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RESUMEN

RESUMEN

Las enfermedades conocidas como podredumbres de espiga son causadas por
hongos. La especie patdgena mas importante en la regién maicera argentina es Fusarium
verticillioides. Una de las vias principales para que este hongoinfecte laespiga es a través del
estigma. Fusarium verticillioides, ademas de afectar directamente el rendimiento en grano,
afecta la calidad de los mismos contaminandolos con sustancias toxicas denominadas
Fumonisinas. La resistencia genética es la mejor alternativa para el control de enfermedades
de plantas. El desarrollo de hibridos con caracteristicas genéticas asociadas a la resistencia a
enfermedades evita la aplicacién de agentes de control quimico que son nocivos para el
medioambiente y las personas. En investigaciones anteriores se observd que la poblaciéon
SPFO51 presenta muy buen comportamiento frente a la infeccién por Fusarium spp, tanto en
condiciones de campo como de laboratorio. El objetivo de este trabajo fue estudiar
fenotipica y genotipicamente SPF051, asi como dilucidar los mecanismos mediante los
cuales se manifiesta la resistencia observada. Se construyd una poblacién de DH (haploides
duplicados) originada a partir del cruzamiento de SPFO51 y L4674 (susceptible a la infeccidn
por F. verticillioides). Los parentales y los DH fueron genotipados con 384 marcadores SNP
(Polimorfismo de nucleétido simple) y fenotipados para porcentaje de estigmas abortados y
degradacion de estigmas in vitro, caracteres reportados previamente como relacionados a la
resistencia observada en SPF051.Se calculé su heredabilidad y se realizaron los
procedimientos de mapeo genético sobre la poblacion.La heredabilidad para porcentaje de
estigmas abortados fue alta (h?: 0.92), mientras que para degradacién de estigmas in vitro
fue bastante baja (h?: 3.6E-0.5). Solo 82 SNP resultaron utiles para la investigacion. El bajo
porcentaje de marcadores polimorficos fue debido al alto polimorfismo en el genoma de
SPFO51. Se pudo obtener una sefial significativa mediante un analisis de CIM (Mapeo por
Intervalo Compuesto) en el cromosoma 1 con un R? de 0.191. Esta sefial fue la que mostrd
un valor de LOD mayor con una contribucidn positiva por parte de SPFO51 a la variacidon
observada. Porcentaje de estigmas abortadoses un caracter simple, facil de medir y con una
alta heredabilidad. Los estudios de mapeo genético son prometedores, aunque sera
necesaria una investigacion mas profunda que incluya mas ambientes, mas marcadores y
mas afios de prueba sobre la poblacidn para tener la certeza de que es un cardcter Util para
un programa de mejoramiento. Los resultados obtenidos en este trabajo son una

contribuciodn inicial en el estudio de la reaccién a la infeccion por F. verticillioides en SPFO51.
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ABSTRACT

The diseases known as ear rots are caused by fungi. Fusarium verticillioidesis the
most important pathogenic species is in Argentina’s main corn region. The main entrance of
this fungus to infect the ear is through the silk. Fusarium verticillioides, in addition to directly
affect grain yield, also affects grain quality contaminating them with toxic substances called
Fumonisins. Genetic resistance is the best alternative for control of plant diseases. Developing
hybrids with specific genetic characteristics associated to disease resistance prevents the
application of chemical control agents that are harmful both the environment and people. In
previous investigations it was found that SPFO51 population shows very good resistance to
infection by Fusarium spp, under both field and laboratory conditions. The aim of this work
was to study phenotypically and genotypically SPF051 to elucidate the mechanisms by which
the observed resistance manifests. A mapping population of doubled haploids (DH) originated
from the cross between SPF051 and L4674 (susceptible to infection by F. verticillioides) was
built. Parental materials and DH were genotyped with 384 single nucleotide polymorphism
(SNP) markers and phenotyped for percentage of aborted stigmas and in vitro degradation of
stigmas, two traits that, according to previous research, seemed to be involved in ear rot
resistance of SPF051. Heritabilities were calculated and genetic mapping were conducted on
the population. Heritability for percentage of aborted stigmas was high (h?: 0.92), while for in
vitro degradation of stigmas was quite low (h% 3,6E-05). Only 82 SNP markers were useful
for this research. The low percentage of polymorphic markers was due to the high
polymorphism of SPF051 genome. Significant signal on chromosome 1 was obtained by CIM
(Composite Interval Mapping) analysis with an R? of 0.191. This signal was the one showing
the higher LOD value with a positive contribution from SPFO051 to the variation observed.
Percentage of aborted stigma is a simple, easy to measure and high heritability trait. Genetic
mapping studies are promising, although further research will be needed with higher marker
saturation and evaluations in a wider range of environments. The results obtained in this
research are just an initial contribution to the study of the interaction between F.
verticillioides and SPF051.
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1.1. Maiz

1.1.1. Origen y generalidades

El maiz (Zea mays spp.) es una especie de graminea anual, originaria y domesticada por
los pueblos indigenas. Es un cultivo muy antiguo, de unos 7000 afios de antigiiedad, que se
origino de una antigua forma salvaje de maiz nativo, ahora extinta, en las alturas de México o
Guatemala (Weatherwax, 1955; Mangelsdorf, 1974), y fue utilizado por las civilizaciones
Maya y Azteca. Asimismo, fue llevado por los colonos espafioles al viejo continente en los
siglos XVI y XVII, y desde ese momento el cultivo se disemind por todo el mundo. Es
generalmente aceptado el hecho de que el teosinte es el antecesor silvestre y/o allegado al
maiz y que ha participado directamente en el origen del maiz cultivado moderno, a través de
un proceso de mutaciones y seleccion natural (Longley, 1941), u obtenido por los primeros

agricultores nativos americanos fitomejoradores (Beadley, 1939, 1978 y 1980).

Existe bastante consenso alrededor de la idea de que el maiz es el cereal mas
completamente domesticado. Se ha argumentado que la moderna planta de maiz es incapaz
de existir de manera salvaje, aunque aun hay una importante discusién al respecto. Las
variedades modernas tienen espigas mas grandes y un mayor peso y nimero de granos por

espiga en comparacion con el maiz que cultivaban las civilizaciones antiguas.

Actualmente su siembra esta difundida en todo el mundo, ya que constituye un alimento
fundamental, ademé&s de constituirse en materia prima para diversos productos y procesos

industriales.

Se puede definir a la planta de maiz como un sistema metabolico cuyo producto final es,

en lo fundamental, almidon depositado en unos 6rganos especializados: los granos.

La especie es de ciclo anual, con vainas foliares que se superponen y laminas alternadas.
Posee espigas (inflorescencias femeninas) de 7 a 40 cm de largo y flores estaminadas que, en

conjunto, forman grandes panojas terminales o inflorescencias masculinas (Figura 1). Es una
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especie alégama (i.e., se propaga por semillas producidas mayormente por fecundacion

cruzada) que depende mayormente del movimiento del polen por el viento.

T ———————— __, ESPIGUILLAS

MASCULINAS

!
ANTERAS Qgéﬁiﬁ
P

A

ESTILO —

7
.

(S

FEMENINAS

HIJUELO

RAICES SEMINALES Y SISTEMA
RADICULAR ADVENTICIO

Fuente: CIBA-GEIGY (1979)

Figura 1: Esquema de planta de maiz en el momento de antesis y detalles de inflorescencias

femeninas y masculinas en el momento de polinizacién

La planta tiene dos tipos de raices, las primarias son fibrosas, presentando ademas
raices adventicias que nacen en los primeros nudos por encima de la superficie del suelo;
ambas tienen la mision de mantener la planta erecta; sin embargo, por su gran masa de
raices superficiales es susceptible a la sequia, ademas de ser intolerante a suelos deficientes
en nutrientes y a la presencia de grandes vientos. El tallo estd compuesto a su vez por tres

capas: una epidermis exterior, impermeable y transparente; una pared por donde circulan
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las sustancias alimenticias y una médula de tejido esponjoso y blanco donde se almacenan
las reservas alimenticias, en especial los azucares. Las hojas toman una forma alargada
intimamente enrollada al tallo, del cual nacen las espigas. Cada espiga consiste en un tronco

o marlo que estd cubierta por filas de granos cuyo nimero puede variar.

El maiz es una planta monoica de flores unisexuales; sus inflorescencias masculinas y
femeninas se encuentran bien diferenciadas en la misma planta. La inflorescencia masculina
es terminal, denominada panoja; esta compuesta por un eje central y ramificaciones laterales;
a lo largo del eje central se distribuyen los pares de espiguillas, las cuales estan protegidas por
dos glumas, que a su vez contienen en forma apareada las flores estaminadas; en cada
florecilla componente de la panoja hay tres estambres donde se desarrollan los granos de

polen.

Las inflorescencias femeninas, denominadas espigas, se localizan en las yemas axilares
de las hojas,tienen forma cilindrica y consisten de un raquis central o marlo donde se insertan
las espiguillas por pares; cada espiguilla con dos flores pistiladas, una fértil y otra abortiva;
estas flores se arreglan en hileras paralelas. Las flores pistiladas tienen un ovario Unico con un
pedicelo unido al raquis y un estilo muy largo con propiedades estigmaticas donde germina el

polen.

En la espiga, cada grano o semilla es un fruto independiente llamado cariépside que esta
insertado en el marlo; la cantidad de grano producido por una espiga estd limitada por el
namero de granos por hilera y de hileras por espiga.

El desarrollo de la planta se puede dividir en dos fases fisioldgicas. En la primera o fase
vegetativa, se desarrollan y diferencian distintos tejidos hasta que aparecen las estructuras
florales. Esta fase consta de dos ciclos: en el primero se forman las primeras hojas y el
desarrollo es ascendente; es en este periodo donde la produccién de materia seca es lenta y
finaliza con la diferenciacion tisular de los organos de reproduccion; en el segundo se
desarrollan las hojas y los 6rganos de reproduccion, y finaliza con la emision de los estigmas.
La segunda fase, también llamada fase de reproduccion, se inicia con la fertilizacion de las
estructuras femeninas que se diferenciaran en espigas y granos. La etapa inicial de esta fase se

caracteriza por el incremento del peso de las hojas y otras partes de la flor; y durante la
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segunda etapa el peso de los granos aumenta con rapidez (Tanaka y Yamaguchi, 1972)
(Figura 2).

Senilla

Fuente: http://www.huertocaseropr.com/2011/11/como-cultivar-maiz-en-su-huerto-casero.htmi

Figura 2: Crecimiento y desarrollo de la planta de maiz.

La planta desarrolla caracteristicas y diferencias morfoldgicas en las fases vegetativa y de
reproduccion como consecuencia de la seleccion natural y de la domesticacion. Algunos
genotipos se han adaptado a zonas agroecoldgicas concretas, desarrollando particularidades,
como por ejemplo la sensibilidad con respecto a la duracién del dia y a la temperatura, lo cual

les otorga adaptabilidad a zonas con diferente latitud y altitud.

La morfologia o arquitectura de la planta también ha sido objeto de presiones de
selecciéng que han dado lugar a una gran variabilidad del nimero, la longitud y la anchura de
las hojas, asi como de la altura de las plantas, los lugares en que aparecen las espigas, el
numero de espigas por planta, los ciclos de maduracion, los tipos de granos y el nimero de

hileras, entre otras muchas caracteristicas.
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Esta variabilidad es de gran valor para mejorar la productividad de la planta vy
determinados elementos orgdnicos del grano. Los principales componentes de rendimiento
son el nimero y el peso de los granos, y vienen determinados por factores genéticos
cuantitativos que son pasibles de seleccién. El nUmero de granos estd determinado por el
numero de hileras y el nUmero de granos por hilera de la espiga. El tamafio y la forma del
grano determinan su peso, asumiendo constantes factores como la textura y la densidad de

los granos.

Hasta mediados del siglo 20, el maiz se fue mejorando a través del desarrollo de
variedades de polinizacion abierta conformadas por una coleccién de individuos
heterogéneos. Estas variedades fueron evolucionando gracias a la seleccion realizada
primeramente por las distintas civilizaciones americanas y luego por los programas de
mejoramiento. Gracias a los avances en el conocimiento de su genética, fue posible
desarrollar lineas endocriadas a partir de las cuales se producen hibridos con cualidades

superiores (Paliwalet al., 2001).

En la actualidad se continta con el desarrollo de hibridos de alto rendimiento y mejores
caracteristicas agrondémicas en base a técnicas convencionales de seleccion y evaluacion a
campo, con un importante aporte de nuevas tecnologias moleculares. Los avances de la
biologia molecular y la ingenieria genética abren una nueva etapa en la biotecnologia aplicada
a la agricultura y ofrecen nuevas posibilidades para la produccion de maiz. La seleccion
asistida por marcadores moleculares acelera la incorporacion de genes de interés y reduce las
probabilidades de incorporar otros que no resultan deseados. La transformacion genética
permite acceder a nuevos genes de resistencia a insectos o herbicidas y también se esperan
desarrollos futuros para modificar caracteristicas mas complejas de calidad o vias metabdlicas

relacionadas con la resistencia a diferentes tipos de estrés (Eyherabide, 2006).

