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Resumen

RESUMEN

El Sindrome de la Muerte Subita (SMS) es una enfermedad que afecta el cultivo de soja
en Argentina, es causado por cuatro especies de Fusarium habitantes del suelo, con
predominio en Argentina de Fusarium tucumaniae. La expresion de la resistencia a SMS
esta gobernada por varios genes y ningun genotipo expresa resistencia total a la
enfermedad. Fueron confirmados 14 QTLs localizados en los grupos de ligamiento (GL) C2,
G, |, D2, N, F y H, que confieren resistencia a la enfermedad en hoja y raiz. En este trabajo
se propuso identificar marcadores moleculares (MM) asociados a la respuesta fenotipica
frente a F. tucumaniae en condiciones de campo en una poblacion de RILs proveniente del
cruzamiento biparental de NA4613RG y ADM4800.Para determinar la respuesta fenotipica
de 149 RILs F2:F9 y de sus parentales durante cuatro campafias agricolas, se evalud la
incidencia y severidad de cada parcela y se construyé el indice de la enfermedad (IE);
ademas se analizaron 221 MM en 20 GL y mediante un ANOVA se determiné asociacion
entre MM e |E. El rango de variacion del caracter IE para las cuatro campafias analizadas
fue entre 0,00 y 20,00 para el parental parcialmente resistente ADM4800 y el parental
susceptible NA4613RG, respectivamente. La poblacion de RILs expres6 valores de IE
dentro de este rango, ademas las medias de la poblacion fueron estables, excepto en una
sola campafa. Mediante el estudio de la interaccién significativa RILs * Campafia, se
encontraron ocho RILs que fueron estables y presentaron un IE promedio inferior al IE
promedio de ADM4800, las cuales aportaron mayor variabilidad al IE, incrementando el
rango de seleccién para el mejoramiento genético y aportando nuevas combinaciones de
genes para mapeo. Considerando la variabilidad de IE detectada, se concluyé que este
caracter podria ser incorporado a genotipos susceptibles en programas de mejoramiento.
Veinticinco MM fueron polimérficos entre los parentales de la poblacion, de los cuales 13 se
localizaron en las regiones previamente caracterizadas por expresar resistencia al SMS y 12
en el resto del genoma. Finalmente, nueve SSRs resultaron asociados al IE en esta
poblacién, seis de las regiones asociadas al IE coincidieron con QTLs mapeados en otras
fuentes de resistencia, pero caracterizados por la resistencia a SMS causado por F.
virguliforme, mientras que, los hallados en este estudio aportaron resistencia contra F.

tucumaniae.



Abstract

ABSTRACT

Molecular mapping of QTLs associated with the response to Sudden Death

Syndrome (Fusarium tucumaniae) in soybean [Glycine max (L.) Merr.].

The Sudden Death Syndrome (SDS) is caused by four species of Fusarium that inhabit
the soil, being the Fusarium tucumaniae the one that predominates in Argentina. Fourteen
QTLs were confirmed and localized in the linkage groups (LG) C2, G, |, D2, N, F y H, that
provide disease resistance in leaves and roots. On this project it has been proposed to
identify molecular markers (MM) associated to the phenotypic response against Fusarium
tucumaniae in farm conditions, on a population of RILs derived from the crossing NA4613RG
by ADM4800. To determine the phenotypic response of 149 RILs and their parents during
four years, the incidence and the severity of each plot were evaluated and the disease index
(DI) was determined, 221 MM in 20 LG were also analyzed and the association between MM
and DI was determined through ANOVA. Twenty-five MM were polymorphic between the
parents of the population, from which nine turned out to be associated to the DI. Six of the
MM coincide with the QTLs mapped in other resistance sources, but characterized by the
resistance to SDS caused by F. virguliforme, whereas, the ones found in this research

provide resistance to F. tucumaniae.



INTRODUCCION

1. Situacién actual del cultivo de soja

La soja [Glycine max (L.) Merr.] es una planta anual perteneciente a la familia de las
leguminosas, que presenta caracteristicas fisiolégicas que la diferencian del resto de los
cultivos mas difundidos a nivel nacional y mundial, como la respuesta al fotoperiodo, la
plasticidad adaptativa y la produccién de semillas con elevados contenidos de proteina y

aceite, lo cual hace a este cultivo muy importante para la economia regional (Giorda, 1997).

En Argentina, la soja ocupa una superficie de 19,6 millones de hectareas (ha), con un
rendimiento promedio anual de 29,1 quintales (qq), y una estimacién de produccion para la
campafa 2016 / 2017 de 55,3 millones de toneladas (Tn) (USDA, 2016).

Uno de los factores mas importantes que limita la producciéon de este cultivo es la
incidencia de enfermedades, que viene en incremento posiblemente por la falta de rotacion

con otros cultivos y las condiciones ambientales favorables.

El cultivo de soja durante la camparfia agricola 2015 — 2016 fue muy afectado por
condiciones ambientales desfavorables. Lluvias frecuentes y abundantes durante los meses
de noviembre y diciembre, elevadas temperaturas y escasas lluvias durante el mes de enero
y huevamente abundantes precipitaciones durante febrero y abril ocasionaron la aparicion y
el incremento de patégenos como Phytophthora sojae, Fusarium spp., Rhizoctonia solani,
Septoria glycines, Macrophomina phaseolina y Cercospora kikuchii causantes de
enfermedades como podredumbre de raiz y tallo, mancha marrén, podredumbre carbonosa,

tizon foliar, etc. (Distéfano et al., 2016).

2. Agentes causales de Sindrome de la Muerte Subita

Una de las enfermedades que ha sido priorizada para su estudio en el Instituto Nacional
de Tecnologia Agropecuaria (INTA) durante los ultimos 15 afios fue el Sindrome de la
Muerte Subita (SMS), cuyo agente causal fue identificado originalmente en Arkansas (EE.
UU) en el aflo 1971 como un hongo de suelo denominado Fusarium solani f. sp. glycines,
mientras que, en Argentina se detecto por primera vez en la region pampeana norte, durante

la campafia 1991/1992 (lvancovich et al., 1992) y en el noroeste argentino (NOA) en la



campafa siguiente (Ploper, 1993). Ademas, fue identificada en otros paises productores de
soja como Brasil (Nakajima et al., 1993; 1996) y Paraguay (Yorinori, 2002). A nivel mundial
estudios filogenéticos moleculares, juntamente con estudios morfoldgicos y patogénicos
realizados desde el afio 2003 demostraron que el SMS es causado por cuatro especies de
Fusarium habitantes del suelo, muy relacionadas entre si (F. virguliforme O’Donnell y T.
Aoki, F. tucumaniae T. Aoki, O’'Donnell, Yos. Homma y Lattanzi, F. brasiliense T. Aoki y
O’Donnell y Fusarium crassistipitatum Scandiani, T. Aoki y O"Donnell, sp. nov.) (Aoki et al.,
2005).

En Argentina se observaron las cuatro especies del hongo, con predominio de F.
tucumaniae, seguido por F. virguliforme, siendo esta ultima la Unica especie presente en EE.
UU (Scandiani et al., 2004; O’Donnell et al., 2010; Aoki et al., 2012). En el afio 2006 se
demostré la ocurrencia de la forma sexual (peritecios) de F. tucumaniae mediante
cruzamientos en condiciones de laboratorio (Covert et al., 2007) y en 2010 se la encontré en

la naturaleza, cerca de Pergamino, en Fontezuela (Scandiani et al., 2011).

En un relevamiento realizado en el area de Marcos Juarez, en la campafia 2005/2006 se
observé que la incidencia de la enfermedad varié entre 1y 20% (Distéfano y Gadbéan, 2006),
con un 14% de disminucién del rendimiento en un lote comercial y hasta un 41,9% en

parcelas inoculadas versus sin inocular (Lenzi et al., 2007).

3. Sintomas de la enfermedad

Los primeros sintomas de la enfermedad se manifiestan en las raices, en etapas
vegetativas y consisten en una necrosis a causa de las toxinas que produce el hongo en las
raices. La raiz principal y la parte inferior del tallo sufren una decoloracién vascular y la
médula toma un color blanco. Bajo ciertas condiciones, el hongo esporula en las raices,
formando esporodoquios que producen masas de conidios y se visualizan de color azul
(Hartman et al., 2015).

La fase visual de la enfermedad ocurre cuando los sintomas foliares son observados a
campo en estadios reproductivos, después de floracién. En las hojas aparecen manchas
cloréticas internervales que se expanden y se vuelven necréticas. Los foliolos muy afectados
se desprenden de los peciolos y éstos permanecen unidos al tallo (Figura 1). Una infeccion

severa produce el aborto de flores y vainas y reduce el peso de las semillas (Hartman et al.,



2015). Las plantas pueden morir prematuramente en forma aislada, en grupos o distribuidas
por todo el lote de produccién debido principalmente a la distribucion desuniforme del hongo
por todo el terreno (Roy et al., 1997; Scandiani et al., 2012).

Las disminuciones del rendimiento dependen de varios factores, entre ellos, el cultivar
utilizado, el ambiente, condiciones edéaficas y el estadio de desarrollo de la planta al
momento de la infeccion. Si ésta se presenta en estadios reproductivos tempranos puede
producir aborto de flores y vainas, mientras que, en estadios mas tardios puede causar la
disminucién del numero y peso de granos (Roy et al., 1997; Scandiani et al., 2012).

Figura 1. Sintomas foliares causados por el Sindrome de la Muerte
Subita.

4. Manejo de la enfermedad

Debido a que la infeccion se produce en el sistema radicular, el tratamiento convencional
con fungicidas foliares no ha dado resultado para el control de esta enfermedad, ademas se
han probado tratamientos de semillas con diferentes productos como asi también

tratamiento en el surco de siembra, pero el control es muy limitado. En este sentido, varias



practicas de manejo pueden reducir el riesgo de dafio por el SMS, aunque ninguna de ellas
puede prevenir la enfermedad, siendo la estrategia mas efectiva la utilizacién de cultivares
parcialmente resistentes (Westphal et al., 2008).

4.1 Tipos de Resistencia

La resistencia a las enfermedades que es controlada genéticamente por la presencia de
uno, varios o muchos genes para resistencia en la planta contra el ataque del patégeno se
conoce como resistencia verdadera. En este tipo de resistencia, el hospedante y el patdgeno
son mas o menos incompatibles entre si debido a la falta de reconocimiento quimico entre
ellos, o porque la planta hospedante se defiende a si misma del patogeno mediante los
diferentes mecanismos de defensa que ya tiene, o que son activados en respuesta a la
infeccion por el patégeno.

Existen dos tipos de resistencia verdadera: vertical y horizontal (Agrios, 2005).

4.1.1 Resistencia Vertical

También llamada resistencia especifica, cualitativa o diferencial. Este tipo de resistencia
es efectiva contra ciertas razas del patdgeno y susceptible frente a otras, lo que permite
diferenciar entre las razas del patégeno. Se basa en un s6lo gen mayor o en una
combinacion de ellos que controlan una etapa importante de la interaccion que se establece
entre el patégeno y la planta hospedante. En presencia de resistencia vertical, el
hospedante y el patégeno al parecer son incompatibles y el primero generalmente responde
desarrollando una reaccion de hipersensibilidad y, de esta manera, el patégeno no puede
establecerse ni multiplicarse en la planta hospedante (Agrios, 2005).

Este tipo de resistencia desaparece con la variacion del patégeno y es de tipo no
durable, ya que no es efectiva cuando se utiliza durante muchos afios en un area
determinada (Ribeiro Do Vale et al., 2001).

4 .1.2 Resistencia Horizontal

También llamada resistencia raza no especifica, durable, de planta adulta y de patogenia
lenta. Es de naturaleza poligénica, se basa en la interaccién de genes de efecto pequefo y
de accion génica aditiva, al parecer controlan las diversas etapas de los procesos

fisiolégicos de la planta, que generan las sustancias y estructuras que constituyen sus



mecanismos de defensa. La combinacion de genes reduce el progreso de la enfermedad a
niveles tan bajos que sélo se pueden observar cuando la presion de la enfermedad es alta
(Ribeiro Do Vale et al., 2001).

En general, la resistencia horizontal no evita que las plantas sean infectadas, sino que
retarda el desarrollo de cada uno de los loci de infeccién en la planta y, por lo tanto, retrasa
la propagacion de la enfermedad y el desarrollo de epifitias en el campo. Existe cierto grado
de resistencia horizontal en las plantas sin importar si esta presente 0 no la resistencia
vertical (Agrios, 2005).

