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RESUMEN

DETECCION DE FUENTES NOVEDOSAS DE RESISTENCIA GENETICA A LA
FUSARIOSIS DE LA ESPIGA EN TRIGO PAN (Triticum aestivum L.)

En el cultivo de trigo (Triticum aestivum L.) la fusariosis de la espiga, causada por el
hongo Fusarium graminearum Schwabe, estd muy difundida y es altamente destructiva,
afectando rendimiento, calidad e inocuidad del grano. La estrategia de control de ésta
patologia mas efectiva y sustentable desde el punto de vista ambiental es la resistencia
genética. En la actualidad existen escasas fuentes de resistencia, la mayoria provenientes
del cultivar chino Sumai 3 u otros cultivares del mismo origen, con escasa adaptacion en
otras caracteristicas agronomicas para nuestras condiciones de cultivo. En trabajos
previos del grupo, se ha caracterizado fenotipicamente al cultivar brasilero Pampeano
como resistente a la dispersion de la infeccion.

Bajo la hipotesis de trabajo que el cultivar Pampeano posee factores novedosos de
resistencia genética a la fusariosis de la espiga, cuya localizacion gendmica difiere de
aguellos identificados en el cultivar chino Sumai 3, para este estudio se plante6 como
objetivo general determinar la base genética de la resistencia a la fusariosis de la espiga
del cultivar Pampeano utilizando una poblacion derivada del cruzamiento entre Pampeano
(resistente) y BioINTA 1005 (susceptible). Para ello se fijaron los siguientes objetivos
especificos: i) elaborar un mapa genético de la poblacion, mediante marcadores
moleculares, ii) caracterizar fenotipicamente la poblacion, frente a la infecciéon con F.
graminearum, y iii) localizar los determinantes genéticos (QTL, Quantitative trait loci)
responsables de la resistencia a la fusariosis de la espiga. Para cumplir con estos
objetivos se generd una poblacién de 126 RILs producto del cruzamiento de Pampeano
(Resistente) y BioINTA 1005 (Susceptible), mediante el método de conduccion de
descendencia de semilla Unica (SSD) hasta Filial 8. Las RILs obtenidas fueron
genotipadas mediante el microarreglo de SNPs Axiom® Wheat Breeder's Genotyping
Array de 35K obteniéndose una matriz de 2093 marcadores informativos con la que se
construy6d un mapa de ligamiento de 2827 cM integrado por 549 loci. La caracterizacion
fenotipica de las RILs por su comportamiento para la resistencia a la dispersion del
patégeno en la espiga se realiz6 en ensayos de inoculaciéon puntual de espigas en
invernaculo, con un disefio en bloques completamente aleatorizados, con 3 repeticiones.

Un pequefio algodén embebido con una suspension de inéculo de F. graminearum (5x10*

X |



esporos/mL) se ubicé en la flor de una espiguilla en antesis. Se llevaron a cabo 3
ensayos: abril 2014 (Ensayo 1), octubre 2014 (Ensayo 2) y abril 2015 (Ensayo 3). Se
registré la severidad 21 dias pos inoculacién contabilizando las espiguillas con sintomas
sobre las espigas totales, desde el punto de inoculaciéon hacia abajo. Se controlaron la
temperatura y la humedad, en cada ensayo, desde el comienzo de las inoculaciones y
hasta la finalizacién de las evaluaciones, para asegurar condiciones predisponentes para
el patdégeno. Los resultados obtenidos de severidad mostraron en los tres ensayos una
distribucién cercana a la normal ubicandose los padres Pampeano (R) y Biointal005 (S)
en posiciones cercanas a los extremos de la curva. Las correlaciones entre ensayos
fueron significativas y variaron entre 0.43 y 0.64, mostrandose una herencia compleja del
caracter.

La integracién de la informacién genotipica y fenotipica previa permitié la deteccién
de QTLs de resistencia utilizandose para ello el programa Windows QTL Cartographer, y
un LOD umbral 2, en funcion del tamafio de la poblacion de estudio. Se identificaron QTLs
de resistencia en 4 grupos de ligamiento, todos ellos de efecto menor en cuanto al
porcentaje de variaciéon fenotipica explicada. Los QTLs detectados en los cromosomas 2B
y 3A (ambos provistos por Pampeano), mostraron baja estabilidad, ya que fueron
identificados sé6lo en 1 ambiente de evaluacion cada uno. Los QTLs detectados sobre los
cromosomas 6A (Biointal005) y 7A (Pampeano) mostraron mayor estabilidad, ya que
fueron detectados en mayor nimero de ambientes cada uno. Los QTLs aportados por
Pampeano coinciden con QTLs para la fusariosis de la espiga descriptos en trabajos
previos, mientras que el QTL presente en el cromosoma 6A y aportado por BioINTA 1005
es inédito. Por ultimo, la combinacion alélica favorable de los dos principales QTLs
detectados en este estudio (6A y 7A) redujo un 7% la severidad en la poblacion de
estudio, lo que posiciona esta combinacién de QTLs como una importante contribucion al

mejoramiento genético.



ABSTRACT

DETECTION OF NOVEL SOURCES OF GENETIC RESISTANCE TO FUSARIUM
HEAD BLIGHT IN WHEAT BREAD (Triticum aestivum L.)

Scab is a destructive disease of wheat and Fusarium head blight (FHB) caused by
Fusarium graminearum is one of the most important wheat (Triticum aestivum L.) diseases
in the warm and humid regions of the world. At present, there are few sources of
resistance, most of them from the Chinese cultivar Sumai 3 or other cultivars of the same
origin, with limited adaptation to our growing conditions. Previously, in our working group
the Brazilian cultivar Pampeano was characterized phenotypically as resistant to the
dispersion of the infection in the spike.

The general objective of this study was to determine the genetic basis of the resistance to
FHB observed in Pampeano cultivar using a population of RILs derived from the cross
between Pampeano (resistant) and BioINTA 1005 (susceptible). The following specific
objectives were set: i) to develop a genetic map of the population using molecular
markers; ii) to characterize the population phenotypically against Fusarium graminearum
infection; and iii) to locate the genetic determinants responsible for resistance to FHB. The
genotypic characterization was performed using the Axiom® Wheat Breeder's Genotyping
Array 35K obtaining 2093 informative loci that were used to build a 2827 cM genetic map.
The phenotypic characterization was assessed by single floret inoculation in a greenhouse
in three trials realized in 2014 y 2015. Obtained severity data showed a close to normal
distribution with Pampeano (R) and BioINTA 1005 (S) flanking both edges. Correlation
among trials was between 0.43 and 0.64 confirming the complex inheritance of the trait.
Integration of phenotypic and genotypic data allowed us the identification of four genomic
regions associated with resistance to FHB on chromosomes 2B, 3A, 6A and 7A. The QTLs
identified on chromosomes 2B and 3A (provided by Pampeano) were less stable as both
were detected only in one evaluation environment, whereas the QTLs detected on
chromosomes 6A (BioINTA 1005) and 7A (Pampeano) showed more stability as they were
identified in more than one evaluation environment. Interesting, QTLs provided by
Pampeano share similar location with previous studies while the 6A QTL coming from
BioINTA 1005 is the first report. The favorable allelic combination of the two major QTLs
detected in this study (6A and 7A) reduced 7% severity in the study population, so
stacking the two QTLs in new cultivars by marker-assisted selection can be an important

contribution to the breeding program.
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INTRODUCCION

El trigo (Triticum aestivum L.) es uno de los cereales mas importantes a nivel mundial por
su aporte, desde el punto de vista energético, a la alimentaciébn mundial, tanto humana

como animal.

Debido al incremento de la poblacibn mundial, es imperiosa la necesidad de
incrementar la produccién de alimentos. Considerando que la superficie destinada a la
misma no podra aumentar significativamente, es necesario optimizar la productividad por

unidad de superficie.

No escapa a nuestro conocimiento los cambios ambientales a nivel global, con
consecuencias en detrimento de los cultivos que se encuentran adaptados al crecimiento
en determinadas areas geogréficas. Estos cambios, como aumento de las temperaturas
medias 0 mayor ocurrencia de eventos meteorologicos extremos, traen aparejado
cambios en cuanto a la presencia y presion de determinadas plagas y enfermedades, que

encuentran condiciones predisponentes para su desarrollo.

El trigo se ve afectado durante su ciclo de cultivo por una serie de plagas y
enfermedades, incidiendo en distinta medida y con distinta frecuencia sobre su potencial
de rendimiento y calidad. Las enfermedades fungicas son quiza las causantes de las
mayores pérdidas de rendimiento por factores bhiéticos, afectando el area foliar (royas y
manchas) o bien colonizando la espiga (fusariosis, carbones y caries). Sin dudas, en
nuestra region, la fusariosis de espiga (FE), ocasionada por Fusarium graminearum es la
principal enfermedad de la espiga, por los dafios que ocasiona ante atagues severos, ya
que coloniza los 6rganos florales, disminuyendo el namero de granos viables y el

desarrollo y llenado de los granos formados.

Para el aumento de la productividad de los cultivos, éstos deben protegerse frente
a los patégenos. Existen fungicidas con diferente modo de accion y eficacia en el control
de la FE, pero con el inconveniente de poseer este patdgeno una ventana de aplicacién
muy reducida, y el agravante de que las condiciones predisponentes para la infeccién en
cuanto a humedad, condicionan la posibilidad de hacer una aplicacion del producto en el
momento oportuno. Por otra parte, debemos pensar en afianzar una estrategia de

produccion agricola sustentable, minimizando el uso de agroquimicos.
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De lo anteriormente expuesto, se desprende que el desarrollo de cultivares con
resistencia genética a la enfermedad es clave para lograr una estrategia efectiva para el
control. En la actualidad, no poseemos en el mercado germoplasma adaptado a las
condiciones locales, de buen rendimiento y resistencia a la fusariosis de la espiga.

Para desarrollar germoplasma resistente, es necesario contar con un método de
screening capaz de diferenciar los genotipos por su nivel de resistencia, minimizando la
variacion ambiental, de modo que se vean maximizadas y se expresen las diferencias

genéticas.

Como la resistencia del trigo a éste patdogeno esta regida por multiples loci, es
parcial e inespecifica, es necesario identificar regiones cromosoémicas que posean genes
asociados a la misma. Hace aproximadamente cuatro décadas que se llevan adelante
investigaciones en este sentido mediante la utilizacibn de marcadores moleculares de

ADN, que han permitido avanzar en el conocimiento de la herencia de la resistencia.

Los primeros estudios, basados en tecnologias que aprovechan la propiedad de
las enzimas de restriccién para detectar polimorfismo de ADN entre genotipos diferentes
combinada con la hibridacion de hebras complementarias (RFLP por sus siglas en inglés),
rapidamente fueron superados por otras técnicas mas sencillas y econémicas basadas en
la reaccion en cadena de la polimerasa, conocida como PCR por sus siglas en inglés o
una combinacién de ambas tecnologias, con las cuales se avanzé en la construccion de
mapas de ligamiento por analisis de recombinaciones y con ellos la deteccion de regiones

portadoras de alelos favorables para la resistencia.

A partir del siglo 21 se producen desarrollos tecnoldgicos que potencian de forma
exponencial la capacidad de secuenciacion y analisis de ADN combinado con una
reduccion muy significativa en los costos de estas tecnologias. Junto al desarrollo de la
secuenciacion masiva florecen las tecnologias de genotipado de alto caudal de
marcadores que facilitan enormemente las estrategias de mapeo de genes de interés
agronomico. De este modo, son numerosos los trabajos publicados de deteccién de

factores de resistencia a FE, mediante el genotipado masivo con estas plataformas.

A pesar de la tecnologia disponible para detectar regiones con genes de
resistencia, no ha sido posible hasta el presente obtener un genotipo resistente a la
enfermedad, de buen comportamiento agronémico, sanidad frente a otros patdgenos

importantes, y adaptado a las condiciones de nuestra region de cultivo.
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El presente trabajo de tesis pretende investigar la base genética de un cultivar con
caracteristicas agrondmicas similares al germoplasma difundido a nivel local, y

seleccionado por su resistencia a la FE.

Se espera que los resultados alcanzados sean un aporte al programa de
mejoramiento de trigo del INTA. La deteccidon de QTL inéditos de resistencia a FE y la
identificacion de marcadores estrechamente ligados a esos QTLs puede contribuir a la
piramidizacion de distintas fuentes de resistencia aditivas en nuevos genotipos como

estrategia de desarrollo de resistencia durable frente a esta enfermedad.
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HIPOTESIS

El cultivar Pampeano posee factores novedosos de resistencia genética a FE, cuya

localizacién gendmica difiere de aquellos identificados en el cultivar chino Sumai 3.

OBJETIVO GENERAL

Determinar la base genética de la resistencia a FE del cultivar Pampeano utilizando una
poblacion derivada del cruzamiento entre Pampeano (resistente) y BioINTA 1005

(susceptible).

Objetivos especificos

1. Elaborar un mapa genético de la poblacién, mediante marcadores moleculares.

2. Caracterizar fenotipicamente la poblacion, frente a la infeccion con Fusarium

graminearum.

3. Localizar los determinantes genéticos (QTL) responsables de la resistencia a FE.
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REVISION BIBLIOGRAFICA

Taxonomiay origen del trigo

El trigo pan, Triticum aestivum es un alohexaploide (2n= 4x = 42 AABBDD), perteneciente
a la Familia Poaceae, Tribu Triticeae, Sub-tribu: Triticinae y Género Triticum. El genoma
hexaploide del trigo pan, es el resultado evolutivo de la hibridaciébn de tres especies
ancestrales diploides: Triticum urartu (aporta el genoma A), Aegilops speltoides (aporta el
genoma B) y Aegilops tauschii (aporta el genoma D) (Petersen y col., 2006).

Se cree que la agricultura se origin6 en el Medio Oriente, cuando el trigo se cultivo
por primera vez en la antigiiedad. Existen varias evidencias arqueoldgicas para mostrar la
presencia de granos de trigo carbonizados en los sitios neoliticos de Jarmo, en el norte de
Irak, y en Europa Central y del Nordeste, que data del periodo 6.750 a. A 7.500 A.C.
Estas y otras observaciones sugieren que el trigo se propag6 rapidamente y ampliamente
por toda Asia y Europa después de su domesticacién en el Medio Oriente (Usha Rao y
Pandei, 2007).

En la actualidad T. aestivum representa la mayor parte de la cosecha mundial de
trigo y se cultiva desde Noruega y Rusia a 65 °N hasta Argentina a 45 °S (Dubcovsky y
Dvorak, 2007).

El cultivo a nivel mundial y del pais, importancia como alimento en un marco de
sustentabilidad

El trigo pan tiene una produccion mundial de 729 millones de toneladas (Ultimos
datos publicados por la FAO en 2014, http://faostat3.fao.org/download/Q/QC/E),

proporcionando junto al arroz, maiz y papa aproximadamente el 60 % del aporte calérico

de la dieta en la poblacion mundial (http://www.fao.org/biodiversity/components/

plants/en/).

En Argentina, el area sembrada en el ciclo agricola 2016/17 fue de 6,4 millones de
hectareas, cosechandose 5,6 millones de hectareas, con una produccion de 18,4 millones

de toneladas (MINAGRO, 2016 https://datos.magyp.gob.ar/reportes.php?reporte=Estimaciones).
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Aunque se necesitan mas alimentos debido al rdpido crecimiento de la poblacion
humana, la calidad de los alimentos debe ser mejorada, particularmente por el incremento
en el contenido de nutrientes. En adicion, los insumos agricolas deben ser reducidos
(Tester y Langridge, 2010)

El mejoramiento y las practicas agronémicas han alcanzado, en promedio, un
incremento linear en la produccion de alimentos globales, a una tasa promedio de 32
millones de toneladas métricas por afio. Sin embargo, para alcanzar el objetivo de un 70%
méas de alimento en 2050, de la declaracién de la Cumbre mundial sobre seguridad
alimentaria, se requiere un incremento promedio anual en la produccion de 44 millones de
toneladas métricas por afio. Esta escala de aumento sostenido de la producciéon mundial
de alimentos no tiene precedentes y requiere cambios sustanciales en los métodos de
manejo agrondmico y mejoramiento de los cultivos. El logro de este aumento en la
produccién de alimentos en un entorno estable seria un reto, pero es, sin duda, mucho
mas teniendo en cuenta las presiones adicionales generadas por los cambios ambientales

globales (Tester y Langridge, 2010).

Ante el cambio ambiental global, son evidentes los efectos deletéreos, tales como
eventos de dafios por altas temperaturas, patrones alterados de sequias y nuevas

presiones de plagas y enfermedades (Tester y Langridge, 2010).

El incremento estable en la productividad desde la revolucién verde esta asociado
con el mejoramiento genético del potencial de rendimiento, resistencia a enfermedades y
adaptacion a estrés abiético (Reynolds y col., 2009). Este potencial puede verse afectado
por diversos factores, entre los que se pueden destacar los abiéticos (fertilidad del suelo,
disponibilidad hidrica, etc.) y los biéticos (plagas, enfermedades, etc.). Entre las
enfermedades, las que provocan mayores pérdidas en rendimiento son aquellas causadas
por hongos patdgenos. El trigo posee un limitado numero de patégenos fungicos que
tienen suficiente area de difusion y presion de indculo para provocar limitantes en el

rendimiento y la calidad del grano.

En este sentido se debe mencionar como enfermedades foliares a Puccinia triticina
con efecto importante a moderado sobre el rendimiento, Drechslera tritici-repentis y
Septoria tritici con efecto moderado a importante (Cord6,2014), en enfermedades del tallo
P. graminis, es la que provoca mayores dafios de las royas que afectan al cultivo

(Campos, 2014) y en la espiga Fusarium graminearum con un efecto importante sobre los
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rendimientos, y Ustilago tritici y Tilletia foetida, con efectos bajos y moderados a

importantes, sobre el rendimiento, respectivamente (Cordé, 2014).

Fusariosis de la espiga, enfermedad fungica de importancia econdémica para el trigo

La FE es una enfermedad destructiva de cereales de grano pequefio como trigo, cebada,
avena, centeno y maiz (Brown y col., 2010; Boutigny y col., 2011), reduciendo el
rendimiento y la calidad (Kolb y col., 2001; Pritsch y col., 2000; Goswami y Kistler, 2004),
lo cual causa dificultades para comercializar, exportar y procesar el grano infectado
(Goswami y Kistler, 2004).

El hongo ascomicete Fusarium graminearum Schwabe (teleomorfo: Gibberella
zeae (Schwein) Petch) es uno de los principales agentes causales de la enfermedad en
Europa, Asia y América (Brown y col., 2010), aunque hay al menos 17 especies de
Fusarium asociadas a esta enfermedad, de acuerdo a lo descripto por Parry y col. (1995).
Del trabajo de revision del mencionado autor, se desprende que son 3 las especies que
predominan a nivel internacional: F. graminearum (Gibberella zeae), F. culmorum y F.
avenaceum (G. avenacea). La distribucién geogréfica y la predominancia de las diferentes
especies esta relacionada con los requerimientos de temperatura: en regiones calidas del
mundo, F. graminearum es generalmente la especie mas importante causal de la FE. En
las regiones mas frias, F. culmorum tiende a predominar, y F. poae y Microdocttium nivale
asumen mayor importancia que en otras regiones. F. avenaceum ha sido aislado de
espigas enfermas de zonas de un amplio rango climatico, pero representa sé6lo una

pequefia proporcion de aislados de Fusarium (Parry, 1995).

En trigo, esta patologia afecta el cultivo en Estados Unidos (Bourdoncle y Ohm,
2003; Argyris y col., 2005), Canada (Argyris y col., 2005) y en otras partes célidas y
himedas del mundo (McMullen y col., 1997, Rudd, 2001; Buerstmayr y col., 2002; Han y
col., 2005; Klahr, y col., 2007, Tunali y col., 2012;). Se han producido epidemias graves y
frecuentes en todo el mundo en los udltimos 25 afios, siendo esta enfermedad una
amenaza creciente para la produccion mundial de alimentos. Recientes brotes se
informaron en Estados Unidos, Canadé, Europa, Asia, Australia y América del Sur (Kikot y
col., 2010).

Los estudios de severidad de FE en Latinoamérica se han realizado principalmente
en el cono sur, en las regiones templadas del norte de Argentina, sur de Brasil y Uruguay,

gue son las principales zonas productoras de cereales (van der Lee y col., 2015).
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En la Argentina, las epifitias se registraron en las décadas de 1960, 1970, 1980 y
1990, registrandose pérdidas importantes en los afios 1992, 1993, 1994, 2000 v,
particularmente en el afio 2001, en especial en la Subregién Triguera Il (Entre Rios) con
pérdidas de rendimiento en grano de entre un 30 y 80% (Formento y Firpo, 2002). Esta
zona tiene una probabilidad de ocurrencia de epifitias 30% mayor que en cualquier otra
zona triguera del pais (Canu, 2008). En las campafias agricolas 2012 y 2014 las
condiciones ambientales fueron predisponentes para el desarrollo de la enfermedad,
observandose alta incidencia y severidad en cultivares susceptibles.

En trigo candeal (Triticum dicoccoides var. Durum) hubo epidemias severas en
1963, 1976, 1978 y 1985, en el sureste de la provincia de Buenos Aires (principal region
productora de trigo candeal de Argentina), con pérdidas de hasta 70%, ocasionando en
parte la reduccion del area cultivada con esta especie, reemplazandola con trigo pan, de

acuerdo a la revisién de Bainotti y col. (2013).

La regién de cultivo de trigo en el pais se subdivide en 7 sub regiones, cada una
de ellas con sus caracteristicas particulares de clima y suelos. En la sub regién Il (que
comprende la provincia de Entre Rios) las condiciones ambientales conductivas para el
desarrollo de la FE se dan con mayor frecuencia e intensidad que en las demas
subregiones. Debido a esto, a continuacién se presentan datos de superficie sembrada y

produccién en esta subregién desde la campafia 1969/70 hasta el presente (Figura 1).
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Superficie sembrada y producciéon en Entre Rios
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Figura 1. Superficie sembrada y produccién de trigo en la subregion 3 desde la
campafa 1969/70 a 2015/16. (Fuente: MINAGRO).

Y en la siguiente figura (Figura 2) se presenta el rendimiento promedio para la

subregion desde la campafia 2000/01.

Rendimiento promedio provincial de Entre Rios
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Figura 2. Rendimiento promedio del cultivo de trigo en la subregion 3 desde la
campafa 2000/01 a 2016/17. Fuente: SIBER (BCERER).
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De la informacion presentada en ambos graficos se desprende que en la campafia
2001/02 la superficie sembrada fue la méxima (409.850 ha) de los ultimos 47 afios (Serie
histérica de la Direccion de Estimaciones Agricolas y Delegaciones del Ministerio de

Agroindustria,  https://datos.magyp.gob.ar/reportes.php?reporte=Estimaciones) vy el

rendimiento promedio para la subregion fue el minimo (1092 kg/ha) de los ultimos 17

afos.