1.1.2. Distribucién geogréafica en Argentina

Actualmente el cultivo de maiz ocupa en Argentina una amplia zona agroecologica. La
region pampeana cuenta con una extension aproximada de 9 millones de hectéareas y es
conocida como una de las cinco planicies mas fértiles del mundo. Dispone de excelentes
condiciones climaticas, entre ellas su clima templado y sus tierras fértiles, que le permiten

obtener dos cosechas por afio en algunas areas. La produccion se centra sobre todo en las
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provincias de Buenos Aires, Cordoba y Santa Fe, que juntas constituyen la «Zona nucleox.
Esta zona concentra el 70% de la superficie total de maiz sembrado en el pais, y contribuye
con el 77% de la produccion nacional (Figura 3). Ademas, como el principal destino del maiz
argentino es la exportacion, la produccion se concentra principalmente en aquellas provincias
que estdn mas cerca de los puertos para evitar costos de fletes (Maizar, 2013). El resto de las
provincias donde se produce maiz se encuentran agrupadas en lo que se conoce como «Zona
marginal», en la cual se vienen verificando una serie de factores que estan beneficiando la
produccion de maiz en esta zona, lo que se refleja en los aumentos de area en provincias como
Santiago del Estero, San Luis, Salta y Corrientes, entre otros. Uno de los factores que dio
lugar a estos cambios es el uso de nuevas tecnologias aplicadas (mejores semillas) que
permitieron la expansion de la superficie hacia zonas mas frias, menos fértiles y més secas;

comenzando a desarrollarse asi tecnologias especificas para estas zonas.
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Figura 3: Evolucion del area total sembrada de maiz en Argentina en miles de hectareas. Se
muestra la evolucion del area sembrada entre las campafias 2004/05 y 2013/14 para todas las
regiones agricolas argentinas
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1.1.3. Importancia y economia

La importancia del maiz como producto destinado a cubrir necesidades alimenticias en
todo el mundo genera el desafio de aumentar la produccion del cultivo, ante una creciente
poblacién mundial y la reduccion del area destinada a la siembra. Son muchos los aspectos
que se investigan para desarrollar el cultivo con éxito, ademas de tratar de superar los valores
de rendimiento a través del tiempo. Los logros mas importantes se han obtenido con el
mejoramiento genético, la utilizacion de nuevas técnicas de manejo del cultivo, la explotacion

de nuevas zonas de produccién y el mejoramiento de la calidad del producto.

El uso principal del maiz es alimentario. Para las culturas latinoamericanas, los
productos a base de masa de maiz sustituyen al pan de trigo. Sin embargo, el destino
principal de la produccién de maiz no es el consumo humano sino la alimentaciéon de
ganado, principalmente bovino y porcino, aunque también es basico en la produccion de

aceite comestible y hasta de etanol.

El maiz suministra elementos nutritivos y manufacturas a los seres humanos. Ademas, es
un insumo clave para una gran cantidad de industrias que abarcan desde la alimentacion
humana y el forraje para las producciones de carne o leche, hasta su procesamiento industrial
en plantas de alta complejidad cuyo producto final puede ser un alimento, un combustible o

una materia prima para elaborar productos quimicos como los biomateriales.

A nivel mundial el consumo de maiz, tanto forrajero como industrial, viene
incrementandose aceleradamente, destacando entre las principales razones el rapido
crecimiento de la industria de biocombustibles, la evolucion de los paises asiaticos
(principalmente China e India), la recuperacién de la industria aviar, los nuevos mercados, el
aumento de la poblacion y los mejores niveles de vida, entre otras, creciendo asi el consumo
mundial de maiz el cual paso de 621.6 millones de toneladas en 2001 a 863.6 millones de

toneladas en 2011 (incremento del 40%).

Japon es el primer importador mundial de maiz con 15.2 millones de toneladas
importadas en 2011; con cantidades menores le siguen México (9.4 millones de toneladas) y

Republica de Corea (7.7 millones de toneladas).
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Entre los principales exportadores, EE.UU. lidera ampliamente el ranking y en segundo
lugar actualmente se encuentra Brasil (lugar que histéricamente correspondié Argentina).

Tercero se encuentra nuestro pais, seguida por Ucrania, Rusia y la Union Europea.

La oferta de maiz en Argentina se genera a partir de un drea sembrada comercial de 3.7
millones de hectareas a la que hay que anadirle aproximadamente 1.3 millones de hectareas
gue se consumen en los propios establecimientos sin ingresar al circuito comercial. Del total
producido se consume internamente alrededor del 40%, principalmente demandado por el
sector industrial; en muy pocos casos, por ejemplo, en las comunidades de pueblos
originarios, el maiz es consumido por la unidad familiar. Hay casos de autoconsumo como
forraje para animales que pueden ser para produccién de leche, carne vacuna, porcina y
aviar, entre otros animales. El pais exporta en promedio el 60% de su produccién, y esta

importante oferta posiciona a la Argentina como el 5to productor mundial de maiz.

Las ventas al exterior de maiz, cebada, trigo duro, sorgo granifero y harina de trigo
suman 23351 millones de dolares. Esto significa que el campo argentino, sus granos y la
industrializacion de los mismos aportan hoy el 41% de las exportaciones totales de la

Republica Argentina.

Finalmente, la cadena del maiz argentino transita un proceso de cambio, puesto que se
esta incrementando aceleradamente la demanda nacional de alimentos balanceados por el
sector pecuario (bovino, porcino y aviar), dado el mayor consumo de sus sub-productos (ej.:
carnes, leche y derivados lacteos); asi como también el consumo de los productos de las

moliendas (himeda y seca) y de los biocombustibles.

1.2. El género Fusarium

1.2.1. Generalidades

Fusarium es un género que pertenece a la Clase Hyphomycetes, en la actualidad
considerado como anamorfo asociado con el orden Hypocreales (Ascomycetes). Los estados
sexuales de muchas de las especies mas importantes pertenecen al género Gibberella,

mientras que otras tienen sus estados teleomorficos en el género Nectria (Alexopoulos, 2001).

Las especies pertenecientes a este género estan distribuidas mundialmente y es comun

encontrarlas en regiones tropicales y templadas, aunque también es posible aislarlas en el
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desierto, en regiones alpinas y areas articas donde prevalecen condiciones adversas (Nelsonet
al., 1992). Se pueden encontrar como saprofitos de suelo, en vegetales en descomposicion,
como patdgenos de insectos, parasitos de plantas, produciendo podredumbre de frutos,
marchitamiento y tizones y son causantes de enfermedades en humanos y animales

vertebrados, produciendo micosis, micotoxicosis y posiblemente alergias.

Debido a esto y a la gran capacidad de adaptacién a diferentes nichos, las especies de

Fusarium son consideradas como los patégenos de plantas mas importantes del mundo.

Aunque son muchas las especies que integran este género, un numero limitado es
responsable de la produccion de la mayoria de las micotoxinas que pueden contaminar
diferentes cereales y otros productos agricolas utilizados para la alimentacion humana y
animal. Dentro del género existen especies como F. graminearum, considerado como el
mayor productor de deoxinivalenol (DON), y también, capaz de producir zearalenona (ZEA).
Otras especies como F. verticillioides y F.proliferatum son responsables de la produccion de

fumonisinas (Glenn, 2007).

1.2.2. Fusarium verticillioides

Fusarium verticillioides es uno de los patdgenos fungicos mas relevantes, causales de las
podredumbres de espiga en maiz (Munkvold, 2003), y productor de fumonisinas. ES un
ascomiceto perteneciente a la subdivision Deuteromycota, que agrupa aquellos hongos para
los que no hay descripta una fase sexual o bien ésta es muy rara.

Las caracteristicas y morfologia de la colonia de esta especie varian de acuerdo con el
medio de cultivo. Por ejemplo, en agar papa glucosado (APG) el micelio es blanco, al inicio,
y forma pigmentos que van desde gris hasta violeta, y cuando el cultivo envejece conforman
estructuras llamadas esclerocios (Figura 4). Fusarium verticillioides infecta al maiz en todas
las etapas de su desarrollo, causando podredumbres de espiga en periodos pre y post-cosecha
(Munkvold y Desjardins, 1997). La infeccion se produce via estigmas o heridas en granos en

desarrollo y es afectada por las condiciones ambientales (Martinez et al., 2010a).

El indculo predominante en la infeccion de la planta son los microconidios (White,
1999). Estos son llevados hacia la espiga por el viento o insectos vectores, donde germinan y

colonizan estigmas y granos. Esta especie también puede invadir sistémicamente los granos
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a partir de otros tejidos de la planta. La infeccidn sistémica puede iniciarse por conidios o
micelio que se encuentran dentro o en la superficie de las semillas. El hongo se desarrolla
dentro de la planta joven, pasando de las raices al tallo y finalmente distribuyéndose en
granos individuales o en ciertas areas de la espiga. Si bien el crecimiento sistémico del hongo
puede contribuir a la infeccién de las espigas, las vias mas importantes de entrada son los

granos dafados y los estigmas (Munkvold y Carlton, 1997).

Fuente: Fauguel (2012)

Figura 4:Fusarium verticillioides crecido sobre: (a) el medio de cultivo agar papa glucosado;

(b)microconidios; (c)microconidios en cadenas; (d)macroconidios.

Los sintomas causados por F. verticillioides comprenden la formacion de estrias blancas
en el pericarpio producto de la opacidad causada por el micelio o la podredumbre total del
grano. También se ha informado su presencia en granos asintomaticos (Bacon et al., 1996;
Munkvold et al., 1997). En las infecciones asintomaéticas, las hifas colonizan los espacios
intercelulares, a diferencia de las infecciones sintomaticas que se encuentran tanto en los
espacios intercelulares como intracelulares (Yates y Jaworski, 2000; Oren et al., 2003). La
infeccion asintomética de los granos dificulta la seleccion por resistencia basada en
evaluaciones visuales (Duvick, 2001; Giorda y Peiretti 2006) afectando de esta manera, el

desarrollo de hibridos resistentes al hongo como herramienta de prevencion.
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A diferencia de otros hongos que son estrictamente biotrofos, F. verticillioides no genera
estructuras especializadas que faciliten la entrada al tejido y a las células. Sin embargo, es
capaz de producir cantidades importantes de enzimas liticas y toxinas que contribuyen al
proceso infeccioso. Entre las micotoxinas que sintetiza la especie se hallan el acido fusarico,

la fusarina C, las naftoquinonas, la monoliformina y las fumonisinas.

Esta especie se distribuye por todo el mundo y con alta frecuencia se aisla de maiz,
practicamente de cualquier 6rgano de la planta. Es el principal patdgeno del cultivo y
limitante de la productividad porque ocasiona pérdidas cuantiosas que varian afio con afio.
Durante los periodos tempranos de la infeccion el hongo adquiere una fase bidtrofa, al grado
de que puede sobrevivir como endofito en la semilla y en el tallo de las plantas sin causar
dafos visibles. Cuando las condiciones ambientales son favorables, infecta los tejidos de la
planta y es capaz de provocar pudricion en érganos como la raiz, el tallo y la espiga. Tal
circunstancia resulta de la compleja interaccion entre varios factores como son la virulencia
de la cepa, el genotipo y la etapa del desarrollo del maiz, asi como las condiciones
ambientales. El clima caliente y himedo favorece la pudricién de la espiga durante el periodo
de llenado de grano.

1.3. Micotoxinas

1.3.1. Generalidades

Por definicion las micotoxinas son compuestos organicos biolégicamente activos que
pueden causar problemas de intoxicaciones agudas, subagudas o cronicas con efectos
carcinogeénicos, teratogénicos, mutagénicos, neurotoxicos e inmunosupresores (Peraica et al.,
1999; Richard, 2007). Actualmente se encuentra muy aceptada la idea de que el principal
efecto de las micotoxinas es la capacidad de obstaculizar la respuesta inmunitaria y por
consiguiente reducir la resistencia a enfermedades infecciosas. La produccion de las mismas,
es el resultado de la interaccidn entre el huésped, el ambiente y la especie toxicogénica; la
interaccién entre las partes interactuantes puede influenciar en mayor o menor medida la

sintesis de las toxinas (Magan y Aldred, 2007).

Las intoxicaciones de los animales y el hombre asociadas con los alimentos han sido

reconocidas o0 sospechadas durante siglos (Tabla 1). Sin embargo, la implicancia de las
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micotoxinas se reconocid en 1960 con el descubrimiento de las aflatoxinas (Asplin y
Carnaghan, 1961; Blountet al., 1963).

Es importante destacar que la presencia de una especie toxicogénica en un alimento es,
sin duda, un llamado de atencién del peligro potencial de encontrar micotoxinas. Entre los
sustratos mas apropiados para la biosintesis de micotoxinas se ubican los productos de origen
vegetal (cereales y oleaginosas), ricos en proteinas y calorias, las cuales constituyen un aporte
valioso para la dieta de gran parte de la poblacién mundial. EI crecimiento flngico y la
produccion de las micotoxinas puede ocurrir en los granos en cualquier etapa de la cadena
alimentaria: antes de la cosecha (en el campo), entre la cosecha y el secado, o durante el

almacenamiento (Smith y Moss, 1985).

Una vez ocurrida la contaminacién, estos compuestos son de dificil eliminacion. Las
evidencias cientificas de los efectos de las micotoxinas sobre la salud han llevado a algunos
mercados a establecer limites méximos de contaminacion en el grano a fin de evitar la
exposicion de la poblacion y las pérdidas econdmicas. La Union Europea es el grupo de
paises con legislaciones méas severas sobre inocuidad en grano, y esta tenencia se esta
extendiendo a otros paises importadores como China, Pakistan, India, Japon, entre otros. Para
acceder a estos mercados, los paises exportadores deberan aplicar medidas de morigeracion de

la contaminacion a fin de cumplir con los niveles de exigencia.

La Organizacion para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) estima que hasta un 25%
de los productos agricolas del mundo estdn contaminados con micotoxinas cada afio
(Wilsonet al., 2001). Se ha calculado que, en los EEUU y Canadd, las pérdidas anuales
debidas a los efectos de las micotoxinas en las industrias forrajeras y ganaderas son del orden
de 5000 millones de ddlares (Miller, 1991).

La presencia de micotoxinas en los productos vegetales ocasiona pérdidas econdmicas y
como resultado causan una disminucién en la produccién y en la calidad de los granos, y
reduccion en la produccion animal (baja convertibilidad alimentaria). A dicho efecto se debe
agregar el costo que representa el disefio de programas de monitoreo y la necesidad de
establecer regulaciones que determinen los niveles maximos permitidos a fin de minimizar
los riesgos para la salud humana y animal. Adem3ds, se deben considerar las pérdidas

econdmicas indirectas, las cuales, si bien son dificiles de cuantificar, son las de mayor
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magnitud. Los productores reciben baja rentabilidad por rechazo de sus productos en los

mercados internos y externos (FAO, 2004).

Dada la diversidad de condiciones ambientales bajo las cuales pueden proliferar los
hongos, la infeccion fungica y la contaminacién con micotoxinas puede ocurrir en forma
directa en cualquier momento dentro de la cadena de produccion, transporte y manejo de los
alimentos o forrajes en el cultivo (previo a la cosecha), como las zearalenonas o durante el

almacenamiento como puede ocurrir en el caso de las aflatoxinas.