Se ha demostrado que la expresion de la resistencia a SMS en soja esta gobernada por
varios genes y que ningln genotipo expresa resistencia total a esta enfermedad (Njiti et al.,
2001), lo cual limita la heredabilidad del caracter haciendo complejo el mejoramiento
genético, debido principalmente a la interaccion con las condiciones ambientales como

temperatura, textura del suelo, precipitaciones, fertilidad del suelo y fecha de siembra.

Las precipitaciones y las diferencias de temperatura en fechas tempranas del ciclo del
cultivo producen variabilidad en la respuesta de los genotipos, en este sentido, condiciones
de frio y alta humedad favorecen la infeccion inicial de raices, mientras que, elevada
humedad durante estados reproductivos influencia la expresion de sintomas foliares. Como
consecuencia de esta interaccidn y de las interacciones entre loci, la seleccién efectiva para
resistencia a campo requiere de multiples ambientes o afios de evaluacién (Lenzi et al.,
2015).

En Argentina la informacion disponible sobre el comportamiento de cultivares de soja
frente al SMS es limitada. Se realizaron evaluaciones en condiciones de campo en las
provincias de Tucuman (Zamorano et al., 2003), Buenos Aires (Scandiani, 2004) y Coérdoba
(Lenzi et al., 2005). Se encontraron diferencias en la respuesta de los cultivares a la
enfermedad, pero los resultados no siempre coincidieron entre los distintos trabajos, por lo

cual es dificultoso mejorar este caracter en el germoplasma de soja.

Estudios de ligamiento genético con marcadores moleculares han sido utilizados como
herramienta para determinar la localizacién en el genoma de soja de los diferentes QTL
(siglas en inglés Quantitative Trait Loci, Loci de Caracter Cuantitativo) que expresan en
conjunto la respuesta al SMS. Un cultivar con resistencia durable podria ser desarrollado por

la combinacion de estos QTLs de resistencia.



5. Mapeo

El mapeo genético consiste en ubicar la posicibn de genes en un cromosoma
determinado. Existen dos tipos de mapa: los genéticos, definidos mediante unidades de
recombinacion y los fisicos, donde la distancia entre loci es medida mediante unidades de

nucleoétidos.

5.1 Mapas Genéticos

Para la construccion de un mapa genético se considera que la distancia entre dos locus
esta definida como la cantidad de eventos de recombinacién ocurridos entre estos. A partir
de la frecuencia de recombinacion entre los marcadores se puede inferir su posicion relativa
y la distancia en centiMorgan (cM) que es la unidad de distancia genética entre dos loci y

equivale a una frecuencia de recombinacion del 1% (1 de 100 individuos recombinantes).

Existen algunas funciones de mapeo que son usadas para convertir fracciones de
recombinacion en unidades de distancia genética. Las tres mas comunes son:
e Kosambi: cuando se considera un cierto grado de interferencia.
e Haldane: no se considera interferencia.
e Morgan: se considera interferencia completa y distancias pequefias (Semagn et
al., 2006).

La distancia entre marcadores moleculares (MM) es un valor relativo para cada poblacion
de estudio y cuando ocurre desequilibrio de la segregacion esperada debido al ligamiento
genético, la proporcién de recombinacién entre locus va de 0 a < 0,5, mientras que, se
consideran no ligados a los locus que muestran una proporcién de recombinacion de 0,5

(Kearsey y Pooni, 1998).

Estadisticamente se utiliza el concepto de puntuacién LOD (Z) que es el logio del cociente
de verosimilitudes. Un cociente de verosimilitudes igual a 1000 equivale a un LOD de 3
(Z=3), valor minimo de Z que se requiere para afirmar que existe ligamiento significativo
entre dos loci (Morton, 1955), lo cual es equivalente a decir que la hipétesis alternativa
(ligamiento) es 1000 mas probable que la hipétesis nula (independencia) (Kearsey y Pooni,
1998).



5.1.1 Grupos de ligamiento

Un grupo de ligamiento (GL) incluye todos los genes que estan conectados fisicamente
en un cromosoma. Los genes que estan muy proximos entre si muestran ligamiento directo,
mientras que, los que estan a mas de 50 cM segregan de manera independiente. Los
marcadores ligados son agrupados en GL, el nimero de GL es igual al nimero de
cromosomas (Collard et al., 2005).

Un mapa de ligamiento es un diagrama descriptivo de los genes en cada cromosoma y su
uso mas importante es la identificacion de regiones gendémicas asociadas con caracteres de

interés (Collard et al., 2005).

6. Mapas de QTLs

El mapeo de QTL es un método estadistico que analiza la manera en que se relacionan
dos tipos diferentes de informacion provenientes de una poblacion de organismos, datos
fenotipicos (mediciobn de diferentes caracteristicas de interés) e informacién genotipica

(marcadores genéticos), ordenada a lo largo de un mapa genético (Miles y Wayne, 2008).

Hay cinco pasos principales para realizar mapeo de QTL: (I) generar una poblacién de
mapeo, (ll) identificar los marcadores genéticos polimérficos en la poblacion, () realizar un
analisis de ligamiento de los marcadores genéticos y confeccionar un mapa genético, (IV)
realizar una evaluacion fenotipica de todos los individuos de la poblacibn de mapeo
(medicién y recoleccién de datos para los caracteres de interés), buscar correlacion entre
distintos caracteres y (V), realizar un analisis de correlacién entre los valores promedio de

los caracteres fenotipicos y los diferentes marcadores genéticos (Collard et al., 2005).

6.1 Disefio basico de una poblacién biparental de mapeo

En especies autbgamas se eligen dos genotipos parentales altamente homocigéticos,
endocriados que difieren entre si para al menos el caracter de interés.

Luego, las lineas parentales se cruzan obteniéndose la generacion F1 compuesta por
individuos heterocigotos, los cuales son autofecundados creando asi una poblacién F2 o
bien, son cruzados con una de las lineas parentales (parental recurrente) para crear una

progenie de retrocruzas (Darvasi, 1998).



Cualquiera de estas cruzas produce individuos que contienen diferentes fracciones del
genoma de cada linea parental. Las lineas recombinantes endocriadas o RILs (siglas en
inglés, Recombinant Imbred Lines) son generadas a partir de una poblacion F2, por
descendencia de semilla Unica hasta conseguir homocigosis en los loci segregantes. Cada
linea obtenida al final del proceso representara los diferentes bloques de ligamiento
presentes en los individuos F2 de la poblacion original, pero, en estado homocigota. Una vez
estabilizadas las RILs pueden ser mantenidas y multiplicadas afo tras afio y se denominan
inmortales (Miles y Wayne, 2008).

Respecto al tamafio de la poblacién, cuanto mayor es, mas preciso es el mapa genético y
mayor es la probabilidad de detectar QTLs de efectos menores (Tanksley, 1993). Un
aumento del tamafio de la poblacion proporciona mayor poder estadistico, y mejor
estimacion de los efectos genéticos y de los intervalos de confianza de la localizacién de los
QTLs. Sin embargo, llega un punto en que el aumento del tamafio poblacional apenas
repercute en la potencia del andlisis, siendo mas recomendable el aumento del nUmero de
marcadores. La precision aumenta con la densidad de marcadores a partir de los 5 — 10 cM
(Darvasi et al., 1993).

6.2 Marcadores Genéticos en el analisis de QTL

Hay tres tipos de marcadores que pueden ser utilizados para el disefio de mapas
genéticos: marcadores morfolégicos o clasicos (caracteres fenotipicos), marcadores
bioquimicos (variantes alélicas de enzimas, denominadas isoenzimas; Proteinas de
Reserva) y marcadores moleculares (segmentos de ADN con ubicacién determinada). Los
marcadores deben diferenciar las lineas parentales y el loci del marcador tiene que ser
polimérfico, esto significa poseer para una poblacién biparental al menos dos formas alélicas

distinguibles.

Para caracterizar genotipicamente cada individuo de una poblacién de mapeo, los MM
son los mas utilizados por ser los mas numerosos en el genoma. Con este tipo de
marcadores se pueden realizar mapas genéticos saturados, logrando una cobertura
completa del genoma. Ademas, no son influenciados por factores ambientales ni varian

segun las etapas de desarrollo de la planta (Collard et al., 2005).



Las segregaciones esperadas para marcadores moleculares (MM) dominantes y
codominantes para distintos tipos de poblaciones son mostrados en la tabla 1:

Tabla 1. Segregaciones esperadas de marcadores

moleculares para diferentes tipos de poblaciones.

Tipo de Poblacion Codominante  Dominante

F2 1:2:1 (AA:Aa:aa) |3:1(A_:aa)
Retrocruza 1:1 (Aa:aa) 1:1 (Aa:aa)
RILs o DH 1:1 (AA:aa) 1:1 (AA:aa)

Para comprobar si los marcadores segregan en las proporciones esperadas se realizan
las pruebas de Chi — cuadrado (Snedecor, 1964) porque pueden encontrarse marcadores
con segregacion distorsionada, por ejemplo, debido a errores en la genotipificacion u otros
motivos (Collard, et al., 2005).

Se han utilizado diversos tipos de marcadores moleculares para el desarrollo de mapas
genéticos como: RFLP (siglas en inglés Restriction Fragment Length Polymorphisms,
Polimorfismos en la longitud de fragmentos de restriccion), RAPD (siglas en inglés, Random
Amplified Polymorphic DNA, ADN polimorfico amplificado aleatoriamente), SSRs (siglas en
inglés, Simple Sequence Repeats, secuencias simples repetidas), AFLP (siglas en inglés,
Amplified Fragment Length Polymorphism, polimorfismo en la longitud de fragmentos
amplificados), SNPs (siglas en inglés, Single Nucleotide Polymorphisms, polimorfismos en
un Uunico nucledtido), ESTs (siglas en inglés, Expressed Sequence tags, marcas de
secuencia expresada) (Gupta et al., 1999). Debido a sus ventajas, algunos de ellos se han
vuelto muy comunes en el desarrollo de mapas genéticos, si bien los marcadores a elegir

dependen de la poblacién y la situacion de la investigacion (Zhang et al., 2009).

6.2.1 Secuencias simples repetidas

Estos marcadores son técnicamente simples, robustos, confiables y transferibles entre
poblaciones. Denominados también microsatélites. Son secuencias simples en tandem de
mono, di, tri, tetra, pentanucleétidos repetidas entre diez y cien veces. Los SSRs se detectan
mediante su amplificacion por PCR (siglas en inglés, Polymerase Chain Reaction, Reaccién
en Cadena de la Polimerasa) usando iniciadores especificos de 20 a 30 pares de bases (pb)

de longitud que hibridan en la regiébn que flanquea el tandem de repeticiones. El



polimorfismo entre individuos estd dado por la variacion en el nimero de repeticiones.
Requieren la preparacién de geles de poliacrilamida para ser visualizados. (Collard et al.,
2005).

6.2.2 Polimorfismos en un Unico nucledétido

Estas variaciones en la secuencia de ADN afectan a una Unica base en una secuencia de
ADN del genoma. También pueden ser considerados cambios en unos pocos nucle6tidos
como inserciones o deleciones (InDels). Una de estas variaciones debe darse en al menos

un 1% de la poblacion para ser considerada como SNP (zZhu et al., 2003).

Estos marcadores son de naturaleza bialélica y muy abundantes, siendo la frecuencia de
SNP uno cada 100-300 pb para genomas de plantas. Los SNPs pueden localizarse 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

Gtiles en Seleccion Asistida por Marcadores (SAM) (Martinez et al., 2010).

6.3 Disefio del Mapa Genético

El mapa genético es un mapa de ligamiento que indica la posicion y las distancias
genéticas relativas entre marcadores a lo largo de los cromosomas. Las distancias genéticas
existentes entre los marcadores se estiman por la frecuencia de recombinacion entre ellos;
esta distancia no siempre es proporcional a la distancia fisica, porque la frecuencia de
recombinacion esta influenciada por otros aspectos (homologia entre genomas, regién

cromosémica, proximidad al centrémero).

La posicion relativa de los marcadores en el mapa se deduce de las distancias relativas
de unos a otros a partir de estimas entre dos, tres 0 mas loci. Los errores de la
genotipificaciébn y los datos perdidos pueden afectar al orden y las distancias entre

marcadores del mapa de ligamiento (Hackett, 2002).

