 para resistencia a virus.
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Anexo |, Figura 1. Sintomas caracteristicos del MRCV, a- Planta enanizada; b- Acortamiento de
entrenudos; c- y d- Malformaciones en hojas superiores y panoja; e- Malformacion en espigas; f- Sintomas
en espiga, esterilidad; g- y h- Enaciones; i-Enaciones en bractes de espiga. Fuente: fotos propias.
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Anexo Il, Cuadro 9. Fenotipo molecular de las lineas parentales (B73 y LP116) de 129

marcadores SSR

SSR (bin) F!  SSR (bin) F!  SSR (bin) F!  SSR (bin) F!
umc 1177 (1.01) mmc0271 (2.07) umc 1612 (4.08) phi 123 (6.07)
bnlg 1179 (1.01) dupssr 25 (2.08) bnlg 589 (4.09) phi 070 (6.07)
bnlg 1014 (1.01) umc 1551 (2.09) umc 1328 (4.09) phi 089 (6.08)

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)
phi 109642 (2.00)
bnlg 1338 (2.01)
umc 1622 (2.01)
bnlg 1092 (2.01)
bnlg 1327 (2.02)
umc 1542 (2.02)
bnlg 2248 (2.03)
bnlg 108 (2.04)
bnlg 1047 (2.05)
bnlg 1887 (2.06)
bnlg 121 (2.06)
bnlg 1225 (2.06)
umc 1497 (2.07)

TLUVTVZITZLILZLILITVZITLZLLZLLLILZCILZKCLZL 00U VOO DOLITL

bnlg 1520 (2.09)
umc 1252 (2.09)
umc 1394 (3.01)
phi 099 (3.02)
bnlg 1647 (3.04)
bnlg 602 (3.04)
phi 036 (3.04)
phi 053 (3.05)
bnlg 420 (3.05)
phi 073 (3.05)
bnlg 1601 (3.06)
dupssr 23 (3.06)
bnlg 2241 (3.06)
bnlg 197 (3.07)
phi 046 (3.08)
bnlg 1536 (3.09)
bnlg 1098 (3.1)
bnlg 1370 (4.00)
umc 1509 (4.01)
umc 1022 (4.01)
phi 021 (4.03)
bnlg 1126 (4.03)
nc 004 (4.03)
umc 1088 (4.04)
nc 005 (4.05)
umc 1362 (4.05)
bnlg 1217 (4.05)
phi 079 (4.05)
dupssr 34 (4.07)
bnlg 1189 (4.07)

LTIV 0 TUZIZIZIC80ZI0ZIZIZILZIUZI0UZI00LZL00

bnlg 1847 (5.06)
phi 075 (6.00)
bnlg 1600 (6.00)
umc 1023 (6.00)
umc 1002 (6.00)
bnlg 238 (6.00)
phi 126 (6.00)
bnlg 161 (6.00)
bnlg 1422 (6.01)
bnlg 1753 (6.01)
bnlg 2097 (6.01)
bnlg 1867 (6.01)
bnlg 1188 (6.01)
phi 077 (6.01)
bnlg 107 (6.01)
bnlg 1047 (6.01)
bnlg 1426 (6.01)
bnlg 1165 (6.01)
bnlg 1249 (6.01)
bnlg 391 (6.01)
umc 1018 (6.01)
bnlg 2191 (6.01)
bnlg 1432 (6.01)
nc 009 (6.04)
phi 031 (6.04)
bnlg 1443 (6.05)
nc 012 (6.05)
phi 129 (6.05)
dupssr 15 (6.06)
nc 013 (6.05)

LTIV TUTLLILZLIZIZIZIZ]0 0000000

bnlg 2037 (8.01)
umc 1304 (8.02)
bnlg 666 (8.02)
umc 1741 (8.03)
umc 1487 (8.03)
umc 1470 (8.03)
phi 115 (8.03)
bnlg 1246 (8.05)
bnlg 240 (8.06)
phi 080 (8.08)
umc 1131 (8.09)
dupssr 19 (9.02)
dupssr 6 (9.02)
phi 027 (9.03)
phi 041 (10.00)
umc1152 (10.01)
phi 052 (10.02)
phi 063 (10.02)
umc 1337(10.02)
bnlg 640 (10.03)
bnlg 1079(10.03)
bnlg 1712(10.03)
bnlg 1526(10.04)
bnlg 1074(10.04)
umc 1506(10.05)
umc1045 (10.06)
umc 1556(10.07)

SUVTVTVTVTVTTVTTUTIUIIITZIZIZIZIUITUZIZILZILZITULZILZLZLL

F! = Fenotipo molecular de las lineas parentales (B73 y LP116); M= monomérfico. P= polimorfico.
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Anexo 11, Cuadro 11. Pardmetros estimados asociados con QTL para el indice de severidad
(ISE), incidencia (INC) y severidad (SEV) del mal de Rio Cuarto virus en 208 familias F2:3
derivadas del cruzamiento entre B73 x LP116 en tres ambientes.

Trait QTL Pasition" Envirenment’ LOD Scare® Additive Effect R
INC 1.03 (bnl1866) E2 6.78a -0.29 142
1.03 (umel021) El 6.02ab -0.07 12.6

1.07 (bnlgl025) E2 7.13a -0.26 14.9

8.08 (phi080) El 3.35ab 0.09 73

10.04 (bnlgl074) E2 9.08a -0.27 18.5

SEV 1.02 (bnlg1007) El 3.65a -0.59 88
1.03 (umc1021) E2 3.39ab -0.36 8.0

4.05 (bnlgl217) E3 2.5ab -0.14 5.3

6.05 (bnlgl443) El 3.44b -0.03 8.6

8.08 (phi080) El 2.72a 0.27 6.7

DsI 1.03 (bnlg 1866) E2 5.10b -0.49 10.8
1.03 (umel021) El 3.96ab -0.12 8.5

1.07 (bnlgl025) E2 4.12ab -0.35 88

8.08 (bnlg640) E2 2.62b -0.28 5.7

10.03 (bnlg640) E2 2.62b -0.28 5.7

! Localizacion cromosémica: bin y marcador SSR mas préximo.

2Combinaciones localidad-afio: E1: Rio Cuarto 2010-11, E2: La Aguada 2010-11, E3: La Aguada 2011-12.

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

respectivamente.

R?: proporcion (%) de la variacion fenotipica explicada.
Fuente: Rossi et al. (2015).

Anexo IV, Cuadro 12. Pardmetros estimados asociados con QTL para el indice de
severidad (ISE), incidencia (INC) y severidad (SEV) del mal de Rio Cuarto virus en 208
familias F2:3 derivadas del cruzamiento entre B73 x LP116 a través de tres ambientes.

Trait QTL Pasition’ LOD Score’ Additive Effect R?
INC 1.07 (bnlgl025) 3,68ab -0.49 7.9
10.04 (bnlgl074) 2,59ab -0.38 5.6
10.06 (umcl045) 4,56ab -0.53 9.7
1.03 (umc1021) 5.04a 0,28 10.8
SEV 10.04 (balgl074) 404b 035 88
DSI 1.03 (bnlg1866) 3.90ab -0.57 83
1.07 (bnlg1025) 3.59ab 0.15 7.7
10.04 (bnlgl074) 3.10ab 0.17 6.7

! Localizacion cromosémica: bin y marcador SSR mas préximo.
2 LOD score, letras a y b que acompafian al valor de LOD indican mapeo por intervalo simple (SIM) y compuesto (CIM),

respectivamente.

R2: proporcion (%) de la variacion fenotipica explicada.
Fuente: Rossi et al. (2015).
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