Es inevitable la presencia de estos microorganismos en el campo ya que sus propagulos
perduran afo tras afio en el rastrojo en el caso de siembra directa, en el suelo o suspendidos
en el aire, siendo transportados por el agua, el viento, los insectos, etc. No obstante, para
que la infeccién tenga lugar y con ello aumenten las probabilidades del crecimiento fungico
en el campo y la posterior generacién de micotoxinas, los cultivos deberdn estar expuestos a
condiciones ambientales extremas, tales como estrés térmico o hidrico; dafios fisicos
producidos por granizos, insectos u otros factores bidticos; practicas de manejo inapropiadas
(fechas de siembra y de cosecha incorrectas, excesivas densidades, ineficientes controles de
las malezas y de los insectos) o presentar caracteristicas genéticas (susceptibilidad o
resistencia) y/o morfoldgicas (por ejemplo: maices con chalas que no cubren la espiga, con
falta de compacidad) que le otorguen una mayor o menor proteccion frente a la invasiéon

fungica.

Las manifestaciones en el campo son estacionales y estan generalmente relacionadas con
la exposicion a alimentos o forrajes contaminados. La estacionalidad estd asociada a las

condiciones climéticas ya que éstas afectan al desarrollo de los hongos
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Tabla 1: Efectos toxicos de las principales micotoxinas y alimentos implicados.

Fumonisinas Fusarium
(B1, B2)

Aflatoxinas Aspergillus
(B1, B2, G1, G2

y M1)

Tricotecenos Fusarium
(Deoxinivalenol,

T2y HT-2)

Zearalenona Fusarium
Patulina Penicilium

Ocratoxinas (A) Aspergillus

Neurotdxica,
inmunotoxica,
nefrotoxica, hepatotoxica
Hepatotoxica,
inmunotoxica,

teratogénica

Necrosis cutaneas,
alteraciones digestivas,
hemorragias, taquicardia,
inmunotoxica,
hematotdxica,
neurotoxica

Efectos estrogénicos,
problemas reproductivos
Trastornos
gastrointestinales,
neuroldgicos, nefrotdxica,
mutagénica

Nefrotoxica,
inmunotoxica,
teratogénica, mutagénica,
embriotoxica, trastornos

neurologicos

Maiz, trigo, soja, cebada,

cerveza

Maiz, arroz, cacahuete,
pistachos,

nueces, girasol, soja, leche y
productos lacteos, especias
Trigo, maiz, cebada, cerveza,

centeno, avena

Maiz, trigo, cebada, centeno,
avena, cerveza

Manzana, jugos y sidra

Trigo, cebada, centeno, avena,
arroz, uvas, zumo de uvas,
vino,

cerveza, café, cacao, regaliz,

especias, maiz

Fuente: FAO (2013)

14



INTRODUCCION

1.3.2. Fumonisinas

Las fumonisinas son un grupo de derivados policétidos, clasificados como carcindgenos
potentes (IARC, 2004), producidas principalmente por F. verticillioides y F. proliferatum.
Quimicamente dichas toxinas son una serie de amino- polioles de cadena larga (20 carbonos),
esterificados en los carbonos 14 y 15 con dos grupos de acidos tricarboxilicos (Figura 5). Se
han identificado al menos 60 moléculas de fumonisinas distintas (Bartok et al., 2006), entre
las cuales las més abundantes son las del grupo B, derivadas en su mayoria de las cepas de F.
verticillioides. Dentro de esta familia predominan las fumonisinas B1 (FB1), FB2 y FBS3,
donde las primeras son las que se encuentran en mayor predominancia en los granos de maiz
(Munkvold y Desjardins, 1997).

R,=C Fumonisin B, OH OH
Fumonisin B H OH

H 2
© COH €O, Fumonisin By OH H
Fumonisin B, H H

Figura 5:estructura quimica de las fumonisinas y detalle de las sustituciones que dan lugar a

los diferentes tipos de fumonisinas conocidas.

La exposicion alimentaria a estas micotoxinas produce efectos adversos en animales
alimentados con granos contaminados. Son causantes del sindrome de edema pulmonar en
cerdos (Harrison et al., 1990), la leucoencefalomalacia en caballos (Wanget al., 1992) y la
apoptosis en muchos tipos de células (Jones et al., 2001). Ademas, estan asociadas al riesgo
de contraer cancer esofagico en humanos con dietas a base de maiz en China, Sudéafrica y sur
de Italia (CAST, 2003).

1.4. Enfermedades de la espiga de maiz: Podredumbres de espiga

Debido a la expansion del maiz en el mundo, la incidencia de patdgenos especificos del

cultivo se ha incrementado en numero y severidad. Las enfermedades producidas por estos
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patdgenos constituyen uno de los principales factores importantes que afectan el rendimiento
y la calidad del producto final obtenido.

Generalmente los granos afectados presentan una menor densidad que los granos
normales o en algunos casos se observa una pérdida total de los mismos con las consecuentes
mermas en el rendimiento final. Si bien las podredumbres de espiga afectan la productividad
del cultivo, sus consecuencias mas importantes son la mala calidad fisica y la contaminacion

de los granos con micotoxinas producidas por estos hongos.

1.4.1. Agentes causales

Las enfermedades conocidas como podredumbres de espiga son causadas principalmente
por hongos. Varios estudios demostraron que los géneros prevalentes son Fusarium spp.,
Aspergillus spp., Penicillium spp. y Diplodia spp. Las espigas afectadas presentan
proliferacion de micelio que varia en color e intensidad dependiendo de los hongos que estan

produciendo la infeccion.

Fusarium verticillioides es uno de los patdgenos fungicos més relevantes, causales de las
podredumbres de espiga en maiz (Munkvold, 2003), afectando el rendimiento y contaminando

el grano con fumonisinas.

Se cree que este patdgeno existe comunmente en forma sistémica y asintoméaticamente en
la mayoria de los lotes de maiz (en raices, tejidos de tallos y granos); adicionalmente la
podredumbre de los granos se asocia generalmente con tejidos dafiados del huésped, por

ejemplo, por la accion de insectos.

1.4.2. Fuentes y dispersion de indculo

Como la mayoria de estos patdgenos son de tipo necrotrofo, con bajo nivel de
especificidad, pueden proliferar tanto en tejidos vegetales vivos como en restos organicos

presentes en los rastrojos o en el suelo.

El ciclo de las podredumbres de espiga comienza a partir de esporas sexuales o
asexuales que pasaron el invierno en cultivos invernales, principalmente cereales o restos de
rastrojos. Las esporas son transportadas mediante agentes abidticos (viento, impacto de
gotas de lluvia) y bidticos (insectos, pajaros) hacia la espiga de maiz donde se encuentran las

dos principales vias de entrada: los estigmas y las heridas en los granos en desarrollo.
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1.4.3. Rutas de entrada y colonizacion del patégeno

Uno de los aspectos que favorece la infeccion y la alta incidencia de F. verticillioides en
el cultivo de maiz es que el hongo utiliza multiples rutas de entrada a la planta para colonizar
distintos tejidos y, de esa manera, causa diversas enfermedades a lo largo de su desarrollo

(Figura 6). Las principales rutas de infeccién son:

v" Infeccidn sistémica de las plantulas: ocurre durante y desde la germinacion de la semilla, y

a lo largo del establecimiento de la plantula. Como el hongo sobrevive (ya sea en la semilla o
en el suelo) se encuentra estratégicamente posicionado para infectar la planta. Fusarium
verticillioides penetra en forma directa el pericarpio y a las células de la epidermis de la raiz
tres dias después de que se siembran las semillas inoculadas. Las hifas colonizan las células
del parénquima del escutelo y llegan hasta el cértex. Entre 25 y 30 dias, las raices y el
mesocdtilo ya se hallan colonizados y pueden mostrar sintomas de pudricion, dependiendo de
la cantidad de in6culo y de factores ambientales. En el tallo no hay muchas hifas, de ahi que

la infeccidn puede cursar de manera asintomatica hasta ciertos tejidos.

v" Infeccién de la espiga por medio del estigma: es la via mas comin para que F.

verticillioides infecte la espiga. La colonizacion de los estigmas ocurre con mayor intensidad
luego de la polinizacion y puede prolongarse hasta la senescencia de los mismos segun la
especie patogénica. El indculo aéreo y los conidios son transportados por el agua de lluvia y
otros vectores hasta el estigma. De esa forma se facilita el acceso a las células del pericarpio y
la hifa del hongo crece en la superficie de la cuticula para poder acceder al grano, a través de

la parte inferior del canal estilar, incluso en ausencia de lesiones mecanicas.

v Infeccién del tallo y la mazorca por dafio mecénico: al alimentarse, varios insectos (plagas

de maiz) horadan las espigas y los tallos de la planta. Este dafio mecanico funciona como ruta
de entrada para los conidios de F. verticillioides. Ademas, hay insectos que actlan como
vectores del hongo ya sea dispersandolo a lo largo de la superficie de la planta hacia los
granos 0 bien trasportandolo a través de grandes distancias como el gusano de la raiz
(Diabrotica spp.). Otros vectores descritos son el gusano elotero, los trips y los gorgojos. La
funcién de vector se apoya en el hecho de que el hongo sobrevive en los 6rganos externos de

los insectos mencionados.
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Figura 6: Rutas de entrada de Fusarium verticillioides a la planta de maiz. 1) Infeccién
sistémica de plantulas. El hongo sobrevive en la semilla o en el suelo de donde accede a la
plantula e infecta las raices. 2) Infeccién a través del estigma. Los conidios del hongo son
depositados en el estigma (E) y penetran a través de la parte inferior del canal estilar (CE). C:
carpelo, SE: saco embrionario. 3) Infeccion a través de heridas. El hongo accede al tallo y/o a

la espiga a través de lesiones mecanicas causadas por insectos al alimentarse.

1.5. Resistencia del huésped

La intensidad de las infecciones en maiz por Fusarium spp. varia de acuerdo al tipo de
tejido colonizado, las barreras mecanicas, la composicién quimica, el estado fisiolégico de la
planta y el nivel de dafio en el tejido (Munkvold et al., 1997; Dowd, 1998; Bily et al., 2003;
Iglesias et al., 2005; Sampietro et al., 2009). Aunque las plantas no cuentan con un sistema
inmune de defensa, poseen otros mecanismos para protegerse de la infeccion por patdgenos
cuyo fin es detener, aminorar o contrarrestar la infeccion. Las plantas poseen mecanismos
constitutivos o preformados de defensa que proveen, de forma pasiva, resistencia contra

patogenos.
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1.5.1. Resistencia genética

1.5.1.1. Resistencia Nativa

Se ha registrado histéricamente una complicacién al momento de conseguir altos
niveles de resistencia genética a hongos toxicogénicos en maiz. Las carencias en este aspecto
se explican por técnicas de inoculacidn laboriosas e inconsistentes reportadas por diferentes
investigadores, las cuales rinden resultados variables dependiendo de la técnica; falta de
genes de efecto mayor; falta de genotipos resistentes que actien de manera eficiente como
control, y el costo de evaluacién de los resultados, en especial los niveles de micotoxinas
observados. Sin embargo, se ha hecho algin progreso en cuanto a seleccidon de hibridos
durante los procesos de testeo y desarrollo de lineas. En estos procesos se pueden eliminar
los genotipos muy susceptibles, de manera que los hibridos que son sembrados
extensivamente no resultan demasiado afectados por la enfermedad. Aun asi, es comun

encontrar niveles de micotoxinas a campo mayores a los aceptables.

Se han identificado fuentes de resistencia a la podredumbre de espiga producida por
Fusarium, aunque han resultado de naturaleza poligénica, lo cual dificulta su introgresion en

lineas e hibridos comerciales.

Las plantas bajo estrés son, generalmente, mas susceptibles al ataque por hongos
toxicogénicos, de manera que sembrando hibridos adaptados regionalmente se puede reducir
el estrés abidtico y la contaminacion con micotoxinas (CAST, 2003). Los hibridos sembrados
fuera de su rango de adaptacion suelen ser mas susceptibles a la acumulacion de fumonisinas.
Algunas caracteristicas de la espiga y del grano de ciertos hibridos podrian generar barreras
fisicas a la infeccion por Fusarium. Por ejemplo, los granos de ciertos hibridos resistentes
tienen un pericarpio mas grueso que aquellos de los hibridos susceptibles. Los hibridos con
una cobertura de chala mas ajustada a la espiga tienden a ser menos susceptibles a la infeccion

por Fusarium (Buchaca, 2011).

En ausencia de genes de resistencia conocidos 0 marcadores para resistencia, mucha de la
seleccion para bajos niveles de podredumbre de espiga y micotoxinas es el resultado de la
seleccion para caracteres de espiga y grano que disminuyen la invasién de hongos

indirectamente o fisicamente, mas que a través de alguna resistencia especifica al patdgeno.
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Una de las medidas mas efectivas de prevenir la proliferacion de las micotoxinas es
utilizar cultivares con resistencia genética a las podredumbres de espiga. El nivel de
micotoxinas en grano es proporcional al nivel de sintomas visibles, de ahi la importancia de

utilizar hibridos resistentes.

La susceptibilidad diferencial de los genotipos de maiz al ataque de este hongo, se conoce
a nivel de cultivares inscriptos, sin embargo, es necesario establecer la variabilidad que existe
dentro de cada poblacion cuando ésta debe ser sometida al proceso de seleccion. Asimismo,
resulta necesario establecer las posibles interrelaciones entre los diferentes grados de
susceptibilidad y la variacidn de otros caracteres implicados. Como ejemplo de esto se tiene la
cantidad de hojas que envuelven la espiga y la prolongacién de las bracteas en mas de 5cm de
la punta de la mazorca, caracteres que han sido reportados como asociados con la prevencion
de la resistencia a humedad y el desarrollo de la pudricion de la mazorca.

1.5.1.2. Resistencia debida a la presencia de eventos transgénicos.

Diversos estudios se han focalizado también en la potencial resistencia transgénica contra
hongos toxicogénicos y las toxinas que estos producen, aunque los resultados han sido
dispares en este aspecto. De todas maneras, dada la relacion entre el dafio por insectos y la
infeccion por Fusarium, los maices hibridos con eventos transgénicos de proteccion contra
insectos (maices Bt) constituirian una herramienta en el manejo de las micotoxinas. El control
de distintas especies de insectos se ha reportado desde hace tiempo como una de las causas
que resultan en una reduccion en la prevalencia de podredumbre de espiga en maiz (Duvick,
2001).