En una poblacién segregante (poblacion derivada de reproduccién sexual) hay una
mezcla de genotipos parentales y recombinantes. La frecuencia de genotipos recombinantes
puede ser utilizada para calcular las fracciones de recombinacién mediante las cuales se

infieren las distancias entre marcadores. Una baja frecuencia de recombinacion entre dos
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marcadores indica la cercania de éstos en un cromosoma. Los marcadores que tienen una
frecuencia de recombinacion del 50% estan no ligados y se encuentran localizados lejos en

un cromosoma o en diferentes cromosomas (Collard et al., 2005).

6.4 Evaluacién fenotipica de la poblacién de mapeo

La poblacion de mapeo debe ser evaluada fenotipicamente para los caracteres de interés
antes del andlisis de QTL. La informacién debe ser recolectada para todos los individuos de
la poblacién, incluyendo los parentales. La informacién fenotipica debe ser precisa, se
deben utilizar disefios experimentales que favorezcan la expresion y distinciéon de los

caracteres a evaluar (Tanksley, 1993).

6.5 Métodos de deteccion de QTL

Los QTLs se detectan basandose en la asociacion entre el fenotipo y los genotipos de
loci de marcadores polimérficos de cada uno de los individuos de una poblacién segregante.
Un marcador divide a la poblacion en diferentes grupos genotipicos a partir de la presencia o
ausencia de los alelos de un determinado locus (en homocigotos y heterocigotos, en el caso
de los marcadores codominantes, 0 en presencia 0 ausencia de un alelo, en el caso de los
dominantes). Si el analisis de varianza muestra diferencias significativas entre las medias
del caracter de cada grupo genotipico, este marcador esta ligado a un QTL que controla el
caracter analizado. Esto se explica porque cuanto mas cerca se encuentre un marcador de
un QTL, menor sera la oportunidad de recombinacién entre ellos y mayor serd la
probabilidad de que se hereden juntos en la descendencia. En cambio, si un marcador y un
QTL no se encuentran ligados, ambos se heredan independientemente y no habra

diferencias significativas entre las medias de los grupos genotipicos (Tanksley, 1993).

Los métodos mas utilizados frecuentemente en el mapeo de QTL son: el Analisis de
Marcador Individual, el Mapeo por Intervalo Simple (siglas en inglés, SIM, Simple Interval
Mapping) y el Mapeo por Intervalo Compuesto (siglas en inglés, CIM, Composite Interval
Mapping) (Collard et al., 2005).
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6.5.1 Andlisis de Marcador Individual

Es un método simple para detectar QTLs asociados con un Gnico marcador. Los métodos
estadisticos utilizados para el andlisis incluyen test — t, analisis de varianza (ANOVA) y
regresion lineal. Mientras que, el Coeficiente de Determinaciéon (R?) explica la variacion
fenotipica del QTL ligado al marcador. Este método no requiere un mapa de ligamiento
completo ni que las distancias entre marcadores sean pequefias, ya que la Unica
informacion que aporta es la existencia de un QTL proximo a un marcador y no su
localizacion precisa en el genoma. El andlisis marcador a marcador es poco informativo, ya
gue la deteccion de la asociacion entre un QTL y un marcador depende tanto del grado de
ligamiento entre ambos como de la magnitud de los efectos genéticos del QTL; es decir, con
esta metodologia, para un mismo nivel de significacion estadistica de la asociacion, no se
distingue entre un QTL con efecto genético pequefio que esté préximo al marcador, 0 un
QTL con efecto importante pero alejado del marcador. Por tanto, este método puede fallar
en la estimacion del nimero y la posiciéon de los QTLs y de la magnitud de sus efectos
(McMillan y Robertson, 1974; Lander y Botstein, 1989).

6.5.2 Mapeo por Intervalo Simple

El SIM utiliza el mapa de ligamiento y busca QTLs en los intervalos entre pares de
marcadores contiguos a lo largo de los cromosomas. Asi, se calcula el “mapa de
probabilidad” a lo largo de cada GL. La significacion de la hipétesis de presencia de un QTL
se expresa por la LR o la LOD (siendo la primera la relacion entre la probabilidad de que
exista un QTL en una localizacién dada, y la de que dicho intervalo muestre la misma
asociacion con el fenotipo sin que exista realmente un QTL, y la segunda el logaritmo de
esta relacion). En las regiones cromosémicas en las que dicha relacién de probabilidades
supera un umbral predeterminado, se declara la existencia de un QTL, asumiendo que su
localizacién corresponde al punto que proporciona el cociente maximo (Lander y Botstein,
1989). ElI SIM se considera estadisticamente mas eficaz que el analisis marcador a
marcador, ya que, al analizar simultaneamente los intervalos entre pares de marcadores
adyacentes ligados a lo largo de los cromosomas, se compensa el efecto de la
recombinacién entre marcadores y QTL y, por tanto, se pueden estimar con cierta precision

tanto la posicién como la magnitud de los efectos genéticos del QTL (Collard, et al., 2005).
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6.5.3 Mapeo por Intervalo Compuesto

El CIM es una ampliacion del SIM. Proporciona una mejor resoluciéon de los QTLs porque
incluye la varianza de otros QTLs, localizados en regiones cromosomicas diferentes
(incluyendo los efectos asociados a marcadores que no se encuentran en ningun grupo de
ligamiento) como cofactores en la estima de los efectos de un intervalo dado. Gracias al uso
de cofactores, el CIM tiene en cuenta la variacion debida a QTLs importantes y aumenta la
eficacia de deteccién de QTLs de efectos menores (Young, 1996).

6.6 Potencia y precision del mapeo de QTL

La potencia de un test de deteccion de QTL es definido como la probabilidad de detectar
un QTL en un nivel dado de significancia estadistica, lo que depende principalmente de la

magnitud de expresion del QTL y del nimero de progenie de la poblacion.

Cada test de deteccién de QTL provee una estimacion de la potencia, 0 sea, si el QTL
tiene un efecto mayor, intermedio 0 menor en la explicacion de la varianza fenotipica de un
caracter. Esta variabilidad puede determinar si el QTL es estadisticamente significativo. Se
pueden definir tres categorias de QTL: 1- QTL fuertes, son aquellos que explican mas del
20% de la varianza, los caracteres controlados por estos QTL pueden ser considerados
cuasi mendelianos. 2- QTL moderados, explican entre un 1 y 20%, pueden ser detectados
con poblaciones de tamafio manejable, pero no necesariamente con una alta potencia. 3-
QTL débiles, que explican 1% o menos de la varianza del caracter y requieren como minimo
una progenie de 1000 individuos para que sean detectados con alta potencia (Collard et al.,
2005).

6.7 QTLs asociados a resistencia al SMS

Se encontraron un total de 58 QTLs que proveen resistencia a la enfermedad en
poblaciones biparentales (www.soybase.org, noviembre 2016). Se confirmaron 14 QTLs en
RILs (Chang et al., 1996; Farias Neto et al., 2007; Hnetkovsky et al., 1996; Igbal et al., 2001;
Kassem et al., 2007, 2012; Kazi et al., 2008; Lightfoot et al., 2005; Meksem et al., 1999; Nijiti
et al., 1997, 2002; Prabhu et al., 1999; Sanitchon et al., 2004; Yamanaka et al., 2006) y se

demostré que estos QTLs confieren resistencia en hoja y raiz frente a SMS causado por
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Fusarium virguliforme (Kassem et al., 2012; Kazi et al., 2008; Njiti et al., 1998; Triwitayakorn
et al., 2005).

Dos de estos QTLs son comunes en cuatro poblaciones utilizadas por distintos autores
Essex x Forrest (EF), Pyramid x Douglas (PD), Flyer x Hartwig (FH) y Pl438489B x
Hamilton (PH), uno de estos esté localizado en el GL C2 y el otro en el GL G.

Otros dos QTLs son comunes entre las poblaciones EF y FH, uno localizado enel GL G y
otro en el GL |, mientras que, las poblaciones PD, FH y Ripley x Spencer tienen un QTL en
comun en el GL D2 y las poblaciones PD, FH y PH tienen un QTL en comun en el GL N.

Los QTLs restantes son Unicos en las poblaciones donde fueron detectados, y se

consideran poblacion especificos.
Luckew et al. (2013) evalud y confirm6 diez QTLs de resistencia a SMS en lineas

derivadas F2 de seis poblaciones, sugiriendo el apilamiento de QTLs para lograr resistencia
duradera (tabla 2).
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Tabla 2: QTLs de resistencia al Sindrome de la Muerte Subita (Luckew

et al., 2013).

QTL SSR

Rfs Sat_403

GL

REHALNEES

Njiti et al. (1998);
Meksem et al. (1999);
Prabhu et al. (1999);
Igbal et al. (2001);
Njiti et al. (2002);
Triwitayakorn et al.
(2005)

Rfs2 Satt309

Meksem et al. (1999);
Igbal et al. (2001);
Njiti et al. (2002);
Triwitayakorn et al.
(2005)

qRfs3 Satt163

Chang et al. (1996);
Igbal et al. (2001);
Kazi et al. (2008)

gRfs4 Satt371

C2

Hnetkovsky et al.
(1996); Igbal et al.
(2001); Nijiti et al.
(2002); Kazi et al.
(2008); Kassem et al.
(2012)

gRfs5 Satt354

Igbal et al. (2001)

gRfs6 Satt80

Chang et al. (1996);
Njiti et al. (2002)

gRfs7 Sat 001

de Farias Neto et al.
(2007); Kazi et al.
(2008)

gRfsll Satt138

Lightfoot et al. (2007)

gRfs12 Satt160

Kassem et al. (2006)

Rfs16 Satt353

Dr. Lightfoot,
comunicacién personal

QTL: Loci de caracter cuantitativo, SSR: microsatélite; GL: grupo de

ligamiento.
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7. Componentes de la Varianza

La genética de un caracter cuantitativo gira alrededor del estudio de su variacion, que
puede ser separada en componentes atribuibles a diferentes causas como, la varianza
genotipica, que es la varianza de los valores genotipicos, y la varianza ambiental, que es la
varianza de las desviaciones ambientales. Mientras que, la varianza total es la varianza
fenotipica y es la suma de las diferentes componentes, ademas de la interaccion genotipo-

ambiente (Falconer, 1984).

La varianza genotipica se origina por las diferencias que existen entre genotipos, por lo
gue, mientras mayor sea el niumero de loci segregantes, mayor sera el namero de genotipos
diferentes en la poblacion (Molina, 1992). La varianza ambiental comprende toda la
variacion de origen no genético, y gran parte de ésta se encuentra fuera del control del
investigador (Falconer, 1984). La varianza de la interaccion genotipo-ambiente mide el
comportamiento diferencial de los genotipos segun el ambiente en el que se desarrollan
(Chaves, 2001).

7.1 Heredabilidad

La heredabilidad de un caracter cuantitativo es una de sus propiedades mas importantes
en las poblaciones, pues 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.

Representa también una medida de la importancia relativa de la variacién heredable
respecto a la variacion fenotipica. En sentido amplio, la heredabilidad (H?) es el cociente de
la varianza genotipica y la fenotipica; en sentido estricto (h?) es el cociente de la varianza

aditiva y fenotipica.

La heredabilidad puede variar en distintos caracteres del mismo organismo, para el
mismo caracter en organismos distintos e incluso para el mismo caracter en poblaciones
distintas del mismo organismo, por eso no es una propiedad intrinseca de los caracteres
(Falconer, 1984).
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De acuerdo con Stanfield (1971), los caracteres se consideran de heredabilidad alta
cuando ésta es mayor que 0,50; de heredabilidad media entre 0,20 y 0,50 y de heredabilidad
baja si es menor a 0,20.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Identificar QTLs asociados con la respuesta al SMS (F. tucumaniae) en una poblacion de
RILs proveniente de un cruzamiento biparental entre los cultivares de soja NA4613RG y
ADMA4800.

Objetivos Especificos

- Evaluar la respuesta fenotipica frente a Fusarium tucumaniae de una poblacion de

RILs en condiciones de campo;

- Caracterizar con marcadores moleculares regiones genémicas asociadas a la

respuesta al SMS en soja;

- Realizar la asociacién entre indice de la enfermedad y marcador molecular.