Las condiciones ambientales durante el ciclo de cultivo en esa campafa fueron
predisponentes para que la enfermedad se presente como una epifitia. El Sistema de
Informacion de la Bolsa de cereales de Entre Rios (SIBER), indicaba que debido a las
condiciones de excesos hidricos y alta humedad ambiente durante todo el desarrollo del
cultivo de trigo, y especialmente al momento de espigazoén, los ataques de enfermedades
fungicas (fusarium de espiga) fueron los determinantes de una disminucion muy
importante en los rendimientos de todos los cultivares (Informe Final Campafia 2001/02,

http://centrales.bolsacer.org.ar/informes/campanias/2001 02/Informe Final 2001 02.pdf).

Los resultados de esa campafa repercutieron negativamente en la siguiente, con
una reduccién de la superficie sembrada de un 38% y una disminucién del 11% en la

produccién obtenida.

Caracteristicas del patégeno, ciclo de viday condiciones predisponentes
Los conidios de Fusarium graminearum y ascosporas de Gibberella transportados por el
viento pueden depositarse sobre las anteras, germinar, colonizar el ovario, otras

estructuras florales y el resto de las espigas (Formento y de Souza, 2004).

F. graminearum es un hongo homotalico haploide que tiene tanto un ciclo de vida
asexual como sexual (Figura 3). Wang (2015) describe este ciclo en forma detallada: En
el ciclo asexual, este hongo produce esporas conocidas como macroconidios. Esos
conidios son delgados, de paredes gruesas, curvados a recto, coénicos en ambos
extremos, con cinco a siete septos o particiones. Se producen en clamidosporas globosas
gue son esporas de pared gruesa, aunque también se forman sobre el micelio. Las
clamidosporas permiten que F. graminearum sobreviva a condiciones desfavorables vy,
por lo tanto, permite que el hongo permanezca en el suelo o sobre rastrojos hasta que la

temperatura y la humedad adecuadas faciliten un nuevo ciclo de infecciones.
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Figura 3. Ciclo de vida de Fusarium graminearum (fase sexual, Giberella zeae),
agente causal de la fusariosis de la espiga en trigo (extraido y modificado de Trail,
2009).

Generalmente, mientras que los macroconidios desempefian un papel importante
en la diseminacién del agente patégeno por el viento, los microconidios y las
clamidosporas son esenciales para la infeccion de los tejidos del huésped. Los
macroconidios pueden ser transportados desde el suelo o las hojas infectadas a las

espigas en floracion por salpicado de lluvias o dispersion por el viento, lo que causa la FE.

De acuerdo con Del Ponte y col. (2007), ésta es la manera en que F.
graminearum puede infectar los tejidos de la espiga desde la floracion hasta las ultimas
etapas del desarrollo del grano. La infeccion de la flor se manifiesta inicialmente en
lesiones acuosas que mas tarde se convierten en un color rojo amarillento. Los puntos
anaranjados formados en la superficie de la espiguilla infectada se denominan
sporodochium y contienen muchos macroconidios. Ademas del crecimiento interno del
micelio en los tejidos del huésped, la dispersion de macroconidios también puede iniciarse

a partir de otras infecciones en la misma planta o de plantas vecinas.

La etapa sexual comienza a partir de pequefios cuerpos redondos negro-azulados
sobre los rastrojos, denominados peritecios. Se ha reportado que los peritecios mantienen

la viabilidad por mas de 16 meses y son abundantes en la primavera y en condiciones
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humedas y célidas favorables para su maduracion ocasionando la liberacion de
ascosporas. Las ascosporas son las esporas sexuales que serdn dispersadas por el
viento, la lluvia o los insectos y causan la enfermedad inicial de las partes aéreas de las
plantas (Agrios, 2004).

El riesgo de epidemias por FE adquieren mayor importancia cuando se encuentra
una abundante cantidad de indculo en el rastrojo y el suelo, acompafiado con ambiente
calido y humedo en el momento (Buerstmayr y col., 2002) y posterior a la antesis (Bai y
Shaner, 2004). Son necesarias 48 horas de precipitacién pluvial consecutivas y una
temperatura de entre 20 y 25 °C (Parry, 1995, Canu, 2008). McMullen y col. (1997),
concluyen que un ambiente célido y humedo durante la antesis y maduracion del cultivo

puede favorecer el desarrollo de la FE.

Segun Del Ponte y col. (2007) hay falta de consenso sobre el tamafio exacto de la
ventana fenolégica de vulnerabilidad a la enfermedad, y especialmente para la
acumulacién de DON en los granos. Algunos autores demaostraron que la infeccién ocurre
principalmente en antesis, con las anteras como el sitio principal de infeccion (Parry,
1995).

Sin embargo, otros autores han observado una ventana de infeccibn mas
extendida, con el pico de mayor susceptibilidad luego de antesis (Andersen, 1948;
Schroeder and Christensen, 1963). En una publicacibn mucho mas reciente, Reis y col.
(2016), concluyen que el periodo predisponente a la infeccion abarca desde el inicio de la
floracion hasta estado masoso, es decir, estados 60 a 75 de la escala de Zadoks (1974).
De acuerdo a lo descripto por Reis y col. (2016) durante todo este periodo, las anteras se
encuentran expuestas o parcialmente expuestas al inicio del periodo y parcialmente

expuestas al final del periodo considerado.

La FE ocasiona pérdidas econdémicas por la disminuciéon del rendimiento como y
también por la reduccién en la calidad del grano (Shroeder y Christensen, 1963; Bai y
Shaner, 1994). La calidad se ve afectada tanto por la degradacién del almidon y otras
proteinas (Snijders, 2004) como por la contaminacion con diversas micotoxinas

(metabolitos secundarios de ciertos géneros de hongos).

Las principales toxinas asociadas al género Fusarium son los tricotecenos, que
son metabolitos sesquiterpenoides, biolégicamente activos, de bajo peso molecular y de
elevada termoestabilidad. Estas moléculas son téxicos potentes de las células

eucaritticas y causan lesiones dérmicas, alteraciones de la respuesta inmunolégica e
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inhibicion de la sintesis de macromoléculas, con accion letal en dosis altas. Podemos
mencionar entre estos tricotecenos al diacetoxiscirpenol (DAS), al monoacetoxiscirpenol
(MAS), deoxinivalenol (DON), 3 acetiDON (3-ADON), 15 acetil-DON (15-ADON);
nivalenol (NIV); fusarenona-X (FUS) (Martinez y col., 2014; Kang y Buchenauer, 1999) de
preocupacién para la produccién animal y salud humana (Bai y Shaner, 1994; Snijders,
2004; Klahr, y col., 2007).

Todas estas micotoxinas ocasionan contaminacibn aun con niveles bajos de
infeccion, siendo esto de importancia relevante en el uso posterior del producto. En
Argentina, el principal agente causal, que como ya se mencion0 es F. graminearum,
posee predominantemente el genotipo que produce 15-ADON (Reynoso y col., 2011;
Castafares y col., 2014; Malbran y col., 2014; Alvarez y col., 2009; van der Lee y col.,
2015).

Como lo exponen Martinez y col. (2014) la Food and Drug Administration (FDA)
(http://www.fda.gov ) de EEUU establece como valor de advertencia el de 1 ug/kg de DON

para las harinas de trigo, encontrando estos autores que de un relevamiento realizado en
muestras de trigo cedidas por un molino harinero de la campafia 2012/13, un 24 % de las
mismas superaron ese valor. Tal como concluyen en el trabajo, todas las muestras de

trigo analizadas fueron comercializadas, con el riesgo para la salud que ello implica.

La acumulacién de la micotoxina en los granos es influenciada por varios factores,
incluyendo la resistencia del hospedante, quimiotipo, agresividad de las especies fungicas
prevalentes, y el ambiente (principalmente temperatura y humedad) durante el desarrollo
de la enfermedad (Del Ponte y col., 2007). Las diferentes micotoxinas tienen diferentes
propiedades toxicoldgicas. ElI NIV es mas téxico que el DON para los seres humanos y los
animales domésticos y el Comité Cientifico Europeo para la Alimentacion Humana ha
emitido un limite més estricto para la ingesta diaria tolerable temporal de NIV (0,7 pg / kg
de peso corporal) que para DON (1 ug / kg) (EFSA CONTAM Panel 2013, citado por van
der Leey col., 2015).

Ademas de la importancia de tener bajos coeficientes de infeccién a campo, para
impedir caidas de rendimiento en situaciones favorables a la enfermedad, la seleccién de
germoplasma resistente ayuda a impedir un dafio indirecto como es la acumulacion de
micotoxinas. La seleccidn por bajos niveles de infeccion seleccionara indirectamente por
baja acumulacion de DON (Snijders, 2004).
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Los tratamientos con fungicidas y las practicas de manejo agricola reducen los

dafios, pero se contintan observando pérdidas significativas en rendimiento y calidad.

El hongo F. graminearum sobrevive saprofiticamente en residuos de granos
pequefios y maiz. Se han propuesto varias practicas culturales para eliminar las fuentes
de in6culo primario. La adopcion de labranza minima para la conservacion del suelo
reduce las opciones en estas técnicas de manejo. Los tratamientos de semilla y las
aplicaciones foliares de fungicidas en antesis pueden proporcionar cierta proteccion.
Varios fungicidas estan registrados para su aplicacién en trigo y cebada al final de la
temporada. El costo del tratamiento, la dificultad de determinar el momento 6ptimo de
aplicacion, y la falta de fungicidas registrados altamente eficaces, han limitado el uso de la
proteccién quimica contra la FE. Adn si un fungicida reduce las pérdidas directas de
rendimiento, no puede reducir la contaminacién con micotoxinas a niveles tolerables para

consumo humano (Bai y Shaner, 2004).

Ramirez y col. (2004) estudiaron el efecto de fungicidas triazoles, imidazoles y
estrobilurinas, y aunque los fungicidas tienen diferentes modos de accion, todos fueron
capaces de inhibir el crecimiento fingico en casi todas las condiciones ensayadas. Sélo
dos fungicidas triazoles durante el estudio in situ, en dos condiciones diferentes mostraron
estimulacion del crecimiento. Todos los fungicidas mostraron estimulacion o reduccién de
DON en al menos una de las condiciones ensayadas, y esa estimulacion o reduccién de
la produccion de DON en presencia de fungicidas esta influenciada por interacciones
complejas entre actividad del agua, temperatura, concentracion de fungicida y tiempo de

incubacion.

En consecuencia, el desarrollo de cultivares con resistencia genética a la
enfermedad es el componente clave en una estrategia efectiva para el control de la FE
(Gervais y col., 2003). Desafortunadamente no se encuentran disponibles aiun en el
mercado suficientes materiales adaptados a condiciones locales, con buen rendimiento y

con buenos niveles de resistencia genética a FE.

Sintomas de la enfermedad

Los sintomas tipicos de infeccidn por Fusarium muestran lesiones castafias y acuosas en
las espiguillas y pérdida de clorofila en la espiguilla y el raquis (Pugh y col., 1933; Parry y
col., 1995; McMullen y col., 2008; Nicholson y col., 2007), con una decoloracion que se

extiende en todas los sentidos de la espiga. Pugh y col. (1933) encontraron que la
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progresion de la infeccion seguia la progresién general de antesis, comenzando en el
centro de la espiga y progresando hacia la punta y a base de la misma. Los sintomas
también se propagaréan por todo el raquis, tanto apical como basalmente desde el punto
de infeccidén. El micelio externo se extiende desde la espiguilla originalmente afectada
hacia las espiguillas adyacentes, con condiciones ambientales 6ptimas.

Si el ambiente es humedo y calido, un desarrollo fungico de color rosa salmén a
naranja sera visible en las espigas afectadas y a lo largo del borde de las glumas o la
base de la espiguilla (Parry y col., 1995). La coloracion marrén oscura del raquis y el tejido
del tallo coincide con la obstruccion del tejido vascular y la subsiguiente obstruccién de la
translocacion de agua y nutrientes, lo que puede provocar que las espigas maduren
prematuramente (Bai y Shaner, 1994; Nicholson y col., 2007).

Los granos infectados con Fusarium suelen ser de color tostado, castafio o
castafio oscuro, y delgados o aplanados debido a la escasez de agua y nutrientes
(Tekauz y col.,, 2000). Las infecciones avanzadas muestran peritecios negros en la
superficie de los granos (Tekauz y col., 2000; Steffenson y col., 2003). La FE es facil de
reconocer en el campo porgque tiene sintomas muy particulares y coloracion tipica de las

espigas enfermas que contrastan con el resto de las mismas verdes.

En el trabajo histol6gico llevado adelante por Brown y col. (2010) encontraron que
el frente de avance de la infeccién en el raquis se encontraba Unicamente en el apoplasto
de la corteza y no en la vasculatura como se habia descripto anteriormente, de acuerdo a
lo citado por Miller y col. (2004); Ribichich y col. (2000); Tu (1950). En el frente de la
infeccion, las células del parénquima de la corteza rodeadas de hifas intercelulares no
habian plasmolizado y todavia contenian organelos. Ademas, las hifas adoptaron la forma
de los espacios intercelulares, a menudo en las uniones de células corticales vecinas,
tomando una forma triangular en lugar de alterar las células huéspedes circundantes. Este
modo de colonizacién recuerda el de la endéfita estrechamente relacionada Epichloe
festucae. Muy cerca del frente de avance de la infeccion, los nucleos de las células
corticales del huésped se agrandaron y se redondearon. Posteriormente, el citoplasma
aparecioé granulado y la célula huésped plasmolizada. No esta claro si esta muerte de la

célula huésped fue programada o fue el resultado de la necrosis.

En un estudio anterior, Desmond y col. (2008) demostraron que el DON causa la
muerte celular en trigo y que la misma estuvo asociada con la degradacion del ADN

gendmico, una sefial de muerte celular programada en plantas y otros eucariotas. Sus
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experimentos sugieren que el nivel de produccion de DON afecta la respuesta celular de
forma que puede promover el crecimiento de hongos necrotréficos iniciando la muerte
celular programada o reducir el crecimiento del hongo por desencadenar la expresion de

genes de defensa y la acumulacion de proteinas antimicrobianas.

La siguiente figura (Figura 4, tomada y modificada de Brown y col., 2010)
esquematiza el progreso de la infeccion en la espiga.

A. Anatomia B. Espigadetrigo
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Figura 4. Esquema de la anatomia de la espiga de trigo y las conexiones vasculares
entre espiguillas vecinas. (A). Espiga de trigo, cultivar Bobwhite, mostrando las posiciones de
las secciones transversales (B). Esquema de la trayectoria de la infeccion fungica, desde la
espiguilla inoculada (10) hasta las espiguillas vecinas (9, abajo y 11, arriba), en los puntos
temporales temprano (C), medio (D) y tardio (E). Leyenda: lineas punteadas azules = vasculatura
de la planta. Flecha roja = direccion general de la infeccion flngica, niamero rojo = etapa de
infeccion flngica descripta en este estudio. 1, crecimiento vertical de hifas intra e intracelular en la
corteza y vasculatura, desde la espiguilla inoculada hasta el raquis. 2, crecimiento lateral de hifas
intracelulares a través del esclerenquima en el raquis. 3, crecimiento hifal vertical arriba y abajo del
raquis, colonizacion intercelular de la corteza seguida por colonizacién intracelular de la corteza y
vasculatura. 4, crecimiento lateral de hifas intercelulares debajo del tejido esclerenquimaético en el
nodo raquideo no inoculado. 5, aumento del crecimiento lateral de las hifas, acumulacién bajo la
superficie, rotura de la epidermis y produccién de un micelio aéreo.
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Mecanismos de resistencia

En cuanto a los mecanismos de resistencia desarrollados por el organismo hospedador
pueden clasificarse en activos o0 pasivos (Mesterhazy, 1995). Los primeros estan
asociados a caracteres fenotipicos tales como altura de planta, presencia de aristas,
densidad de espiguillas, periodo de floracién (Mesterhazy, 1995; Pritsch y col., 2000; He y
col.,, 2014; Prat y col., 2014). Dentro de los mecanismos activos de resistencia, se
propusieron cinco tipos: la resistencia a la infeccién inicial (resistencia tipo 1) y la
resistencia a la dispersion de la infeccibn dentro de la planta (resistencia tipo 2)
(Schroeder y Christensen, 1963; Argyris y col., 2005), a la infeccién del grano (resistencia
tipo 3), tolerancia (resistencia tipo V), y a la micotoxina deoxinivalenol por
descomposicion de la misma (resistencia tipo V) (Snijders y Perkowski, 1989; Mesterhazy,
1995).

Los mas comunmente aceptados y estudiados son tres de los mencionados: a la
infeccion primaria, a la dispersion dentro de la espiga y a la acumulacién de micotoxinas

en granos infectados (Schroeder y Christensen, 1963; Yu, 2007; He y col., 2014).

Diferentes procedimientos de inoculacion nos permiten testear para componentes
especificos de resistencia. La inoculacién por aspersion permite evaluar la resistencia de
tipo 1 mediante el registro de la incidencia de la enfermedad, es decir, el porcentaje de las
espigas que presentan sintomas de FE. La resistencia de tipo 1 se considera dificil de
evaluar, y los estudios en los que utilizan la inoculacion por aspersion se focalizan en
general en la evaluacion de la severidad de la enfermedad (porcentaje de espiguillas
enfermas por unidad de superficie) que abarca resistencia de tipo 1 y tipo 2 (Buerstmayr y
col., 2012). Si bien se considera que la inoculacion por aspersion imita las condiciones
naturales de infeccién, las evaluaciones pueden sufrir los efectos ambientales y son, por
tanto, propensas a las interacciones genotipo x ambiente (Fuentes y col., 2005; Ma y col.,
2006).

Por otra parte, los programas de mejoramiento frecuentemente emplean
inoculacion por aspersion para evaluar gran cantidad de material en el campo, con el
desarrollo de protocolos para sus necesidades particulares. La dispersion de granos con
indculo es otro método usado para la evaluacion de gran cantidad de material en
evaluaciones a campo. Los protocolos desarrollados para este método son similares a los

desarrollados para la inoculacion por aspersion, con la excepcién que el indculo proviene
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de granos precolonizados que han sido desparramados en el campo. Este método

probablemente sea lo mas cercano a simular una epidemia natural (Rudd y col., 2001).

La medicion de la resistencia de tipo 3 (resistencia a la infeccion del grano) se
realiza mediante andlisis quimico de muestras de granos. Los ensayos para la obtencién
de las muestras de grano se realizan tipicamente en invernaculo para que las condiciones
para la infeccion sean cuidadosamente controladas, y minimizar el efecto de la interaccion

genotipo ambiente (Yu, 2007).

Si nos centramos en la resistencia de tipo 2, ésta es tipicamente evaluada en
invernaculo inoculando una espiguilla central de una espiga en antesis y cuantificando el
progreso de los sintomas de la enfermedad desde el punto de inoculaciéon. De acuerdo a
van Ginkel y col. (1996) este es el momento y lugar ideal para provocar la infeccién. Se
han desarrollado varios métodos de inoculaciéon puntual. De 4 a 10 espigas por genotipo

evaluado son las que usualmente se inoculan.

Tipicamente, una Unica flor central es inoculada en antesis con 5 a 10 ml de una
suspension de esporas con una concentracién de 50000 macroconidios / ml. Esta
concentracion es la mas comunmente utilizada, pero se han reportado otras
concentraciones (Shen y col. (2003), Semagn y col (2007), Stein y col. (2009), Shin y col
(2014)).

El in6culo es colocado en la flor con una jeringa repetitiva automatica, aguja, o un
pequefio trozo de algodén empapado en el in6culo (Bekele, 1985), o un grano de mijo
Setaria italica (L.) P. Beauv. colonizado (revisado en Rudd y col., 2001). La humedad se
mantiene para facilitar la infeccion y el desarrollo de la enfermedad, cubriendo la espiga
individual o toda la planta con una envoltura de plastico o manteniendo la humedad

mediante un sistema de niebla.

De acuerdo con van Ginkel y col. (1996) éste método de inoculacion es confiable,

no dafia los érganos reproductivos y esta bien adaptado para estudios cuantitativos.

El progreso de la enfermedad se registra mediante el recuento del numero de
espiguillas enfermas luego de la inoculacién. Tanto la frecuencia y el momento del registro
de datos varian de un programa a otro. En algunos programas, varias observaciones se
hacen y se calcula el area bajo la curva de progreso de la enfermedad (ABCPE). En otros
casos, los sintomas se registran sélo una vez, tipicamente de 14 a 21 dias después de la

inoculacion dependiendo del progreso de la enfermedad en el testigo susceptible. Algunos
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programas luego cosechan y trillan las espigas inoculadas en la madurez para evaluar la

calidad de los granos (Rudd y col., 2001).

En trigo tetraploide, la mayoria de los estudios realizados se han basado en la
evaluacién de resistencia de tipo 2, la cual estd menos sesgada por variaciones
ambientales, como los experimentos se instalan generalmente en inverniculos con mejor
control de las condiciones y se puede evitar el escape de la enfermedad debido a que el
indculo se coloca directamente en las espiguillas (Prat y col., 2014).

La influencia del ambiente

En todo el mundo, los cambios climaticos afectan simultdneamente el crecimiento de los
cultivos agricolas y la incidencia y severidad de las epidemias de enfermedades de los
cereales (Skelsey, 2015). Los factores ambientales pueden tener influencia en la
expresion de ciertas caracteristicas morfolégicas, introduciendo variacion entre ambientes

y a través de los afos.

Las fuertes interacciones genotipo - ambiente asociadas a la resistencia a la FE
(Campbell y Lipps 1998; Fuentes y col, 2005) complican la evaluacion fenotipica y el
analisis genético de esta resistencia. El andlisis de QTLs puede permitir la identificacion
de regiones gendémicas asociadas con la resistencia, y los marcadores ligados a esas
regiones pueden usarse en un esquema de seleccidon asistida por marcadores

moleculares, sin la preocupacion adicional de los efectos ambientales (Chu y col., 2011).

Mesterhazy (1997) en su trabajo sugirié6 que los genotipos fueran evaluados al
menos 2 o0 3 afios (ambientes) antes de sacar conclusiones con respecto a su reaccién a
esta enfermedad, que posee una alta influencia ambiental. La estabilidad de la reaccién
de un genotipo en diferentes ambientes de evaluacién también es importante (Fuentes y
col., 2005), considerando que la estabilidad de la resistencia es otro problema clave
(Mesterhazy y col., 1999).