1.6. Manejo de patogénesis mediante resistencia genética

Ha sido dificil conseguir altos niveles de resistencia genética a los hongos causantes de la
podredumbre de espiga. Las dificultades principales incluyen la falta de genes mayores que
participen en la resistencia, carencia de genotipos control resistentes y el costo y la dificultad

de la evaluacion.

En la actualidad los esfuerzos estan orientados al mapeo de caracteres cuantitativos
(QTLs) vy a la seleccion asistida por marcadores. Este enfoque ha sido dificil de implementar
debido a que ningin QTL encontrado ha podido explicar mas del 44% de la variacion

fenotipica observada (Pérez-Britoet al., 2001). En general, el nivel de resistencia a Fusarium
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en hibridos comerciales ha mejorado, pero la resistencia disponible no es adecuada para

prevenir concentraciones de fumonisinas que son inaceptables para determinados fines.

La variacion de la resistencia a podredumbre de espiga por Fusarium existe para lineas e
hibridos para maiz comdn y para maiz dulce también. No hay evidencia de resistencia
completa a podredumbre de espiga 0 a contaminacion con fumonisinas. Pérez-Britoet al.
(2001) demostré que la resistencia a podredumbre de espiga en dos poblaciones de maiz
tropical es poligénica con relativamente baja heredabilidad. Shelby et al. (1994) reportaron
una variacion significativa entre hibridos de maiz comercial para concentracion de

fumonisinas, aunque ningun hibrido se encontr6 completamente resistente.

1.6.1. Resistencia en estigmas de maiz

La entrada a las espigas del maiz via estigmas, canal de los estigmas o ambos, es la via
mas importante de entrada de varios patdégenos como las especies de Fusarium spp. (Kohler,
1942) Los estigmas son usualmente los primeros tejidos con el cual F.verticillioides entra en
contacto con la planta y es razonable pensar que, en materiales resistentes, la barrera inicial a
la infeccion estaria localizada en estos tejidos. Los estigmas de maiz contienen varios
compuestos quimicos, entre ellos, proteinas, vitaminas, taninos, carbohidratos y flavonoides,

asi como también varios compuestos volatiles.

Se ha sugerido que el componente de resistencia principal a F. graminearum via estigmas
podria estar en la cubierta de cera de los estigmas (Bergvinson y Reid, 1995).

La redefinicion de la resistencia en componentes de mayor heredabilidad y el mapeo de
esos caracteres permitiria, mediante el apilado de los mismos, facilitar el desarrollo de

hibridos mas resistentes.

La infeccion de los granos se puede lograr a partir de la inoculacion de los estigmas
expuestos utilizando una suspension conidial (Headrick y Pataky, 1991). Se ha reportado una
fuerte correlacion entre los niveles de contaminacion con fumonisinas en los granos y los
factores que parecen afectar la infeccion via estigmas, por ejemplo, la duracion de la floracion
femenina o la humedad de los mismos (Maioranoet al., 2009). En un detallado estudio de
campo, Hesseltine y Bothast (1977) analizaron la progresién en el crecimiento de organismos
en varios tejidos de la espiga en un periodo de 15 semanas. De sus observaciones,

concluyeron que poco después de la polinizacion, los estigmas se vuelven tejido muerto,
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funcionando como sustrato y actuando como una “autopista” hacia los granos para varios
organismos. Valdivia et al. (2006); Stewart et al. (2002) y Reid et al. (2002) reportaron
resultados de campo en los cuales observaron una podredumbre de espiga reducida, lo cual se
correlacionaba con la senescencia acelerada de los estigmas e intervalos de tiempo mas largos

entre la emergencia de estigmas y las inoculaciones hechas al canal de estigmas.

1.7. Poblaciones utilizadas para Mapeo Genético

Para el mapeo genetico de plantas, se pueden utilizar diversos tipos de poblaciones. La
seleccion del tipo de poblacion a utilizar se realiza en funcion de los objetivos de la
investigacion, del tiempo y de los recursos disponibles. Las poblaciones de mapeo con el
mayor contenido de informacion son aquellas obtenidas a partir del cruzamiento entre dos
individuos homocigotos contrastantes. En las plantas F1 obtenidas, el desequilibrio de
ligamiento es méximo, y las poblaciones derivadas a partir de estas plantas F1 procuran
explorar este desequilibrio. Para especies de autofecundacion pueden utilizarse poblaciones
F2, Fn, RILs (Recombinant Inbred Lines), derivadas de retrocruzas y haploides duplicados.
Estas ultimas representan la variabilidad genética entre los progenitores luego de ocurrida una
sola meiosis (F1) (en algunos casos pueden ser utilizadas 2 meiosis, 0 poblaciones F2) y son
especialmente indicadas cuando se realizan estudios de QTLs (Quantitative Trait Loci) ya que
al obtenerse genotipos 100% homocigotas se dispone de poblaciones estables de mapeo,
permitiendo analizar la misma poblacién en diferentes afios y localidades debido a la

constante disponibilidad de semilla.

1.7.1. Haploides Duplicados y mejoramiento genético vegetal

Haploide es el individuo que posee la mitad del nimero cromosémico normal contenido

en las celulas somaticas de la especie.

La produccion de haploides duplicados (DH por sus siglas en inglés, “doubled haploids”)
es una herramienta que permite acortar el tiempo requerido para la obtencién de nuevas
variedades, siendo un buen complemento para los programas de mejoramiento
tradicionales. Al carecer de genotipos heterocigotos, las poblaciones de DH necesarias para
encontrar genotipos poco frecuentes pueden ser mucho menos numerosas, especialmente
en el caso de caracteres recesivos, ya que éstos no quedan enmascarados por los alelos

dominantes. Cuando se utilizan poblaciones DH para proyectos de mapeo genético, se
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eliminan las complejidades del estado heterocigoto y se facilita enormemente el andlisis

genético.

1.8. Mejoramiento genético a traves de marcadores moleculares

1.8.1. Marcadores moleculares: generalidades

Hace mas de 90 afios, Sax (1923) sugeria usar marcadores morfoldgicos como una ayuda
en la seleccion de caracteres cualitativos y cuantitativos en plantas. A lo largo de la historia se
han hecho intentos por seleccionar caracteres con utilidad agronémica empleando marcadores
morfologicos, pero su aplicacion ha sido muy limitada. Actualmente se utilizan los

marcadores moleculares.

Un marcador molecular es un segmento de DNA con una ubicacién especifica en un
cromosoma (punto de referencia) cuya herencia puede seguirse en individuos de una
poblacion. La secuencia puede pertenecer a regiones codificantes (genes) o a regiones que no
tengan una funcion conocida. En la actualidad se puede obtener un nimero practicamente
ilimitado de marcadores en cualquier organismo vivo lo cual permite analizar la totalidad de

la informacion genética (genoma) de un organismo.

Existen diferentes tipos de marcadores los cuales pueden ser clasificados de acuerdo a las

metodologias que se emplean para su deteccién:

v' Basados en la hibridacién del DNA (RFLP)

v’ Basados en la amplificacién arbitraria o semi arbitraria del DNA (RAPDs, AFLPs)
v’ Basados en la amplificacion sitio-especifica del DNA (Microsatélites y sus variantes)
v Marcadores funcionales o de Expresién

v Marcadores SNP (Single Nucleotide Polymorphisms)

Un marcador molecular “ideal” tiene que ser polimodrfico; codominante; de herencia
mendeliana y no epistatico; insensible ante los efectos ambientales; sin efectos visibles en el

desarrollo de la planta; de facil expresion y simple de identificar y analizar.
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1.8.1.1. Marcadores SNPs

Estos marcadores se basan en la deteccion de polimorfismos (alteraciones alélicas
estructurales en un genoma) resultantes de la alteracién de una Unica base en una secuencia de
DNA. Recientemente, gracias a las Nuevas Generaciones de Tecnologias de Secuenciacion
(NGST) se ha permitido evidenciar la presencia de SNPs en las mas variadas especies

vegetales.

Los marcadores SNP poseen naturaleza bialélica y son muy abundantes en el genoma,
siendo la frecuencia de SNP de 1 cada 100-300pb para los genomas de plantas. Estos
marcadores pueden encontrarse en regiones codificantes, regulatorias y no codificantes.
Cuando estan presentes en regiones codificantes muestran 100% de asociacion con el caracter
de interés, por lo que son muy utiles en Seleccion Asistida por Marcadores (MAS) vy en el
aislamiento de genes. Los marcadores moleculares se pueden utilizar en los siguientes

aspectos del mejoramiento genético de plantas:
v" Estimacidn de distancias genéticas entre poblaciones, variedades, lineas puras e hibridos;

v Identificacidn y distincion de variedades, lineas puras e hibridos para proteger los derechos
del obtentor vegetal en el Registro de Variedades Protegidas;

v" Establecimiento de relaciones de parentesco entre lineas o variedades para realizar estudios

genéticos;

v' Localizacion e identificacion de genes cualitativos o mayores y también de genes con

efectos pequefios afectando a caracteres cuantitativos (QTLS).

Los polimorfismos de un solo nucle6tido o SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) se
deben a diferencias (variacién, delecion o insercién) en la secuencia de ADN que afecta a una
sola base nitrogenada de una secuencia del genoma. Las ventajas de los SNPs son: la
codominancia, la abundancia, la baja tasa de mutacion y de error en el genotipado, la facilidad
de analizar por métodos bioinformaticos, la alta automatizacion del procesado de la muestra y
el andlisis de los datos. La secuenciacion a gran escala de genomas completos y de secuencias
expresadas, ha permitido evidenciar la presencia de SNPs en especies como soja, girasol,

arroz, maiz, cebada, trigo y cafa de azucar, entre otras (Martinezet al., 2010b).
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1.9. Construccion de mapas de ligamiento y localizacion de genes y regiones
cromosomicas asociadas a caracteres de interés en plantas

La posibilidad de construir mapas de ligamiento genético en especies vegetales o
animales es una de las contribuciones de mayor impacto de las técnicas de marcadores
moleculares. Un mapa genético establece de manera probabilistica el arreglo lineal de un
grupo de marcadores (0 genes) sobre el genoma de una especie. Usando este tipo de mapas es
posible identificar la posicion y el efecto de genes sobre caracteres de importancia mediante
asociaciones estadisticas entre los valores fenotipicos y las variantes aléelicas de los
marcadores. La disponibilidad de mapas genéticos permite la seleccién indirecta de genotipos
deseables, comunmente denominada MAS mediante el seguimiento de marcadores

localizados en regiones gendmicas determinadas entre otras muchas aplicaciones.

1.9.1. Deteccion de QTLs

Los QTLs se definen como regiones cromosémicas que pueden ser identificadas a través
de su asociacion estadistica con algun caracter medible en una poblacion segregante (Duvick,
2001). Estas regiones representan la contribucion acumulativa de uno 0 mas genes cuyo
aporte individual al fenotipo en cuestion podria ser muy pequefia para ser detectada. La
disponibilidad de marcadores de ADN y poderosos métodos biométricos ha llevado a avances
considerables en el mapeo de QTLs en plantas (Tanksley, 1993). La aplicacion méas obvia del
analisis de QTLs seria la seleccién asistida por marcadores para mejoramiento de lineas. Sin
embargo, se prevén otras areas donde los analisis de QTLs pueden contribuir decisivamente.

Estas son:
v Comprension de caracteres complejos, como la interaccién planta- patégeno;

v’ en genémica de plantas, la conexion de proteinas y elementos reguladores de funciones

conocidas a QTLs por analisis de genes candidatos;

v la mejora de germoplasma a través de una caracterizacion que permita su utilizacion

eficiente.

Caracteres tales como resistencia a podredumbre de espiga, el cual podria involucrar no
MA&s gue unos Pocos genes para su Optima expresion, pueden ser mapeados como un QTL

utilizando grandes poblaciones segregantes. Los marcadores moleculares ligados a estos QTL
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pueden proveer una ayuda al mejoramiento convencional en la introgresion de caracteres

complejos durante el desarrollo de lineas.

Se han mapeado muchos QTL para podredumbre de espiga (Pérez-Britoet al., 2001,
Robertsonet al., 2006; Dinget al., 2008; Martin, 2011) en diferentes poblaciones de maiz. El
mapeo a partir de nuevo germoplasma y en ambientes diferentes es importante para identificar
nuevos QTLs y validar aquellas regiones gendmicas que se piensa estan implicadas en la

interaccion con Fusarium.

La busqueda de nuevas fuentes de resistencia es un trabajo permanente en los programas
de mejoramiento. Esto se lleva adelante generando nuevas poblaciones afio a afio mediante la
utilizacion de parentales que presenten caracteristicas favorables para el caracter en cuestion o
para diferentes caracteres simultaneamente. Tales parentales pueden provenir de lineas
mejoradas del mismo programa o bien de fuentes naturales externas, las cuales, ademas de
aportar nuevos alelos de resistencia, permiten incrementar la diversidad del germoplasma

disponible.

1.9.2. Best Linear Unbiased Prediction (BLUP)

En mejoramiento genético usualmente se requiere la seleccion de cultivares a partir del
analisis de grandes bases de datos de los genotipos candidatos. La estimacion de los valores
genotipicos estd en el nucleo de cualquier esfuerzo de “breeding”. El analisis de datos

multivariados se hizo con el siguiente modelo:
y=XB+Zute

donde y es el vector de observaciones, B y u son vectores de efectos fijos y aleatorios,
respectivamente. X y Z son matrices asociadas y € es un vector aleatorio de residuos. Se
asume que los efectos aleatorios se distribuyen de acuerdo a la distribucion normal
multivariada MVN (u, V) con media p (0, G) y matriz de varianza-covarianza V (0, R). Los
efectos fijos pueden ser estimados por BLUE (Best Linear Unbiased Estimation), mientras
que los efectos aleatorios son estimados por BLUP. En la practica, BLUE Y BLUP necesitan
ser reemplazados por sus correspondientes valores empiricos, lo cual significa que los
componentes de la varianza en G y R deben ser reemplazados por sus estimados, obtenidos
por REML (Restricted Maximum Likelihood). Tanto BLUE y BLUP pueden ser utilizados

para resolver las ecuaciones de modelos mixtos.
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Usualmente en el desarrollo de nuevas variedades, los efectos genotipicos son
considerados como fijos, y de este modo se convierten en parte de g en el modelo mixto.
Cuando los genotipos pueden ser considerados como aleatorios, sin embargo, los efectos
genotipicos se vuelven parte de la matriz i de este modo pueden estimarse por BLUP. Como
se verd mas adelante, se utilizO esta técnica para obtener los datos fenotipicos de los
caracteres medidos en la poblacion y su posterior utilizacion en el mapeo de genes

correspondiente.