HIPOTESIS

En Argentina se reportd la presencia de Fusarium tucumaniae como especie
predominante responsable del SMS. Durante varias campafias agricolas se realizé el
estudio del comportamiento de genotipos de soja frente a éste, bajo condiciones de campo e
invernaculo, donde dos -cultivares argentinos mostraron las mejores respuestas de
resistencia y susceptibilidad a lo largo de los afios.

La poblacién de RILs obtenida del cruzamiento de los cultivares argentinos NA4613RG y
ADMA4800 presenta QTLs asociados a la respuesta fenotipica al SMS causado por Fusarium

tucumaniae.
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MATERIALES Y METODOS

1. Material vegetal

Para el desarrollo del presente trabajo se utiliz6 una poblacion de 149 RILs F2:F9
obtenidas a partir del método SSD (siglas en inglés, Single Seed Descent, Descendientes de
una unica semilla) (Fehr, 1987) desde la generacion F2 proveniente del cruzamiento de dos
cultivares de soja argentinos, con diferente comportamiento frente al SMS en condiciones de
campo durante las campafias agricolas 2004, 2005 y 2006 (Lenzi et al., 2005; Lenzi et al.,
2007; Lenzi et al., 2007).

El cultivar ADM4800 perteneciente al grupo de madurez (GM) IV se selecciond por
expresar la mejor respuesta de resistencia al SMS, mientras que, el cultivar NA4613RG del
mismo GM por expresar susceptibilidad (Lenzi et al., 2005; Lenzi et al., 2007; Lenzi et al.,
2007). ADM4800 presentd niveles de resistencia similares a cultivares de EE. UU que han
sido utilizados como fuentes de resistencia como es el caso de: Forrest, Hartwig, Ripley y
Pyramid (Gibson et al., 1994; Nijiti et al., 1996; Igbal et al., 2001; Farias Neto et al., 2007;
Kazi et al., 2008), lo cual indica que ADM4800, ademas de poseer caracteres de adaptacion
a las condiciones agroecologicas de la zona, también, cuenta con una combinacioén de

genes adecuada para el control de la enfermedad.

2. Caracterizacion fenotipica

2.1 Experimentos a campo

Los ensayos de caracterizacion a campo se llevaron a cabo en un lote de produccion
situado a 7 km al sur de la localidad de Inriville (Latitud Sur 32° 40" y Longitud Oeste 61°
527), Departamento Marcos Juarez, el cual presenta infestacion natural con Fusarium
tucumaniae, durante las campafias agricolas 2012 - 2013, 2013 - 2014, 2014 - 2015 y 2015 -
2016, cuyas fechas de siembra fueron: 07/11/2012, 13/11/2013, 13/11/2014 y 16/11/2015,
respectivamente.

Ademas se realizd inoculacion artificial utilizando como inéculo, granos de sorgo
colonizados por un aislamiento de F. tucumaniae denominado Ft 411-11 proveniente del

CEREMIC (CR - Centro de Referencia de Micologia), Facultad de Ciencias Bioquimicas y
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Farmacéuticas de la Universidad Nacional de Rosario, el cual fue sembrado junto a las
semillas de soja en una proporcion de 6 gr/m de surco (Farias Neto et al., 2007), utilizando
una sembradora experimental de dos surcos para siembra directa (Lenzi et al., 2005; Lenzi
et al., 2007; Lenzi et al., 2007) .

2.2 Preparacion de inéculo para inoculacion artificial

Para la preparacion del in6culo, se cultivd un aislamiento del hongo en PDA (Agar —
Papa — Dextrosa) por una semana a 25 °C. Las colonias fueron transferidas a 125 gr de
granos de sorgo previamente esterilizados e incubadas por tres semanas a 25°C. Luego de
este tratamiento, las semillas de sorgo infectadas con el hongo fueron utilizadas como

indculo en la proporcion ya mencionada.

2.3 Disefio experimental

El disefio experimental se realizd sembrando cada RIL en bloques incompletos
aleatorizados con tres repeticiones, cuya unidad experimental fue representada por una
parcela de dos surcos y tres metros de largo con distanciamiento entre surcos de 0,52
metros, con 120 plantas viables por unidad experimental. Ademas, se incluyeron tres
repeticiones del parental ADM4800, utilizadas como control y 30 repeticiones del parental

susceptible, NA4613RG, usadas como control para evidenciar la presencia de enfermedad.
En cada campafa agricola evaluada se descart6 la presencia de otras patologias, cuyos
sintomas foliares podrian confundirse con SMS, mediante la extraccion de plantas con
sintomas tipicos de SMS y evaluacion de tallos y raices bajo lupa en laboratorio.
2.4 Evaluacion de la enfermedad
Para determinar la respuesta de cada RIL frente al SMS, se evaluaron semanalmente
desde la deteccion de sintomas iniciales hasta fines del estado fenolégico R6 las siguientes

variables:

¢ Incidencia: estimada en cada parcela a partir de la apariciébn de sintomas foliares

utilizando la siguiente ecuacion;
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) ) namero de plantas con sintomas
Incidencia = ~ x 100
namero de plantas totales

e Severidad: porcentaje del area foliar de cada planta afectada por la enfermedad.
Segun Yamanaka et al. (2006) representa el grado promedio de severidad de todas las
plantas con sintomas foliares del SMS en la parcela. La escala utilizada es de cero a cinco
como se indica en la tabla 3 y en la figura 2.

Tabla 3: Escala de severidad (Yamanaka et al., 2006).

Clase AFA

0 Sin sintomas

Hasta 25%

1

2 Entre 25 y 50%
3 Entre 50 y 75%
4
5

Mas del 75%

100% Plantas muertas por SMS

AFA: area foliar afectada.

Clase 1 Clase 2 Clase 3 Clase 4

Skedis i&i&

Figura 2: Escala de Severidad propuesta para Sindrome de la Muerte Subita
(Yamanaka et al., 2006).
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e Indice de la Enfermedad (IE;): representa una estimacion de la proporcion del area

foliar afectada del total de cada parcela.

IE; = (1ix Si)/5

IE;= indice de la enfermedad en la i-ésima observacion;

li= Incidencia de la enfermedad en la i-ésima observacion;

Si= Severidad en la i-ésima observacién.

El divisor 5 representa el valor méas alto de la escala de severidad

y establece el posible rango de valores de IE de 0 a 100 %.

La escala varia de cero a 100, donde cero representa plantas sin sintomas frente a SMS

y 100 todas las plantas de la parcela muertas.

3. Caracterizacion Molecular

3.1 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN gendmico de cada parental y RIL se realiz6 a partir de tejido foliar,
siguiendo el protocolo de Weining y Langridge (1991) modificado. Se recolecté 0,5 gr de
tejido foliar en un microtubo y se homogeneizé en N2 liquido. Se agregd 600 pl de solucién
de extraccién (100 mM Tris-HCI pH 6,8, 50 mM EDTA, 500 mM NacCl) y 160 pl de SDS 20%.
Se incubd 1 hora a 65°C, agitando vigorosamente las muestras cada 15 minutos. Luego se
adicionaron 600 pl de Cloroformo: Alcohol Isoamilico (24:1). Se mezclé vigorosamente para
gue se forme una sola fase y se centrifugaron las muestras 30 minutos a 14000 rpm. Del
sobrenadante 600 pl fueron trasvasados a un microtubo nuevo y se le adicion6 alcohol
isopropilico a temperatura ambiente y 60 ul de NaAc 2,5 M. Se mezclé muy bien hasta
observar el ADN precipitado y se centrifugd 5 minutos a 14000 rpm. Se descartd el
sobrenadante y se lavé el precipitado con 1 ml de etanol 70%. Se dej6 secar y se
resuspendid el ADN en 100 pl de buffer TE, adicionandole 2 ul de RNAasa.

La cuantificacion del ADN gendmico se llevé a cabo en un espectrofotémetro NanoDrop
8000 UV/Vis (Thermo Scientific).
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3.2 Marcadores Moleculares

3.2.1 SSRs

Los SSRs (SoyBase: https://www.soybase.org/) utilizados en este estudio estan
localizados en regiones gendmicas candidatas a expresar resistencia al SMS, ademas de

otras regiones del genoma de soja como se detallan en la tabla 4.

Tabla 4: Marcadores Microsatélites analizados en
los progenitores, cultivares NA4613RG vy

ADM4800.

\ GL Total de MM analizados \
Al 3
A2 13
Bl 4
B2 4
C1 6
C2 21
Dla 5
Dib 7

E 10
F 17
G 56
H 7
I 14
J 11
K 5
L 5
M 4
N 16
0 2
Total 221

GL: grupo de ligamiento; MM: marcadores moleculares.

Los SSRs que resultaron polimérficos entre los progenitores fueron evaluados en la
poblacién de RILs. En la tabla 5 se describen las secuencias de los cebadores obtenidas de

la base de datos publica SoyBase.
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Tabla 5: Secuencias de cebadores de microsatélites polimérficos en la poblacién de RILs.

SSR GL Secuencia Forward Secuencia Reverse
Sat_267 Al GCGATTGGATGATGGATTTATGAGTT ~ GCGCCCAACAAGGTGAGAAATCAAGA
Satt207 A2 GCGTTTTTCTCATTTTGATTCCTAAAC ~ GCGATTGTGATTGTAGTCCCTAAA
Satt228 A2 TCATAACGTAAGAGATGGTAAAACT CATTATAAGAAAACGTGCTAAAGAG
Satt168 B2 CGCTTGCCCAAAAATTAATAGTA CCATTCTCCAACCTCAATCTTATAT
Satt304 B2 GGGTAGTGACGTATTTCATGGTC GCGTAAAAACATTCGTTGACTACATAA
Satt194 c1 GGGCCCAACTGATATTTAATTGTAA GCGCTTTGTGTTCCGATTTTGAT
Satt371 c2 TGCAAACTAACTGGATTCACTCA GAGATCCCGAAATTTTAGTGTAACA
Satt172 Dib AGCCTCCGGTATCACAG CCTCCTTTCTCCCATTTT

Satt160 F TCCCACACAGTTTTCATATAATATA CATCAAAAGTTTATAACGTGTAGAT
Satt145 F AGCATATGGGATACAAGTGATTAG CGGTGTTGGTGTGGTATGT

Salt334 F GCGTTAAGAATGCATTTATGTTTAGTC ~ GCGAGTTTTIGGTTGGATTGAGTTG
Sat_210 G GCGCCAGCAACAAAGTTCCTGACAAA  GCGCATGCAAATGAAATAATAA
Satt309 G GCGCCTTCAAATTGGCGTCTT GCGCCTTAAATAAAACCCGAAACT
Sat_168 G TGTGGATAAAAGAGCATTCAAAATG GCGATCCTTGTTTATCTCAAAAAAGTGT
Satt688 G ATGCCTCCAAAGAGAAAT CTGCCCATTGACCCATCT

Satt353 H CATACACGCATTGCCTTTCCTGAA GCGAATGGGAATGCCTTCTTATTCTA
Sat_105 [ TTCCATACAAGATATCAAGTGAATTG  GCTCCCCTACATTGGTAGTAAA
Satt330 [ GCGCCTCCATTCCACAACAAATA GCGGCATCCGTTTCTAAGATAGTTA
Sat_219 [ GCGTCATGCCACGTGATATTTTAT GCGTGTGTCCCAAATGTGATTCA
Satt285 J GCGACATATTGCATTAAAAACATACTT ~ GCGGACTAATTCTATTTTACACCAACAAC
Satt547 J GCGCTATCCGATCCATATGTG TGATTTCGCTAGGTAAAATCA

Sat_093 J CAAGGACTAAATAAGATTAATCACTT ~ TATTCATAAGCTTTAATTACACTATAAGAA
Satt697 M GCGTGCTTTAAATGATTGATTGA GCGTGCGAACATAACTAATACAT
Satt009 N CCAACTTGAAATTACTAGAGAAA CTTACTAGCGTATTAACCCTT

Satt478 0 CAGCCAAGCAAAAGATAAATAATA TCCCCCACAAGAGAACAAGAAGGT

GL: grupo de ligamiento; SSR: microsatélite.