En un trabajo previo Mesterhazy (1995) postula que la estabilidad de las
reacciones de la enfermedad dependeria del nivel de resistencia o estabilidad del
genotipo. Genotipos altamente resistentes parecen ser estables, por ejemplo, ellos
permaneces sanos bajo practicamente todas las condiciones epidémicas, o en ellos solo

se desarrollara una leve infeccion y la inestabilidad ser4d mayor a mayor susceptibilidad.
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El medio ambiente afecta significativamente la evaluacién fenotipica de la
enfermedad (Bai y Shaner, 2004), por lo que los marcadores moleculares pueden resolver
los problemas asociados con la evaluacion fenotipica de la enfermedad y permitir
combinar genes de resistencia de diferentes fuentes a través de la seleccién asistida por
marcadores (Bai y Shaner, 2004).

Las técnicas de screening para FE pueden ser tan diversas como los programas
que las utilizan. Los objetivos del trabajo, el nivel de precision necesario, el numero de
lineas bajo evaluacion y los recursos disponibles son todas consideraciones importantes
para elegir una técnica. Lo que es comun a todas las técnicas es la inoculacion en antesis
y proveer un ambiente favorable para la infeccion y desarrollo de la enfermedad. Algunos
programas de mejoramiento utilizan un solo aislado agresivo en su programa de
seleccién. Otros programas, teniendo en cuenta que la agresividad de los aislados

pueden estar afectados por el ambiente, utilizan una mezcla de aislados.

En este sentido, van Eeuwijk y col.,, en 1995 concluyen que cualquier cepa

razonablemente agresiva, es satisfactoria para los fines de seleccion.

Fuentes de resistencia
En cuanto a las fuentes de resistencia genética conocidas hasta el momento, no se
conocen fuentes de resistencia completa, y las actualmente conocidas solo proporcionan

resistencia de tipo parcial (Rudd y col., 2001).

En China, se identificaron 32 accesiones con elevado nivel de resistencia, de 17
mil testeadas. Desafortunadamente, la mayoria de las accesiones resistentes fueron
poblaciones locales (landraces) demasiado altas, con espigas pequefias, ciclos muy
largos y otras caracteristicas agronémicas indeseables. Algunas de esas landraces fueron
usadas como progenitores en programas de mejoramiento, pero fue dificultoso incorporar
la resistencia en lineas elite (Bai y Shaner, 2004), debido al trabajo que se requiere para

recuperar el genoma mejorado.

Las mayores fuentes de resistencia a FE utilizadas en los programas de
mejoramiento de todo el mundo son Sumai 3 (Funo/ Taiwan Wheat) y Ning7840
(Aurora/Anhui 11//Sumai 3) o algun otro cultivar derivado, como Alsen (ND 674// ND 2710/
ND 688, donde ND 2710= Sumai 3/ Weaton/ Grandin).
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El cultivar primaveral Sumai 3, incluyendo las lineas derivadas tales como Ning
7840, es sin duda la fuente més utilizada de la resistencia a FE en el mundo y es
ciertamente la mejor caracterizada (Rudd y col., 2001, Badea y col., 2008). Este cultivar
ha sido calificado como resistente o altamente resistente por los programas de
mejoramiento de todo el mundo donde ha sido usado. Los problemas asociados con el
uso del mismo, como progenitor en un programa de mejoramiento, incluyen la alta
susceptibilidad a otros patégenos y el desgrane. Hay diferentes selecciones de Sumai 3
diseminadas en el mundo, con diferencias en la resistencia para Fusarium y otras
caracteristicas agronémicas (Rudd y col., 2001). Buena parte del buen comportamiento de
Sumai 3 frente a la FE es explicada por un QTL mayor ubicado en el cromosoma 3BS
denominado Fhbl (Xie y col., 2007).

Nyubai es un cultivar japonés moderadamente resistente que explica mas del 30%
de la varianza fenotipica para la resistencia de tipo 2. El QTL Fhbl de Nyubai fue
mapeado en el mismo locus que el QTL Fhbl derivado de Sumai 3, pero con diferentes
tamafios de alelos. Es una potencial fuente alternativa de resistencia al ampliamente

usado cultivar chino Sumai 3 (Gunnaiah y col., 2012).

Lamentablemente, la dependencia de unas pocas fuentes de resistencia puede
resultar en una eventual erosion de la efectividad de los genes involucrados (Shaner y
Buechley, 2001; McCartney y col., 2004).

Con el objetivo de evitar la completa dependencia en una o pocas fuentes de
resistencia, Yu y col. (2006) caracterizaron cultivares y landraces asiaticas en base a
AFLPs y SSR asociados a los QTLs de Sumai 3. Encontraron que algunas de las
accesiones analizadas con altos niveles de resistencia tendrian loci de resistencia
diferentes a los de Sumai 3. De manera similar, Yang y col. (2006) determinaron la
relacion entre la resistencia de Sumai 3 y nuevas fuentes, usando cinco marcadores SSR

asociados a los QTLs de Sumai 3 de los cromosomas 3BS y 6BS.

Otras fuentes de resistencia que han sido ampliamente utilizadas incluyen
Frontana de Brasil y Nobeoka Bouzu de Japén (Rudd 2001, Badea y col., 2008).

Aunque la resistencia en algunos cultivares es frecuentemente solo intermedia,
son fuentes atractivas para los mejoradores porque se generan poblaciones segregantes
que estan adaptadas, tienen resistencia a fusariosis por combinacion de genes presentes
en ambos progenitores y tienen aceptables caracteristicas agrondmicas y de calidad.

Algunas de esas fuentes de resistencia fortuitas incluyen el cultivar 2375 usado
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primeramente, en la regién de trigo primaveral de estados Unidos, y Ernie y Freedom
usados en la region este de trigos invernales rojos blandos de Estados Unidos (Rudd y
col., 2001). Otra fuente de resistencia es el cultivar 2710.

Algunos programas han explorado especies emparentadas silvestres buscando
resistencia a FE pero estos esfuerzos han tenido un éxito limitado (Rudd y col., 2001; Bai
y Shaner, 2004). Aproximadamente 6000 accesiones de especies emparentadas fueron
testeadas en China a principios de 1980, pero ninguna mostro alto nivel de resistencia a
FE (Bai y Shaner, 2004)

El cultivar brasilero Pampeano (ORL 91274/ ORL 93807// ORL 95711 “s”, donde
ORL 95711 “s”= BR35// BR14*2/ Sumai 3/ OR1) si bien tiene en su pedigree a Sumai 3,
tendria otros factores de resistencia, ya que estudios previos (Canu, 2008) han mostrado
gue no posee el QTL Qfhs.ndsu-3BS, y sin embargo, muestra una resistencia tipo 2
similar a Sumai 3 y Alsen. En el trabajo citado anteriormente, de acuerdo a los resultados
de distancias genéticas estimadas con el mapeo de los sectores cromosémicos 3BS, 5AS
y 6BS, mas los datos de severidad observados, Pampeano mostré baja probabilidad de
compartir regiones cromosoémicas con Sumai 3, a pesar de estar emparentado como ya

se menciond anteriormente.

Ademas, los resultados obtenidos en el trabajo de Alves y col., 2013, les permiten
concluir que Pampeano, junto a un reducido grupo de los genotipos ensayados, presentd
valores de severidad, porcentaje de granos fusariosos y area bajo la curva de progreso de
la enfermedad que demuestran el potencial de este cultivar para ser utilizado como fuente

de resistencia tipo 1y 2.

Genética de laresistencia

Numerosos estudios sobre la genética de fuentes conocidas de la resistencia a FE
definen la herencia del caracter como compleja (Rudd 2001, Buerstmayr y col., 2009,
Niwa y col., 2014). Diversos autores han reportado tanto herencia oligogénica (van Ginkel
y col., 1996, Singh y col., 1995) como poligénica (Bai y Shaner, 1994, Gervais y col.,

2003, Mesterhazy y col., 2005) para factores de resistencia asociados a la FE.

Ademas, existe considerable evidencia que prueba la segregacién transgresiva en
la resistencia a fusariosis (Snijders, 1990, Jiang y col., 1994, Waldron y col., 1999). El
cultivar Sumai 3 (mencionado en el punto anterior como uno de los principales dadores de

resistencia a nivel mundial) deriva de un cruzamiento de dos lineas con niveles
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intermedios de resistencia. Por su parte, el cultivar Ernie fue seleccionado de la progenie
de dos lineas moderadamente susceptibles (McKendry et al., 1995). van Ginkel y col.
(1996) reportaron que tanto Frontana como Ning 7840 tenian cada uno dos genes
dominantes y que parte de la progenie del cruzamiento entre ellos mostr6 segregacion
transgresiva, es decir mayor resistencia que cualquiera de los parentales. Estos autores
proponen en su trabajo que estos cultivares poseen dos o tres genes de resistencia cada
uno. Por su parte, Singh y col. (1995) postularon que Frontana tendria 3 genes de

resistencia.

Estudios posteriores corroboraron que la resistencia a la FE es un caracter
cuantitativo controlado por multiples genes, lo que dificulta la determinacion de
mecanismos de resistencia y la obtencion de cultivares resistentes (Zhang y col., 2011).
Mediante diversas técnicas de mapeo con marcadores moleculares, se ha identificado un
QTL de efecto mayor localizado en el brazo corto del cromosoma 3B (Anderson y col.,
2001; Bai y col.,, 2003; del Blanco y col.,, 2003; Cuthbert y col.,, 2006). Este QTL,
denominado Qfhs.ndsu-3BS, deriva del cultivar chino Sumai 3, que es ampliamente usado
como fuente de resistencia para FE en los programas de mejoramiento de trigo (Anderson
y col., 2001). Ban y Suenaga (2000), sugieren a partir de sus ensayos a campo que los
genes de resistencia de Sumai 3 estan asociados a resistencia de tipo 1 y 2. El andlisis de
los QTL indicé que la resistencia de Sumai 3 estuvo controlada principalmente por 3
genes: FHB1 en el cromosoma 3BS (revisado en Xie y col.,, 2007), FHB2 en el
cromosoma 6BS (Cuthbert y col., 2007), y FHB5 en el 5AS (Buerstmayr y col., 2003; Xue
y col., 2011). La region en que se detectaron esos QTL se satur6 con marcadores e
identific6 aquellos estrechamente ligados, que se encuentran disponibles para la

seleccion asistida (He y col., 2014).

Se pueden citar numerosos trabajos donde se identifican otros QTL que explican
menores porcentajes de la variabilidad fenotipica observada (Bai y col., 1999; Anderson y
col., 2001; Buerstmayr y col., 2002; Zhou y col., 2002; Bourdoncle y Ohm, 2003; Gervais y
col., 2003; Steiner y col., 2004; Mardi y col., 2005; Yang y col., 2005; Chen y col., 2006;
Héaberle y col., 2007; Klahr y col., 2007; Buerstmayr y col., 2009; Li y col., 2010; Li y col.,
2011; Xue y col., 2010; Cativelli y col., 2013; Zhang y col., 2011; Niwa y col., 2014).

En los trigos invernales europeos, dos genes de resistencia inducida (WIR1) que
fueron regulados positivamente luego de la inoculacion con F. graminearum han

demostrado que se co-localizan con un QTL en el cromosoma 7B (Diethelm y col., 2014).
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A nivel mundial, los programas de mejoramiento para la resistencia a fusariosis
han dependido fuertemente de unos pocos genes mayores, principalmente de los
aportados por Sumai 3 y sus derivados (Ruckenbauer y col., 2001; Yang y col., 2006).
Existe entonces la necesidad de explorar y utilizar nuevas fuentes de resistencia,
especialmente genotipos que posean nuevos genes de resistencia, no so6lo para prevenir
el quiebre de la resistencia, sino también para ampliar la base genética para el desarrollo
de cultivares con resistencia durable (He y col., 2014).

Como la resistencia es poligénica, parcial, no especifica, de ser posible identificar
genes de resistencia a Fusarium graminearum, estos genes serian efectivos,
independientemente de las condiciones ambientales y el aislamiento utilizado para
detectar tales genes (Snijders, 2004). Esto concuerda con Buerstmayr y col. (2009) que
sostienen que los diferentes aislamientos pueden diferir en su agresividad, pero hasta el
momento no se han detectado razas biolégicas con una interaccién especifica

hospedante - patégeno.

La resistencia cuantitativa es muy dificil de seleccionar en los programas de
mejoramiento convencionales. Con la comparacién de QTLs obtenidos en diferentes
ambientes y poblaciones, ahora es posible identificar QTLs principales que pueden ser
identificados por marcadores y utilizados en esquemas de seleccion asistida (Feuillet y
Keller, 2004).

Estrategias de estudio. Los marcadores disponibles.

La base fundamental del fitomejoramiento es la seleccién de plantas especificas con
caracteres deseables. Esta seleccién tipicamente involucra la evaluacion de la poblacion
a ser mejorada para uno 0 mMAas caracteres en ensayos a campo o invernaculo (p.e.
caracteres agronomicos, resistencia a enfermedades o tolerancia a estreses), o con
ensayos quimicos (p.e. calidad de grano), con el objetivo de ensamblar combinaciones
mas deseables de genes en nuevos genotipos (Collard y Mackill, 2008). Para detectar las

variantes deseables debemos poder identificarlas.

Un marcador ideal deberia reunir una serie de atributos que podrian resumirse en
lo siguiente: polimorfismo, herencia mendeliana y sin epistasis, no influenciado por
efectos ambientales, sin efectos en el desarrollo de la planta, simplicidad en la

identificacion y analisis, codominancia y deteccion temprana.
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Tradicionalmente, se han utilizado marcadores morfologicos para llevar adelante la
seleccidon y mejora de las plantas. Como la morfologia refleja no solamente la constitucion
genética de un cultivar, sino también la interaccién del genotipo con el ambiente (Smith y
Smith, 1992), la seleccion basada en este tipo de marcadores se ve limitada.

Dada la dificultad y los considerables recursos que son necesarios para discriminar
la resistencia a enfermedades en los programas de mejoramiento de trigo, los marcadores
moleculares asociados a caracteristicas especificas pueden contribuir significativamente a

una mayor eficiencia en el mejoramiento de la resistencia (Feuillet y Keller, 2004).

El mejoramiento en trigo ha hecho progresos significativos durante los ultimos
afos y es fundamental que este progreso continle para proveer alimentos a la creciente
poblacion mundial. En este sentido, el mejoramiento asistido por marcadores moleculares
permite acelerar el desarrollo de cultivares y lograr genotipos con mayor resistencia a

patdgenos, mejores caracteristicas agronémicas y mayor calidad comercial e industrial.

De acuerdo con Feuillet y Keller, 2004, gue concluyen que los marcadores resultan
mas Utiles cuando el fenotipado tiene un costo alto, cuando mudltiples genes estan
involucrados en un caracter, cuando los caracteres se expresan solo en ciertas épocas
del afio, o en algunas condiciones ambientales y para los genes recesivos; debido a la
herencia cuantitativa de la FE, y a las dificultades en la deteccion certera de la presencia
de genes de resistencia, los marcadores de ADN asociados con tales genes pueden

incrementar la eficiencia de la seleccion para la resistencia (Anderson y col., 2001).

En cuanto a los marcadores moleculares disponibles, basados en el ADN,
podemos mencionar i) los RFLPs (restriction fragment length polymorphism,
polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccién), basados en la hibridacion del
ADN, ii) los RAPDs (random amplified polymorphic DNA, polimorfismo de ADN
amplificado al azar), AFLPs (amplified fragment length polymorphism, polimorfismos de
longitud de fragmentos amplificados) y SSRs (simple sequence repits, secuencias simples
repetidas) basados en la reaccién en cadena de la polimerasa, y con un desarrollo
posterior: iii) DARTs (Diversity array technology, tecnologia de microarreglos de
diversidad), y iv) SNPs (single nucleotide polymorphism, polimorfismo simple de un

nucleotido).

Se mencionan solo los marcadores mas ampliamente utilizados, pero debe tenerse
en cuenta que existen otros marcadores de ADN. A continuacion se presenta una

descripcion para cada tipo de marcador mencionado.
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RFLPs

Los RFLP, denominados por Jones y col. (2009) de primera generacion, se desarrollaron
aprovechandose la caracteristica de las endonucleasas de cortar el genoma de genotipos
diferentes en diferentes sitios, generando asi fragmentos de distinta longitud, es decir
polimorfismo. De acuerdo con los autores anteriormente citados, estos marcadores tienen

la desventaja de protocolos extensos y de alto costo, pero son altamente reproducibles.

Kam-Morgan y col. (1989) quienes iniciaron el desarrollo de un mapa de ligamiento
del cromosoma 5D, mediante marcadores RFLPs, encontraron un nivel muy bajo de
variabilidad detectada mediante estos marcadores en genotipos de trigo hexaploide,
observado mayor polimorfismo en genotipos de A. squarrosa. Esto puede explicarse por
el hecho de que el trigo hexaploide se origind aproximadamente hace 10.000 afios,
presumiblemente a partir de la hibridacion de uno o unos pocos genotipos de trigo
tetraploide (Triticum turgidum L.) con A. squarrosa (diploide). Gill y col. (1996)
construyeron el mapa genético del cromosoma 5B en trigo y 5D en Triticum tauschi con
estos marcadores. Posteriormente, Waldrom y col. (1999) condujeron un estudio para
identificar marcadores RFLP asociados a la resistencia a la fusariosis en trigo. En base a
los marcadores RFLP analizados, encontraron 5 regiones gendémicas significativamente

asociadas.

Este tipo de marcadores han sido reemplazados en gran medida por protocolos

basados en PCR o secuenciacion (Jones y col., 2009).

RAPDs

Entre los marcadores de segunda generacion, basados en la PCR, la técnica de RAPDs
es rapida y facil para explorar el polimorfismo genético, y ademas requiere muy poca
cantidad de ADN (Yang y Quiros, 1993). Una ventaja de utilizar RAPDs, es que no se
requiere informacion previa sobre la secuencia nucleotidica de ADN a ser analizada,
aungue tiene el inconveniente de producir marcadores mayormente dominantes, ya que
solo si el polimorfismo se debe a pequefias inserciones o deleciones se obtienen
marcadores codominantes. El tipo de polimorfismo que se puede detectar por RAPDSs, y
de acuerdo con Vierling y Nguyen (1992), hacen de esta técnica apta para estudios de

diversidad genética, relaciones genéticas, mapeo genético y estudios de genética de
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poblaciones. Sus principales desventajas son la escasa confiabilidad y reproducibilidad, y

alta sensibilidad a las condiciones experimentales.

El estudio de Sun y col. (2003) permiti6 detectar 3 marcadores RAPDs
significativamente asociados con genotipos resistentes a FE, sugiriendo los autores que
los mismos pueden resultar Utiles para seleccién asistida por marcadores. Anteriormente,
Bai, en 1995, detecté 2 QTL de resistencia aportados por el cultivar Ning 7840 asociados
a marcadores RAPDs.

AFLPs

Con las técnicas anteriormente descriptas, RFLP y RAPD, se ha estudiado la FE, y se han
identificado marcadores asociados a la resistencia a la misma, tal como se ha citado. Sin
embargo, el nivel de polimorfismo o la reproducibilidad (en el caso de RAPDs) puede ser
un inconveniente para la identificacion de marcadores que estan estrechamente

vinculados a los principales genes de resistencia.

Los AFLPs combinan el uso de enzimas de restriccion y la amplificacion por PCR
de los fragmentos, para detectar el polimorfismo de la longitud de los fragmentos. Los
protocolos de AFLP son técnicamente complejos y costosos de poner a punto, pero
detectan un gran nimero de loci, revelando una gran cantidad de polimorfismo y producen
fingerprints de ADN de alta complejidad que pueden utilizarse para la identificaciéon y para

el mapeo de alta resolucion y la clonacion asistida por marcadores (Jones y col., 2009).

Bai y col. (1999) en su estudio de una poblacion de RILs derivadas del
cruzamiento entre Ning 7840 (resistente) y Clark (susceptible) mediante marcadores
AFLPs, lograron la amplificacion de mas de 100 productos por combinacion de cebadores,
con polimorfismos entre los dos padres con casi todas las combinaciones de cebadores
que amplificaron un claro perfil de banda. Aproximadamente el 7% de las combinaciones
de cebadores amplificaron al menos una banda polimorfica entre los ADNs, en
comparacion con solo 1% de polimorfismo para RAPDs en el mismo cruzamiento. Estos
autores identificaron 11 marcadores AFLP estrechamente ligados a la regiéon QTL para
resistencia a la fusariosis, lo que indicaria que son eficientes para generar marcadores

moleculares para esta caracteristica.

Posteriormente, un trabajo con AFLPs y SSRs publicado por Anderson y col.

(2001) complementa los resultados logrados con RFLP (Waldron y col., 1999), para
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identificar y mapear otros marcadores de ADN ligados a la resistencia, en dos poblaciones
de RILs que poseen Sumai 3 en su pedigree. ldentificaron marcadores de AFLP y SSR
que explicaron una gran proporcion de la variacion fenotipica en comparacion a los

marcadores de RFLP previamente identificados.

SSRs

Los genomas de las plantas contienen un gran nimero de SSR o microsatélites, de <6 pb
que se repiten en tAndem y se dispersan ampliamente en muchos cientos de loci en todo
el complemento cromosémico (Jones y col., 2009). Los SSR se han propuesto como uno
de los marcadores méas adecuados para la evaluacion de la variaciébn genética y la
diversidad entre variedades o lineas de trigo, debido a que son multialélicos, cromosoma

especifico y distribuidos uniformemente a lo largo de los cromosomas.

Roder y col. (1998) presentaron el primer mapa de ligamiento del genoma del trigo
basado en SSRs. Con un set de 230 primers identificaron y mapearon 279 loci
microsatélites, demostrando que los microsatélites en trigo son principalmente genoma
especificos y que los set de primers generalmente amplifican un solo locus en uno de los

3 genomas presentes en la especie.

En el trabajo publicado por Zhou y col. (2002) el QTL mayor para resistencia a FE,
previamente mapeado con AFLPs (Bai y col., 1999) fue ademas localizado fisicamente en

la region del brazo corto del cromosoma 3B con la ayuda de marcadores microsatélite.

Posteriormente, Gilsinger y col. (2005) desarrollaron una poblacion de RILs para
detectar y mapear QTL asociados a la relacién entre el ancho y la duracion de la apertura
de las flores y la incidencia de la fusariosis en el trigo. También en 2005, Mardi y col.,
lograron la deteccion de 2 QTL de resistencia a partir del andlisis realizado con 44 grupos
de ligamiento (basados en 258 marcadores AFLP y 39 marcadores SSR polimérficos) y el

area bajo la curva de progreso de la enfermedad como variable fenotipica.