1.10. Heredabilidad

La heredabilidad de un caracter métrico es una de sus propiedades mas importantes.
Expresa la proporcion de la varianza total que es atribuible a los efectos medios de los genes y
esto es lo que determina el grado de parecido entre parientes. Aun asi, el atributo mas
importante de la heredabilidad en el estudio genético de los caracteres cuantitativos es su
papel predictivo, que expresa la confiabilidad del valor fenotipico como indicacion del valor
reproductivo. Este valor es lo que determina la influencia de un individuo en la siguiente
generacion. Si en un programa de mejoramiento se eligen individuos para que sean
progenitores de acuerdo con sus valores fenotipicos, su éxito en cambiar las caracteristicas de
la poblacién puede predecirse Unicamente a partir del conocimiento del grado de
correspondencia entre los valores fenotipicos y los reproductivos. Este grado de
correspondencia es medido a través de la heredabilidad (Falconer, 1996). La determinacion de
la heredabilidad para una poblacion permite predecir la ganancia genética en futuras
generaciones en poblaciones obtenidas a partir del mismo parental resistente. Esto se
constituye entonces en un objetivo primordial; la busqueda de nuevos genes que intervienen
en los mecanismos de resistencia que se observan a campo mediante técnicas convencionales
o0 de biologia molecular constituye otro de los objetivos principales para este tipo de estudio.
Ambas metas permiten utilizar el/los caracteres en estudio en programas de seleccion asistida
por marcadores e incorporar los nuevos alelos en el “pool” de genes disponibles en el

germoplasma del programa de mejoramiento.

Los mejoradores son capaces de medir valores fenotipicos directamente, pero es el valor
reproductivo de los individuos lo que determina su influencia en la progenie. La heredabilidad
puede ser considerada entonces como la proporcién de la variacion observada en una progenie

que es heredada. Lo importante es que, si un mejorador selecciona plantas en base a sus
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valores fenotipicos para ser usados como parentales en un cruzamiento, el éxito de tal proceso
en cambiar las caracteristicas de la poblacion en un sentido predeterminado depende del
conocimiento del grado de correspondencia (determinacion genética) entre el valor fenotipico
y los valores reproductivos. La heredabilidad mide este grado de correspondencia. No mide

directamente el control genético sobre un caracter, sino como este control puede variar.
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Il. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

I1.1. HipOtesis

1. Existe variabilidad entre una poblacién de DH (Doble Haploides) originada a partir de
SPF051 (Resistente a la infeccion por F. verticillioides) y L4674 (susceptible a la infeccion
por el mismo patdgeno) para los siguientes caracteres:

a) Resistencia in vitro del estigma a la degradacion por F. verticillioides;

b) Produccion de sustancias con efecto fungicida/fungistatico en los estigmas;

c¢) Velocidad de senescencia de estigmas.

2. Existe segregacion transgresiva para algunos individuos respecto de estos caracteres en la
poblacion de mapeo.

3. Existen QTLs asociados a los caracteres evaluados y ligados a una serie de marcadores

SNP (Single Nucleotide Polimorfism) polimérficos con que se cuenta en la actualidad.

11.2. Objetivos

11.2.1. Objetivo General

Contribuir al mejoramiento genético del maiz a través del estudio tanto fenotipico como
genotipico de la poblacion SPF051, derivada de landrace y heterocigota resistente a F.
verticillioides, asi como a la elucidacion de los mecanismos mediante los cuales se manifiesta

dicha resistencia.

11.2.2. Objetivos especificos

1. Evaluar el grado de resistencia de los estigmas a la degradaciéon in vitro por F.
verticillioides y analizar la variabilidad que se presenta entre los DH que constituyen la
poblacién de mapeo.

2. Cuantificar el efecto del extracto de estigmas en un cultivo puro de F. verticillioides, y
establecer relaciones con la produccion de compuestos fungistaticos/fungicidas.

3. Relacionar la velocidad de senescencia de estigmas a campo con los resultados
observados en las pruebas in vitro y establecer si existe vinculacién entre este caracter, los
demas obtenidos y la resistencia observada en SPF051.

4. Establecer la asociacion de los resultados de las pruebas fenotipicas con QTLs ligados a

un namero determinado de marcadores SNP polimorficos disponibles para este trabajo.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

I11.1. Material genético vegetal

Se emplearon para esta investigacion 88 familias de haploides duplicados (DH)
originados a partir del cruzamiento entre SPF051 y L4674. La poblacion SPF051 tiene grano
de tipo perlita originada a partir de seleccién masal por resistencia a podredumbres de espiga,
a partir de una variedad nativa recolectada en la provincia de Corrientes. La poblacion L4674
es una linea pura de tipo semidentado derivada de la autofecundacion del hibrido comercial
AX924.

111.2. Aislamiento fungico

Se utilizo la cepa de F.verticillioides P364, aislada de maiz, productora de fumonisinas y
con un nivel de agresividad representativo de la poblacion local, siguiendo la técnica
desarrollada por Iglesias et al. (2010).

111.3. Marcadores moleculares

El genotipado fue desarrollado por Pioneer Hi-Bred International Inc. Se tomaron 10
gramos de tejido vegetal a partir de lineas F4, y posteriormente liofilizadas mediante un
liofilizador Virtis 35L GPFD 24DX48. Las muestras liofilizadas fueron utilizadas para
realizar los procedimientos de extraccion de DNA y PCR (Polimerase Chain Reaction),
necesarias para obtener los marcadores. El genotipado de las lineas parentales y
recombinantes fue desarrollado en una plataforma Illumina GoldenGate high throughput
assay (Fan et al., 2003) utilizando 768 marcadores SNP (Single Nucleotide Polymorphism)
bialelicos.

111.4. Ensayo a campo

El ensayo a campo fue sembrado en la Estacion Experimental Agropecuaria de INTA
Pergamino (33°56°53”S; 60°34°01”) durante la campana 2014/15. Se utilizd un disefio
completamente aleatorizado (DCA) con dos repeticiones. Las 88 familias y los materiales

parentales fueron sembradas en parcelas de dos surcos, con un distanciamiento de 0,7 metros
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y a una densidad de 6 semillas por metro. Al momento de la misma se fertilizé con 210 kg de
urea en la linea de siembra, 180 kg de arrancador de Nitrogeno, Fosforo y Azufre (NPS).

111.5.0btencién del material vegetal

Se etiquetaron plantas de cada parcela con la fecha de emergencia de estigmas para luego
recolectar muestras de los mismos de cuatro dias. Se colectaron entre cinco y siete espigas por
parcela que fueron identificadas y almacenadas a cuatro grados centigrados durante un dia
para luego realizar las mediciones correspondientes. La obtencién de los estigmas se realizo
para cada espiga removiendo primeramente la cobertura de los mismos y posteriormente
separando los estigmas del marlo. Una parte de los mismos fue guardada a -20 C como
respaldo para el caso de que se necesitara repetir alguna determinacion. El resto se proceso
cortando las puntas de los mismos para eliminar la parte seca de los estigmas y se peso el
remanente para su posterior utilizacion en los ensayos. Todos los estigmas fueron
identificados y referidos a la correspondiente familia y repeticion, para el posterior

tratamiento de las muestras.

111.6. Ensayos in vitro: medicion de caracteres fenotipicos

Los ensayos in vitro fueron llevados a cabo en el Laboratorio de Fitopatologia y en el
laboratorio de Marcadores Moleculares perteneciente al Centro de Biotecnologia de INTA

Pergamino.

111.6.1. Senescencia de estigmas

Se realiz6 en cada espiga una estimacion visual del porcentaje de estigmas separados de
la espiga debido al aborto en el extremo proximal. Los datos fueron promediados y la media

fue usada como valor final de la parcela.

111.6.2. Degradacion de estigmas in vitro

Para este ensayo, las muestras de cada espiga fueron mezcladas en forma balanceada
dentro de cada parcela para luego obtener 3 fracciones de 3 gramos de material vegetal cada
una. El pesado se realiz6 en una balanza de precision analitica Sartorius, con una apreciacion

de 0.0001g. Dos de estas fracciones (Fracciones 1 y 2) fueron destinadas al experimento de
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degradacion de estigmas y la restante (Fraccion 3) fue secada en estufa a 60°C hasta peso

constante para determinar el porcentaje de materia seca de la muestra.

La Fraccion 3 fue colocada en placa de Petri tarada previamente y llevada a una estufa a

60°C hasta lograr peso constante.

Las fracciones 1 y 2 fueron decontaminadas exteriormente, bajo flujo laminar, por
inmersion durante 30 segundos en un vaso de precipitado conteniendo una solucion de
hipoclorito de sodio al 2% y luego lavadas sumergiéndolas dos veces durante 30 segundos en
vasos de precipitado con agua destilada estéril. Finalmente, se procedié a dejar secar la
muestra sobre papel esterilizado para este fin, para finalmente colocarla en placas de Petri

estériles previamente taradas.

La Fraccion 1 fue colocada en cajas de Petri estériles y luego inoculadas con una
suspension conidial de F. verticillioides. Esta solucion se preparé a partir de placas que
habian sido inoculadas con la cepa P364. Se tomd un disco con sacabocado y se lo colocé en
un Erlenmeyer con agua destilada estéril. Se diluyé y agit6. Luego se sac6 una fraccion para
conteo en camara de Neubauer. Se repitio la operacién hasta llegar a una concentracion de
2x10° esporas por ml. Para la inoculacion, se asperjaron 450 pl de suspension conidial
mediante un aspersor manual cuyo didmetro de aspersion cubria toda la placa a fin de
distribuir el indculo uniformemente sobre el tejido vegetal. La Fraccion 2 fue tratada de igual

manera con la excepcion de que se asperjo con agua destilada estéril en vez de indculo.

Las placas tratadas de esta manera fueron incubadas a una temperatura constante de 25°C
con un fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. El tiempo de incubacion fue
de 14 dias. Una vez que se cumplio el tiempo establecido, se secaron las placas a 60°C

durante 48hs para la posterior lectura de los resultados.

111.6.3. Prueba de extracto

Con la finalidad de probar la hipdtesis planteada en trabajos anteriores (Sampietroet al.,
2010 y Fauguel, 2012) respecto de que la resistencia a la infeccion por Fusarium spp.se debe
a la existencia de compuestos fungicidas o fungistaticos que modifican el desarrollo normal
del hongo, y que estan contenidos en los estigmas de las variedades resistentes, se hicieron
experimentos de crecimiento fangico sobre tejidos de estigmas de SPF051 y L4674 con

integridad fisica alterada.
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Se pesaron 3 gramos de estigmas de la fraccion que habia sido congelada a -20 °C y se
los dividi6 en fracciones como en la técnica anterior. Las fracciones de estigmas congelados
se molieron, utilizando para ello un mortero. Posteriormente se procedio al centrifugado a
una velocidad de 12000 rpm durante 10 minutos en una ultracentrifuga refrigerada
Eppendorf®, con la finalidad de obtener un sobrenadante apropiado para el procedimiento de
filtrado, el cual se realizo6 utilizando filtros estériles Sartorius® de un tamafio de poro de 0.2
pum a fin de lograr finalmente la esterilizacion. El eluido se coloc6 en tubos Eppendorf®
esterilizados para tal fin. Paralelamente, se prepar0 y esterilizd medio agar papa glucosa
(APG), el cual se distribuyd en placas de Petri estériles (en un volumen de 20 ml por placa).
Posteriormente, se colocd un volumen de 500 pl mediante micropipeta de manera uniforme
tratando de cubrir toda la placa y se lo dejé difundir en el agar en condiciones de temperatura
ambiente durante 8 horas para luego aplicar in6culo o agua destilada de igual manera que en
el experimento anterior. Se utilizaron tres concentraciones de inéculo (2,8, 5,6, y 8,5x10°
esporas / ml) a fin de encontrar la concentracion mas adecuada para observar diferencias entre
los tratamientos. El inoculo fue aplicado en la parte central de las placas, con la finalidad de
medir el progreso en el crecimiento de la colonia en centimetros por dia (cm/dia). Las placas
con agua fueron inoculadas con los mismos volimenes y de la misma manera que para las

soluciones con hongo.

Una vez inoculadas, las placas correspondientes a los tratamientos con agua e inoculado
se incubaron a 25°C con un fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. Se
realizé la medicion del didmetro de colonia observando todos los dias el crecimiento de la
misma para cada una de las placas. Esta medicidn se realizd hasta que el hongo terminé de

colonizar la placa de Petri.

111.6.4. Prueba de compuestos volatiles

Se disefid un ensayo para analizar la presencia, en los materiales parentales, de
compuestos volatiles en el extracto liquido de estigmas obtenido en el apartado 1 del parrafo
anterior. Para este fin se disefid un procedimiento que incluyo la preparacion de medio de
cultivo APG, de la misma manera que para el apartado anterior. Si bien el proceso fue similar,
se introdujo la modificacion siguiente: en lugar de aplicar directamente en el medio de cultivo
el extracto de estigmas de los parentales, se lo colocd, posterior a la inoculacion, sobre el

medio utilizando como contenedor una tapa de tubo Eppendorf® esterilizada. De esta manera
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se incubaron las placas selladas con Parafilm® para permitir el intercambio gaseoso que
permita el desarrollo del hongo, pero impida la contaminacién y la pérdida de posibles
compuestos volatiles presentes en el extracto. Las placas fueron incubadas en este caso

durante 14 dias para la posterior lectura de los resultados.