Los fragmentos fueron amplificados mediante la PCR, realizada en un volumen final de
15 ul, conteniendo 20 ng de ADN molde, 5uM de cada cebador, 100 uM de cada dNTP, 1,5
UM de MgCI2, 1X de buffer (Buffer 5X GoTaq Promega) y 0,5 unidades de Tag ADN
polimerasa. El ADN fue desnaturalizado a 95°C durante 2 minutos, seguido por 35 ciclos de
amplificacién de la PCR de: desnaturalizacion por 45 segundos a 92°C, apareamiento por 45
segundos a 47°C y extension por 45 segundos a 68°C. Para la amplificacion se utilizé un

termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems). Los productos obtenidos
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se separaron mediante una electroforesis en geles de poliacrilamida al 15%, en una cuba

Hoefer SE 600 Ruby, durante 24 horas, a voltaje constante (60 V) y fueron tefiidos con

bromuro de etidio para visualizar los fragmentos amplificados.

3.2.2 SNPs

Se disefiaron 18 pares de cebadores (tabla 6) para la deteccién de SNPs localizados en

regiones de resistencia asociadas a SMS en el GL G (SoyBase: https://www.soybase.org/).

Para el disefio de los cebadores se utiliz6 el software Primer Express ® version 3.0 (Applied

Biosystems) y las secuencias candidatas obtenidas de SoyBase.

Tabla 6: Secuencias de cebadores de SNPs analizados en los cultivares NA4613RG y

ADM4800

Secuencia Secuencia Forward Secuencia Reverse
Barc-013305-00475 CCCCAATAACTGAACGGAAG GGCCGGACAGGAACAATTA
Barc-035305-07162 ACTGCCCATCCATTTACAGG GGGACAAAGGCACACAAGTT

Barc-010495-00656

GAGCCTTTTGTTCCTTTAAGTCC

TGAAACTCTTCGTTTCCATACATC

Barc-044741-08783

GAAATGTTCTGGTGGTGTGTAA

AGTCTGAGAAGCAAATTTCGGATA

Barc-010491-00654

CCACAAACTCAACTCAACTGTTAAAATTATCC

GGCATGTTGTACCCGTTCTT

Barc-031193-07008

TTGGTTCTTCATCTGATTTGGA

CCCATTGATTTGGTTGCAGT

Barc-040605-07795

TGTGATCCTTCTGCACATTCA

GCGAATGTTAGCACTTAGCAG

Barc-043995-08574 GAACAAAATTGAAAGCACTTGTGA TCTTCCTTTCTTGCCTCTGA
Barc-021603-04153 CCAGAAGCCAAGCAAGAACT AAAAACTGAACGGAAAGTGC
Barc-031121-06998 CTACCATTGCTGGCTTCACC TCCACCACTACAAAACCCATC
Barc-017185-02246 TTACATGCAGAGGAGGCAAA TGAGAGCAATCCGTGATGAG
Barc-024489-04936 TGCTCACCATTCAAACTTGG CAAGCCTCTCGTTTTGGTCT
Barc-019001-03049 TTCCGAAACGAAACATGTGA TTGAGCAGAACAACCCCTTT
Barc-018441-03188 AAATTCCTGAAGGCAAATG AGTCTGCCACAATTGCAAGA
Barc-017681-03105 TTGATGCAACCAAATTCCAG ACAGGATCAAAATGCATGA
Barc-015063-02553 GCCTGTACCGGTTCCAAATA CCGAAAAGGAACAAACTCCA
Barc-039091-07442 GATTCAACACTCGCCCTCAT CAAATCCGACAGCTAAGTAAACG
Barc-017669-03102 ACTCGCTTCGGTTCAAGAAA TATAGGCGTTTTGCCTCCTC

La reaccién de amplificacion por PCR se llevd a cabo en placas Opticas de 96 pocillos, las

cuales fueron selladas con un film adhesivo 6ptico. El volumen final de la reaccion fue de 10

I, conteniendo 10 ng de ADN gendmico de soja usado como templado, MeltDoctor ™ HRM
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Master Mix (Applied Biosystems) (AmpliTaq Gold 360 ADN polimerasa, colorante para HRM,
una mezcla de dNTPs incluyendo dUTP, sales de magnesio y otros componentes) y 10 uM
de cada cebador.

La PCR se llevé a cabo en un termociclador Step One Plus™ Real Time PCR Systems
(Applied Biosystems) bajo las siguientes condiciones de ciclado (HRM Experiments User
Guide) (tabla 7).

Tabla 7: Condiciones de ciclado de PCR en tiempo real.

Fase Etapa Temperatura ‘ Tiempo ‘
. . Activacioén de la o :
Dilatoria enzima 95 °C 10 min
Ciclado Desnaturalizacion 95 °C 15 seg
. Hibridacion / o :
(40 ciclos) elongacion 60 °C 1 min
Curva de N o
disociacion Desnaturalizacion 95 °C 10 seg
Hibridacion 60°C 1 min
Disociacion de alta o
resolucion 9%5°C 15 seg
Hibridacion 60 °C 15 seg

El andlisis de las variantes alélicas de los SNP se realiz6 utilizando el software High

Resolution Melt Versién 3.0.1 (Applied Biosystems).
4. Andlisis Estadistico
4.1 Caracterizacion Fenotipica
La variable IE fue transformada a Logaritmo (Ln) de (IE+0,5) y se estimaron medias,
valores minimos y maximos de la variable |E para cada parental (NA4613RG y ADM4800) y

RILs. Ademas, se construyeron histogramas de frecuencias relativas de la poblacién de RILs

en cada ano de evaluacion.

26



Por otro lado, se realizé Andlisis de Varianza (ANOVA) a fin de determinar la variabilidad
del IE para cada RIL, campafias agricolas de evaluacion, repeticién y la interacciéon RILs *
Campafas agricolas de evaluacion. Para la comparacién de medias se utilizo el test de las

diferencias minimas significativas (LSD) de Fisher (a=5%).

Todos los analisis estadisticos y los graficos se efectuaron con el programa Infostat (Di
Rienzo et al., 2017). Mientras que, para interpretar la interaccion RILs * Campafias agricolas
de evaluacion se realizdé un andlisis de estabilidad de Shukla (Shukla, 1972) mediante el
programa desarrollado en la seccion estadistica de la EEA INTA Marcos Juarez (Masiero y
Castellano, 1991).

Los componentes de varianza se obtuvieron mediante el procedimiento MIXED (método
REML) de SAS (SAS 9.3).

La heredabilidad en sentido amplio (h?) del IE se calculd a partir de los componentes de
varianza (Nyquist y Baker, 1991) como:
O-2
g

h? =
(0Z/rl+ 0% /1+0%)

Donde cé es la varianza genotipica; ¢ es la varianza del error; Gé] es la varianza de la

interaccion genotipo x ambiente; r es el nimero de repeticiones; | el nimero de localidades.
4.2 Caracterizacion Molecular

Los MM en cada GL fueron posicionados segun las distancias en cM establecidas por
Song et al. (2004) y los gréaficos para cada GL se obtuvieron con el programa para
computadoras GGT 2.0 (Van Berloo, 2008).

Para detectar regiones gendémicas asociadas con el IE, las RILs fueron clasificadas como
Tipo NA4613RG (A) o Tipo ADM4800 (B) para cada marcador. Los datos de los marcadores
fueron comparados con el IE mediante ANOVA (Analisis de Marcador Individual) realizado

con el programa para computadoras Infostat (Di Rienzo et al., 2017).
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RESULTADOS

1. Caracterizacion fenotipica

La poblacion de 149 RILs y los genotipos parentales utilizados como controles,
NA4613RG y ADM4800 fueron sembrados en un campo de produccién al sur de la localidad
de Inriville, provincia de Cérdoba durante cuatro campafias agricolas 2012-2013, 2013-2014,
2014-2015 y 2015-2016.

La figura 3 muestra la infeccién lograda en uno de los experimentos realizados en el
campo de produccién donde fueron conducidos todos los ensayos, el cual presenta
infestacion natural con el hongo causante de SMS y suplementacién de in6culo con

infestacioén artificial.

Figura 3: Parcelas con plantas sanas y plantas con sintomas causados por el

Sindrome de la Muerte Subita.
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1.1 Analisis de parentales

Para todas las campafias agricolas estudiadas el parental susceptible NA4613RG

expreso valores maximos de IE que fueron entre 15 y 20, excepto para la campafa 2014-

2015 que expres6 un valor maximo de IE= 6, mientras que, el parental ADM4800

parcialmente resistente expres6 su valor maximo de IE= 2 durante la campafa 2013-2014
(tabla 8). Los valores minimos de IE fueron entre 0,00 y 0,40 para ADM4800 y 0,00 y 0,80

para NA4613GR en todas las campafias analizadas.

Por otro lado, los valores medios del IE indicaron que ambos parentales maostraron

sintomas en todas las campafias analizadas y que los valores mas bajos de ADM4800 se

debieron a la menor incidencia y/o severidad de este genotipo.

Considerando los valores maximos y minimos de los parentales se determiné que el

rango de variacién del caracter IE para las cuatro campafias analizadas fue entre 0,00 y

20,00.

Tabla 8: Valores medios, minimos y méaximos de la variable IE de SMS

para cada parental durante las campafias agricolas 12/13, 13/14, 14/15y

15/16.

Genotipo Variable IE Media Minimo Méaximo
ADM4800 Camparfia 2012-2013 0,40 0,00 0,80
NA4613RG Campafia 2012-2013 10,19 0,00 20,00
ADM4800 Campafa 2013-2014 0,80 0,40 2,00
NA4613RG Campaiia 2013-2014 6,69 1,60 20,00
ADM4800 Camparfia 2014-2015 0,13 0,00 0,40
NA4613RG Campafia 2014-2015 2,48 0,80 6,00
ADM4800 Camparfia 2015-2016 0,07 0,00 0,20
NA4613RG Campafia 2015-2016 5,59 0,80 15,00

IE: indice de enfermedad; SMS: Sindrome de la Muerte Subita
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1.2 Andlisis de RILs

La poblacion de RILs expreso valores de IE dentro del rango de variabilidad detectado
para los progenitores, no se observaron segregantes transgresivos, que son aquellos que
superan el valor fenotipico de los progenitores en las campafas agricolas analizadas
(Mansur et al., 1996) excepto para la campafa 2013-2014, donde fueron detectadas RILs
con valores minimos de IE= 0,00, mientras que, el parental ADM4800 mostr6 valores
minimos de IE= 0,40 como se muestra en la tabla 9. Por otro lado, el valor maximo de RILs
fue detectado en la campafia 2015-2016 con un IE= 15, no superando al IE del parental
susceptible NA4613RG.

Las medias de la poblacion fueron estables para todas las campafias agricolas
evaluadas, con valores de IE entre 2,07 y 2,62, excepto en la campafa 2014 - 2015, donde

la media fue menor expresando un IE= 1,21 (tabla 9).

Tabla 9: Valores medios, minimos y méaximos de la variable IE de RILs
durante las campafas agricolas 12/13, 13/14, 14/15 y 15/16 para el SMS.

Variable IE Media Minimo Maximo \
Campafa 2012-2013 2,62 0,00 12,00
Campafna 2013-2014 2,07 0,00 9,00
Campana 2014-2015 1,21 0,20 4,20
Campafa 2015-2016 2,45 0,00 15,00

IE: indice de enfermedad; SMS: Sindrome de la Muerte Subita

Los histogramas de frecuencias relativas muestran la distribucién del IE para la poblacion
de RILs (grafico 1). En las cuatro campafias evaluadas la distribucién fue semejante,

presentando mayores frecuencias los IE menores y menores frecuencias los IE mayores.

La variaciébn maxima entre RILs fue con IE entre 0,00 y 12 para la campafia 2012-2013,

mientras que, la menor variacién fue con IE entre 0,00 y 4 para la campafa 2014-2015.
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Gréfico 1: Distribucion de frecuencias relativas del indice de Enfermedad
(IE) en la poblacion de RILs durante las campafas de evaluacion 12/13,
13/14, 14/15 y 15/16 de Sindrome de la Muerte Subita (SMS).

Se realiz6 ANOVA a fin de determinar el efecto de campafias agricolas de evaluacion,

repeticiones dentro de cada campafia agricola, RILs e interaccion de RILs * Campafia.

Para todas las fuentes de variacibn analizadas el ANOVA presenté efectos

estadisticamente significativos (tabla 10).
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Tabla 10: ANOVA para indice de enfermedad (IE) evaluado durante las campafas
agricolas 12/13, 13/14, 14/15 y 15/16.