En 2006, Chen y col., estudiando una poblacién doble haploide, con un progenitor
resistente a la FE obtenido por seleccion recurrente, mediante marcadores SSR
confirmaron los QTL ya detectados en 3BS y 5AS. Li y col. en 2011, también mediante
SSRs construyeron los grupos de ligamiento con los marcadores que resultaron
polimorficos entre los parentales para esos cromosomas. Este mapeo les permitio

detectar 5 QTL de resistencia, uno de ellos de efecto mayor.
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Asi como se expusieron algunos avances en el conocimiento sobre la resistencia a
la fusariosis logrados con el mapeo mediante SSRs, hay muchas otras publicaciones con
este tipo de marcadores que podrian citarse.

Una tercera generacion de marcadores, que se estdn usando actualmente,
permiten lograr un numero elevado de data point por experimento, permitiendo la
construccion de mapas de ligamiento de alta densidad en relativamente poco tiempo. Nos
referiremos a los DArTs y SNPs.

DArTs

La tecnologia DArT es una modificacion del protocolo desarrollado para los AFLPs,
utilizando una plataforma de microarreglos, que puede usarse para descubrir cientos a
miles de marcadores en un solo experimento. Es un método de alto rendimiento,
independiente de la informacién de la secuencia (Jaccoud y col.,, 2001). Akbari y col.
(2006) a partir de los resultados de su estudio demuestran que esta tecnologia puede ser
efectivamente utilizada en especies poliploides con genomas grandes como el trigo. La
calidad de los datos obtenidos en trigo fue similar a la calidad de los datos previamente
generados para cebada y otras especies. También concluyen, estos autores, que un
ensayo de DArT, que tarda un maximo de tres dias habiles para completarse desde la
obtencion del ADN hasta contar con los datos, genera un genotipado de densidad media,

atil para una serie de aplicaciones en mejoramiento y genética molecular.

Rutkoski y col. (2012) utilizaron esta tecnologia combinada con la metodologia de
seleccién gendmica y concluyen que los datos obtenidos en los viveros cooperativos de
evaluacion de la enfermedad en Estados Unidos, que consisten en evaluar germoplasma
de diferentes instituciones en diferentes regiones, pueden usarse para entrenar modelos
de prediccion relativamente precisos que podrian ser Gtiles para mejoramiento para la
resistencia a la fusariosis en trigo. Para el mejoramiento de la resistencia en DON
especificamente, encontraron que la seleccién basada en modelos de prediccion basados
en marcadores podria conducir a una mayor ganancia genética por ciclo y mayor
ganancia genética por unidad de tiempo en comparacién con la seleccion basada soélo en

caracteres correlacionados.
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Recientemente, Lombardo y col. (2016) construyé un mapa de ligamiento con una
poblacién de RILs obtenida del cruzamiento de BioINTA 2001 y Baguette P.11, incluyendo
marcadores DArT, SSRs, SNPs y especificos, logrando un mapa con una densidad y
distribucibn de marcadores que le permitieron la deteccion de QTL de precocidad

intrinseca en trigo.

Previamente, Semagn y col. (2006) utilizando DArTs, AFLPs y SSRs construyeron
un mapa de ligamiento de una poblacién de RILs derivadas del cruzamiento de Arina
como dador de la resistencia a fusarium y una linea noruega mejorada, pero con
susceptibilidad a este patégeno. El mapa logrado fue utilizado para identificar nuevos
QTLs para resistencia a Fusarium, ademas de otras caracteristicas.

Otro mapa de ligamiento construido con marcadores DArTs, SSRs y SNPs
permitié detectar QTL de resistencia en una poblacion de RILs evaluada en 6 viveros de
evaluacién de fusariosis. Se encontraron 9 QTLs asociados a la resistencia (McCartney y
col., 2016).

Otros estudio llevado a cabo sobre resistencia a FE, mediante DArTs, es el
publicado por Ghavami y col., en 2011, quienes detectan QTLs de resistencia en Triticum
turgidum mediante mapeo por asociacién, demostrando que una region del 3BS es la
potencialmente ligada a la resistencia, coincidiendo con el QTL mayor Fhbl informado
para el trigo pan. También este estudio permitié confirmar un QTL de susceptibilidad en el

cromosoma 2A.

SNPs

Existen numerosos sitios dentro de un genoma donde un corto tramo de ADN en un par
de cromosomas homologos difiere por un solo nucle6tido. Un SNP debe estar presente en
al menos el 1% de individuos en una poblacion para calificar como polimérficos, es decir,
tener al menos dos formas alélicas alternativas en el lugar en cuestién. Los SNPs se
descubrieron durante la secuenciacion del genoma humano, cuando se alinearon
regiones del genoma de diferentes individuos y se encontr6 que mostraban alguna
variacion de secuencia (Jones y col., 2009). Por ello se describen a menudo como la
nueva generacion de marcadores moleculares, ya que son de reciente descubrimiento y
estan entrando en uso mas de una década después de otros marcadores establecidos

como RFLPs, SSRs y AFLPs. La razdén de esta llegada tardia es la reciente disponibilidad
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de informacién de las secuencias gendmicas a gran escala, materia prima para la
deteccién de SNPs (Jones y col., 2009).

Los SNP pueden usarse como marcadores genéticos Unicos que pueden
identificarse en la proximidad de genes de interés, pero existe también un gran potencial
en el uso de la asociacién de haplotipos de SNP con caracteres particulares tales como la
resistencia a enfermedades (Feuillet y Keller, 2004).

Los marcadores SSRs o CAPS ejecutados en geles de agarosa o secuenciador
capilar tienen mayor costo que los SNPs ejecutados en plataformas de alto rendimiento.
Como resultado, mientras que en el pasado solo los marcadores en las regiones
gendmicas criticas se emplearon para marcar caracteres realmente importantes, hoy en
dia los marcadores se utilizan para evaluar la herencia de tantos loci como sea posible a

través de todo el genoma y con precision a nivel de nucleétidos (Barabaschi y col., 2016).

El genotipado de alto rendimiento en el trigo hexaploide ha sido posible en los
ultimos afios de la mano de la llegada de tecnologias de secuenciacién de Ultima
generacion (next generation sequencing, NGS) y el descubrimiento masivo de SNPs, con

el posterior desarrollo de tecnologias de genotipado basadas en SNPs (Allen y col., 2017).

Tanto las matrices de SNPs de baja resoluciébn como las de alta resolucion
seguiran siendo valiosas en los préximos afios. Las matrices de SNP de baja resolucién
permiten a los mejoradores realizar selecciones directas de genes de interés.
Complementariamente, las matrices de SNPs de media o alta resolucion ayudaran a los
mejoradores en el analisis del background genético de los progenitores y la seleccion de

lineas elite mejoradas (Chen vy col., 2013).

Los autores recién mencionados, sostienen que, en comparacion con la NGS, las
matrices SNP pueden satisfacer mejor la necesidad de los mejoradores de una rapida
identificacion de los genotipos esperados mediante la deteccion masiva de SNPs basados
en genes de interés agronOmico sobre un gran nimero de muestras en periodos de
tiempo mas cortos y producir datos que son mas faciles de analizar, aunque los datos
pueden no ser tan informativos como los de NGS. Por el contrario, NGS puede ayudar a
los mejoradores a explorar nuevas variaciones geneéticas, pero requiere mas esfuerzo en
el analisis de los datos. En el futuro, tanto las matrices de SNPs como las plataformas
NGS muy probablemente se utilizardn en combinacion para facilitar el trabajo de los

mejoradores para realizar mejoramiento molecular por disefio.
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Esas nuevas estrategias de seleccibn y mejoramiento se basan en la
disponibilidad de sistemas de marcadores baratos y confiables. Los nuevos sistemas de
marcadores, combinados con las nuevas estrategias de selecciéon y evaluacién basadas
en marcadores, proporcionan una base para una revolucién en el mejoramiento de los

cultivos y la genética (Tester y Langridge, 2010).

Existen numerosas publicaciones sobre la deteccion de regiones gendmicas
asociadas a la resistencia genética a F. graminearum en trigo, sobre todo en los ultimos

afnos. Se exponen algunas de ellas a continuacion.

Staltari y col. (2015), detectaron QTLs asociados a la FE en una poblacion de RILs
derivada del cruzamiento entre una variedad Argentina, AR5, resistente y Sonalika,
variedad india altamente susceptible, que fue genotipada mediante un chip de SNPs de
oK.

Por otra parte, He y col., 2016, también mapearon una poblacién de RILs producto
del cruzamiento entre un trigo sintético (Soru#l) y un cultivar susceptible (Naxos)
mediante un chip de SNP de 90K, y detectaron 2 QTLs mayores de resistencia y algunos
menores. Ellos concluyen que los SNPs estrechamente ligados a los QTLs de resistencia,
pueden utilizarse en los programas de mejoramiento para facilitar la transferencia y

seleccion de esos QTLs.

En 2016, Arruda y col. realizaron un estudio de asociacion de SNPs con la
resistencia a la fusariosis empleando otra estrategia, estudio de asociacion gendémica,
detectando 10 marcadores SNP ligados. Estos marcadores pueden ser utilizados para

seleccionar nuevas lineas con diferentes combinaciones de alelos favorables.

Trabajando con una poblacién interespecifica, Giancaspro y col., 2016, la cual fue
genotipada mediante SNPs con un chip de 90k, detectaron QTLs de efecto mayor para
incidencia y severidad en 5 cromosomas, ademas de detectar otros QTLs para otras
caracteristicas de importancia agron6mica, encontrando correlaciones entre la

enfermedad y caracteristicas morfolégicas.

Resultados esperados
El resultado esperado de este proyecto es la identificacion de regiones del genoma del
cultivar Pampeano asociadas a la tolerancia a FE utilizando para ello una estrategia de

mapeo biparental basada en la cruza Pampeano (R) x BioINTA 1005 (S).
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De lo anteriormente expuesto en la revision bibliografica se puede concluir que la
via més econdmica y eficiente para proteger el trigo contra este patégeno es el desarrollo
de variedades con resistencia genética (Mackintosh y col.,, 2007). El desarrollo y
utilizaciéon de cultivares de trigo con resistencia a FE es uno de los objetivos més
importantes en investigacion y mejoramiento en el mundo, y ha sido reconocido como una
de las estrategias mas econémica, ambientalmente segura y efectiva para el control de la
enfermedad (Kosaka y col., 2015).

Esto no ha sido algo sencillo de lograr, sobre todo la obtencion de cultivares
resistentes a este patégeno, de buen comportamiento agronémico, y con sanidad frente a
otros patégenos importantes sobre la determinacion del rendimiento. La dificultad se debe
principalmente a la herencia poligénica del caracter, la baja heredabilidad del mismo, y

por ende la alta interaccién ambiental que dificulta una efectiva seleccion.

Los programas de mejoramiento en la actualidad tratan de seleccionar genotipos
portadores de resistencia proveniente de mas de un donante, y que ademas posean otras
caracteristicas relevantes que lo conviertan en un genotipo competitivo. En el programa
de mejoramiento de trigo de INTA durante muchos afios se implementd la seleccién
asistida por marcadores moleculares (marcadores SSR) seleccionando lineas portadoras
del QTL Qfhs.ndsu-3BS mediante el marcado con los microsatélites Xgwm493 vy
Xgwmb33, que se encuentran estrechamente ligados (Anderson y col.; 2001). Se han
genotipado varios cientos de lineas, con pocos resultados satisfactorios, debido a que
aquellas lineas portadoras de este QTL (que llega a explicar hasta el 50% de la
variabilidad del caracter, Bai y col., 1999) carecen de otras caracteristicas indispensables
para tener una buena performance a campo y ser competitivas en los ensayos
comparativos de rendimiento. De todos modos es relevante destacar la reciente liberacion
del cultivar MS INTA 416 portador del gen Fhb1l incorporado por seleccion asistida por los
microsatélites Xgwm493 y Wgwm533 (Bainotti y col., 2017).

Los programas de mejoramiento actuales se basan en integrar la seleccion
fenotipica en esquemas de mejoramiento clasicos con herramientas moleculares (por
ejemplo seleccion asistida por marcadores y transformacion genética de plantas). La
disponibilidad de secuenciacion masiva, recursos de bioinformética y plataformas de
fenotipificacion estd promoviendo el avance de la fitomejoramiento y se puede prever una

proxima generacion de estrategias de mejoramiento resultante de la integracion de
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recursos genéticos con tecnologias avanzadas en un futuro cercano (Barabaschi y col.;
2016).
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MATERIALES Y METODOS

Para cumplir con los objetivos especificos propuestos para este trabajo de tesis, se

cumplié con una serie de actividades.

En primer lugar se desarroll6 una poblacion de mapeo, en segundo término se
selecciond el tipo de marcador molecular a utilizar para genotipificar esa poblacién,
caracterizando la misma con suficiente cantidad de marcadores polimorficos, vy
paralelamente se caracterizd fenotipicamente la poblacion para la variable bajo estudio

(severidad a la FE), en diferentes ensayos.

Por ultimo, una vez genotipificadas las RILs, establecidos los grupos de ligamiento,
con las distancias genéticas y el orden de los marcadores, y procesados los datos
fenotipicos obtenidos, se procedié a localizar los posibles determinantes genéticos
responsables de la respuesta a la FE presentes en el germoplasma estudiado.

Se detallan a continuacion las actividades generadas para dar cumplimiento a los
objetivos.

Material vegetal

Se utiliz6 en este estudio una poblacion de mapeo de 126 RILs (recombinant inbred lines,
lineas recombinantes endocriadas) derivadas del cruzamiento entre Pampeano y BioINTA
1005.

Se utilizd6 el método de conduccién de descendencia de semilla Gnica (masal
modificado). La poblacién de RILs fue avanzada hasta la generacion 8 (F8), para asegurar
altos niveles de homocigosis que posibilitan realizar diversos analisis genéticos y
evaluaciones fenotipicas dado que las combinaciones genéticas dentro del genoma se

encuentran fijadas o inmortalizadas.

De acuerdo a lo descripto por Broman (2005), las RILs pueden servir como una
poderosa herramienta para el mapeo genético. Una RIL es formada por el cruzamiento de
dos lineas endogamicas seguidas de repetidas autopolinizaciones o cruzamiento entre
hermanos enteros para crear una nueva linea endocriada cuyo genoma es un mosaico de

los genomas parentales. Como cada RIL es una linea endogamica, y puede propagarse
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eternamente, un panel de RILs tiene un nimero de ventajas para el mapeo genético: es
necesario el genotipado una sola vez, se puede fenotipar multiples individuos de cada
linea para reducir la variabilidad individual, ambiental y de medicion; se pueden obtener
multiples fenotipados invasivos del mismo set de genomas; y se pueden obtener mapeos

de mayor resolucién.

Como, y de acuerdo con Jones y col. (2009), el mapeo es posible sélo si hay
variabilidad para el caracter en estudio, un estudio de mapeo exitoso depende en gran
medida de la eleccion de lineas parentales contrastantes a partir de las cuales se
generard la poblacion de estudio.

Los progenitores de la poblacion fueron seleccionados por su contrastante nivel de
resistencia a FE. Pampeano es un cultivar de origen brasilero resistente y BioINTA 1005
es un cultivar argentino de alto potencial de rendimiento que ha mostrado alta
susceptibilidad a FE. Pampeano fue seleccionado en Brasil y su pedigree es: ORL 91274/
ORL 93807// ORL 95711 “s”, donde ORL 95711 “s’= BR35// BR14*2/ Sumai 3/ OR1).
BioINTA 1005 es un material desarrollado por el CIMMYT e introducido y seleccionado en

INTA Marcos Juarez y su pedigree es Babax/Amadina//Babax.

Metodologia seguida

1. Mapeo molecular. Construccién del mapa genético
Cuando la poblacion de RILs alcanzo la homocigosis préactica (mayor a 99%), se inicio la

caracterizacion molecular de la misma.

1.1. Obtencion de ADN

El ADN genémico de ambos padres y de las lineas de la poblacion fue extraido de
plantulas puestas a germinar en bandejas plasticas por 4-6 dias a 24°C, de acuerdo al
siguiente protocolo:

a) Colocar el material vegetal en tubos eppendorf y triturarlo con nitrégeno liquido,
b) Agregar 600 pul de solucion de extraccion (TRIS-HCI 1,5 M, pH 8.8, EDTA0,5MpH 8) y
100 pl de SDS (al 20%),

c) Llevar a 65°C por 30 minutos, agitando cada 10 minutos,

d) Agregar 200 ul Acetato de Sodio (2,5M),

e) Colocar en hielo 20 minutos,
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f) Retirar del hielo y agregar 400 pl de cloroformo,

g) Centrifugar 20 minutos a 14.000 rpm,

h) Tomar el sobrenadante y agregar 500 ul de Isopropanol,

i) Centrifugar 7 minutos a 14.000 rpm. Eliminar el sobrenadante,

j) Agregar 500 pl de Etanol 70%. Centrifugar 7 minutos. Repetir tres veces,
k) Secar los ADN y resuspender.

Una vez obtenido el ADN, para evaluar la cantidad y calidad, se hizo una
cuantificacion a luz UV utilizando el espectrofotometro Nanodrop (Thermo Scientific,
Wilmington, DE, USA), registrandose los ng/ul, y ademas se consideraron las relaciones
260nm/280nm y 260nm/230nm de absorbancia como indicadores de la pureza de la
muestra. Los ADNs se testearon también en geles de agarosa al 1% tefiidos con Sybr
Safe (Invitrogen Carlsbad, CA), sometidos a electroforesis por 1 h y 60 V constantes, con

posterior visualizacion en transiluminador.

1.2. Exploracion del polimorfismo de los progenitores y las RILs

El ADN de ambos progenitores fue ensayado con un set de marcadores microsatélite de
uso publico para evaluar el polimorfismo entre ambos. La reaccion de PCR fue optimizada
en un volumen final de 10 pl, y el producto de amplificacién sometido a electroforesis en
geles de agarosa o poliacrilamida. Los loci microsatelite en los que la diferencia en pares
de base entre los alelos esperados era suficientemente grande, se resolvieron en geles de

agarosa al 1%.

Posteriormente, se seleccionaron al azar 13 lineas de la poblacion de mapeo
(RILs) para comprobar que los marcadores polimoérficos en los progenitores mostraran
segregacion en las RILs. Se realiz6 la amplificacién de esas lineas y los dos progenitores
de la poblacion con 20 SSRs seleccionados al azar entre los que resultaran polimorficos

entre Pampeano y BioINTA 1005.

1.3. Genotipado masivo de las RILs. Construccion del mapa genético

Cada muestra de ADN de las RILs fue ajustada a una concentracion de 50 ng/ul y
enviadas al Instituto de CONICET de La Plata (IGEVET) para el genotipado mediante el
microarreglo de SNPs Axiom® Wheat Breeder's Genotyping Array de 35K (35143 SNPs).
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Una vez obtenida la matriz de datos de la poblacién, se analiz6 la segregacion de
cada marcador SNP. La constitucion alélica de la poblacién de RILs se organizé en una
matriz, con las RILs en las filas y los marcadores (SNP) en las columnas. Se
recodificaron, para cada marcador, los alelos: se les asigné A a las RILs que tenian el
genotipo de BioINTA 1005 y B a las que poseian el alelo de Pampeano. Se anotaron
como H aquellos que resultaron heterocigotas, y como — los genotipos para los cuales en
ese marcador aparecia un alelo no esperado.

Con el objetivo de descartar los que resultaron monomorficos para los
progenitores, los que no tuvieran la segregacion esperada de acuerdo al genotipo de los
progenitores, los que tuvieran exceso de heterocigotas y/o datos faltantes y con
segregacion distorsionada con respecto a la proporcién esperada (1:1), se utilizé el test de

Chi-cuadrado.

La matriz de datos finales fue usada para analisis de ligamiento y recombinacion
genética para construir el mapa de ligamiento utilizandose el paquete R/QTL y MapMaker
3.0.

Para construir los grupos de ligamiento y el orden de los marcadores se fijé un
LOD=3 como valor umbral y una frecuencia de recombinacibn maxima=35%. Las
frecuencias de recombinacién se convirtieron a cM (centimorgans), es decir unidades de
mapa mediante la funcion de mapeo de Haldane (Haldane, 1919). El orden genético de
marcadores obtenidos en este mapa fue convalidado con la version TGACvl
correspondiente al primer mapa fisico del genoma de trigo recientemente publicado
(Clavijo y col., 2017).

2. Caracterizacién fenotipica de la poblacién: Inoculacibn con Fusarium
graminearum

Por las razones expuestas en la revision bibliografica sobre la naturaleza de la resistencia
genética al patdgeno estudiado, la alta influencia ambiental, la importancia de una
concentracion de inoculo conocida y estable en todo el ensayo y entre ensayos, un
método de inoculacién confiable y que sea capaz de discriminar entre genotipos con
distinto grado de resistencia o susceptibilidad, para caracterizar fenotipicamente la
poblacion de RILs se decidid llevarlo adelante en invernaculo, con un aislado de F.
graminearum seleccionado por su patogenicidad, a una concentracion establecida, y

ademas condiciones controladas de temperatura y humedad, y el control cultural
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necesario para disminuir en lo posible la variabilidad del fenotipado por factores no

genéticos, segun se detalla a continuacion:

2.1. Implantacién de los ensayos

Para proceder a la caracterizacién fenotipica de las RILs y los progenitores de la
poblacion de estudio se implantaron 3 ensayos en invernaculo, en la EEA Parana del
INTA, en Oro Verde, Entre Rios. Las fechas de realizacion de los ensayos fueron: abril
2014 (Ensayo 1), octubre 2014 (Ensayo 2) y abril 2015 (Ensayo 3).

El disefio estadistico utilizado fue un DBCA, con tres repeticiones. Las lineas y los
progenitores se implantaron en macetas de 7 litros, con una mezcla de tierra y perlitas en
proporcion 9:1. Se sembraron 15 semillas de cada RIL por maceta, para finalmente dejar
8 plantas en cada maceta. Se aplicé riego de acuerdo a los requerimientos para el

desarrollo normal del cultivo.

El invernaculo conté con instalacion de sistema de refrigeracion mediante un panel
de circulacion de agua y extractores, y el sistema de calefaccion utilizado fue mediante
estufas instaladas para la realizacién de estos ensayos. Las temperaturas promedio
maximas y minimas fueron 26,4°C y 14,3°C en el ensayo 1, 28,7°C y 18,6°C en el
ensayo 2, 25,8°C y 16,8°C en el ensayo 3, respectivamente. Se contaba ademas con un
sistema en la parte superior del invernaculo de picos de aspersion para lograr una niebla
(con el objetivo de aumentar la humedad relativa), con funcionamiento automatico durante

las 24 hs y la frecuencia se monitored y adapt6 a las necesidades diariamente.