111.6.5 Andlisis de flora nativa presente

Con la finalidad de establecer cualitativamente el tipo de flora que se encontraba presente
en las muestras de estigmas traidas del campo, se incubaron estigmas y granos provenientes
de 10 parcelas elegidas al azar del ensayo sembrado para este experimento. Para los estudios,
se tomaron 30 g de tejido y se colocaron en un Erlenmeyer con 270 ml de medio agar papa
liquido y se lo dejé reposar en agitacion durante 30 minutos. De esta solucion se tomaron 10
ml y se colocaron en otro recipiente con 90 ml de del mismo medio de cultivo. Nuevamente
se lo dejé reposar por 30 minutos en agitacion y se repitio el procedimiento una ultima vez
tomando 1 ml y llevandolo a 10 ml finales con el mismo medio de cultivo liquido.
Adicionalmente, se extrajeron 0.1 ml de cada una de las fracciones anteriores y se inocularon
placas de Petri con medio APG. Cada una de estas diluciones se incubd por duplicado para
poder observar el crecimiento de las colonias de microorganismos presentes en la muestra.
Las diluciones se realizaron para establecer cual es la mejor dilucién a la cual se pueden leer

los resultados (nimero y forma de las colonias obtenidas).

Para los estudios en grano, se cosecharon espigas con aproximadamente 20% de
humedad y los granos se incubaron en medio APG de la misma manera que en el
experimento anterior a fin de permitir el crecimiento de microorganismos presentes en

grano.

El andlisis de la microflora se hizo mediante observacién directa de la forma, color y
aspecto de las colonias presentes en las placas de Petri dispuestas para tal fin. La medicion se
realizd de la misma manera tanto para los estigmas como para los granos provenientes del

campo.
I11.7. Analisis y procesamiento de los datos fenotipicos

Se realizo un analisis de la varianza univariado (ANOVA) para los ensayos utilizando

el siguiente modelo estadistico general:
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Yij =p+aitej

Yij = valor observado para el caracter en el i-ésimo genotipo y la j-ésima repeticion.
K = media general

a; = efecto del i-ésimo genotipo

&ij = errorexperimental

Para realizar los ANOVA se utilizd Infostat (Di Rienzoet al., 2016) en su plataforma
asociada a R. EIl procedimiento de analisis de la varianza tiene determinados supuestos, los

cuales deben comprobarse para asegurar la validez del modelo postulado:
- Normalidad
- Homogeneidad de Varianzas
- Independencia de los datos.

Para asegurar la confiabilidad de los resultados se analizaron los datos de manera de
comprobar estos supuestos. Se utilizaron las pruebas de Shapiro-Wilks y Levene para probar

los supuestos de normalidad, de distribucion de errores y homogeneidad de variancias.

Para el caso del carécter degradacion de estigmas in vitro se utilizé la transformacion Box
— Cox (Tabla 2). El procedimiento para esta transformacion es disefiado para determinar una
transformacion éptima para Y mientras se estima un modelo de regresion lineal. Es muy util
cuando la variabilidad de Y cambia como una funcion de X. Una apropiada transformacion de
Y estabiliza la variabilidad y produce que las desviaciones alrededor del modelo sean mas

normalmente distribuidas.

La clase de transformaciones consideradas son transformaciones de potencia definidas

por:
Y'= (Y + 7\,2) M

en la cual los datos son calculados en una potencia de A1 después de cambiarlo a una cierta

cantidad A2. Posteriormente, el parametro de cambio A2 se fija igual a 0. Esta clase incluye
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raices cuadradas, logaritmos, reciprocos, y otras transformaciones comunes, que dependen

sobre una potencia. Estas transformaciones incluyen:

Tabla 2: Operaciones mas comunes derivadas de la transformacion Box- Cox

M=2 Y'=Y2 Cuadrado
Mm=1 Y=Y Datos sin Transformar
Mm=05 Y=Y Raiz Cuadrada
A =0.333 Y'=3Y Raiz Cubica
Mm=0 Y =In(Y) Logaritmo
A=-05 Y'=1NY Inversa Raiz Cuadrada
M=-1 Y'=1Y Reciproco

El software Minitab 17 permite calcular el A 6ptimo para los datos utilizados de manera
de optimizar la normalizacion de los datos. Para los datos de degradacion de estigmas in vitro
el mejor parametro encontrado fue A= 1.45. Se utilizo la transformacion de potencia utilizando
este valor de A y los valores se ajustaron al cumplimiento de los supuestos de normalidad y

homogeneidad de varianzas.

111.8. Calculo de heredabilidad

Se calcul6 la heredabilidad en sentido amplio para porcentaje de estigmas abortados y
degradacion de estigmas in vitro mediante la ecuacién:
h?= 64/0p
og = Varianciadebida a factores genéticos
op = Variancia fenotipica total
Los valores de og y op fueron estimados a partir de las esperanzas de cuadrados medios

del analisis de varianza.
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111.9. Analisis de los datos fenotipicos para el mapeo de QTLs

El andlisis de los datos fenotipicos para la construccion del mapa de ligamiento y el
analisis de QTLs se realiz6 utilizando también el software INFOSTAT utilizando su
plataforma asociada a R. Con un andlisis de la varianza multivariado (MANOVA) se
obtuvieron los BLUPs (Best Linear Unbiased Predictions) y se utilizaron estos datos para la
obtencion de los mapas de ligamiento y el analisis de QTLs.

111.10. Construccién del Mapa de Ligamiento y mapeo de QTLs

Se utiliz6 el programa MapDisto 1.7.7.0.1.1 (Lorieux, 2012) para analizar los datos de
marcadores moleculares. Los procedimientos que se realizaron utilizando este programa
incluyen el analisis de segregacion, el ordenamiento de los marcadores en los cromosomas y

la construccidn del mapa de ligamiento.

Para el mapeo de QTLs se utilizd el programa QTL Cartographer (Bastenet al., 2004), a
partir de la combinacion de los datos surgidos del analisis de marcadores moleculares con los

datos fenotipicos obtenidos en los ensayos descriptos anteriormente.

Los érdenes de los locus de marcadores y las frecuencias de recombinacion utilizando
Mapdisto version 1.7 (Lorieux, 2012). Las frecuencias de recombinacion en cM mediante la
funcion de mapeo de Kosambi (Kosambi, 1943). La distorsién de la segregacion para cada

locus fue testeada utilizando test chi-cuadrado.

Para la deteccién de QTLs en caracteres individuales se utilizé el método de mapeo por
intervalo compuesto (CIM)en el programa Cartographer. Se consideré un andlisis de

regresion “stepwise”. El umbral para declarar significativo un QTL individual fue LOD=2.5.
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IV. RESULTADOS
IV.1. Genotipado

Del total de marcadores SNP analizados se identificaron 82 marcadores polimérficos. El
bajo porcentaje de polimorfismo (21.4%) se debe en parte al alto grado de variabilidad,
propio de las variedades de polinizacién abierta como lo es SPF051, lo cual dificultd la
identificacion de variantes polimérficas respecto a L4674. Por lo tanto, el nivel de saturacién

de marcadores fue bajo, especialmente en algunas regiones genédmicas(Tabla 3).

Se identificaron en promedio 7 marcadores polimérficos por cromosoma, siendo los
cromosomas 1 y 10 los que mas marcadores polimorficos exhibieron (15 y 12
respectivamente) mientras que en el cromosoma 5 se encontrd la menor cantidad de

marcadores de este tipo, solamente 3.
IV.2. Fenotipado

IV.2.1. Porcentaje estigmas abortados

En trabajos llevados a cabo dentro del programa de mejoramiento de maiz de INTA
Pergamino (Garcia et al., 2014), se pudo observar que al cuarto dia posterior a la floracion
femenina de SPF051 los estigmas estan casi en un 100% de senescencia (Se observan
separados del grano en desarrollo y comenzando a secarse) a diferencia de lo que ocurre con
L4674 cuyos estigmas se encuentran comenzando el proceso de senescencia (5-10%). Dado
que estos son los parentales de la poblacion de mapeo y que porcentaje de estigmas abortados
es en este caso el caracter contrastante entre ambos, la identificacion del momento preciso de
muestreo fue una determinacion importante que permitio establecer diferencias entre los

genotipos de la poblacion.

El coeficiente de variacion para los datos fue de 19.3%, y el R? obtenido es de 0.96
(Tabla 3). La precision del ensayo fue suficientemente alta como para identificar diferencias

significativas en los tratamientos para el nivel de significancia analizado (Tabla 4).
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Tabla 3: Coeficiente de variacion y ajuste del modelo para un anélisis de variancia en la

poblacién de mapeo de maiz utilizada en este trabajo.

Porcentaje de estigmas abortados 164 0,96 0,92

19,3

Tabla 4: Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill) para porcentaje de estigmas

abortados.
Modelo. 135926,74 82 1657,64 24,11
Genotipo 135915,91 81 1677,97 24,40
Repeticion 10,83 1 10,83 0,16
Error 5569,57 81 68,76
Total 141496,31 163

* Valores de p>0.05 no representan diferencias significativas.

<0,0001
<0,0001
0,6925

Como se observa en la Figura 7, y a partir del cuadro de ANOVA, existen diferencias

significativas entre los genotipos para porcentaje de estigmas abortados. Se indican los

intervalos donde se encuentran los parentales de la poblacién de mapeo. En el gréfico se

encuentran representados los intervalos de frecuencia de los genotipos para el caracter. Las

barras indican la cantidad de genotipos que componen cada uno de los intervalos. En la parte

inferior de las mismas se encuentra el valor promedio del caracter para el grupo de genotipos

considerado. Las barras estan ubicadas de menor a mayor valor de porcentaje de estigmas

abortados. Como se observa, el valor para el parental L4674 se encuentra en el intervalo con

un valor promedio para el caracter de 36.43% de estigmas abortados, mientras que el parental

SPF051 se encuentra en el intervalo con un valor promedio de 91.73%,
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Figura 7: distribucion de frecuencias de 88 haploides duplicados y las lineas parentales de la
poblacion derivada de ellos en funcion del porcentaje de estigmas abortados. En el eje de
abscisas se indican las medias delporcentaje de estigmas abortados de los intervalos de
frecuencias analizados y en las ordenadas, el nimero de genotipos que componen cada uno de
los intervalos. Se indican los intervalos en los que se encuentran contenidos los parentales de

la poblacion en estudio.

Como se puede observar, no existen segregantes transgresivos para este caracter que sean
superiores en valor a SPF051 mientras que si existen genotipos que tienen un valor menor al
de L4674. Se encontraron 26 genotipos con valores de porcentaje de estigmas abortados
significativamente diferentes (para el nivel de significancia analizado) y menores al valor del

parental de menor valor (Tabla 5).

La presencia de segregantes transgresivos para valores menores de porcentaje de estigmas
abortados en la poblacion de haploides duplicados seria indicativa de la presencia de genes
aportados por SPF051 que favorecen esta caracteristica y que sumarian su efecto a los
presentes en el parental L4674. Por el contrario, que no haya genotipos con valores mayores
al parental de mayor valor para este caracter, indica que la contribucion de L4674 al aumento

en el porcentaje estigmas abortados,en esta poblacién de mapeo, seria practicamente nula.
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Tabla 5: Extracto del anélisis de la varianza para porcentaje de estigmas abortados para los
genotipos con valores menores a L4674. Se resaltan en amarillo los genotipos

significativamente diferentes (p<0.05) al parental de menor valor.

L4674 35,72 G HIJ KL M
INTAQ002 33,13 F G H I J K L
INTAQ091 32,09 EF G H I J K
INTA094b 30 D EF G H1J K
INTA111l 28,13 C bDEFGHIIJ
INTAQ72 27,5 B C D E F G H I
INTA138 26,67 B C D E F G H I
INTAO084 200A B C DE F G H
INTAO83 1959 A B C D E F G H
INTA104 1925 A B C D E F G

INTA099 1875 A. B C D E F

INTAO063 1631 A B C D E

INTAO089 155 A B C D

INTAO059 15 A B C D

INTAQ022 1375 A B C D

INTA124 1325 A B C

INTAO026 125 A B C

INTA092b 125 A B C

INTAO37 1125 A B

INTAO065 9,599 A

INTA107 8,84 A

INTA123 8,75 A

INTA134 8,34 A

INTA117 7,5 A

INTAO31 6,75 A

INTAO035 6,25 A

INTAO71 6,25 A

INTA096 6,25 A

INTA106 6 A

INTAO032 584 A

INTAO39 5 A

INTA103 5 A

INTA132 5 A

INTAL146 5 A

INTAO75 459 A

INTA102 417 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

40



RESULTADOS

La heredabilidad para porcentaje de estigmas abortados obtenida en base a los
resultados del analisis de variancia de este ensayo fue de 0.92, el cual es un valor que indica

que el caracter es altamente heredable.

IV.2.2. Degradacion de estigmas in vitro

La degradacion de los estigmas in vitro fue un procedimiento que se plante6 con la
finalidad de establecer diferencias en la respuesta del tejido de los estigmas de la poblacion de

mapeo a la infeccion por F.verticillioides.

En el parental susceptible, el tratamiento inoculado produjo una mayor degradacion de
tejido en comparacion a la del testigo inoculado con agua (Figura 8) mientras que en el
parental moderadamente resistente, las diferencias son menores (Figura 9) con escaso

desarrollo de micelio en el tratamiento inoculado.

Fusarium verticillioides es un hongo con capacidad necrotréfica y tiene la habilidad de
invadir estigmas en senescencia. La alta velocidad de senescencia de los estigmas de SPF051
respecto de su contraparte L4674 podria ser un factor que afecte el desarrollo de micelio en el
parental moderadamente resistente. Sin embargo, los resultados permitieron detectar

diferencias importantes entre ambos parentales.

&

Figura 8: degradacion de estigmas in vitroen la poblacion L4674. El tratamiento inoculado
con agua no muestra signos de infeccion(A), mientras que el tratamiento inoculado Fusarium

verticillioidesmuestra desarrollo de micelio.
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Figura 9: degradacién de estigmas in vitro en la poblacién SPF051. Se observan escasas
diferencias de crecimiento tanto en el tratamiento inoculado de Fusarium verticillioides (B)

como en el inoculado con agua (A).

Dado que los datos obtenidos para el caracter degradacion de estigmas in vitro,
cuantificada como biomasa remanente por gramo, se alejaron de los supuestos de normalidad
necesarios para realizar los analisis de la variancia se transformé la variable mediante la
transformacion Box-Cox, descripta en el apartado 11.8. El anélisis de la varianza para este
caracter luego de la transformacion (Tabla 6) arrojo un R? de 0.7 con un coeficiente de
variacion de 34.29 %.