F.V. SC o] CM F p-valor
Modelo 123,47 609,00 0,20 3,34 <0,0001
Campafa 5,55 3,00 1,85 30,47 <0,0001
Campana>Rep. 1,85 6,00 0,31 5,09 <0,0001
RILs 74,31 150,00 0,50 8,16 <0,0001
RILs*Campafia 41,76 450,00 0,090 1,53 <0,0001
Error 76,83 1266,00 0,060
Total 200,30 1875,00

F.V.: fuente de variacion; SC: suma de cuadrados; gl: grados de libertad; CM: cuadrados medios.

El efecto significativo de la interaccion RILs * Campafia permiti6 analizar los datos
utilizando el Test de Shukla, el cual determiné la estabilidad del IE de cada RIL a través de

las campafias agricolas evaluadas (Grafico 2).
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Gréfico 2: indice de enfermedad (IE) para Sindrome de la Muerte Subita
(SMS) y estabilidad de las RILs durante las campafas agricolas 12/13,
13/14, 14/15y 15/16.
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En el grafico 2 se observa una linea punteada paralela al eje de la Inestabilidad que
representa la media general de los IE para todas las campafias agricolas evaluadas,
mientras que, la linea paralela al eje del IE (diferencias significativas) divide las RILs
considerando la estabilidad de sus IE en todas las campafias agricolas evaluadas. De esta
forma, el grafico presenta 4 cuadrantes en los cuales puede ubicarse cada RIL en funcién de
su estabilidad y magnitud de su IE.

Las RILs fueron distribuidas en los cuatro cuadrantes. En el cuadrante superior izquierdo,
se localizaron 56 RILs que fueron estables con IE mayor a la media general, pero sin

superar al parental susceptible NA4613RG, ubicado también en este cuadrante del gréfico.

En el cuadrante superior derecho, se encontraron diez RILs que tuvieron IE inestable con
valores promedios de IE superiores a la media general, en este caso el efecto de
inestabilidad se produjo porque en algunas campafias el IE fue superior a la media y en
otras inferior. Por otro lado, en el cuadrante inferior derecho, se hallaron dos RILs que
tuvieron un IE inestable debido a la causa anterior, pero con IE promedio menor a la media

general.

En el cuadrante inferior izquierdo, se encontraron el parental parcialmente resistente
ADM4800 y 81 RILs con IE estable y valores promedios inferiores a la media general, de las

cuales 27 RILs no mostraron diferencias significativas entre sus medias.

De las 149 RILs de la poblacién estudiada, 137 presentaron valores de IE estables y 12
inestables (grafico 2). Por otro lado, 27 RILs fueron estables, con IE inferiores a la media
general y, a su vez, no presentaron diferencias entre sus medias (grafico 3). El rango de
variacion de los IE para estas RILs fue entre 0,31 y 0,49, mientas que, el progenitor
ADM4800 presento un IE= 0,42, ademas, se observo que ocho RILs presentaron un IE
promedio inferior a ADM4800.
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Gréfico 3: RILs con indice de Enfermedad (IE) estable durante las campafas
agricolas 12/13, 13/14, 14/15 y 15/16 de Sindrome de la Muerte Subita (SMS).

1.3 Componentes de Varianza

Se determinaron los componentes de varianza para el caracter IE. De la varianza total
conocida, el componente genético (RILs) explico el 44,94%, el ambiente (campafias

agricolas de evaluacion) el 10,11 %, las repeticiones dentro de cada campafa el 10,11 % y
la interaccién RILs * Campafia el 35,22%.

La heredabilidad en sentido amplio o grado de determinacion genético (Nyquist y Baker,
1991) fue de 0,54.
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2. Caracterizacidn molecular

Un total de 203 SSRs y 18 SNPs fueron amplificados en los parentales de la poblacion;
los que resultaron polimorficos fueron amplificados en cada una de las 149 RILs. De los MM
analizados, 25 fueron polimérficos entre NA4613RG y ADM4800, evidenciando un 12,5 %
de polimorfismo.

La distribucién de todos los MM amplificados en los parentales de la poblacion abarcé los
20 GL del genoma de soja y las distancias entre ellos fueron asignadas considerando las
distancias en cM descriptas por Song et al. (2004) (figuras4 A-B,4C-D,4E-F,4Gy5
A-B,5C-D,5E-F,5G-H,51-J,5K-Ly5M).

2.1 Regiones Candidatas

En este trabajo se priorizé el estudio de diez regiones gendmicas (QTLs) identificadas
previamente por expresar respuesta favorable frente al SMS. Estas regiones se localizan en
siete GL y fueron descriptas por al menos dos autores en diferentes poblaciones de mapeo,
bajo distintas condiciones experimentales, excepto los de los GL I, F, H y una regién del GL
G.

En la figura 4 se muestra la composicion alélica de ambos parentales para los 136 MM
amplificados en los siete GL, los cuales fueron distribuidos segun las distancias en cM

descriptas por Song et al. (2004).

Para todas las regiones gendmicas fueron amplificados los SSRs que identifican cada

QTL, excepto Sat 001 del GL D2 y Sattl63 del GL G por inconvenientes en la amplificacion.

En el GL C2 (figura 4 A) fue caracterizada una regién identificada previamente con el
marcador SSR Satt371. En esta region fue mapeado el QTL SDS - Rfs4 que expresa
resistencia a SMS. Se probaron 16 SSRs localizados entre los SSRs Satt363 (98,10 cM) y
Satt257 (151,90 cM), lo cual permiti6 analizar toda la region genoémica de interés. La
distancia minima entre marcadores fue de 0,70 cM, la distancia maxima de 53,81 cM y la
distancia promedio de 3,36 cM. De todos los SSRs amplificados, Satt371 fue polimérfico,
ubicado a 145,50 cM.
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En el GL D2 (figura 4 B), en la regién donde fue mapeado el QTL de resistencia
identificado por Sat_001 (SDS — Rfs7) fueron amplificados nueve SSRs. El SSR Sat_001
por inconvenientes de amplificacibn no arrojé resultados. La distancia maxima entre
marcadores analizados fue de 39,10 cM, la minima de 1,61 cM y la promedio de 4,40 cM.
No se obtuvieron MM polimérficos en esta region.

En el GL F fueron analizados seis SSRs (figura 4 C) en la regién donde fue mapeado el
QTL de resistencia a SMS identificado por Satt160 (SDS — Rfs12) asociado a rendimiento en
campos con sintomas de SMS. La distancia maxima entre los MM analizados fue de 33,73
cM, la minima de 3,10 cM y la distancia promedio de 5,63 cM. Dos resultaron polimérficos
entre los parentales, separados por 22,55 cM, de los cuales uno fue Satt145 y otro Satt160,

posicionados a 10,70 y 33,20 cM respectivamente.

En el GL G (figura 4 D) en la region donde fueron mapeados los QTLs identificados por
los MM Sattl163 y Satt309 (SDS — Rfs3 y SDS — Rfs2 respectivamente) fueron amplificados
diez SSRs y un SNP. La distancia maxima analizada entre MM fue de 17,90 cM, la minima
de 0,20 cM vy la distancia promedio de 2,55 cM. Cuatro resultaron polimérficos, entre ellos,
Sat 210 (3,70 cM), Sat_168 (3,90 cM), Satt309 (4,50 cM) y Satt688 (12,50 cM).

En la regiéon donde fue mapeado el QTL SDS — Rfs identificado por el SSR Sat 403
fueron analizados cinco SSRs. La distancia maxima entre MM fue 14,80 cM, la minima 1,60
cMy la distancia promedio 2,96 cM. Los MM resultaron monomaérficos entre los parentales.

En la region del GL G donde fue mapeado el QTL SDS - Rfsll identificado por Satt138
fueron amplificados 12 SSRs y seis SNPs. La distancia maxima analizada fue de 26,93 cM,
la minima de 0,36 cM y la distancia promedio de 2,06 cM. No fueron encontrados MM

polimérficos entre los parentales.

En el GL H donde fue mapeado el QTL SDS - Rfsl6 reconocido por Satt353 se
amplificaron tres SSRs (figura 4 E) separados por una distancia promedio de 6,76 cM,
resultando polimoérfico Satt353 (8,50 cM).

En el GL | fueron amplificados 12 SSRs (figura 4 F) en la regién donde fue mapeado el

QTL SDS — Rfs5 identificado por Satt354. La distancia maxima analizada entre MM fue de
42,80 cM, la minima de 0,30 y la distancia promedio fue de 3,56 cM. Tres MM fueron
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polimérficos, Sat 219 ubicado a 10,20 cM de Satt354, Sat_105, a 3,10 cM de Satt354 y
Satt330 a 31,60 cM de Satt354.

En el GL N fueron amplificados siete SSRs (figura 4 G) en la region donde fue mapeado

el QTL SDS — Rfs6 identificado por Satt80. La distancia maxima analizada entre MM fue de

30,50 cM, la minima de 0,20 cM y la distancia promedio de 4,36 cM; uno resulté polimorfico,
Satt009, ubicado a 16,60 cM de Satt80.

En las regiones caracterizadas por expresar resistencia a SMS se observé un 17,29 % de

datos perdidos por inconvenientes en la amplificacion (color rojo en los mapas de la figura

4),
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Figura 4 C - D: Marcadores moleculares amplificados en los parentales NA4613RG y ADM4800

de la poblacion de RILs distribuidos en los grupos de ligamiento F y G.
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2.2 Resto del genoma

En este trabajo, ademas de investigar las regiones gendmicas caracterizadas por
expresar una respuesta favorable frente a SMS, también se evaluaron los 13 GL restantes
del genoma de soja mediante el uso de 85 SSRs.

En la figura 5 se muestra la composicion alélica de ambos parentales de la poblacion
para todos los MM amplificados en los 13 GL, distribuidos segun las distancias en cM
establecidas por Song et al. (2004). Por otro lado, en la figura 4 también se muestran los
MM amplificados en los siete GL por fuera de las regiones caracterizadas por expresar

resistencia frente a SMS.

En el GL Al fueron analizados dos SSRs separados por 32 cM (figura 5 A), uno de ellos

resultd polimorfico entre los parentales de la poblacién, Sat 267, posicionado a 78,40 cM.

En el GL A2 fueron amplificados ocho SSRs en la region delimitada por los SSRs Satt315
posicionado a 45,30 cM y Satt424 ubicado a 60,60 cM; la distancia maxima abarcada por
estos MM fue de 15,30 cM, la minima fue de 0,10 cM y la promedio de 1,91cM (figura 5 B).

Ninguno de los MM analizados en dicha regién resulté polimérfico entre los parentales.

En el GL B1, de manera aislada fueron amplificados cinco SSRs, de los cuales dos
resultaron polimérficos entre los parentales, Satt207 posicionado a 26,50 cM y Satt228
ubicado a 154,10 cM (figura 5 C).

En el GL B2 fueron amplificados tres SSRs en la region abarcada por Sattl168
posicionado a 55,20 cM y Satt304 a 65,50 cM (figura 5 D). La distancia maxima
comprendida por estos MM fue de 10,30 cM, la minima fue de 1,80 cM y la distancia
promedio fue de 3,43 cM. Los SSRs Sattl68 y Satt304 resultaron polimérficos entre los
parentales de la poblacién. Ademas, fue analizado Satt560 posicionado a 97,90 cM, pero

resulté monomorfico entre los parentales.

En el GL C1 fueron analizados cinco SSRs de manera aislada (figura 5 E). Uno resulto

polimérfico, Satt194, posicionado a 26,40 cM.
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En el GL D1b fueron analizados tres SSRs en la region comprendida entre Sat_135
posicionado a 70,70 cM y Satt611 a 74 cM (figura 5 G). La distancia méxima analizada fue
de 3,30 cM, la minima fue de 1,40 cM vy la distancia promedio fue de 1,10 cM. Ningin SSR
fue polimorfico entre los parentales para esta region. Ademas, fueron analizados tres SSRs
en forma aislada, de los cuales uno resulté polimérfico, Sattl72, ubicado a 100,90 cM.

En el GL E fueron analizados cuatro SSRs en la regién comprendida por Satt602
posicionado a 41,70 cM y por Sat_273 ubicado a 47,50 cM (figura 5 H). La distancia maxima
analizada fue de 5,80 cM, la minima fue de 1,30 cM y la distancia promedio fue de 1,45 cM.
Ademas, fueron amplificados cuatro SSRs por fuera de esta regioén. Todos los SSRs fueron

monomorficos entre los parentales.