2.2. In6culo empleado

El in6culo de Fusarium graminearum que se utilizé fue el aislamiento denominado
internamente FT5, seleccionado por los resultados de un ensayo de patogenicidad previo
(Caceres y col., 2011). El hongo se cultivd en un medio especifico para Fusarium: YGC
(Agar extracto de levadura - Glucosa - Cloranfenicol). Las temperaturas de crecimiento
fueron entre 25y 30 °C y 12 horas de luz. Las placas de Petri fueron incubadas durante el
lapso de 25 a 30 dias bajo un equipo de dos tubos fluorescentes: uno de luz blanca vy otro
de luz negra, (UVA, 365nm) con encendido cada doce horas, para favorecer la produccion

de esporos.
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Para multiplicar el hongo y contar con volumen suficiente para las inoculaciones se
lo cultivé en caldo de poroto Mung de acuerdo al protocolo de Leslie y Summerell (2006),

manteniendo el caldo de cultivo en agitacion constante.

La suspension de indculo se ajusté a una concentracion de 5x10* esporos/mL, con

agua destilada estéril.

2.3. Inoculacién y observacion de sintomas

En el momento de antesis se procedié a la inoculacién puntual, siguiendo el método
descripto y utilizado por Canu (2008), que consiste en utilizar una pequefa cantidad de
algodon embebida en el in6culo, ubicando este algodén con una pinza en la flor de una
espiguilla central de la espiga. El método utilizado, de acuerdo a la definicion de van
Ginkel y col. (1996) es confiable, no dafia los 6rganos reproductivos de la planta, y es
adecuado para estudios cuantitativos. Una vez inoculadas, las espigas fueron levemente
asperjadas con agua estéril y permanecieron 48 hs en camara humeda mediante una

bolsa de polietileno de 8 x 15 cm (humedad relativa: 100%) cubriendo la espiga.

Desde el comienzo de las inoculaciones, el ensayo estuvo sometido a aspersiones
automaticas de agua, para proveer condiciones de humedad relativa alta (290%) y se

controlé la temperatura para mantenerla entre 20 y 30°C.

La observacién de los sintomas se realizé a los 21 dias pos inoculacion. Se
registrd la proporcién de espiguillas infectadas desde el punto de inoculacién hacia abajo
con respecto al nimero de espiguillas totales. Se inocularon hasta 10 espigas por linea,

para obtener el promedio de severidad de cada linea en cada repeticion.

En la siguiente figura se presentan imagenes de los ensayos de inoculacion
(Figura 5).
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Figura 5. Evaluacion de smtomas de severldad de la fusariosis de la espiga de trigo
en la poblacion de RILs de estudio (Pampeano por BioINTA 1005) . a) espiga de trigo
en camara humeda por 48 hs pos inoculacién, b) y c) vista general de ensayos de
inoculacion, (d), (e) espigas individuales y (f) grupo de espigas inoculadas con sintomas
de fusariosis en algunas espiguillas.
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2.4. Tratamiento estadistico de los datos

A los datos de severidad registrados en los ensayos se les realizé un analisis
variancia de modelos mixtos, con la severidad como variable de respuesta, considerando
las RILs como efecto fijo y los ensayos y repeticiones (ensayos) como efectos aleatorios
(Yang 2010). La decision de considerar a las RILs como efecto fijo se tomd teniendo en
cuenta que las lineas ensayadas constituyen la poblacién desarrollada y no una muestra
de la misma y que las inferencias a hacer son sobre esa poblacion de RILs. Para
corroborar el cumplimiento del supuesto de distribucion normal de los residuos, se les

aplicé a los mismos la prueba de Shapiro-Wilk.

En el modelo estadistico se consideraron los siguientes efectos:
Yi=p+oit+ B+t (Bo)t g
Coni=lal24,yj=1a3,k=1a3.
Donde: Y j es la observacion correspondiente a la i-esima RIL, j-ésimo ensayo y k-ésimo
bloque; n es la media general, a; es el i-ésimo efecto de RIL, B; es el j-ésimo efecto de
ensayo, 1« es el k-ésimo efecto del bloque, (af); i-ésima interaccién genotipo ensayo y g;
es el error aleatorio. En esta ecuacion a; es un efecto fijo, y el resto de los efectos se
consideran aleatorios.

Para la deteccion de diferencias significativas se realiz6 el test de comparaciéon de
medias, con la prueba LSD Fisher (Alfa=0.05), con el procedimiento de correccién de p-
valores: Bonferroni.

También se calcul6 el coeficiente de correlacion de Pearson (r) entre los datos
de los 3 ensayos, con su nivel de significancia.

Todos los analisis estadisticos se realizaron mediante el paquete estadistico
Infostat (Di Rienzo y col., 2017).

3. Deteccidon de QTL

La localizacion de los QTLs en el mapa genético implica encontrar asociaciones
estadisticamente significativas entre los marcadores moleculares y los caracteres
estudiados. Los marcadores genéticamente vinculados a un QTL que influyen en el
caracter de interés cosegregaran mas frecuentemente con determinado fenotipo, mientras
que los marcadores no enlazados no mostraran asociacion significativa con el fenotipo
(Miles y Wayne, 2008).
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En este trabajo, para la deteccion de los probables QTL de resistencia se realizé el
mapeo de QTL con el programa Windows QTL Cartographer (Wang et al. 2004) utilizando
el modelo 6 del método de mapeo por intervalo compuesto (composite interval mapping,
CIM) con velocidad de avance de 0,5 cM, método de regresion 3 (Forward and Backward
method) para la seleccion de cofactores con probabilidad de entrada y salida de 5% y
tamafo de ventana de 10cM.

La posicion del posible QTL fue confirmada cuando el mayor valor de LOD
estimado super6 el valor umbral de significancia (a=0,05) establecido en 2, en funcion del
tamafio de la poblacion estudiada.

En cada QTL detectado en los diferentes ambientes evaluados, el marcador
molecular ubicado en el pico maximo del QTL se utiliz6 como variable clasificatoria en un
modelo simple de ANOVA (mediante Infostat). EI modelo estadistico incluyé los efectos
individuales de cada QTL detectado y las interacciones de primer grado entre estos QTL.

El efecto aditivo de cada QTL fue estimado como la diferencia media (en unidades
del caracter) entre los dos grupos genotipicos de RILs que portan los alelos de BioINTA
1005 y Pampeano utilizando para ello el software Windows QTL Cartographer. Valores
positivos significan contribuciones del alelo de BioINTA 1005 al valor fenotipico, mientras
gue valores negativos significan contribuciones del alelo de Pampeano. .

Se evalué también la interaccién de primer grado entre los QTL detectados, con el
objetivo de establecer, en el caso de que existieran, interacciones epistaticas entre los
QTL. Para este fin se utilizé un analisis de ANOVA considerando los marcadores picos de
los QTL principales detectados en los 3 ambientes de evaluaciéon (ensayos) como variable
clasificatoria, adicionalmente el efecto del ambiente, repeticion y las interacciones entre

QTL y ambiente se consideraron en el modelo estadistico.
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RESULTADOS

1. Genotipado de la poblacion

1.1. Exploracién del polimorfismo entre los progenitores

Inicialmente, se ensayaron 314 primers de marcadores SSR para testear polimorfismo
entre los progenitores. Para ello, se seleccionaron primers de todos los cromosomas y
brazos cromosomicos. De los primers ensayados 118 (37,6%) mostraron diferente patron
de bandas entre BioINTA 1005 y Pampeano, es decir fueron polimérficos. A continuacion
se ensayaron un grupo de RILs (recombinant inbred lines, lineas endogamicas
recombinantes) comprobandose segregacion en la poblacién de mapeo. Estos ensayos
previos permitieron comprobar la existencia de polimorfismo entre los progenitores

utilizados y la segregacion esperada en las RILs.

1.2. Genotipado de las RILs mediante el microarreglo de SNPs
La matriz total de datos obtenida del microarreglo de SNPs Axiom® Wheat Breeder's
Genotyping Array de 35K, contenia informacion de 35143 marcadores SNP de 125 lineas
y los dos progenitores. De una linea no se obtuvieron datos, debido probablemente a
algun problema en la calidad de su ADN.

Ademas, se debid eliminar del analisis una segunda RIL (RIL78), debido a que
presentaba un nimero excesivo de entrecruzamientos en relacion al resto, lo que indica
mezcla de ADN (Figura 6).

3

g ,

E =2

g I ] S RIL

§ g - 78

g o : [= B e ]

3 T T

g 0 20 40 60 80 100 120
£

z indice

Figura 6. Grafico que presenta el nimero de entrecruzamientos (crossovers)
que presentan las RILs de la poblacion de mapeo de trigo Pampeano x BioINTA
1005 para la construccion del mapa de ligamiento.
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De los 35000 marcadores originales del chip un total de 2093 marcadores

resultaron polimorficos, con menos de 15% de datos faltantes o heterocigotas y mostraron

segregacion de acuerdo a lo esperado (1:1). De estos, 1534 tuvieron idéntica segregacion

gue otro/s marcadores, es decir la informacion fue redundante. Los marcadores en esta

situacion fueron colapsados, debido a que aportaban la misma informacion (Tabla 1).

Tabla 1. SNPs utilizados en la construccion de mapa genético organizados por

grupo de ligamiento. Se detalla el niumero de SNPs validos e informativos y la

longitud de cada grupo de ligamiento (cM).

Cromosoma N° snps validos N° snps informativos Grupo de ligamiento (cM)

1A 208 45 114,6
1B 97 29 175,3
1D 12 10 160,4
2A 105 29 134,1

2B 236 41 76,5

2D 9 8 93,1
3A 77 18 2417
3B 150 31 123,1

3D 11 3 98
4A 109 29 374,4

4B 34 17 136

4D.1 6 3 1,8

4D.2 9 5 11,6
5A 163 50 236,4
5B 211 71 157,3

5D 4 3 95,5
6A 70 30 150,1

6B 192 40 72,6

6D 12 3 18,6
7A 334 62 183,9

7B 33 16 74

7D 11 6 98,4

Sin asignar 10

Total genoma A 1066 263 1435,2
Total genoma B 953 245 814,8
Total genoma D 74 41 577,4
Total general 2093 559 2827,4

Luego de realizado esto, 559 marcadores snps (loci) son los que se incluyeron en

la matriz de datos para la construccion de los grupos de ligamiento (Tabla 1).
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El mapa final presentdé 549 marcadores distribuidos en 22 grupos de ligamiento
correspondientes a los 21 cromosomas del trigo hexaploide. Solo el cromosoma 4D,
guedo representado por 2 grupos de ligamiento. La longitud del mapa completo fue de
2827,4 cM (1435,2 cM genoma A, 814,8 cM genoma B y 577,4 ctM genoma D) con una
densidad promedio de 5,15 cM/locus (Tabla 1y Figura 7).
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Figura 7. Mapa de ligamiento de la poblacion de RILs de trigo del cruzamiento de
Pampeano x BioINTA 1005. En cada cromosoma, los marcadores se muestran a la
derecha y las distancias genéticas acumuladas en centiMorgan a la izquierda. Los

brazos cortos de los cromosomas se presentan en la parte superior.
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Figura 7. Continuacion.
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Figura 7. Continuacion.

Si se tiene en cuenta el nimero de marcadores informativos por genoma, se
puede ver que el genoma D es el que se encontré mas pobremente representado, ya que
so6lo el 7,5% de los marcadores pertenecieron a grupos de ligamiento de ese genoma. Los
genomas A y B tuvieron similar nimero de marcadores informativos (47,9% y 44,6%,
respectivamente). Este resultado coincide con la amplia mayoria de mapas publicados de
trigo pan y el mismo se explicaria por el menor polimorfismo presente en el genoma D

respecto de los genomas A y B de trigo pan (Chao y col., 2009).
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2. Caracterizacion fenotipica de la poblacion

2.1. Variacion en la resistencia fenotipica para fusariosis de la espiga

El progenitor Pampeano mostr6 un alto nivel de resistencia en los tres ensayos llevados a
cabo, en un rango entre 10% y 27% de severidad; mientras que el otro progenitor,
BioINTA 1005 fue altamente susceptible, con valores de severidad en un rango de 72% a
80%.

Se presenta a continuacion una tabla con los valores promedio de severidad de los
2 progenitores, que se incluyeron en los 3 ensayos de inoculacién. Se realizé un andlisis
de variancia para cada ensayo. En los tres el modelo fue altamente significativo y el efecto
genotipo también. El ajuste del modelo elegido fue bueno (R?=0,993, 0,997 y 0,995 para
los ensayos 1, 2 y 3, respectivamente) y los coeficientes de variacion dentro de valores
adecuados (CV(%)=11,0, 4,8 y 8,3 para los ensayos 1, 2 y 3, respectivamente) (Tabla 2 y

Tabla 11 del anexo).

Tabla 2. Andlisis de variancia de los valores de sintomas de severidad (%) de
infeccion de las espigas de las dos variedades de trigo progenitoras de la poblacién

biparental estudiada, en los 3 ensayos de inoculacién con Fusarium graminearum

realizados.
Ensayo 1° Ensayo 2° Ensayo 3°
Progenitor % EE % EE % EE
BIOINTA 1005 | 72,0 2,62 A 78,3 1,47 A 79.7 227 A
PAMPEANO 10,3 2,62 B 27,3 1,47 B 14,7 2,27 B

Test: LSD Fisher Alfa=0,05. EE: error estandar. Medias con una letra comuin no son
significativamente diferentes (p > 0,05). 1. DMS=15,97077, 2. DMS=8,95669, 3. DMS=13,83109

La inoculacién y evaluacién de sintomas del primer ensayo de inoculacion se
realizé desde mediados de abril y durante mayo de 2014. En la matriz de datos se
incluyeron los valores de severidad de 1904 espigas en 121 lineas y los dos progenitores.
En promedio fueron 5,2 espigas por linea por repeticion. Los valores promedio de
severidad de las lineas de este ensayo oscilaron en un rango entre 5% y 58%, lo que
indica segregacion transgresiva hacia el progenitor resistente (Figura 8 y Tabla 2).
BioINTA 1005 tuvo una severidad mayor que la maxima severidad alcanzada por las
lineas, mientras que el progenitor resistente fue superado por 2 lineas que mostraron

mejor comportamiento frente a la inoculacion puntual (RIL6 y RIL109).
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En el segundo ensayo, conducido durante noviembre y diciembre de 2014, se
inocularon un total de 2413 espigas en las 124 lineas y los dos progenitores, con un
promedio de 6,4 espigas por linea por repeticion. Los valores promedio de severidad de
las lineas de este ensayo oscilaron en un rango desde 29% hasta 74%. Ambos
progenitores tuvieron valores extremos en este ensayo, no siendo superados en
resistencia y susceptibilidad por alguna linea de la poblacion estudiada.

En el tercer ensayo de inoculacién, que se llevé a cabo desde mediados de abril y
durante mayo de 2015, se inocularon 1776 espigas, con un promedio por linea y
repeticion de 4,7 espigas. Los valores promedio de severidad de las lineas de este
ensayo oscilaron en un rango de 12% a 53%. Dos lineas mostraron segregacion
transgresiva con respecto a Pampeano (RIL70 y RIL91). BioINTA 1005 presentdé un
porcentaje de severidad mayor que cualquiera de las lineas, al igual que en los dos
ensayos anteriores. Cuando se grafican los datos de severidad de los 3 ensayos juntos
(Figura 8), se puede apreciar que hay una diferencia entre ensayos en la media de
severidad, pero en los tres ensayos hay suficiente variacién fenotipica entre las lineas

ensayadas para el caracter, lo que permite discriminarlas por su comportamiento.

35
Pe:  Pes Pe, Be1 Be2 Bes
T | !
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i Ensayo 3
10
5
O -
10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 severidad (%)

Figura 8. Histograma de distribucion de frecuencias de la severidad observada en
los 3 ensayos de inoculacion puntual de espigas sobre la poblacién de 124 RILs,
generada de la cruza de Pampeano x BioINTA 1005. En puntas de flecha se destaca la
ubicacion de ambos progenitores, P: Pampeano, B: BioINTA 1005.
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2.2. Correlaciones entre ensayos

Se estimaron las correlaciones fenotipicas entre los promedios de severidad de los 3
ensayos, resultando los coeficientes de correlacion entre los tres experimentos altamente
significativos y con valores aceptables para este caracter, que es de naturaleza compleja

y altamente influenciado por el ambiente (Tabla 3).

Tabla 3. Coeficientes de correlacién de Pearson entre los ensayos experimentales
donde se registré la variable severidad de infeccion de la espiga (fila superior) de la
poblacion de mapeo de trigo de Pampeano por BioINTA 1005, inoculada en
invernaculo con Fusarium graminearum, y el respectivo nivel de significancia (fila
inferior).

Ensayo 1 | Ensayo 2 | Ensayo 3

Ensayo 1 * 0,52 0,64
<0.0001 <0.0001

Ensayo 2 * 0,43
<0.0001

La correlacién mas alta fue entre el ensayo 1 y ensayo 3, coincidiendo que estos
ensayos fueron realizados durante la misma época del afio (otofio) respecto al ensayo 2
que fue realizado durante la primavera. Los ensayos 1 y 3 desarrollados (otofio), tuvieron
promedios de severidad méas bajos en general, que el ensayo 2 (primavera), que presento

en general valores de severidad mayores.

2.3. Andlisis estadistico de los datos de las RILs

Los datos se analizaron estadisticamente mediante un modelo generalizado mixto,
considerando el genotipo (RILs) como efecto fijo y el resto aleatorio. Para corroborar el
cumplimiento del supuesto de distribucién normal de los residuos, se les aplicé a los
mismos la prueba de Shapiro-Wilks (Tabla 4). Si bien los mismos no cumplen con una
distribucibn normal, se probaron algunas transformaciones (log X, log x+cte,
estandarizacion de los datos) aunque no se logré normalizar los residuos.

Si se observa el gréfico de distribucion de frecuencias de los residuos, podemos
ver que su distribucién es cercana a una curva normal (Figura 9), y ademas los datos no
ajustan mejor con otras distribuciones, como ser la binomial.

También se analizé la distribucién de los residuos eliminando algunos valores

distanciados (outliers) con una mejora insignificante del test Shapiro-Wilks, por lo que se
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decidié conservar esos datos. En este sentido, Montgomery (1991) sostiene que si la
respuesta distanciada es un valor particular deseable, este residuo distanciado puede
proporcionar mas informacion que el resto de los datos. Este autor sostiene que hay que
ser cuidadoso para no descartar o rechazar una observacion distanciada, a menos que

exista una base no estadistica razonable para hacerlo.

Tabla 4. Test de normalidad de Shapiro Wilks de los residuos de la variable
severidad de infeccién de la espiga de la poblacién de mapeo de trigo de Pampeano
por BioINTA 1005, inoculada en invernaculo con Fusarium graminearum.

Shapiro-Wilks (modificado)
Var n Media D.E. W* p(Unil D)
RDUO 1081 0,00 0,11 0,99 <0,0001

Ajuste: Normal(0,000,0,015)

0,15+

frecuencia relativa

0,00
-0,40 -031 -023 -0,14 -005 004 0112 021 030 039 047 056
RDUOseveridad

Figura 9. Histograma de frecuencias de los residuos de la variable severidad
de infeccién de la espiga de la poblacién de mapeo de trigo de Pampeano por
BioINTA 1005, inoculada en invernaculo con Fusarium graminearum.

El resultado del analisis de variancia, que se presenta a continuacion (Tabla 5 y
Tabla 12 del Anexo), muestra que el efecto del Genotipo resulté altamente significativo y
que ese ajuste del modelo (R?) indica que del total de la variabilidad presente no es alto el
porcentaje explicado por este efecto, pero permite detectar diferencias entre las RILs

consideradas.
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Tabla 5. Medidas de ajuste del modelo y significancia (p-value) del efecto fijo (RILS)
de lavariable severidad de infeccion de la espiga de la poblacién de mapeo de trigo
de Pampeano por BioINTA 1005, inoculada en invernaculo con Fusarium
graminearum.

Medidas de ajuste del modelo
n AIC BIC logLik Sigma R2 0 R2 1 R2 2
1088 -664,53 -45, 90 459,26 0,13 0,17 0,51 0,55

AIC y BIC menores implica mejor

Pruebas de hipotesis secuenciales

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 956 25,51 <0, 0001
RILs 123 956 2,92 <0,0001

Pruebas de hipotesis marginales
Source numDF denDF F-value p-value
RILs 123 956 2,92 <0,0001

Cuando se realizé el test de comparacion de medias, con la prueba LSD Fisher
(Alfa=0.05), con el procedimiento de correccién de p-valores: Bonferroni, se puede ver
que el test discrimina entre RILs de acuerdo a su severidad. El rango de severidades
promedio de los 3 ensayos oscila entre 21% para la linea mas resistente, a 56% en la

linea mas susceptible (Tabla 13 del anexo).

3. Deteccion de QTLs
Luego de realizado el analisis estadistico de los datos, y al constatarse diferencias
estadisticamente significativas entre las RILs mediante el test LSD de Fisher, con la
correccion de Bonferroni (Tabla 13 del Anexo), se utilizaron los valores fenotipicos de
severidad para identificar las regiones gendmicas que expliquen significativamente la
variacion del caracter.

Este analisis de asociacién entre el genotipo y el fenotipo se llevd a cabo
incluyendo en la matriz para detectar los posibles QTLs al valor promedio de severidad de
cada RIL en cada ensayo. Los valores de severidad se arreglaron en una matriz genotipo
— fenotipo manteniéndose individualizados los valores promedio por ensayo, y se incluyé
también en el analisis el promedio de los 3 ensayos, como un ambiente de deteccion mas.
Esto se realiz6 para observar la presencia de QTLs que se expresen de forma diferente
en los distintos ambientes de evaluacion (ensayos).

Como valor critico de existencia de un QTL se fij6 el valor de LOD= 2,

considerando este valor apropiado por el tamafio de la poblacién de mapeo estudiada.
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Para el mapeo de los QTLs se utilizé el mapa de ligamiento previamente construido,
integrado por 22 grupos de ligamiento.
Se presentan a continuacion los resultados encontrados.

3.1. Efecto individual de los QTLs

Considerando los datos fenotipicos promedio se encontraron 7 QTLs significativos (LOD
umbral= 2,0). Los valores de LOD de los QTLs encontrados, oscilaron entre 2,09 y 3,19.
Las regiones detectadas como portadoras de genes de resistencia se ubicaron en los
cromosomas 2B, 3A, 6Ay 7A (Tabla 6 y Figura 10).