Del cuadro de andlisis de la varianza se desprende que se pudieron evidenciar
diferencias significativas entre los genotipos y entre los tratamientos, observdandose una
diferencia de 25% en la biomasa remanente en los tratamientos agua versus inoculado

(Tablas 7y 8).
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Tabla 6: Coeficiente de variacion y ajuste del modelo para el analisis de variancia para el
caracter en estudio en la poblacién de maiz utilizada en este trabajo. La tabla corresponde a

los valores de la variable transformados mediante la transformacion Box-Cox (111.8.).

Biomasa Remanente por gramo 300 0,7 0,28 34,29

Tabla 7: analisis de la varianza para el caracter degradacion de estigmas in vitro, cuantificado
como biomasa remanente por gramo en una poblacién de mapeo de maiz(datos transformados

mediante el método de Box-Cox).

Modelo. 9,04 172 0,05 1,69 0,0009
Genotipo 5,64 85 0,07 2,14 <0,0001
Tratamiento 1,71 1 1,71 55,03 <0,0001
Repeticion 0,11 1 0,11 3,55 0,062
Genotipo*Tratamiento 1,58 85 0,02 0,6 0,9942
Error 3,94 127 0,03

Total 12,98 299

La tabla 8 muestra la diferencia entre los tratamientos realizados para los datos no
transformados. Las letras indican diferencias significativas (p<0.05) y corresponden a
calculos hechos en base a los datos transformados. Los tratamientos (agua e inoculado)

mostraron diferencias para el nivel de significancia evaluado.
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Tabla 8: Medias para degradacion de estigmas in vitro por gramo en la poblacién de haploides

duplicados de maiz utilizada en este estudio.

Inoculado 0,68 148
Agua 0,79 152

Medias seguidas por la misma letra no difieren a un nivel de probabilidad p<0,05 de acuerdo a la prueba t

Los valores de coeficiente de variacién como los de ajuste para el modelo indican que los

resultados tienen una precision aceptable para este estudio.

La interaccion genotipo x tratamiento no fue significativa, indicando que los genotipos
evaluados respondieron de la misma manera y en una magnitud similar a los tratamientos

aplicados.

Existirian segregantes transgresivos para el caracter para ambos parentales (Figura 10),
aungue las diferencias no fueron tan notorias entre los parentales de la poblacion. Esto
indicaria que hubo una degradacién por parte de F. verticillioides en el parental
moderadamente resistente mas alta que la esperada en base a los resultados de Fauguel (2012)
lo cual podria deberse al porcentaje de estigmas secos y a la presencia de flora nativa presente

en la muestra inicial.
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50 SPF051

Genotipos
2
N

20 L4674
15 11

0,2 0,32 043 0,54 0,66 0,77 0.89

Degradacion de estigmas por gramo

Figura 10: distribucion de frecuencias de genotipos para biomasa remanente por gramo. Se
indica el intervalo en el que se encuentra el parental L4674, asi como el intervalo
correspondiente a SPFO51. En el eje de abscisas se indican las medias de porcentaje de
estigmas abortados de los intervalos de frecuencias analizados y en las ordenadas, el nimero

de genotipos que componen cada uno de los intervalos.

El tratamiento inoculado evidencié una menor proporcion de biomasa remanente por
gramo que el tratamiento con agua. Esto pudo haber afectado el mapeo de QTLs y calculos de
heredabilidad que seran referidos a estas condiciones experimentales y se recomienda repetir

los experimentos a fin de lograr un mayor nivel de expresion de la variable.

La heredabilidad en sentido amplio, estimada en base a partir de las esperanzas de
cuadrados medios de un analisis de variancia de la variable sin transformacion previa que
excluyo el tratamiento con agua (tabla 9) fue de 3,6E-05. La misma representa un valor de
heredabilidad muy bajo para el caracter degradacion de estigmas in vitro para este ensayo, lo
cual dificultaria su utilizacion efectiva en programas de mejoramiento genético ya que la
variacion debida a los efectos ambientales seria la responsable de las diferencias observadas

entre los genotipos.
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Tabla 9: Cuadro de Anlisis de la Varianza (SC tipo |) para el tratamiento inoculado.

Modelo. 2,41 86 0,03 1,41 0,0803
Genotipo 2,35 85 0,03 1,39 0,0887
Repeticion 0,06 1 0,06 2,91 0,0929
Error 1,22 61 0,02

Total 3,63 147

1VV.2.3. Prueba de extracto

Todas las pruebas en las que se compararon los efectos sobre el crecimiento fngico de
tejidos de estigmas de SPF051 y L4674 con integridad fisica alterada dieron resultados no
significativos. Estos resultados serian indicios de que no habria efectos de la bioquimica del
estigma en la reaccion observada en los genotipos a la infeccién por Fusariumy, por lo tanto,
las diferencias observadas en el experimento anterior podrian deberse principalmente al efecto

de barreras estructurales en los tejidos.

En la figura 11 se pueden observar las placas de los parentales a los cuales se les agregd
el extracto de estigmas en el medio de cultivo utilizado, como se describié en la seccion
11.7.3. En las placas analizadas, no se observaron diferencias en cuanto a didmetro de colonia
para el crecimiento de F. verticillioides para ninguno de los extractos utilizados y para

ninguna de las concentraciones de hongo aplicadas.

Como resultado de esta experiencia se pudo observar, tanto en las placas inoculadas
como en las placas control (sin el extracto) que el crecimiento de F. verticillioides fue normal
y el desarrollo de las colonias no se vio afectado en ningin momento por la presencia del
extracto de estigmas utilizado. Adicionalmente no se verificaron diferencias significativas
entre los tratamientos o en las concentraciones de indculo aplicadas para el nivel de

significancia testeado.
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Figura 11: Fusarium verticillioides creciendo en el medio de cultico agar papa glucosado con
el agregado de los extracto de estigmas de los parentales SPFO51 (A) y L4674 (B).

IV.2.4. Prueba de presencia de compuestos volatiles

Otra de las hipdtesis planteadas respecto de la existencia de compuestos fungicidas o

fungistaticos es que estos compuestos fueran volatiles.

Como resultado de esta experiencia, y al igual que para la prueba de extracto, no se
observaron diferencias para el nivel de significancia probado, entre las placas analizadas.
Concretamente, el crecimiento del hongo fue uniforme en todas las placas analizadas y no se

vio afectado por ningun factor detectable.
IVV.2.5. Anélisis de la flora nativa presente

Dado que las muestras fueron procesadas y analizadas directamente luego de colectadas
en el campo experimental, se disefié un ensayo el cual tenia como finalidad evaluar la flora
nativa presente en las muestras obtenidas. Esto permitiria comprobar la hipétesis de la

presencia de algin microorganismo que pudiera modificar los resultados finales.

En la Figura 12 se observan, a modo de ejemplo, dos placas con muestras de grano
tomadas al azar de la poblacion en estudio, utilizadas para determinar el tipo de flora inicial
presente en el campo. Se pudieron identificar hongos, tanto en estigma como en grano, del
género Fusarium en forma prevalente de acuerdo lo reportado en trabajos anteriores para esta
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zona de nuestro pais (Chulzeet al., 1996; Iglesiaset al., 2010). Adicionalmente se vieron
hongos pertenecientes a los géneros Penicillium, Aspergillus y levaduras, asi como algunas
colonias de bacterias. Dado el objetivo de este ensayo, que fue establecer el tipo de hongos
presentes en la muestra inicial, la identificacion a nivel de género fue adecuada para los fines

perseguidos en el estudio.

La preexistencia de inéculo en la muestra inicial, en especial de Fusarium, podria
explicar la poca diferenciacion entre los tratamientos inoculado versus agua en cuanto a
degradacidon de estigmas in vitro. La presencia de hongos en las muestras de estigmas a pesar
de la decontaminacion realizada podria haber interferido en los resultados finales de la

investigacion para este caracter y en el posterior mapeo y deteccién de QTLs.

Figura 12: Microflora nativa creciendo en el medio de cultivo Agar papa Glucosado a 25 °C.

IV.3. Construccion del mapa de ligamiento y Mapeo de QTLS

Uno de los objetivos iniciales al comenzar esta investigacion fue la bisqueda de posibles
genes 0 QTLs que estén relacionados a los caracteres estudiados. Inicialmente se contd con
384 marcadores SNPs obtenidos en colaboracién con el programa de mejoramiento de maiz
de la empresa Pioneer Argentina. Estos marcadores fueron corridos en la poblacion de mapeo
y en los parentales primeramente en busca de marcadores polimérficos entre los parentales
gue pudieran ser utilizados para la construccion de un mapa de ligamiento y posterior mapeo
de QTLs.
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IV.3.1 Analisis de la segregacion de marcadores polimorficos

Se encontraron 82 marcadores polimdérficos de los 384 analizados inicialmente. Esto
dificulté inicialmente el estudio ya que redujo en un ndmero considerable los marcadores
disponibles a utilizar en mapeo. Esto constituye un porcentaje de polimorfismo de cerca del
21%, lo cual es muy bajo, explicado en parte por la variabilidad natural de la poblacion
SPFO51.

Se analizaron las segregaciones de los marcadores, como requisito inicial para poder
utilizarlos en el proceso de mapeo de QTLs. La Tabla 10 muestra el anélisis de marcadores
para la hipdtesis de segregacion 1:1 como se esperaria para una poblacion de haploides

duplicados.

De los 82 marcadores SNPs polimorficos encontrados, solo 44 presentaron la segregacion
esperada (Tabla 10). Los cromosomas que tuvieron un mayor nimero de marcadores
polimorficos con segregacion esperada fueron el cromosoma 6 y el 10, con 7 y 8 marcadores

de segregacion adecuada respectivamente (Tabla 11).
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Tabla 10: Analisis de la segregacion de marcadores polimorficos en una poblacion de mapeo
constituida por 88 haploides duplicados mediante prueba de Chi- cuadrado utilizando el

software MapDisto.

N° Marcador Cromosoma yx21:1 p Significancia | N°® Marcador Cromosoma yx21:1 p Significancia
1 2 1 33,78 0 Fkkokk 42 110 6 4,88 0,03 *
2 3 1 6,05 0,01 * 43 111 6 1,22 0,27 Ns
3 5 1 0,2 0,66 Ns 44 113 6 8,4 0,00 el
4 7 1 3824 0 Fkkokk 45 114 6 3,12 0,08 Ns
5 12 1 10,98 0,00 falaied 46 115 6 0,33 0,56 Ns
6 15 1 2563 0 Fkdokk 47 118 6 281 O Fkkokx
7 16 1 0,31 0,58 Ns 48 119 6 0 1 Ns
8 17 1 2,39 0,12 Ns 49 120 6 0,05 0,83 Ns
9 18 1 25,8 0 Fkk 50 122 7 149 0,22 Ns
10 19 1 10,98 0,00 falaied 51 123 7 56,39 0 folakabaa
11 20 1 15,8 0,00 Fkkx 52 124 7 1,76 0,19 Ns
12 21 1 14,1 0,00 falaied 53 129 7 0,2 0,66 Ns
13 22 1 0,78 0,38 Ns 54 130 7 9,56 0,00 o
14 23 1 2151 0 Fkk 55 133 7 4102 0 Fkkxk
15 24 1 2151 0 Fkk 56 134 7 25,8 0 Fkkxk
16 27 2 3298 0 Fkkokk 57 136 7 17,61 0,00 ke
17 29 2 1,76 0,19 Ns 58 137 7 0 1 Ns
18 31 2 12,49 0,00 falaied 59 144 8 0,2 0,66 Ns
19 32 2 0,78 0,38 Ns 60 145 8 0,44 0,51 Ns
20 33 2 74,2 0 Fkxk 61 147 8 1,22 0,27 Ns
21 41 2 0,2 0,66 Ns 62 150 9 4,88 0,03 *
22 45 2 3824 O Fkxk 63 152 9 9,56 0,00 **
23 46 2 3556 0 Fkxk 64 153 9 19,51 0,00 Frkx
24 48 2 2361 O Fkxk 65 154 9 16,06 0,00 Frkx
25 49 2 3,28 0,07 Ns 66 159 9 2,39 0,12 Ns
26 54 3 0,01 0,91 Ns 67 161 9 0,05 0,83 Ns
27 56 3 0 1 Ns 68 162 10 0,44 0,51 Ns
28 59 3 3,12 0,08 Ns 69 163 10 0,62 0,43 Ns
29 60 3 59,76 O Fkxk 70 168 10 2,39 0,12 Ns
30 63 3 3556 0 Fkxk 71 169 10 4995 O Fkkk
31 70 3 19,51 0,00 Frkx 72 171 10 4995 O Fkkk
32 73 3 63,22 0 Fkxk 73 174 10 4114 0 Fkkk
33 76 3 53,12 0 Fkkkk 74 175 10 49 0 Fkkkk
34 78 4 3,95 0,05 * 75 178 10 2,39 0,12 Ns
35 87 4 4995 0 Fkkkk 76 179 10 2,39 0,12 Ns
36 88 4 2,92 0,09 Ns e 180 10 52,41 O Fkkkk
37 89 4 4,46 0,03 * 78 182 10 0,05 0,83 Ns
38 90 4 0,78 0,38 Ns 79 183 10 513 0,02 *
39 99 5 59,76 0 Fkkkk 80 187 10 0,01 0,91 ns
40 106 5 0,05 0,83 Ns 81 190 10 3824 0 Fkkkk
41 109 5 2128 O Fkkkk 82 191 10 3049 O Fkkkk

ns: no hay dif significativas con la segregacion 1:1. *: hay diferencias al nivel p<0.1. **:dif
significativas para p<0.01. ***.dif significativas para p<0.001.****dif significativas para
p<0.0001. *****: dif significativas para p<0.00001
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Tabla 11: Distribucion de marcadores polimorficos con segregacion esperada en los

cromosomas de una poblacion de mapeo de maiz.
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1V.3.2 Construccién del mapa genético

A continuacion, se hizo la construccién de un mapa genético que permita agrupar los
marcadores obtenidos en los grupos de ligamiento correspondientes. Se analizaron 2
caracteres, los cuales fueron analizados en el presente estudio (porcentaje de estigmas
abortados y degradacion de estigmas) y que mostraron diferencias significativas entre los

genotipos.