En el GL F fueron analizados cuatro SSRs en la region comprendida por Sat 090
posicionado a 130,60 cM y por Sat 074 a 142,30 cM (figura 4 C). La distancia maxima
analizada por estos SSRs fue 11,70 cM, la minima fue de 0,80 cM y la distancia promedio
fue de 2,92 cM, de los cuales ninguno resultd polimérfico entre los parentales. Ademas,
cinco SSRs fueron analizados en el GL, de los cuales uno resulté polimorfico, Satt334

posicionado a 78 cM.

En el GL G fueron amplificados 11 SNPs y dos SSRs en la region comprendida por
Satt191 posicionado a 96,60 cM y por BARC- 021603-04153 ubicado a 123,50 cM (figura 4
D). La distancia maxima analizada por los MM fue 26,50 cM, la minima fue de 0,40 cM y la
distancia promedio fue de 2,03 cM. Todos los MM resultaron monomérficos entre los

parentales.

En el GL J fueron analizados seis SSRs en la regiébn comprendida por Satt183
posicionado a 42,50 cM y por Sat_366 ubicado a 52,80 cM (figura 5 I). La distancia maxima
analizada en esta region fue de 10,30 cM, la minima fue de 0,10 cM y la distancia promedio
fue 1,71 cM. Uno de ellos resulté polimorfico entre los parentales, Sat_0,93 posicionado a
46,10 cM. Ademas, fueron analizados tres SSRs en el GL, de los cuales dos resultaron
polimérficos entre los parentales, Satt285 ubicado a 21,50 cM, que fue analizado en un gel

de agarosa, como se muestra en la figura 6 y Satt547 posicionado a 67,80 cM.
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Figura 6: Separacion de los productos de amplificacion con el marcador Satt285. 1:
A4613; 2: DM4800; 3: Ril 1; 4: Ril 2; 5: Ril 3; 6: Ril 4; 7: Ril 5; 8: Ril 6; 9: Ril 7; 10: RIil 8;
11: Ril 9; 12: Ril 10; 13: Ril 11; 14: Ril 12; 15: Ril 13; 16: Ril 14. M: marcador peso
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En el GL M fueron analizados tres SSRs en forma aislada (figura 5 L), uno de ellos

resultd polimérfico, Satt697, posicionado a 85,30 cM.

En el GL O (figura 5 M), fue amplificado un SSR, Satt478, ubicado a 71,10 cM, resultando

polimérfico entre los parentales de la poblacion.

En los GL B1 (figura 5 C), C2 (figura 4 A), Dla (figura 5 F) y H (figura 4 E) fueron
amplificados un total de 16 SSRs. Todos resultaron monomoérficos entre los parentales de la

poblacion.

En el resto del genoma se observé un 4,54 % de datos perdidos por inconvenientes en la

amplificacién (color rojo en los mapas de la figura 5).
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Figura 5 A - B: Marcadores moleculares amplificados en los parentales NA4613RG y ADM4800 de

la poblacion de RILs distribuidos en los grupos de ligamiento A1y A2.
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Figura 5 E - F: Marcadores moleculares amplificados en los parentales NA4613RG y ADM4800

de la poblacion de RILs distribuidos en los grupos de ligamiento C1 y D1a.
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Figura 5 G - H: Marcadores moleculares amplificados en los parentales NA4613RG y ADM4800
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3. Segregacion de los SSRs en la poblacién de RILs

Los 25 MM polimérficos detectados entre los progenitores fueron analizados en las 149
RILs. En la tabla 11 se presentan los valores de Chi — cuadrado observados considerando
las proporciones de segregacion esperadas (1:1) para esta poblacion.

Los MM analizados segregaron acorde a lo esperado para esta poblacion de RILs,
excepto, Satt304 del GL B2, Sat_168 del GL G, Satt353 del GL H, Satt285 y Satt547 del GL

J, cuya segregacion fue distorsionada (p = 0,01).

Tabla 11: Resultados del Test Chi-cuadrado para marcadores

moleculares polimorficos.

MM GL Posicion x2 0,05, 1 p asociado
Sat_267 Al 78,44 0,17 0,68
Satt207 A2 26,50 0,55 0,46
Satt228 A2 154,11 0,07 0,80
Satt168 B2 55,20 0,01 0,92
Satt304 B2 65,55 6,41 0,01
Satt194 C1 26,35 1,51 0,22
Satt371 C2 145,48 0,06 0,80
Sattl72 D1b 100,88 0,06 0,80
Satt145 F 10,65 0,01 0,92
Satt160 F 33,18 0,07 0,80
Satt334 F 78,05 0,13 0,71
Sat_210 G 3,70 2,41 0,08
Sat_168 G 3,90 7,95 0,01
Satt309 G 4,53 2,41 0,08
Satt688 G 12,54 0,33 0,50
Satt353 H 8,48 5,61 0,01
Sat_219 | 36,02 0,05 0,82
Sat_105 | 49,34 0,33 0,50
Satt330 | 77,83 0,27 0,61
Satt285 J 21,51 7,27 0,01
Sat_093 J 46,09 2,91 0,08
Satt547 J 67,79 7,27 0,01
Satt697 M 85,34 0,03 0,88
Satt009 N 28,52 0,81 0,36
Satt478 (@] 71,09 3,21 0,07

MM: marcador molecular; GL: grupo de ligamiento; x?: Test chi -
cuadrado
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4. Andlisis de Marcador Individual

Se utilizé la técnica de ANOVA para detectar cuales de los MM polimdrficos encontrados
en el genoma tuvieron un efecto significativo (p<0,05) sobre el caracter IE, estos resultados
se presentan en la tabla 12.

4.1 Regiones candidatas
Los MM Satt371 del GL C2, Sattl45 del GL Fy Sat 219 del GL | presentaron asociacion
significativa con el IE expresando valores de R= 9%, mientras que, los MM, Sat_ 210,
Sat 168 y Satt309 del GL G fueron asociados de manera significativa al IE con valores de
R= 10%.
4.2 Resto del genoma
Los MM Satt304 del GL B2 y Satt285 del GL J se asociaron de manera significativa con el

IE expresando valores de R= 9%. Por otro lado, Satt547 del GL J, ubicado a 46 cM de

Satt285 fue asociado al IE de manera significativa con un valor de R= 8%.
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Tabla 12: Asociacién (p<0,05) entre la region gendmica de los grupos de

ligamiento (GL) B2, F, G, | y J con indice de enfermedad (IE)

MM GL Posicién F p R?
Sat_267 Al 78,44 2,31 0,129
Satt207 A2 26,5 3 0,0837
Satt228 A2 154,11 0,15 0,2833
Satt168 B2 55,2 3,15 0,076
Satt304 B2 65,55 13,81 0,0002 9%
Satt194 Cl 26,35 0,13 0,7161
Satt371 Cc2 145,48 39,06 <0,0001 9%
Sattl72 Dilb 100,88 2,05 0,1525
Satt145 F 10,65 9,52 0,0021 9%
Satt160 F 33,18 0,33 0,5652
Satt334 F 78,05 6,96 0,0084
Sat 210 G 3,7 27,83 <0,0001 10%
Sat_168 G 3,9 31,02 <0,0001 10%
Satt309 G 4,53 31,02 <0,0001 10%
Satt688 G 12,54 0,17 0,6758
Satt353 H 8,48 0,88 0,3495
Sat 219 I 36,02 16,37 0,0001 9%
Sat_105 I 49,34 2,89 0,0894
Satt330 I 77,83 0,22 0,6362
Satt285 J 21,51 21,85 <0,0001 9%
Sat_093 J 46,09 0,0017 0,9672
Satt547 J 67,79 4,41 0,0359 8%
Satt697 M 85,34 0,0044 0,947
Satt009 N 28,52 0,0037 0,9518
Satt478 0] 71,09 0,68 0,4104

MM= marcador molecular; GL= grupo de ligamiento; R?= Coeficiente de determinacién
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DISCUSION

1. Caracterizacion fenotipica

1.1 Analisis de parentales

La eleccion de estos cultivares comerciales como progenitores para el desarrollo de la
poblacion de RILs se realizd considerando resultados previos aportados por Lenzi et al.
(2005) y confirmados por resultados obtenidos en este trabajo durante las cuatro campafias
agricolas evaluadas. La variacién en las condiciones ambientales que aportaron las
diferentes campafas estudiadas fue representativa de esta regién agroecoldgica y los datos
logrados fueron consistentes y permitieron entender la interaccion entre el hongo, el

genotipo y el ambiente.

En este trabajo se prioriz6 el estudio de la variabilidad del IE expresada en el
germoplasma comercial argentino, utilizando los cultivares ADM4800 y NA4613RG como
progenitores de la poblacion de RILs. Esta estrategia permitié analizar toda la variabilidad
para la respuesta al SMS, ya que, ambos genotipos fueron los mas contrastantes para el IE
de todos los genotipos de GM adaptados a esta region agroecoldgica; expresando una

variacion maxima de IE= 19,2 durante la campafia 2012/13.

Esta variacion del IE es significativa en términos de rendimiento de grano, ya que, se
conoce que el rendimiento de granos y el IE presentan un coeficiente de correlacion
negativo, disminuyendo 7% el rendimiento cada 10% de incremento de IE (Chong et al.,
2005). Brzostowski et al. 2014, confirmaron dicha correlacibn en una evaluacién de
cultivares de soja frente a SMS (F. virguliforme) en diferentes ambientes. En Argentina,
existen antecedentes de pérdidas de hasta un 10 % de rendimiento en lotes de produccion
del sudeste de la provincia de Coérdoba (Lenzi et al., 2007). Ademas, Colletto et al. 2008
analizaron la variedad A6445 RG y observaron una reduccién del 7% en el peso de 1000

semillas y una disminucion de rendimiento por planta del 60% en un cultivar precoz.
Por otro lado, a nivel mundial se realizaron estudios que abarcan un mayor rango de

variabilidad del IE, principalmente por la presencia de genotipos que expresan valores de IE
mayores (Njiti et al., 1998; Farias Neto et al., 2007; Kassem et al., 2007; Kazi et al., 2008;
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Gianmaria et al., 2014; Anderson et al., 2015). Este hecho también ocurre para las
condiciones agroecolégicas de Argentina cuando se analiza germoplasma exo6tico no
mejorado, 0 genotipos con ciclos muy largos por efecto de la interaccién entre GM y latitud
en la cual se realiza la siembra. Esto demuestra que el germoplasma comercial argentino
presenta cierto grado de mejora para este caracter, el cual se expresa cuando se utilizan

genotipos de GM correctos para cada latitud.

La menor variacion en los valores de IE fue observada en la campafia 2014 - 2015. Es
posible que el exceso de agua en el suelo haya generado condiciones desfavorables para el
patdégeno y favorable para el cultivo, por ausencia de stress hidrico, siendo este, un factor
gue puede afectar las defensas de las plantas, facilitando la infeccion y el desarrollo de la

enfermedad, cuando se produce en periodos criticos para las plantas (Lenzi et al., 2015).

Considerando la variabilidad del IE detectada para el germoplasma comercial argentino,
se considera que este caracter podria ser incorporado a genotipos susceptibles, aportando
estabilidad a la ganancia genética lograda para el rendimiento de granos durante las ultimas

décadas en Argentina.

1.2 Analisis de RILs

La respuesta al SMS es un caracter poligénico y sensible a las condiciones ambientales,
este hecho podria dificultar la deteccion de los “verdaderos” genotipos resistentes debido a
la expresion de bajos valores de IE por condiciones ambientales desfavorables para la
infeccidn, es por esto que los valores de IE deben considerarse en forma relativa y no en
forma absoluta, ya que con condiciones mas o menos favorables para la enfermedad
pueden variar en forma importante (Lenzi et al., 2012). En este trabajo los experimentos
fueron realizados en condiciones ambientales muy diversas, debido a que las campafias
agricolas se caracterizaron por condiciones normales para el cultivo durante todo el ciclo,
hasta estrés hidrico y térmico en diferentes estadios fenolégicos y exceso de agua y efecto
de napas freaticas. Ademas, la infeccion histérica con Fusarium en el campo experimental
donde se realizaron los ensayos Y la inoculacidn artificial realizada en el surco de siembra,

permitieron establecer un disefio experimental homogéneo para la disponibilidad de in6culo.