En los cromosomas 6A y 7A se detectaron QTLs presentes en mas de 1 ambiente
(considerando el promedio como un ambiente mas). En el caso del cromosoma 6A, con el
Ensayo 1, el Ensayo 2 y el promedio de los 3 ensayos, y en el 7A con los datos
fenotipicos del Ensayo 3 y los datos promedio de los 3 ensayos (Ens.Prom).

En la tabla 6, se puede observar que los dos progenitores de las RILs han sido
donantes de factores de resistencia. Pampeano aporta los QTLs detectados en los
cromosomas 2B, 3A, y 7A, mientras que BioINTA 1005 es donante del QTL detectado en

el cromosoma 6A.

Tabla 6. QTLs para severidad a la fusariosis de la espiga, detectados en la

poblacién Pampeano x BioINTA 1005 en 3 ensayos de inoculacion puntual.

Crom Ensayo Marcador’  cM? LOD Donante® Efecto R2

. Aditivo?  (%)°
2B Ensayo 3 AX-94759165 245 2.74 Pampeano -2.46 5.96
3A  Ens.Prom. AX-95207390 116.8 2.51 Pampeano -5.05 5.15

6A  Ensayo 1 AX-94547709 75,6 3.19 BioINTA 1005 279 6.27
6A  Ens.Prom. AX-94547709 75,6 3.03 BioINTA 1005 253 7.37
6A  Ensayo 2 AX-94547709 75,6 2.09 BioINTA 1005 298 6.11

7A  Ensayo 3 AX-94756419 117,1 2.43 Pampeano -245 8.30
7A  Ens.Prom. AX-94756419 117,21 2.74 Pampeano -2.36  8.00

T Marcador ligado al maximo LOD.  ubicacién a partir del extremo del GL. Alelo del parental
favorable para el caracter. “Estimado por QTL CartO%rapher 2.5, Signo (-) proveniente de
Pampeano, signo (+) proveniente de BioINTA 1005. "Porcentaje de la varianza explicada por el
QTL.
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Figura 10. Figura 10. QTLs identificados para severidad a la FE en la poblacion
Pampeano x BioINTA 1005 en 3 ensayos de inoculacién puntual. Referencias: --E1, --
E2, --E3, --EPromedio; A marcador mas cercano al pico maximo.

A continuacion, se detallan los QTLs detectados en cada cromosoma.

Cromosoma 2B

El QTL se detectd so6lo en un ambiente de evaluacion (Ensayo 3). El incremento del valor
fenotipico es contribuido por el parental Pampeano, y mapea en un intervalo de
aproximadamente 22.1cM, flanqueado por los marcadores AX-94889709 y AX-94623285,
con su pico maximo ligado al marcador AX-94759165 (Figura 10a). En el analisis
estadistico, el marcador ubicado mas cercano al pico del QTL resulté estadisticamente

significativo solamente en este ensayo, y en términos del efecto sobre la severidad, este
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QTL explica el 5.96% de la variacién fenotipica observada y explicada por el modelo
(Tabla 6 y Tabla 16 del anexo).

Cromosoma 3A

Este QTL, al igual que en el cromosoma anterior, superd el LOD umbral solamente en el
ambiente promedio de los 3 ensayos (EProm., Tabla 6 y Figura 10b). Pampeano
contribuye con el alelo asociado a la resistencia. EI marcador mas estrechamente ligado
a este QTL es AX-95207390, ubicado a 116,8 cM y el porcentaje de la variacién
fenotipica explicada es de 5.15%, de acuerdo al andlisis de variancia realizado (Tabla 6 y
Tabla 17 del anexo). Si bien este QTL super6 el LOD fijado como umbral en un ambiente
de evaluacion, en al analisis de variancia realizado en cada ambiente, el marcador ligado
al mismo resulté con un efecto significativo en el ambiente 1y 2, ademas del que superé
el LOD fijado (Tablas 14, 15y 17 del anexo).

Cromosoma 6A

El QTL detectado sobre este cromosoma se puede considerar mas estable que los
anteriores, ya que se detectd con los datos fenotipicos de mas de un ambiente: Ensayo 1,
Ensayo 2 y EProm (Tabla 6 y Figura 10c). El marcador SNP mas estrechamente ligado al
QTL es AX-94547709. De acuerdo al analisis de variancia de los efectos individuales de
los QTLs, resultd estadisticamente significativo en el ensayo 3 también, a pesar de tener
un valor de LOD=1.87 (Tablas 14, 15, 16, y 17 del anexo). En términos del efecto sobre la
severidad, éste QTL explicé el 6,27%, 7,37%, 4,00% y 6,11% de la variacion fenotipica
en los ambientes Ensayo 1, Ensayo 2, Ensayo 3 y EProm, respectivamente. El parental
gue aporta el alelo involucrado en la deteminacién del valor fenotipico del caracter, en
este caso, es BioINTA 1005.

Cromosoma 7A

El QTL detectado sobre éste cromosoma superé el LOD umbral en los ambientes
Ensayo 3 y EProm (Figura 10d). Pampeano es el parental que contribuye con el alelo de
resistencia. El marcador mas estrechamente ligado a este QTL es AX-94756419,
ubicado a 117,1 cM. De la variacion fenotipica explicada por el modelo aplicado (Tablas
16 y 17 del anexo), el QTL explica el 8,30% y 8,00% en los ambientes Ensayo 3 y EProm,

respectivamente. Cabe destacar que en el andlisis de variancia incluyendo los
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marcadores ligados a los QTLs detectados, el de este QTL tuvo un efecto significativo en

todos los ambientes de evaluacion (Tablas 14, 15, 16 y 17 del anexo).

3.2. Interacciones entre QTL

Se evaluaron las interacciones en primer grado entre los QTL detectados para el
caracter, con el objetivo de establecer, en el caso de que existieran, interacciones
epistaticas entre los QTL. Para tal fin se utilizé6 un analisis de ANOVA considerando los
marcadores picos de los QTL detectados en los 3 ensayos de evaluacién como variable
clasificatoria. Adicionalmente el efecto del ambiente (Ensayo), y las interacciones entre
QTL y ambiente se tuvieron en cuenta en el modelo estadistico.

Se presenta el andlisis realizado considerando los 3 ensayos de evaluacion juntos
(Tabla 7), pero ademas, en el anexo (Tablas 13 a 16) se presentan los ANOVA para los
datos de cada afo y del promedio de los 3 ensayos (EProm), donde se muestra que no
se encontraron interacciones estadisticamente significativas entre QTLs (representados
por el marcador mas cercano al pico maximo de cada uno) en esos analisis, excepto
entre los QTLs detectados en los cromosomas 6A y 2B, que muestran interaccion

significativa.

Tabla 7. Analisis de varianza donde se muestra el efecto de los QTL y las
interacciones en primer grado entre ellos, con su valor de significancia.

Variable N R2 R2A] CV
Severidad 363 0,67 0,66 21,54

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo. 46088,55 12 3840,71 58,77 <0,0001
Ensayo 41054,62 2 20527,31 314,11 <0,0001
AX-94547709_6A 1649,42 1 1649,42 25,24 <0,0001
AX-94756419 7A 1462,58 1 1462,58 22,38 <0,0001
AX-94759165 2B 431,21 1 431,21 6,60 0,0106
AX-95207390_3A 1009,10 1 1009,10 15,44 0,0001
AX-94547709 6A*AX-94756419 7A 1590 1 15,90 0,24 0,6221
AX-94547709 6A*AX-94759165 2B 251,68 1 251,68 3,85 0,0505
AX-94547709 6A*AX-95207390_3A 40,74 1 40,74 0,62 0,4303
AX-94756419 7A*AX-94759165 2B 10,05 1 10,05 0,15 0,6952
AX-94756419 7A*AX-95207390_3A 2,32 1 2,32 0,04 0,8507
AX-94759165 2B*AX-95207390_3A 160,93 1 160,93 2,46 0,1175
Error 22872,89 350 65,35
Total 68961,44 362

El modelo general explicé un 67% de la variacion fenotipica observada. El efecto

individual de los QTLs detectados resulté altamente significativo en los cromosomas 3A,
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6A y 7A, y tuvo un valor menor de significancia el QTL detectado en el cromosoma 2B.
Los porcentajes de la variacion explicada por cada QTL (representado por el marcador
mas cercano al pico maximo) como efecto individual es bajo: 0,63% para el 2B, 1,46%
para el 3A, 2,39% para el 6A,y 2,12% para el 7A.

El efecto del ambiente (Ensayo) es el factor que explica la mayor proporcién de la
variacion fenotipica total explicada por el modelo (59,5%). Con respecto a las
interacciones epistaticas entre QTLs, se puede observar en los resultados de este
andlisis de varianza que no resultaron significativas, excepto la interaccion entre los QTLs
presentes en los cromosomas 6A y 2B, como ya se menciond. Esta interaccion explicé el
0,36% de la variacién fenotipica observada, y el efecto de la misma se presenta
graficamente en la figura 11.

En los andlisis de variancia realizados para cada ambiente de evaluacion las
interacciones entre los marcadores incluidos en el andlisis no resultaron significativas en
ningun caso (Tablas 13, 14, 15y 16 del anexo).
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Figura 11. Representacion gréafica del efecto epistatico entre los marcadores
AX-94547709 y AX-94759165.

3.3. Contribucion de los dos principales QTLs detectados en este estudio a la
severidad de sintomas en espiga

De los resultados expuestos anteriormente, es posible sintetizar la contribucion de los 2
QTLs principales que se han detectado, en los cromosomas 6A y 7A, mediante los
porcentajes de severidad que se observan en las lineas agrupadas por poseer el alelo
favorable o el otro alelo en cada QTL. Se presentan los resultados en la siguiente tabla
(Tabla 8 y Tabla 18 del anexo).
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Tabla 8. Efecto individual de los alelos alternativos en los 2 QTLs detectados en los
cromosomas 6A y 7A, cuantificado por la severidad observada en las lineas
portadoras de cada alelo.

Severidad promedio (%)

Alelo | N° RILs Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Pronledlo
QTL 6A
Pampeano B 63 28 54 35 39 A
BioINTA 1005 A 58 24 49 32 35 B
QTL 7A
Pampeano B 65 24 49 32 35A
BioINTA 1005 A 57 29 54 36 40 B

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

En la tabla se puede observar que en los 3 ensayos la severidad promedio de las
RILs portadoras del alelo favorable (en el marcador ligado al QTL) tienen una severidad
menor. Para el QTL en el cromosoma 6A es el alelo A (aportado por BioINTA 1005) el
responsable de la resistencia, y en el QTL 7A es el alelo B (aportado por Pampeano) el
responsable de la resistencia.

La contribucion combinada de los dos principales QTL al fenotipo en estudio
detectados en los cromosomas 6A y 7A se presenta a continuacion (Tabla 9 y Tabla 18

del anexo).

Tabla 9. Efecto combinado de los alelos alternativos en los 2 QTLs detectados en
los cromosomas 6A y 7A, cuantificado por la severidad observada en las lineas

portadoras de cada alelo.

QTL e Severidad promedio (%)
6A Alelo 7A Alelo | RiLs | EnSay0 ENSay0 ENSAYO. promegiox
Pampeano B BioINTA 1005 A 37 31 56 37 41 C
Pampeano B Pampeano B 27 25 51 33 36 B
BioINTA 1005 A BioINTA 1005 A 20 26 51 35 37 B
BioINTA 1005 A Pampeano B 38 23 48 31 34 A

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

Como se puede observar las lineas portadoras de la combinacién alélica
resistente BioINTA 1005 QTL 6A + Pampeano QTL 7A mostraron en promedio 7% menos

severidad que las lineas portadoras de la combinacion alélica susceptible BioINTA 1005
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QTL 7A + Pampeano QTL 6A. Estos resultados permiten ver el efecto aditivo de los
QTLs, y que a pesar de no haberse detectado los mismos en todos los ambientes, la
severidad observada siempre fue menor en las RILs portadoras de la combinacion de
alelos favorables para el caracter (alelo A en el QTL del cromosoma 6A y alelo B en el
QTL del cromosoma 7A).

Se presentan las siguientes figuras que permiten ver graficamente lo
recientemente expuesto (Figura 12).
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Figura 12. a) Severidad promedio en cada ensayo de las RILs portadoras del alelo
de Pampeano (B) o BioINTA 1005 (A) para los QTL detectados en los cromosomas
6A (izquierda) y 7A (derecha). b) Severidad promedio de las RILs portadoras de las
distintas combinaciones de los alelos de Pampeano (B) y BioINTA 1005 (A) en 6A 'y
7A, en los 3 ensayos de inoculacion.

Finalmente, se analizé los alelos presentes en la regidn proxima a los 2 picos
detectados en los cromosomas 6A y 7A, en las RILs que mostraron una menor severidad
promedio de los 3 ensayos. Se incluyeron las 10 lineas de mejor comportamiento y
aguellas RILs que habian mostrado mejor comportamiento que Pampeano en alguno de
los ensayos, resultando en total 12 lineas (Tabla 10). Se incluye el genotipo observado en
cada marcador (en las columnas) de la region asociada a la resistencia entre los
marcadores flanqueantes de esa region, asignandole A si corresponde a BioINTA 1005 y
B si corresponde a Pampeano.

El marcador mas cercano al pico del QTL es AX-94547709 en el cromosoma 6A y
AX-94756419 en el cromosoma 7A (se encuentran resaltados en color).

Lo que se puede observar es que el marcador asociado al QTL de resistencia en

el cromosoma 6A presenta en 8 de las 12 lineas el alelo favorable a la resistencia (alelo A
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presente en BioINTA 1005), y en el marcador asociado al cromosoma 7A en 9 de las 12

lineas presenta el alelo favorable (alelo B, presente en Pampeano). Considerando el

efecto aditivo de los QTLs, son 7 de 12 las lineas que presentan la combinacion de alelos
en los 2 QTLs que les permiten sumar esos efectos (RIL 41, RIL 67, RIL 71, RIL 72, RIL
76, RIL 91, RIL 109). De las lineas que habian mostrado mejor comportamiento que el

progenitor resistente, sélo 2 de las 4 presentarian la variante alélica mas favorable a la

resistencia.

Tabla 10. Regién préxima a los QTLs detectados en los cromosomas 6Ay 7A en 12

RILs de buen comportamiento a FE.

QTL 6A QTL 7A

[¢e} © (o)} N N [e)} N [ %) [0} [%} m m (o)} ~ 4
7L Leds §8§8§§38585F 8¢
885588 dd5 §3o08F§FELFS

P P S S O O D O D @ 2 2 9 O 6 O O D D

e 2 ¥ FFssE 3 EEg
Ril 6* A A A A A B B B B A A A A A A A A A A
RIL 35 A B B B B B B B B B B B B B B B B B B
RIL 41 A A A A A A A A A B B B B B B B B B B
RIL 67 - B A A A A A A A B B B B B B B B B B
RIL 69 B B B B B B B B B A A A A A A A A A A
RIL 70* B B B B B B B B B B B B B B B B B B A
RIL 71 B B A A A A A A A B B B B B B B B B B
RIL 72 A A A A A A A A A B B B B B B B B B B
RIL 76 A A A A A A A A A B B B B B B B B B B
RIL 91* A A A A B B B - B B B B B B B B B B A
RIL 98 B B B B B B B B B B B B B B B B A A A
RIL 109* - - A A A A A A A A A A A A B B B B A

A: alelo aportado por BioINTA 1005, B: alelo aportado por Pampeano. *:RIL que mostrd
segregacion transgresiva en algin ensayo. Se resalta en otro color (BioINTA 1005 (A): verde,
Pampeano (B): naranja) el alelo presente en el marcador mas estrechamente ligado al QTL (AX-

94547709 en el cromosoma 6A y AX-94756419 en el cromosoma 7A).
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DISCUSION

Una vez detallados los resultados obtenidos en el desarrollo del trabajo experimental, se
discuten a continuacion los mismos, en los siguientes apartados: genotipado de la
poblacion, caracterizacion fenotipica de la poblacién, deteccion de QTLs, contribucion
potencial al mejoramiento genético de los principales QTLs detectados, y finalmente la
identificacion de QTLs de resistencia a FE utilizando los datos fenotipicos méximos de
cada ensayo en la matriz genotipo - fenotipo.

1. Genotipado de la poblacién

En la exploracion inicial en busca de polimorfismo entre ambos progenitores, mediante
marcadores SSR, se encontrd que el 37,6% de los mismos resultaron polimoérficos por su
patrén de bandas. En el analisis de los resultados del genotipado masivo de las RILs
realizado mediante marcadores SNP, se encontré que de un total de 35143 marcadores,
24478 resultaron monomorficos, y debieron ser descartados por esa causa. Esto

representa el 69,7% de los marcadores.

De acuerdo a lo informado en la bibliografia, estos resultados estan dentro de los
valores esperados para esta especie. Somers y col. (2004) sostienen que en el mapeo de
poblaciones de trigo el nivel de polimorfismo encontrado varia entre 20 y 40%, siendo esto
una limitante en el nimero de marcadores que se pueden mapear. Debido a ello

proponen mapear poblaciones con diferentes progenitores y construir mapas consenso.

El nivel de polimorfismo encontrado entre los parentales en una poblaciéon va a
depender en gran medida de la distancia genética existente entre ellos, y también del tipo
de marcador utilizado. Roder y col. (1998) sostienen que los marcadores RFLPs tienen un
uso limitado para andlisis moleculares intra especificos, debido a que por lo general

menos del 10% de los loci resultan polimorficos en trigo.

En el mapa de ligamiento construido con la poblacién estudiada, el genoma que
guedd menos representado fue el D, y con una marcada diferencia con respecto a los
otros 2 genomas: genoma A con el 47,9% de los marcadores informativos, genoma B con
el 44,6% y el genoma D con sélo el 7,5% y 577,4 cM. Especificamente, los cromosomas

més subrepresentados fueron 3D, 5D y 6D con tres loci cada uno (Tabla 1 y Figura 7).
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Un mapa de ligamiento recientemente construido con el mismo microarreglo de
SNPs, con una poblacion de RILs obtenidas del cruzamiento de Baguette 10 x Klein Chaja
tuvo un resultado similar en cuanto a la menor cobertura de los grupos de ligamiento de
los cromosomas del genoma D (Alonso, M.P., comunicacion personal) lo cual sugeriria
una limitante inherente al set de SNPs seleccionados para el desarrollo del microarreglo.
Roder y col. (1998) genotipando una poblacién con marcadores SSR también encontraron
menor polimorfismo en el genoma D. También Cui y col. (2014) quienes desarrollaron un
mapa genético usando una poblacion de 188 RILs, y marcadores de distinto tipo,
encontraron que el 44,8% mapeo en el genoma A, el 33,5% en el genoma B y el 21,7% en
el genoma D.

Con los resultados obtenidos en el genotipado, de buena cobertura en los
genomas Ay B, y deficiente en el D, se deberia genotipar la poblacion de estudio con otro
tipo de marcadores, como ser SSRs, para los cromosomas de este Ultimo genoma, con el
objetivo de lograr grupos de ligamiento que representen mejor esos cromosomas. Esto
posibilitaria, probablemente, detectar otras regiones ligadas a la resistencia, que no han
sido detectadas con el mapa actual. Otra opcién podria ser la utilizacion de microarreglos
alternativos al Axiom 35k como DARTSeq y 91k Illumina entre otros asumiendo una mejor
cobertura del genoma D. En este sentido, mapas genéticos desarrollados con la
tecnologia DARTSeq generaron tamafios similares (308-414 cM) al obtenido en este
estudio (Ren y col., 2017; Li y col., 2015, respectivamente) representados por 98-140 loci
vs 74 loci obtenidos en nuestro estudio lo que sugiere una limitante similar a la observada
con el microarray Axiom 35 en este estudio. Alternativamente, la utilizacion de la
tecnologia 91k lllumina permitié la obtencion de un mapa del genoma D de 429 cM
representados por 1168 loci (Fowler y col., 2016), lo que lo posicionaria como mejor
opcidn para resolver el escaso numero de marcadores polimoérficos presentes en el

genoma D.

Por otra parte, en las regiones donde se detectaron QTLs de resistencia, se
deberia encontrar marcadores cercanamente ligados a los alelos de resistencia, y faciles
de utilizar para seleccion asistida. Estos marcadores podrian ser SSR o bien desarrollar
marcadores especificos a partir de los SNPs. Este proceso de saturaciéon con marcadores
de regiones especificas del genoma se ha facilitado enormemente con los recientes
avances en la obtencion de la secuencia referencia del genoma completo de trigo pan

(Clavijo et al. 2017), por lo cual es posible el desarrollo de marcadores para seleccion
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asistida y la busqueda de genes candidatos para el eventual clonado posicional del gen

de resistencia a FE.

2. Caracterizacion fenotipica de la poblacién

En los 3 ensayos de inoculacién llevados adelante en invernéculo, los progenitores de las
RILs alcanzaron valores de severidad de acuerdo a lo previsto por la informacion previa
disponible sobre estos cultivares (Alves y col., 2013; Canu, 2008; Alberione y col., 2012).
Pampeano fue seleccionado como progenitor de la poblacién por su resistencia a la
enfermedad, sobre todo por su comportamiento para resistencia de tipo 2, de dispersion
del patdgeno en la espiga. BioINTA 1005, es un cultivar de excelente potencial de

rendimiento, pero con marcada susceptibilidad a FE.

En dos de los tres ensayos de evaluacion llevados adelante, se observé
segregacion transgresiva de algunas lineas. Esta segregacion transgresiva ocurrio
siempre en el sentido del progenitor resistente, es decir se obtuvieron lineas con mayor
resistencia que el progenitor mas resistente. Este hecho nos estaria indicando que ambos
progenitores aportaron factores de resistencia, suposicion que fue posteriormente
confirmada cuando se detectaron los QTLs presentes en la poblaciéon de estudio, y que

ambos progenitores aportaron alelos de resistencia.

Ambos progenitores se ubicaron en los extremos de las distribuciones en los 3
ensayos, Y si bien Pampeano fue superado por la resistencia por 2 lineas en el ensayo 1y
otras 2 lineas en el ensayo 3, la diferencia en el valor de severidad entre las lineas y el

cultivar fue pequenia.