Se encontraron sefiales de QTLs solamente para el cardcter porcentaje de estigmas
abortados. Este caracter generd sefiales detectables en el analisis, lo que podria indicar la
presencia de genes relacionados a las variaciones observadas en estas caracteristicas. Las

sefiales que se encontraron fueron localizadas en 4 cromosomas: 1; 2; 7 y 10.

Para el caso del cromosoma 1 (Figura 13) se observa que hay una sefial significativa
(superior al punto de corte elegido de LOD = 3) que indica una contribucion positiva para el
Porcentaje de estigmas abortados, con un R2 de 19,1. Este resultado es importante porque
estaria indicando la presencia de alguno/s genes que se relacionarian con el control de este

caracter. Que la contribucion sea positiva es un indicativo de que la contribucion genética
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proviene de SPF051, que es el genotipo que demuestra un valor de porcentaje de estigmas
abortados mas alto respecto del otro parental de la poblacion de mapeo.

Los resultados observados en los cromosomas 2, 7 y 10, en los que se observé una seial

significativa (LOD >2.5), se muestran en las figuras 14, 15 y 16, respectivamente.

40 4LoD0 SEN

R?=0.191

0,0 M

==
42 B4 126 168 210 2461 293 335 377 419

Figura 13: sefiales para el caracter porcentaje de estigmas abortados obtenidas por el método

de Mapeo por Intervalo Compuesto, para el Cromosoma 1.
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para el caracter porcentaje de estigmas abortados obtenidas por el método

de Mapeo por Intervalo Compuesto, para el Cromosoma 2.
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Figura 15: sefiales
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para el caracter porcentaje de estigmas abortados obtenidas por el método

de Mapeo por Intervalo Compuesto, para el Cromosoma 7.
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Figura  16: sefiales para
el caracter porcentaje de e obtenidas estigmas abortados por el método de Mapeo por

Intervalo Compuesto, para el Cromosoma 10.

Todas las contribuciones observadas para estos tres Gltimos casos fueron negativas, lo
cual indica que la variacién observada en estos casos corresponderia a la contribucion de
L4674. Cabe destacar asimismo que la sefial observada en el cromosoma 1 fue la de mayor
magnitud en cuanto al porcentaje de la variacion explicada (19.1%) mientras que las demas

sefiales con contribucion negativa fueron de menor intensidad.

En cuanto a degradacion de estigmas in vitro, ninguna de las sefiales observadas fue
significativa para el valor de corte esperado (LOD>2.5). Esto es consistente con el célculo
previo de la heredabilidad de este caracter, que fue muy baja, indicando la dificultad de
utilizar esta caracteristica en un programa de seleccion asistida por marcadores moleculares

en un programa de mejoramiento de maiz.
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V. DISCUSION

El objetivo de la presente investigacion fue estudiar en detalle caracteres
relacionados con la resistencia a F. verticillioides observada en la poblacion SPF051 en
estudios previos realizados en el programa de mejoramiento genético de maiz de INTA
Pergamino (Garcia et al., 2014 yFauguel, 2012). Esta poblacion derivada de una
coleccidn nativa obtenida mediante presenta caracteristicas especiales las cuales derivan

en una mejor adaptabilidad ante la presion del patdgeno mencionado.

V.1. Porcentaje de estigmas abortados

La entrada del patdgeno a través de los estigmas se ha indicado como la principal
via de infeccion de F.verticillioides (Kohler, 1942). Una planta de maiz puede ensayar
diversos mecanismos de defensa ante la colonizacidn por patdgenos. Estos mecanismos

pueden ser de resistencia o bien de escape al ingreso del patdgeno en cuestion.

Se han descripto diferentes mecanismos que podrian mediar en la resistencia
observada en genotipos con buen comportamiento ante la infeccion por este tipo de
patdgenos. Como el agua disponible para el crecimiento fungico juega un papel
importante en el proceso de infeccion (Marinet al., 1999) los maices tardios en los
cuales la humedad del grano disminuye lentamente serian mas susceptibles a la
infeccion (Fandohanet al., 2003). La cobertura completa de la espiga por parte de la
chala (Enerson y Hunter, 1980) asi como determinadas caracteristicas del grano, como
un pericarpio delgado (Hoenish y Davis, 1994) aumentan las chances de infeccion por
Fusarium. Chalas muy ajustadas han sido descriptas como una caracteristica
desfavorable ya que retrasa la madurez de los granos aunque puede volverse favorable
al considerar que protege la espiga de una mejor manera ante el ataque de insectos
(Jeffers, 2004). Otros mecanismos indican que las caracteristicas fisicas y bioquimicas
de los estigmas podrian estar relacionadas a la variabilidad observada en los genotipos.
Previamente se ha reportado una gran correlacion entre los niveles de contaminacion
con fumonisinas en grano y los factores que influyen en la infeccion via estigmas, como
la ventana de senescencia y la humedad de los mismos (Stewartet al., 2002 y De la
Torre-Hernandez et al., 2014).
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La poblacion de haploides duplicados obtenida a partir del cruzamiento de SPF051
y L4674 mostrd una considerable variabilidad para el caracter porcentaje de estigmas
abortados. ElI R? 0.96 fue alto, indicando que el modelo propuesto fue adecuado para

describir la respuesta de la poblacion en cuanto al caracter en estudio.

De acuerdo al cuadro de analisis de la varianza puede verse que los parentales de la
poblacién evidenciaron diferencias significativas entre ellos, asi como los genotipos que
la componen, para el nivel de significancia analizado, teniendo SPF051 porcentajes de
estigmas abortados de 91.96% promedio al dia en el que se hizo la recoleccion de las
muestras en el campo. Asimismo, las muestras de L4674 colectadas al mismo tiempo,
mostraron porcentajes de estigmas abortados que se ubicaron en el grupo promedio de
36.4%, lo cual confirm6 que el dia de recoleccion fue adecuado para evidenciar las
diferencias existentes entre estos genotipos para el caracter analizado. También se
pudieron observar segregantes transgresivos, con valores inferiores al parental de menor
valor, indicando que SPF051 podria tener alguna contribucion a la disminucion de
estigmas abortados en la poblacion. Este resultado se confirma posteriormente mediante
los procedimientos de mapeo por intervalo compuesto aplicados a los datos fenotipicos
y marcadores obtenidos. Se observan en los cromosomas 2, 7 y 10 sefiales que son
significativas para el LOD propuesto pero que tienen una contribucion negativa al

caracter para la poblacion considerada.

El porcentaje de estigmas abortados es una caracteristica relativamente simple y
rpida de medir. Evidenci6 una alta heredabilidad hacia los genotipos de la poblacién
(0.92) lo cual indica que podria utilizarse como herramienta de seleccion en un

programa de mejoramiento de maiz.

En cuanto al analisis con marcadores moleculares, se pudieron detectar para este
caracter 4 sefiales, de las cuales la localizada en el cromosoma 1 es la mas importantes
dado que tiene una contribucion positiva a explicar la variacion en el caracter, ademas

de que explica un porcentaje importante (19.1%) de la variacion observada.

No se puede soslayar el hecho de que el nimero de marcadores obtenidos que
fueron adecuados para el analisis practicado fue de 44; esta cantidad de marcadores
resulta insuficiente para poder confirmar la presencia de genes o QTLS que estén

relacionados con la variabilidad encontrada en la poblacion. Los resultados obtenidos en
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este trabajo son principalmente un indicativo de situaciones posibles en cuanto a
porcentaje de estigmas abortados, aunque se necesitan estudios adicionales, como la
obtencion de un numero mayor de marcadores polimoérficos con la segregacion
esperada, o un mapeo fino del cromosoma 1 o la construccién de poblaciones de mapeo
adicionales a fin de tener la certeza de la presencia de QTLs en los cromosomas
mencionados y que los mismos puedan ser utilizados en programas de seleccion asistida

por marcadores.

V.2. Degradacion de estigmas in vitro

Otro de los objetivos de este trabajo consistié en estudiar el efecto del hongo sobre
los estigmas de los genotipos de la poblacion de mapeo mediante estudios in vitro que
modelen lo que ocurre en condiciones de campo. Se postulé que evaluando el
comportamiento de los mismos ante la infeccion por F. verticillioidesin vitro, se podrian
obtener indicios de alguna estructura del estigma que esté colaborando en la resistencia
observada, tanto de manera mecénica (estructura del estigma) como de manera
bioquimica (compuestos quimicos presentes en el estigma) como se publico en trabajos

anteriores (Fauguel, 2012).

La técnica de inoculacion de los estigmas de la poblacion de mapeo fue exitosa, ya
que se pudo lograr desarrollo de micelio observable a simple vista. Los genotipos

mostraron diferencias significativas entre ellos, para el nivel de significancia probado.

Las diferencias observadas entre los tratamientos fueron del 10%. Si bien el valor
del tratamiento inoculado fue significativamente diferente al del tratamiento con agua
(resultado obtenido mediante prueba estadistica), las diferencias no fueron tan marcadas
como las que se habian observado en experimentos anteriores (Fauguel, 2012), por lo
que se infiere que las condiciones experimentales no permitieron evaluar en forma
adecuada la variabilidad de la poblacion de mapeo para este cardcter. Una de las
explicaciones que podria tener la poca diferencia entre los tratamientos es la presencia
de inoculo proveniente del campo que pudo haberse llevado hasta el laboratorio, y que
no pudo eliminarse totalmente mediante los tratamientos de decontaminacion aplicados
a las muestras previa inoculacion e incubacién. Como se resefid previamente, las
muestras provenientes del campo podrian haber tenido una importante carga previa de

hongos, entre los cuales prevalecen los del género Fusarium, lo que esta de acuerdo a
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los reportes previos en el tema para la zona donde se realizo el ensayo (Chulzeet al.,
1996 y Iglesiaset al., 2010).

La heredabilidad obtenida (tomando solamente en cuenta el tratamiento inoculado)
fue de apenas 3,6E-05. Es una heredabilidad muy baja para un caracter que pretende ser

utilizado en un programa de mejoramiento.

Se tuvo la dificultad adicional de tener que transformar los datos para ajustarlos a
los supuestos del ANOVA, ya que los mismos se alejaban de la normalidad y la
homogeneidad de varianzas, supuestos esperados para el desarrollo del andlisis

mencionado.

Para realizar el mapeo se utilizaron técnicas de andlisis multivariado, a fin de
obtener datos fenotipicos de mayor calidad e intentar mejorar las sefiales obtenidas. Sin
embargo, la utilizacion de BLUPs de genotipo no mejord las sefiales observadas, y se
puede concluir que, para este estudio, ninguno de los cromosomas evidencio sefiales
que superen el corte propuesto para el mapeo de QTLs. Este es un resultado esperable

dada la baja heredabilidad del caracter mencionada previamente.

El método de inoculacién in vitro de estigmas tiene varios puntos clave a tener en
cuenta para el correcto desarrollo de la técnica: el momento del muestreo, la
concentracion del inoculo y el peso de los estigmas muestreados. Considerando estas
variables, lo dificultoso de la medicion de la cantidad de biomasa degradada y la
heredabilidad muy baja calculada, los resultados indican que seria dificultoso utilizar
este caracter para mejoramiento y desarrollo de nuevo germoplasma con caracteristicas

beneficiosas ante la presencia de inoculo de F. verticillioides.

58



DISCUSION

V.3. Pruebas fisicas/ bioquimicas de resistencia

Tanto la prueba de extracto como la de presencia de compuestos volatiles fueron
realizadas para corroborar la posible presencia sustancias quimicas que contribuyan a la
resistencia. También se probo la influencia de la integridad fisica del estigma como
primera barrera de entrada del patdgeno. Estos mecanismos se describieron en
anteriores trabajos para otros genotipos (Burow et al., 1997; Fauguel, 2012; Ciccoritti et
al., 2014 y Giomi, 2015).

En el presente estudio no se pudo comprobar la presencia de compuestos
bioquimicos presentes en el estigma, ni liquidos ni volatiles. La resistencia podria estar
sostenida entonces por la integridad fisica del estigma, la cual actia como primera
barrera ante la entrada del patdogeno. Dado que F. verticillioides, asi como otros
patdgenos de planta, no produce estructuras de penetracion que le permitan evitar estas
barreras, las mismas cobran una importancia fundamental para la resistencia observada

en los genotipos en estudio.

Se pudieron alcanzar los objetivos planteados al comienzo de esta investigacion. Se
establecio la utilidad del caracter porcentaje de estigmas abortados, como un buen
descriptor de la aptitud observada en SPF051 al ataque por patdgenos de espiga, en
especial por F. verticillioides. EI mecanismo de senescencia aumentada le daria un
“escape” a la ventana de mayor presencia de indculo del hongo (entre el dia 4 y 7
posterior a la floracion femenina). Esto disminuiria considerablemente la prevalencia de

la enfermedad en los genotipos con estas caracteristicas.

El porcentaje de estigmas abortados es un caracter simple, facil de medir y con una
alta heredabilidad. Los estudios de mapeo de QTLs son prometedores, aunque no se
agotan con esta investigacion. Son necesarios mas ambientes, mas marcadores y mas
afios de prueba para tener la certeza de que es un caracter util para un programa de
mejoramiento genético. Los resultados obtenidos en este trabajo son apenas una

contribucion inicial en el estudio de la reaccion a F. verticillioides en SPF051.

Por el contrario, encontramos que la degradacion de estigmas in vitro es una
caracteristica dificultosa de medir y evaluar, ademas de presentar baja heredabilidad. No

encontramos sefiales significativas de la presencia de genes que pudieran estar
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relacionados con la variacion observada. Posiblemente la integridad de los estigmas sea
importante y la primera barrera a la entrada del patdgeno a la planta. Se necesitan
estudios adicionales de esta caracteristica que permitan mejorar la eficiencia en la

medicion y explicar este aspecto de la resistencia de SPF051 en mayor detalle.

Posteriores estudios, con un mayor numero de marcadores adecuados y mas
ambientes analizados podran definir si el principal componente del buen
comportamiento ante la infeccién por F. verticillioides es la tasa de aborto de estigmas
aumentada de SPF051 y las caracteristicas fisicas de sus estigmas como surge de este
estudio, o si existe algin mecanismo adicional que explique la importante variacion

observada en esta poblacion de mapeo.
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