Los histogramas de frecuencias de las RILs para las cuatro campafas agricolas

mostraron que la variacion maxima del IE entre estas fue menor a la variacion méxima del IE
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entre los progenitores. Por otro lado, las RILs mas frecuentes presentaron IE menores y las
menos frecuentes IE mayores, lo cual implica que la recombinacion genética entre
ADM4800 y NA4613RG, favorecio la respuesta al SMS respecto al genotipo susceptible
NA4613RG.

La magnitud de la variancia entre las distintas condiciones ambientales de cada campafia
agricola fue calculada a través de ANOVA, y expres6 un efecto altamente significativo
(p<0,001), confirmando la diversidad ambiental a la que fueron sometidas las RILs.

El ANOVA, ademas, detecté un efecto significativo de la interaccion RILs * Campafia
(p=<0,05), debido a que el IE de algunas RILs fue menor en ciertas condiciones y mayor en
otras, presentando un comportamiento inestable entre campafas agricolas. Este efecto
permitiria la eleccion de genotipos falsos resistentes si no se disefian experimentos
adecuados. Segun Gibson et al. (1994), un afio de evaluacién puede ser suficiente para
identificar genotipos susceptibles, pero es necesario al menos tres afios de evaluacion para

considerar que un genotipo presenta buen comportamiento frente al SMS.

El analisis de estabilidad de RILs realizado a través del test de Shukla mostré que
solamente 12 RILs presentaron un comportamiento inestable, mientras que, el resto fueron
estables en todos los ambientes, con valores de IE superiores o inferiores a la media

general.

Este resultado sugiri6 que el caracter IE no presentd una interaccién de gran magnitud
con el ambiente, al menos para las condiciones ambientales estudiadas en este trabajo, lo
cual indica que se podrian utilizar menos campafias agricolas de evaluacion para la
seleccién de genotipos realmente resistentes, facilitando el estudio de mapeo genético y

seleccidn de lineas experimentales en mejoramiento.

El efecto estadisticamente significativo (p<0,001) aportado por las diferencias entre RILs,
coincide con las minimas diferencias agronémicas necesarias para mejorar el IE a través de
la seleccion de las mejores RILs. En el test de Shukla se observd que ocho RILs fueron
estables y con menores valores de IE que el parental ADM4800. Ademas, estos genotipos
aportaron mayor variabilidad al IE, incrementando el rango de seleccion para el
mejoramiento genético y aportando nuevas combinaciones de genes que podrian ser

detectadas por estudios de mapeo genético.
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1.3 Componentes de Varianza

Los componentes de la varianza se utilizaron para el calculo de la heredabilidad en
sentido amplio segin Nyquist y Baker (1991) teniendo en cuenta las campafias de
evaluacion, la interaccion RILs * Campafias, el niUmero de repeticiones y el nimero de RILs.
La heredabilidad obtenida, fue considerada alta segun la clasificacion de Stanfield (1971),
este resultado coincide con la baja interaccion con el ambiente detectada para las

condiciones estudiadas en este trabajo.

El valor de heredabilidad estimada fue levemente inferior al publicado por otros autores,
como es el caso de Hnetkovsky et al. (1996) y Njiti et al. (1997), quienes obtuvieron
heredabilidades entre 0,66 y 0,88 para evaluaciones de IE a campo utilizando una poblacién
de RILs proveniente de Essex x Forrest y Pyramid x Douglas, respectivamente. Mientras
gue, Anderson et al. (2015) obtuvo una heredabilidad de 0,20 cuando evalu6 el IE a campo

en una poblacion de RILs proveniente de la cruza MD 96-5722 x Spencer.

Por otro lado, en trabajos realizados en invernaculo, Njiti et al. (2001) calcul6 valores de
heredabilidad entre 0,33 y 0,66, menores a los esperados para este tipo de experimentos

controlados.

2. Caracterizacion molecular

En este trabajo los parentales de la poblacion fueron elegidos con el fin de estudiar la
respuesta al SMS en germoplasma comercial. Si bien estos dos genotipos representan la
maxima variacion de la respuesta al SMS para cultivares argentinos de GM 1V, se evidencio
gue presentan polimorfismo a nivel molecular reducido. Es posible que por ser cultivares
argentinos, contemporaneos y del mismo GM, compartan gran parte del genoma, es decir
gue podrian tener ancestros en comun.

Se conoce, que la variaciébn genética entre cultivares de soja es baja, por lo que un
fragmento polimérfico mapeado en una poblacién puede no segregar en otra (Cregan et al.,
1999).

A nivel molecular la variabilidad observada en este trabajo fue de 12,5%, inferior al 36%

hallado por Maughan et al. (1996) cuando compararon genotipos de soja exoticos y

cultivares utilizando MM AFLP. Ademd&s, Thompson et al. (1998) obtuvieron resultados
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similares utilizando MM RAPD. En cambio, Narvel et al. (2000) encontraron mayor
polimorfismo cuando estudiaron 79 genotipos de soja, entre ellos cultivares y exoticos, con
74 SSRs. Del total de loci, 72 fueron polimérficos (97%). Es importante notar la habilidad de
los SSRs para detectar fragmentos diferentes entre sets de genotipos, en comparacion a
otros sistemas de marcadores. Si bien en este trabajo fueron utilizados también SNPs todos
resultaron monomorficos. Este tipo de marcadores son muy utilizados en la actualidad para

realizar estudios de mapeo por su alta frecuencia de distribucion.

2.1 Regiones Candidatas

Un total de 136 MM distribuidos en los siete GL permitieron cubrir cada QTL de
resistencia previamente identificado. En total fueron caracterizados 279,87 cM, con una

distancia promedio entre MM de 3,85 cM.

Algunos autores (Darvasi et al.,1993) determinaron que la distancia maxima entre MM
para el mapeo genético debe ser de 5 cM, con lo cual se minimiza la posibilidad de obtener
individuos dobles recombinantes entre MM y los genes de interés. En este trabajo, las
regiones gendmicas estudiadas fueron saturadas de forma correcta, con lo cual se
considera poco probable que ocurran dos eventos de recombinacion entre cualquiera de los

MM amplificados.

Sin embargo, la potencia para detectar ligamientos de este disefio experimental no fue
acompafada por polimorfismo entre los parentales de la poblacion. En este sentido, solo
trece SSRs fueron polimérficos, lo cual implica que podrian existir eventos de recombinacién

entre genes relacionados con la respuesta al SMS que no fueron detectados.

En este trabajo, la caracterizacion molecular de las regiones gendémicas estudiadas
mostré un bajo polimorfismo entre los parentales en relacién con la cantidad de MM
analizados. Este hecho indic6 que ambos parentales son muy semejantes en cuanto a su

composicién molecular.

Si bien la similitud molecular no implica que los parentales posean la misma composicion
genética, este es un fuerte indicador de que la base genética de ambos genotipos es
semejante. Considerando que los SSRs son herramientas moleculares muy efectivas para

detectar polimorfismo, que ambos parentales son cultivares comerciales argentinos
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contemporaneos y del mismo GM, se podria esperar que ambos posean ancestros en
comun.

Si ambos genotipos estan emparentados, las similitudes moleculares podrian ser también
similitudes en la composicién de los genes siendo las regiones polimérficas las responsables
de la expresion de toda la variabilidad genética detectada en la respuesta al SMS en esta
poblacién de RILs.

2.2 Resto del genoma

Un total de 85 SSRs fueron analizados en los 13 GL para caracterizar el resto del
genoma, de los cuales 37 se agruparon en seis regiones genémicas, mientras que, el resto
de los MM se localizaron de forma aislada en los diferentes GL. En total fueron
caracterizados 71,50 cM para estas regiones del genoma, con una distancia promedio entre
MM de 1,94 cM. Un total de 12 MM fueron polimérficos entre los parentales de la poblacion,
de los cuales, tres se localizaron en las regiones gendmicas descriptas y nueve de forma

aislada en los GL.

La caracterizacion molecular del resto del genoma también mostrd un bajo polimorfismo
entre los parentales en relacidon con la cantidad de MM analizados. Este hecho confirma la
similitud en la composicion molecular de los progenitores de la poblacion encontrada para

las regiones gendmicas caracterizadas por expresar una respuesta favorable frente a SMS.

3. Analisis de Marcador Individual

Si bien fue bajo el polimorfismo detectado entre los progenitores de la poblacién, el
analisis de marcador individual permitié identificar nueve regiones del genoma de soja
asociadas al IE, cuyos coeficientes de determinacién variaron de 8 a 10% y explicaron un

importante porcentaje de la variaciéon fenotipica.

Los QTLs hallados en este analisis coinciden con los encontrados en estudios previos
(Hnetkovsky et al., 1996; Igbal et al., 2001; Njiti et al., 2002; Kazi et al., 2008; Kassem et al.,
2012; Nijiti et al., 2002; Triwitayakorn et al., 2005; Chang et al., 1996; Njiti et al., 2002; Kazi et
al., 2008) donde se utilizaron métodos de mapeo como, mapeo por Intervalo, mapeo por
Intervalo compuesto y no andlisis de marcador individual, ademas de diferentes tipos de

marcadores moleculares y diferentes poblaciones analizadas bajo condiciones de
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invernaculo (Njiti et al., 2001) o de campo en diferentes latitudes (Njiti et al., 2002; Farias
Neto et al., 2007; Kazi et al., 2008; Kassem et al., 2012).

En este andlisis, el IE fue asociado a Satt371 del GL C2, el cual fue descripto también en
otras fuentes de resistencia (Hnetkovsky et al., 1996; Igbal et al., 2001; Njiti et al., 2002; Kazi
et al., 2008; Kassem et al., 2012). Por otro lado, Satt309 del GL G fue asociado al IE,
descripto en otras poblaciones (Njiti et al., 2002; Triwitayakorn et al., 2005). Ademas,
Satt145 del GL F fue asociado al IE, el cual se encuentra a 22,5 cM de Satt160, descripto en
otras fuentes de resistencia por Kassem et al. (2006). En el GL |, Sat_219 fue asociado al
IE, este se posiciona a 10 cM de Satt354, QTL determinado por Igbal et al. (2001). Mientras
que, en el GL G, fueron detectados Sat_210 y Sat_168 asociados al IE, a una distancia de
1,2 y 1,4 cM, respectivamente del QTL identificado por Sattl63 en otras fuentes de
resistencia (Chang et al., 1996; Njiti et al., 2002; Kazi et al., 2008). Por ultimo, los SSRs
Satt304 del GL B2, Satt285 y Satt547del GL J asociados al IE, hallados en este analisis, no

fueron asociados al IE con anterioridad en otras fuentes de resistencia.
Los QTLs hallados en este andlisis proveen resistencia al SMS causado por F.

tucumaniae y coinciden con los QTLs mapeados en otras poblaciones, pero caracterizados

por la resistencia a SMS causado por F. virguliforme.
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CONCLUSIONES

Los cultivares comerciales ADM4800 y NA4613RG utilizados como progenitores de la
poblacion de RILs expresaron la méaxima variabilidad de la respuesta al SMS para los
GM adaptados a la region agroecoldgica donde fueron desarrollados los experimentos.

El IE presentd la misma distribucion de frecuencias para la poblacién de RILs para todas

las campafias agricolas, lo que determiné un comportamiento estable del caracter.

El andlisis de estabilidad demostr6 que sblo 12 RILs presentaron un comportamiento
inestable entre campafias agricolas, lo que determiné una baja interaccién del IE con el
ambiente. Entonces, para un disefio experimental como el propuesto en este trabajo,
fueron suficientes menos de cuatro campafias agricolas para la selecciéon de genotipos

resistentes.

Ocho RILs expresaron un IE menor que el cultivar ADM4800 y aportaron mayor
variabilidad al IE, por lo que se incrementé el rango de seleccidn para el mejoramiento

genético.

La similitud molecular de los progenitores, la posible relacién de parentesco entre ellos,
pudieron ser las causas de una composicion genética similar, por lo que, las regiones
polimérficas detectadas serian las responsables de la expresion de la variabilidad

genética en la respuesta al SMS en la poblacion de RILs.

Nueve SSRs fueron asociados al IE en la poblacién de RILs y explicaron un porcentaje
alto de la variabilidad fenotipica del caracter. Estos QTLs proveyeron resistencia al SMS
causado por F. tucumaniae, seis de ellos coincidieron con QTLs mapeados en otras

poblaciones, pero caracterizados por la resistencia al SMS causado por F. virguliforme.
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