El fenotipado de las RILs presentd una alta variacion dentro de repeticiones (entre
espigas inoculadas en cada repeticion) y entre repeticiones en cada RIL, en los 3 ensayos
de inoculacién. Aun asi, los valores promedio obtenidos por repeticion y por RIL en cada
ensayo permitieron discriminar entre lineas, en el analisis estadistico con un efecto
genotipo (RILs) altamente significativo. En el gréfico de los histogramas de frecuencias de
cada ensayo (Figura 8) se observa una distribucion cercana a la normal en cada uno.
Estos resultados obtenidos del fenotipado en cuanto a la variacion observada, son
coincidentes con lo expuesto por Anderson y col. (2001) que expresan que uno de los
principales problemas en evaluar la resistencia a la fusariosis de la espiga es la

reproducibilidad. La severidad de los sintomas observados es un rasgo de caracter
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cuantitativo, modulado por factores genéticos del hospedante (factores de resistencia) y
del patégeno (virulencia y patogenicidad); y por la influencia ambiental en el
establecimiento de la enfermedad y el desarrollo de la misma, con un componente

importante de interaccion genotipo - ambiente.

Con la idea de minimizar los factores externos que afectan el fenotipado, y que se
est4 en condiciones de controlar, se decidio trabajar con resistencia de tipo 2, y utilizar
como método de inoculacién el del algodon embebido en la solucién de in6culo con
concentracion conocida. En este sentido, hay ensayos previos del grupo de trabajo y otros
grupos, que con el ajuste y optimizacion de la técnica han permitido la evaluacion y
caracterizacion de germoplasma por su resistencia a la dispersion del patégeno en la
espiga de forma satisfactoria (Muller y Lassaga, 2008; Canu, 2008; Navarro, 2009; Toledo
y col. 2011; Cativelli y col. 2013).

A nivel internacional, van Ginkel y col. (1996), concluyen que éste método de
inoculacién es simple, efectivo y puede detectar diferencias cuantitativas entre genotipos.
Esta metodologia de inoculacion, que permite que la infeccibn se dé naturalmente,
posibilita una mayor discriminacién entre genotipos que otras que consisten en forzar la

infeccion, tal como lo sugiere Engle y col. (2003) en su trabajo.

Cuando se estimé la correlacién de Pearson entre ensayos, se encontré que las
mismas tuvieron valores entre 0,43 y 0,64, siempre altamente significativos (Tabla 3). La
mejor correlacién es la que se obtuvo entre los ensayos 1 y 3, los cuales fueron
conducidos durante el otofio de 2014 y 2015. Teniendo en cuenta el caracter bajo
evaluacion y la compleja deteminacion genética del mismo, pueden considerarse estos
valores como aceptables. Otros trabajos que involucran la determinacion de la severidad
(resistencia de tipo 2) informan correlaciones variables, tanto en magnitud como en

significancia estadistica.

Cativelli y col. (2013) informaron una correlacién de 0,5 entre los 2 ensayos de
evaluacion realizados en condiciones similares a las de este trabajo. Yang y col. (2005) en
sus experimentos de inoculacion encontraron correlaciones altamente significativas y con
valores entre 0,36 y 0,57 entre diferentes afios de evaluacion. Anteriormente, Bai y col.
(1999) encuentran correlaciones altamente significativas y mayores a las de este trabajo.
Buerstmayr y col (2013) encontraron correlaciones altamente significativas y con valores

entre 0,40 y 0,71 en ensayos de inoculacién en invernaculo.
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Con los resultados obtenidos del fenotipado se logré la discriminacién entre lineas
por su comportamiento cuantificado por la severidad observada, y las consideraciones
anteriormente expuestas permitirian suponer que aumentando los ambientes de
evaluacién, aumentara la precision al detectar regiones gendémicas asociadas a la

resistencia estudiada en esta poblacion.

Otras evaluaciones, como ser de resistencia a la infeccion inicial o resistencia a la
acumulacion de micotoxinas deberian ser evaluadas en esta poblacion, para explorar
otros genes y mecanismos de resistencia involucrados en la determinacién del

comportamiento observado en condiciones de campo por los progenitores.

3. Deteccién de QTLs

En el andlisis individual llevado adelante para detectar los posibles QTLs de resistencia, y
tal como se detall6 en los resultados, se detectaron QTLs en 4 cromosomas. En dos
cromosomas, el 2B y 3B, la aparicion de estos QTLs se produjo en un solo ambiente de
evaluacién. En tanto, las regiones genémicas de los cromosomas 6A y 7A, asociadas a la
resistencia, serian mas estables, ya que fueron detectadas en mas de un ambiente de
evaluacién. Los QTLs encontrados no estan ubicados en los cromosomas 2D, 3B, 4B, 5A
y 6B, que es donde se han identificado en mas de una ocasién, con diferentes

poblaciones de mapeo y han sido validados (Buerstmayr y col., 2009).

Estos QTL detectados explican cada uno un porcentaje bajo de la variancia
fenotipica observada, es decir, tienen un efecto menor en la explicacién de la variacion

fenotipica.

De las 4 regiones gendmicas asociadas a la resistencia, la del cromosoma 2B es
la menos estable, ya que superé el LOD umbral fijado en un solo ambiente, y ademas el
marcador ligado al QTL resulté estadisticamente significativo en el analisis de variancia

sOlo en ese ambiente (Tabla 6 y Tablas 14, 15, 16 y17 del anexo).

Sobre el cromosoma 3A la situacion fue similar con respecto a la deteccion
mediante el CIM, pero en los analisis estadisticos realizados, incluyendo al marcador méas
cercano al pico, tuvo un efecto estadisticamente significativo en mas ambientes: Ensayo
1, Ensayo 2 y EProm. Los otros dos QTLs fueron detectados en mas de un ambiente,
superando el LOD umbral, y ademas en el analisis de variancia realizado en cada

ambiente el efecto fue estadisticamente significativo en todos ellos. Esto nos estaria
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indicando una mayor estabilidad de los mismos (Tabla 6 y Tablas 14, 15, 16 y 17 del

anexo).

En el QTL identificado sobre el cromosoma 6A en todos los ambientes el pico
méximo del QTL se encontré en el mismo lugar, es decir mas cercanamente ubicado al
mismo marcador, y en el ambiente de menor valor de LOD, éste llegbé a 1,87 (Figura 10).
El analisis de variancia del marcador ligado resultdé con un efecto estadisticamente
significativo en todos los ambientes considerados (Tablas 6, y 14 a 16 del anexo).

El QTL que fue identificado sobre el cromosoma 7A, si bien super6 el valor de LOD
umbral en dos ambientes de evaluacion, en los otros alcanzo valores para este parametro
de 1,87 y 1,53, y como se detall6 en los resultados, en el analisis de variancia
involucrando al marcador ligado, tuvo un efecto estadisticamente significativo en todos los

ensayos, lo que también indicaria estabilidad del mismo (Tablas 6, y 14 a 16 del anexo).

Revisando los antecedentes en la bibliografia de los QTLs informados en estos
cromosomas, se encontré que hay informadas regiones responsables de la resistencia a

la dispersién de F. graminearum en la espiga en todos ellos.

Sobre el cromosoma 2B, estan informados QTLs de resistencia con distintas

poblaciones de estudio, que explican porcentajes entre 4,2 y 6,1% de la variacion
fenotipica en la severidad, valores similares al 5.96% observado en nuestro estudio (Tabla
6). El estudio de la poblacién de 133 RILs de Ning 7840 x Clark, llevado a cabo por Zhou
y col. (2002), fenotipando la misma en 4 experimentos en invernaculo, permitié detectar
un QTL de resistencia sobre el brazo largo del cromosoma, con un 4,7% de la variacién

fenotipica explicada, y el marcador SSR Xgwm120 ligado al mismo.

En una poblacion doble haploide de 180 lineas, con progenitores Remus y
Frontana, Steiner y col. (2004) detectaron sobre este cromosoma un QTL que explicé un
6,1% de la variacion fenaotipica, e informan que los marcadores Xs13m25.8 y Xs24m15.6
son los més cercanamente ligados al QTL. Posteriormente, Liu y col., en 2007, también
identifican un QTL de resistencia sobre este cromosoma, que explica un 4,2% de la
variacion fenotipica, con 243 RILs del cruzamiento entre Ernie y MO94-317. Este QTL se

encuentra ligado al marcador SSR Xgwm276b.

Hay informados también QTLs de resistencia a la infeccion inicial, y explican
porcentajes mayores de la variacion fenotipica observada. Gilsinger y col. (2005) detectan

dos QTLs de este tipo de resistencia, con datos de incidencia de seis ensayos realizados.
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Uno de los QTLs es de efecto mayor, y explica el 29% de la variacién fenotipica, fue

detectado en el intervalo entre los marcadores Xbarc200 y Xgwm?210.

De los QTLs asociados a resistencia a FE mencionados para el cromosoma 2B

aquel que se ubica en la misma regién gendmica al detectado en este estudio seria
proveniente de la variedad Goldfield ubicado en el intervalo 5-40 cM del cromosoma 1B
y asociado con apertura estrecha de flor (Gilsinger y col., 2005, citado en Buerstmayr y
col. 2009). Goldfield es un trigo blanco blando desarrollado por la Universidad de Purdue
con un pedigree no relacionado con el cultivar brasilero Pampeano (Ohm y col., 2000),
aunque futuros estudios genéticos podran establecer si se trata del mismo QTL o son
diferentes.

Para el cromosoma 3A, también hay varios reportes de QTLs de resistencia a FE,

cada uno de ellos con explicaciébn de porcentajes variables de la variacion fenotipica
observada, la amplia mayoria de ellos ubicados en la regién centromérica del brazo corto
de dicho cromosoma lo cual coincidiria con la ubicacion del QTL identificado en este
estudio proveniente de Pampeano. Este QTL de resistencia a FE ha sido identificado en
germoplasma de diversos origenes como ser chino, trigos europeos invernales y

sudamericano (Frontana) (Buerstmayr y col., 2009; He y col., 2016).

En el cromosoma 6A, los QTLs previamente informados de resistencia a FE

(provistos por los cultivares ND2603 y Dream, extraido de Buerstmayr y col. 2009) se
ubican en el brazo corto del cromosoma a una posicion mas distal respecto a el QTL 6A
proveniente de BioINTA 1005 identificado en este estudio, el cual presenta una posicion
mas cercana al centrémero lo cual sugeriria un origen diferente. En otro trabajo, Arruda y
col. (2014) identificaron un marcador asociado a la resistencia a F. graminearum sobre
este cromosoma, pero asociado a la incidencia. En este caso tampoco coincide la

posicion relativa del QTL con la del detectado en nuestra poblacion de estudio.

Los reportes previos de QTLs involucrados en la severidad, sobre el cromosoma
7A, son numerosos Yy la mayoria de ellos de origen chino (Wangshiubai). Al respecto, en
dos poblaciones independientes (Wanghuibai x Wheaton y Wanghuibai x Alondra) se
identificaron QTLs asociados a resistencia a FE en la regién proximal del brazo largo del
cromosoma 7A, y ésta resistencia fue provista por Wangshiubai (Zhou y col., 2004; Jia y
col., 2005). Esta region es coincidente con el QTL 7A detectado en este estudio,
proveniente de Pampeano. Una posible explicacion a esta coincidencia podria estar dada

por la presencia de germoplasma de origen chino (Sumai 3) en el pedigree de Pampeano,
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si bien hasta el momento no se han reportado en Sumai 3 QTL de resistencia a FE en

este cromosoma, por lo que podria tratarse de otro origen.

Los porcentajes de variacion fenotipica explicada por los QTLs detectados no
difieren en gran medida de los informados en la literatura. Hay que tener en cuenta
ademas, la alta influencia de los factores ambientales sobre este caracter. Coincide que

todos los QTLs previamente informados sobre estos cromosomas son de efecto menor.

Seria interesante utilizar los marcadores informados como estrechamente ligados
a los QTLs informados en estos cromosomas, para caracterizar la poblacion de estudio de
este trabajo (en el caso que resulten polimérficos, o buscar otro cercano), para determinar

si estan ligados a los QTLs de resistencia detectados.

4. Contribucién potencial al mejoramiento genético de los principales QTLs de
resistencia a FE detectados en este estudio

En un primer andlisis, cuando se cuantificd el cambio en los valores de severidad por la
presencia de los alelos que serian los responsables de la resistencia, en los dos QTLs
mas estables, los resultados encontrados fueron los esperados, es decir, la severidad
promedio de los genotipos portadores de los alelos de resistencia siempre fue menor, y
con diferencias estadisticamente significativas. Ademas, en todos los ambientes de
evaluacién el comportamiento fue similar demostrando estabilidad de los QTLs. Estos
resultados posicionarian a estos dos QTLs como una combinacion atractiva para la
incorporacién de nuevas fuentes de resistencia a FE en germoplasma adaptado mediante

seleccibn asistida por marcadores.

Por otro lado, el andlisis de los alelos presentes en las lineas que resultaron, en
promedio para todos los ensayos, con menores valores de severidad, puso en evidencia
gue si bien la mayor proporcion de las mismas era portadora de al menos en uno de los
dos QTLs considerados (6A y 7A) de acuerdo al alelo identificado con la resistencia, no
fue asi en todos los casos. En total siete de las 12 lineas analizadas tuvieron la
combinacién de alelos resistentes para las dos regiones. Esto se explicaria por el efecto
menor que poseen estos QTLs, y que si bien los resultados encontrados indican aditividad
de los mismos, no explican porcentajes altos de la variacién fenotipica observada.

Probablemente las lineas de mejor comportamiento tienen alelos favorables a la
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resistencia en otras regiones gendmicas, y que no han podido ser detectadas en este

estudio, o bien se han detectado sin poder ser considerados estables.

5. Identificacion de QTLs de resistencia a FE utilizando datos fenotipicos

maximos

Se probo6 también un segundo analisis de deteccion de QTLs con una matriz incluyendo
los datos fenotipicos maximos observados en cada linea en cada ensayo, al existir un
antecedente (Cativelli y col., 2013) quienes en su trabajo de deteccion de QTLs para
resistencia de tipo 2 a la FE en una poblacién de RILs tomaron este criterio, al observar
gran variabilidad en el caracter evaluado. Estos autores consideraron que el valor maximo
de severidad es el limite hasta donde el genotipo permiti6 el avance del patdégeno,
estimado por los sintomas visibles.

Cuando se analizaron los QTLs detectados con ésta matriz, se detectaron un
mayor nimero de QTLs, no s6lo en mas regiones gendmicas, sino también en mayor
namero de ensayos. Con respecto a las regiones gendmicas, aparecen QTLs
significativos en 4 cromosomas mas: 1D, 3B, 4A, 5A y 7B, con respecto a la deteccion
utilizando los datos completos. No se detecté ningin QTL que estuviera presente en
todos los ambientes evaluados, aunque se detectaron algunas regiones genémicas con
QTLs significativos en mas de un ambiente de evaluacion. Al igual que en la situacién
anterior (datos completos), ambos progenitores presentaron alelos favorables a la
resistencia (Pampeano estaria aportando alelos de resistencia en 3 regiones gendémicas,
y BioINTA 1005 lo haria en 5 regiones) (Tabla 19 y Figura 13 del anexo).

De los 21 QTLs que se detectaron con esta matriz fenotipica, seis fueron
encontrados s6lo en un ambiente de evaluacion. Estos se ubicaron sobre los
cromosomas 1D, 3B, 4A.1, 5A.1, 7A.1 y 7B. En términos del efecto sobre la severidad,
estos QTLs explican entre el 5,04% y el 9.90% respectivamente, de la variacion
fenotipica observada y explicada por el modelo. Ninguno de ellos fue detectado con la
matriz de datos fenotipicos completos.

Los otros dos QTLs nuevos encontrados, con los datos maximos, fueron los
ubicados en los cromosomas 4A (4A.2) y 5A (5A.2). El porcentaje de la variancia

explicada por los marcadores ligados a estos QTLs oscilo entre 0,18% y 9,59%. El resto
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de los QTLs detectados con estos datos coincide con los anteriormente detectados (con
la matriz de datos completos).

Sobre el cromosoma 2B, el QTL se detectd en 2 oportunidades: en el tercer
ambiente de evaluacion (Ensayo 3) y el promedio de las severidades maximas de los 3
ensayos (Eprom). En Ensayo 3, con un LOD=4.96 asociado al marcador AX-94542864 en
su pico maximo. El alelo asociado a la resistencia es aportado por el parental Pampeano,
y mapea en un intervalo de aproximadamente 31.1cM, flanqueado por los marcadores
AX-94889709 y AX-94488406, (Tabla 19 y Figura 13b del anexo). En términos del efecto
sobre la severidad, este QTL explica el 15.21% de la variacién fenotipica observada y
explicada por el modelo. En Eprom se detectaron 3 picos que superaron el LOD umbral,
asociados a 3 marcadores: AX-94491066, AX-94943657 y AX-94542864, todos dentro de
la misma region gendmica asociada al caracter detectada con los datos del Ensayo 3. De
estos marcadores estrechamente ligados, solamente AX-94491066 resultd
estadisticamente con diferencias significativas, explicando un 8,93% de la variacion
fenotipica (Tablas 22 y 23 del anexo).

En el cromosoma 3A, el QTL superé el LOD umbral en dos ambientes analizados:
Ensayo 1 y EProm. Pampeano aporta el alelo de resistencia del caracter. El marcador
mas estrechamente ligado a este QTL, en los dos ambientes, es AX-95207390, ubicado a
116,8 cM. Esto coincide con el marcador ligado al QTL detectado con los valores de
EProm. El porcentaje de la variacién fenotipica explicada es de 6.16% y 4.81% para
Ensayo 1 y EProm, respectivamente (Tabla 19, 20 y 23 y figura 13c del anexo). La
diferencia en el pico maximo que presentd este QTL en los diferentes ambientes de
evaluacion podrian deberse a los efectos ambientales involucrados en la determinacion
del caracter, debido a su compleja y elevada interaccioén con factores no genéticos.

El QTL en el cromosoma 6A estuvo presente en mas de un ambiente: Ensayo 1y
EProm. El marcador SNP mas estrechamente ligado al QTL fue AX-94616754 en el caso
del Ensayo 1, y el marcador AX-94547709 en EProm. Entre ellos estan separados por 8,6
cM. De acuerdo al andlisis de variancia de los efectos individuales de los QTLs, ambos
marcadores tuvieron un efecto estadisticamente significativo en sus respectivos ensayos
(Tabla 19, 20 y 23 y Figura 13g del anexo). En términos del efecto sobre la severidad,
éste QTL explicé el 3,38% y 6,99% de la variacion fenotipica en los ambientes Ensayo 1
y EProm, respectivamente. El parental que aporta el alelo asociado al caracter es
BioINTA 1005.
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Fueron identificadas dos regiones sobre el cromosoma 7A, una ya descripta en los
QTLs detectados en un solo ambiente de evaluacion. El segundo QTL detectado sobre
éste cromosoma super6 el LOD umbral en Ensayo 2, Ensayo 3 y EProm, con estos datos
méaximos. El marcador més estrechamente ligado a este QTL es AX-94756419, ubicado
a 117,1 cM en E3 y EProm, y el marcador AX-94927037, ubicado a 9,1 cM del anterior,
en Ensayo 2. De la variacion fenotipica explicada por el modelo aplicado, el QTL explica
el 515%, 6.11% y 557% en los ambientes Ensayo 2, Ensayo 3 y EProm,
respectivamente (Tabla 19, 21, 22 y 23 y Figura 13h del anexo).

La presencia de QTLs en diferentes regiones cromosomicas estaria confirmando
la base genética compleja del caracter, y la aparicion de mayor niamero de QTLs con
estos datos de severidad, donde se estan maximizando los valores de este caracter, nos
estaria indicando la presencia de otras regiones con genes relacionados a la resistencia,
no detectadas con los datos fenotipicos totales.

Cuando se consideraron las interacciones en primer grado entre los QTL
detectados para el caracter, se encontraron interacciones entre los mismos considerando
esta matriz de datos (Tablas 20 a 23 del anexo).

En el ensayo 2 se detecté interaccién estadisticamente significativa entre los
marcadores AX-94975563 (7A.1) y AX-94927037 (7A.2), ambos ubicados sobre el
cromosoma 7A, y asociados a 2 QTLs detectados sobre el mismo. Se graficd el efecto
epistatico detectado entre los marcadores estos marcadores (Figura 14).

En el ensayo 3 se detectaron 3 interacciones estadisticamente significativas entre
marcadores: AX-94542864 y AX-95009696 (QTLs detectados en los cromosomas 2B y
7B), AX-94756419 y AX-95634516 (QTLs detectados en los cromosomas 7A.2 y 4A.1), y
AX-94542864 y AX-94761767 (QTLs detectados en los cromosomas 2B y 4A.2).

Estas interacciones entre QTLS, explican porcentajes de la variacion fenotipica
total para el caracter entre 2,41% y 4,33% (Tablas 21 y 22 del anexo). La interaccion
detectada en el ensayo 2, entre los QTLs situados sobre el mismo cromosoma, el 7A, es
donde se encuentra el mayor porcentaje de variacion explicada (4,33%). Las
interacciones entre QTLs detectadas en el ensayo 3, explican un 3,36% entre los QTLs
de los cromosomas 2B y 7A, un 2,45% entre los QTLs de los cromosomas 7A (7A.2) y 4A
(4A.1), y un 2,41% entre los QTLs de los cromosomas 2B y 4A (4A.2).

Cuando se consideraron los datos maximos de severidad observados en cada
RIL, en el andlisis de QTLs se obtuvo mayor nimero de regiones genodmicas asociadas a

la severidad de la fusariosis en esta poblacion de estudio. De todos modos es importante
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tomar los resultados de deteccion de QTLs de FE con valores maximos de severidad con
extremada precaucion ya que presentan una debilidad importante dada por la baja
correlacion entre resultados obtenidos por ambiente: 0,16 en Ensayo 1 vs Ensayo 2,
0,21 en Ensayo 1 vs Ensayo 3 y 0,08 Ensayo 2 vs Ensayo 3 (Tabla 14 del anexo).
Ademas, al ser un dato Unico de cada RIL en cada ensayo (sin repeticion), no es
conveniente analizar estadisticamente los mismos.

En todos los casos, los QTLs detectados con los valores promedio de severidad,
fueron detectados con los datos maximos. Los QTLs detectados con los valores
maximos, ademas de sus efectos individuales, también mostraron interacciones
significativas entre algunos de ellos (Figura 14 del anexo).
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio, y considerando que la hipétesis de
trabajo fue que el cultivar Pampeano posee factores novedosos de resistencia genética a
la fusariosis de la espiga, cuya localizacion genémica difiere de aquellos identificados en
el cultivar chino Sumai 3, y el objetivo general fijado fue determinar la base genética de la
resistencia a la fusariosis de la espiga de Pampeano utilizando una poblacion derivada del
cruzamiento entre Pampeano (resistente) y BioINTA 1005 (susceptible), se concluye lo

siguiente:

e La estrategia de genotipado masivo con el microarray Axiom 35K permitid la
construccion de un mapa genético basado en la poblacién estudiada el cual
incluye la totalidad de los cromosomas de genoma de trigo, con una menor

cobertura en grupos de ligamiento de los cromosomas del genoma D.

e EIl fenotipado de las RILs realizado en ensayos de inoculacién puntual de las
espigas en invernaculo permitié discriminar a las mismas por la severidad de los
sintomas de la dispersion del patdégeno en la espiga, constituyendo la metodologia

utilizada una técnica confiable y apropiada para este tipo de estudio.

e Los valores de severidad que caracterizaron las diferentes RILs permitieron la
deteccién de QTLs en la poblacién de estudio. Los valores obtenidos, con una
gran dispersion de los datos de cada linea dentro de cada ensayo y entre ensayos

reflejan la naturaleza sumamente compleja del caracter.

e Se identificaron QTLs de resistencia sobre 4 cromosomas. En los cromosomas 2B
y 3A los QTLs detectados mostraron menos estabilidad, de acuerdo a los
ambientes en que fueron detectados, y en los cromosomas 6A y 7A los QTLs

detectados mostraron mayor estabilidad.
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En los QTLs de resistencia detectados, se identificaron alelos aportados por
ambos progenitores (Pampeano y BioINTA 1005) como los responsables de esta
resistencia. En este sentido, no se esperaba encontrar alelos de resistencia
aportados por BioINTA 1005, dada su alta susceptibilidad a la fusariosis de la
espiga mostrada a campo.

Todos los QTLs detectados son de efecto menor, ya que no explicaron
porcentajes altos de la variacion fenotipica observada para el caracter bajo
estudio. Ese efecto menor de los QTLs detectados coincide por su magnitud con el
efecto de los QTLs de resistencia tipo 2 previamente informados sobre los mismos

cromosomas.

Pampeano porta alelos favorables en los QTLs detectados en los cromosomas 2B,
3Ay 7A, y BioINTA 1005 aporta el alelo favorable en el QTL detectado sobre el

cromosoma 6A.

Los QTLs correspondientes a los alelos aportados por Pampeano coinciden con
QTLs previamente descriptos para FE, mientras que el QTL presente en el
cromosoma 6A y aportado por BioINTA 1005 es inédito.

La combinacion alélica de los dos principales QTLs detectados en este estudio
llega a reducir en un 7% la severidad de la FE lo que lo posiciona como una

importante contribuciéon al mejoramiento genético.
La saturacién con marcadores adicionales de los grupos de ligamiento del genoma

D permitira explorar la eventual existencia de QTL adicionales de resistencia a FE

no detectados en este analisis.
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ANEXO

Tabla 11. Andlisis de variancia de la severidad observada en los progenitores de la

poblacién de estudio, en los tres ensayos de inoculacion.

Ensayo Variable N R? R? Aj CV
Ensayo 1 Severidad 6 0,99 0,98 11,04

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 5745,50 3 1915,17 92,67 0,0107
Parental 5704,17 1 5704,17 276,01 00,0036
Rep 41,33 2 20,67 1,00 0,5000
Error 41,33 2 20,67
Total 5786,83 5

Test: LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=15,97077
Error: 20,6667 gl: 2
Parental Medias n E.E.

Pampeano 10,33 3 2,62 A

BioINTA1005 72,00 3 2,62 B

Medias con una letra comun no son significativamente
Ensayo Variable N R? R? Aj CV
Ensayo 2 Severidad 6 1,00 0,99 4,83

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo

diferentes (p > 0,05)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 3917,83 3 1305,94 200,91 0,0050
Parental 3901,50 1 3901,50 600,23 0,0017
Rep 16,33 2 8,17 1,26 0,4432
Error 13,00 2 6,50

5

Total 3930,83

Test: LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=8,95669
Error: 6,5000 gl: 2
Parental Medias n E.E.

Pampeano 27,33 3 1,47 A

BioINTA1005 78,33 3 1,47 B

Medias con una letra comun no son significativamente
Ensayo Variable N R? R? Aj CV
Ensayo 3 Severidad 6 1,00 0,99 8,35

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo
F.V. SC gl CM F p-valor

diferentes (p > 0,05)

Modelo. 6337,83 3 2112,61 136,30 00,0073
Parental 6337,50 1 6337,50 408,87 00,0024

Rep 0,33 2 0,17 0,01 0,9894
Error 31,00 2 15,50
Total 6368,83 5
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Test: LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=13,83109
Error: 15,5000 gl: 2

Parental Medias n E.E.

Pampeano 14,67 3 2,27 A
BioINTA1005 79,67 3 2,27 B

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

Tabla 12. Analisis de variancia. Modelos lineales generales y mixtos

Especificacién del modelo en R
mlm.modelo.000 Severidad REML<-Ime (Severidad~1+RILs
,random=11ist (Ensayo=pdIdent (~1)
,Repeticion=pdIdent (~1))

,method=\"REML\"

,control=1ImeControl (niterEM=150

,msMaxIter=200)

,ha.action=na.omit

,data=mlm.modeloR.data00

,keep.data=FALSE)

Resultados para el modelo: mlm.modelo.000_ Severidad REML
Variable dependiente: Severidad

Medidas de ajuste del modelo
n AIC BIC logLik Sigma R2 0 R2 1

R2 2

1088 -664,53 -45, 90 459,26 0,13 0,17 0,51

0,55

AIC y BIC menores implica mejor

Pruebas de hipdétesis secuenciales

numDF denDF F-value p-value
(Intercept) 1 956 25,51 <0, 0001
RILs 123 956 2,92 <0,0001

Pruebas de hipétesis marginales
Source numDF denDF F-value p-value
RILs 123 956 2,92 <0,0001

Parametros de los efectos aleatorios
Modelo de covarianzas de los efectos aleatorios: pdIdent
Formula: ~1 | Ensayo

Desvios estdndares y correlaciones

(Intercept)
(Intercept) 0,13
Modelo de covarianzas de los efectos aleatorios: pdIdent
Formula: ~1 | Repeticion dentro de Ensayo

Desvios estdndares y correlaciones
(Intercept)
(Intercept) 0,04

Tabla 13. Severidad - Medias ajustadas y errores estandares para RILs.
LSD Fisher (Alfa=0.05). Procedimiento de correccion de p-valores: Bonferroni

Medias con una letra coman no son significativamente diferentes (p > 0.05).
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Tabla 14. Analisis de la varianza de los marcadores asociados a los QTLs detectados

en el Ensayo 1.
Variable N R2 R? Aj

Severidad 119 0,19 0,12 32,88

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 1960,47 10 196,05 2,55 10,0084
AX-94547709 6A 643,97 1 643,97 8,38 0,0046
AX-94756419 TA 557,96 1 557,96 7,26 0,0082
AX-94759165 2B 24,59 1 24,59 0,32 0,5729
AX-95207390 3A 531,74 1 531,74 6,92 0,0098
AX-94547709 6A*AX-947564109.. 23,87 1 23,87 0,31 0,5786
AX-94547709 6A*AX-94759165.. 84,76 1 84,76 1,10 0,2961
AX-94547709 6A*AX-95207390.. 0,65 1 0,65 0,01 0,9270
AX-94756419 TA*AX-94759165.. 2,84 1 2,84 0,04 0,8479
AX-94756419 TA*AX-95207390.. 21,79 1 21,79 0,28 10,5955
AX-94759165 2B*AX-95207390.. 68,29 1 68,29 0,89 0,3481
Error 8303,85 108 76,89
Total 10264,32 118

Tabla 15. Analisis de la varianza de los marcadores asociados a los QTLs detectados

en el Ensayo 2.
Variable N R? R? Aj

Severidad 122 0,18 0,11 16,10

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 1688,76 10 168,88 2,43 10,0117
AX-94547709 6A 692,74 1 692,74 9,97 0,0020
AX-94756419 A 418,02 1 418,02 6,02 0,0157
AX-94759165 2B 22,49 1 22,49 0,32 0,5705
AX-95207390_ 3A 394,22 1 394,22 5,67 10,0189
AX-94547709 6A*AX-94756419.. 14,19 1 14,19 0,20 0,6522
AX-94547709 6A*AX-94759165.. 42,39 1 42,39 0,61 0,4364
AX-94547709 6A*AX-95207390.. 18,10 1 18,10 0,26 0,6108
AX-94756419 TA*AX-94759165.. 45,43 1 45,43 0,65 0,4205
AX-94756419 TA*AX-95207390.. 1,14 1 1,14 0,02 0,8984
AX-94759165 2B*AX-95207390.. 40,04 1 40,04 0,58 0,4494
Error 7712,36 111 69,48
Total 9401,11 121

Tabla 16. Andlisis de la varianza de los marcadores asociados alos QTLs detectados

en el Ensayo 3.
Variable N R? R? Aj

Severidad 122 0,23 0,16 22,26

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 1925,64 10 192,56 3,38 0,0007
AX-94547709 6A 348,79 1 348,79 6,13 0,0148
AX-94756419 TA 491,36 1 491,36 8,64 0,0040
AX-94759165 2B 683,88 1 683,88 12,02 0,0007
AX-95207390_ 3A 148,65 1 148,65 2,61 10,1089
AX-94547709 6A*AX-94756419.. 3,14 1 3,14 0,06 0,8147
AX-94547709 6A*AX-94759165.. 133,58 1 133,58 2,35 0,1283
AX-94547709 6A*AX-95207390.. 53,95 1 53,95 0,95 0,3323
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AX-94756419 TA*AX-94759165.. 6,52 1 6,52 0,11 10,7356

AX-94756419 TA*AX-95207390.. 0,36 1 0,36 0,01 0,9368
AX-94759165 2B*AX-95207390.. 55,41 1 55,41 0,97 10,3259
Error 6315,75 111 56,90

Total 8241,39 121

Tabla 17. Andlisis de la varianza de los marcadores asociados alos QTLs detectados
con los datos promedio de los 3 ensayos (EProm).

Variable N R2 R2? Aj CV

Severidad 122 0,24 0,17 18,27

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 1685,21 10 168,52 3,56 0,0004
AX-94547709 6A 424,68 1 424,68 8,97 0,0034
AX-94756419 TA 555,13 1 555,13 11,73 0,0009
AX-94759165 2B 161,53 1 161,53 3,41 0,0674
AX-95207390_ 3A 357,47 1 357,47 7,55 0,0070
AX-94547709 6A*AX-94756419.. 0,23 1 0,23 4,8E-03 0,9449
AX-94547709 6A*AX-94759165.. 104,45 1 104,45 2,21 0,1403
AX-94547709 6A*AX-95207390.. 13,10 1 13,10 0,28 0,5999
AX-94756419 TA*AX-94759165.. 3,45 1 3,45 0,07 00,7876
AX-94756419 TA*AX-95207390.. 0,16 1 0,16 3,4E-03 0,9536
AX-94759165 2B*AX-95207390.. 65,01 1 65,01 1,37 0,2438
Error 5254,89 111 47,34
Total 6940,10 121

Tabla 18. Analisis de la varianza considerando el efecto de los alelos alternativos en
los 2 QTLs detectados en los cromosomas 6A y 7A, cuantificado por la severidad
observada en las lineas portadoras de cada alelo.

QTL Variable N R? R? Aj CV
6A Sev 6 1,00 1,00 1,91

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 711,00 3 237,00 474,00 0,0021

Alelo 24,00 1 24,00 48,00 0,0202
E/Q 687,00 2 343,50 687,00 0,0015
Error 1,00 2 0,50

Total 712,00 5

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=2,48414
Error: 0,5000 gl: 2

Alelo Medias n E.E.

Bio 35,00 3 0,41 A

PamP 39,00 3 0,41 B

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

QTL Variable N R? R? Aj CV
7TA Sev 6 1,00 1,00 1,009

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 691,00 3 230,33 1382,00 0,0007
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Alelo 32,67 1 32,67 196,00 0,0051
E/Q 658,33 2 329,17 1975,00 00,0005
Error 0,33 2 0,17

Total 691,33 5

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=1,43422
Error: 0,1667 gl: 2

Alelo Medias n E.E.

PamP 35,00 3 0,24 A

Bio 39,67 3 0,24 B

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

Tabla 19. QTLs para severidad a la FE, detectados en la poblacibn Pampeano X
BioINTA 1005 en 3 ensayos de inoculacién puntual con los datos de severidad
maxima de los ensayos.

Crom Ensayo Marcador cM LOD Donante? Efecto R2(%)
aditivo®

1D Ensayo1l AX-94541657 14,4 2.38 Pampeano -7.7 9.90
2B.2 Ensayo3 AX-94542864 37,7 4.96 Pampeano -6.9 15.21
2B.1  Ens.Prom. AX-94491066 21.1 2.30 Pampeano -3.6 8.93
2B.2 Ens.Prom. AX-94542864 37,7 2.28 Pampeano -3.47 1.40
3A Ensayol AX-95207390 116.8 4.08 Pampeano -20.5 6.16
3A Ens.Prom. AX-95207390 116.8 3.5 Pampeano -9.15 4.81
3B Ensayo 2  AX-94470094 38.0 9.14 Pampeano -10.9 6.03
4A.1 Ensayo3 AX-95634516 32.4 2.38 BIioINTA 1005 5.6 5.04
4A.2 Ensayol AX-94761767 309.8 2.77 BIioINTA 1005 19.7 0.18
4A.2 Ensayo3 AX-94761767 309.8 2.70 BIioINTA 1005 8.33 9.59
4A.2 Ens.Prom. AX-94761767 309.8 2.09 BIioINTA 1005 9.36 1.48
5A.1 Ensayol AX-95071409 71.7 2.39 Pampeano -8.34 7.90
5A.2 Ensayol AX-95659250 92.1 2.67 Pampeano -7.46 2.43
5A.2 Ens.Prom. AX-95221941 97.8 2.36 Pampeano -3.56 6.22
6A Ensayol AX-94616754 84.2 2.46 BioINTA 1005 7.76 3.38
6A Ens.Prom. AX-94547709 75.6 2.12 BioINTA 1005 3.6 6.99
7A.1 Ensayo?2 AX-94975563 0.0 2.69 BIOINTA 1005 3.37 9.69
7A.2 Ensayo2 AX-94927037 108,0 2.55 Pampeano -3.61 5.15
7A.2 Ensayo3 AX-94756419 117,1 2.34 Pampeano -5.1 6.11
7A.2 Ens.Prom. AX-94756419 117,1 2.47 Pampeano -3.6 5.57
7B Ensayo 3 AX-95009696 74,0 2.42 Pampeano -5.27 6.53

! Marcador ligado al maximo LOD. “ Alelo del parental que incrementa el valor fenotipico. *Estimado
por QTL Cartographer 2.5, Signo (-) proveniente de Pampeano, signo (+) proveniente de Biointa
1005.*Porcentaje de la varianza explicada por el QTL.
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Figura 13. Continuacién.

Tabla 20. Andlisis de la varianza de los marcadores asociados a los QTLs detectados
en el Ensayo 1, con los datos de severidad maxima de los ensayos.

Variable N R? R? Aj CV

Severidad 121 0,36 0,23 31,34

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 28483,27 21 1356,35 2,68 10,0006
AX-95207390_ 3A 4843,80 1 4843,80 9,56 00,0026
AX-94541657 1D 7782,81 1 7782,81 15,36 00,0002
AX-94761767 4A.2 143,47 1 143,47 0,28 0,5959
AX-95071409 5A.1 6216,53 1 6216,53 12,27 0,0007
AX-95659250 5A.2 1911, 85 1 1911,85 3,77 0,0549
AX-94616754 6A 2660,42 1 2660,42 5,25 0,0241
AX-95207390_ 3A*AX-94541657.. 168,90 1 168,90 0,33 0,5650
AX-95207390 3A*AX-94761767.. 254,48 1 254,48 0,50 0,4802
AX-95207390 3A*AX-95071409.. 403,62 1 403,62 0,80 10,3743
AX-95207390_ 3A*AX-95659250.. 1281,90 1 1281,90 2,53 0,1149
AX-95207390_ 3A*AX-94616754.. 118,75 1 118,75 0,23 0,6294
AX-94541657 1D*AX-94761767.. 6,37 1 6,37 0,01 0,9110
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AX-94541657 1D*AX-950714009.. 58,43 1
AX-94541657 1D*AX-95659250.. 1840,57 1
AX-94541657 1D*AX-94616754.. 62,88 1
AX-94761767*AX-95071409 134,29 1
AX-94761767*AX-95659250 0,42 1
AX-94761767*AX-94616754 59,19 1
AX-95071409*AX-95659250 111,52 1
AX-95071409*AX-94616754 371,26 1
AX-95659250*AX-94616754 51,83 1

Error
Total

50166,20 99
78649,47 120

58,43
1840,57
62,88
134,29
0,42
59,19
111,52
371,26
51,83
506,73

0,12
3,63
0,12
0,27
8,2E-04
0,12
0,22
0,73
0,10

0,7349
0,0596
0,7254
0,6078
0,9772
0,7333
0,6400
0,3941
0,7498

Tabla 21. Andlisis de la varianza de los marcadores asociados alos QTLs detectados
en el Ensayo 2, con los datos de severidad maxima de los ensayos.

Variable N R? R? Aj

Cv

Severidad 123 0,25 0,21 10,63

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 3845,27 6 640,88 6,55 <0,0001
AX-94470094 3B 916,04 1 916,04 9,37 0,0027
AX-94975563 TA.1 1472,47 1 1472,47 15,06 0,0002
AX-94927037 TA.2 782,10 1 782,10 8,00 0,0055
AX-94470094*AX-94975563 1,34 1 1,34 0,01 0,9069
AX-94470094*AX-94927037 15,19 1 15,19 0,16 0,6943
AX-94975563*AX-94927037 658,13 1 658,13 6,73 0,0107
Error 11344,70 116 97,80

Total

15189,97 122

Tabla 22. Andlisis de la varianza de los marcadores asociados alos QTLs detectados
en el Ensayo 3, con los datos de severidad maxima de los ensayos.

Variable N R2 R? Aj

Cv

Severidad 106 0,54 0,46 18,42

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 18037,70 15 1202,51 7,02 <0,0001
AX-94756419 TA 2042,57 1 2042,57 11,93 0,0008
AX-94542864 2B 5088, 88 1 5088,88 29,71 <0,0001
AX-95634516 4A.1 1686,09 1 1686,09 9,84 10,0023
AX-94761767 4A.2 3207,58 1 3207,58 18,73 <0,0001
AX-95009696_7B 2184,28 1 2184,28 12,75 0,0006
AX-94756419 TA*AX-94542864.. 11,66 1 11,66 0,07 00,7947
AX-94756419 TA*AX-95634516.. 821,27 1 821,27 4,79 10,0311
AX-94756419 TA*AX-94761767.. 190,97 1 190,97 1,11 10,2938
AX-94756419 TA*AX-95009696.. 105, 34 1 105,34 0,62 0,4350
AX-94542864*AX-95634516 548,42 1 548,42 3,20 0,0769
AX-94542864*AX-94761767 806,39 1 806,39 4,71 10,0327
AX-94542864*AX-95009696 1125,32 1 1125,32 6,57 0,0120
AX-95634516*AX-94761767 71,27 1 71,27 0,42 0,5205
AX-95634516*AX-95009696 10,22 1 10,22 0,06 00,8076
AX-94761767*AX-95009696 137,43 1 137,43 0,80 0,3728
Error 15415,57 90 171,28
Total 33453,27 105
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Tabla 23. Analisis de la varianza de los marcadores asociados a los QTLs detectados
en EProm, con los datos de severidad méaxima de los ensayos.

Variable N R2 R2? A3 CV

Severidad 121 0,44 0,27 13,51

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 8196,01 28 292,71 2,59 0,0004
AX-94547709 6A 1299,73 1 1299,73 11,51 0,0010
AX-94756419 TA 1035,41 1 1035,41 9,17 0,0032
AX-95207390 3A 894, 66 1 894,66 7,92 0,0060
AX-94491066 2B 1660,17 1 1660,17 14,70 0,0002
AX-94542864 2B 259,41 1 259,41 2,30 0,1331
AX-94761767 4A.2 274,70 1 274,70 2,43 0,1223
AX-95221941 5A.2 1155,49 1 1155,49 10,23 0,0019
AX-94547709 6A*AX-94756419.. 19,17 1 19,17 0,17 0,6813
AX-94547709 6A*AX-95207390.. 3,76 1 3,76 0,03 0,8555
AX-94547709 6A*AX-94491066.. 47,35 1 47,35 0,42 0,5190
AX-94547709 6A*AX-94542864.. 86,86 1 86,86 0,77 0,3828
AX-94547709 6A*AX-94761767.. 38,18 1 38,18 0,34 0,5624
AX-94547709 6A*AX-95221941.. 0,48 1 0,48 4,2E-03 0,9482
AX-94756419 TA*AX-95207390.. 29,11 1 29,11 0,26 0,6129
AX-94756419 TA*AX-94491066.. 20,13 1 20,13 0,18 0,6739
AX-94756419 TA*AX-94542864.. 0,97 1 0,97 0,01 0,9264
AX-94756419 TA*AX-94761767.. 197,45 1 197,45 1,75 0,1894
AX-94756419 TA*AX-95221941.. 77,63 1 77,63 0,69 0,40093
AX-95207390 3A*AX-94491066.. 152,97 1 152,97 1,35 0,2476
AX-95207390 3A*AX-94542864.. 2,23 1 2,23 0,02 0,8885
AX-95207390 3A*AX-94761767.. 7,25 1 7,25 0,06 00,8005
AX-95207390 3A*AX-95221941.. 110,05 1 110,05 0,97 0,3262
AX-94491066*AX-94542864 186,99 1 186,99 1,66 00,2014
AX-94491066*AX-94761767 309,92 1 309,92 2,74 0,1010
AX-94491066*AX-95221941 227,82 1 227,82 2,02 0,1589
AX-94542864*AX-94761767 7,02 1 7,02 0,06 0,8037
AX-94542864*AX-95221941 79,94 1 79,94 0,71 0,4024
AX-94761767*AX-95221941 11,16 1 11,16 0,10 0,7540
Error 10391,89 92 112,96
Total 18587,90 120

Tabla 24. Coeficientes de correlacién de Pearson entre experimentos para severidad
de infeccion (fila superior) y nivel de significancia (fila inferior). Valores maximos de
cada RIL en cada ensayo.

Ensayo 1 | Ensayo 2 | Ensayo 3

Ensayo 1 * 0,16 0,21
<0.0746 <0.0215

Ensayo 2 * 0,08
<0.3791
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Figura 14. Representacion gréafica del efecto epistatico entre los marcadores a) AX-
94975563 y AX-94927037, b) AX-94542864 y AX-95009696, c) AX-94756419 y AX-

95634516 y d) AX-94542864 y AX-94761767.
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