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RESUMEN

Busqueda de hotspots de resistencia para
multiples enfermedades en germoplasma

argentino de maiz
RESUMEN

El estudio de las bases moleculares de la resistencia a multiples enfermedades (MDR) en el maiz es
indispensable para el desarrollo de germoplasma con una resistencia amplia tanto a enfermedades
existentes como emergentes. El objetivo principal de este trabajo fue identificar regiones de MDR en un
panel de 63 lineas endocriadas de maiz a través de un estudio de asociacion de genoma completo
(GWANS). Los genotipos se caracterizaron por su resistencia a siete enfermedades del maiz en multiples
ambientes. Los resultados mostraron una alta variabilidad genotipica y una alta heredabilidad para las
siete resistencias estudiadas. A través del GWAS se identificaron 26 QTL de resistencia a las
enfermedades y la comparacion de sus posiciones fisicas reveld una region de MDR para dos
enfermedades en el bin 3.04. El analisis de ontologia génica en la region de MDR evidencio la presencia
de multiples genes candidatos de resistencia, entre los que destacan una enzima lipasa y un receptor de
tipo quinasa como posibles mecanismos subyacentes de resistencia. Estos resultados apoyan la hipotesis
de que los genes de resistencia se agrupan en regiones especificas del genoma y forman puntos calientes
de resistencia (hotspot de resistencia), y destacan la importancia de la region 3.04 asociada a MDR en

el germoplasma argentino.
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ABSTRACT

Search for multi-disease resistance hotspots in

Argentine maize germplasm
ABSTRACT

The study of the molecular basis of multiple disease resistance (MDR) in maize is essential for the
development of germplasm with broad resistance to existing and emerging diseases. The main objective
of this work was to identify MDR regions in a panel of 63 inbred maize lines using a genome-wide
association study (GWAS). Genotypes were characterised for resistance to seven maize diseases in
different environments. The results showed high genotypic variability and heritability for the seven
resistances studied. Twenty-six disease resistance QTL were identified by GWAS, and comparison of
their physical positions revealed a MDR region for two diseases at bin 3.04. Gene ontology analysis of
the MDR region revealed the presence of several candidate resistance genes, including a lipase enzyme
and a kinase-like receptor as the underlying resistance mechanism. These results support the hypothesis
that resistance genes cluster in specific regions of the genome, forming resistance hotspots, and highlight

the importance of a MDR region at bin 3.04 in Argentine germplasm.
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CAPITULO I — INTRODUCCION GENERAL

Resumen

El maiz es un cultivo de gran antigiiedad que ofrece una notable diversidad, versatilidad y capacidad de
adaptacion ambiental, lo que lo convierte en un cultivo de significativa relevancia para la humanidad.
Su importancia se debe a su uso en la alimentacion humana y animal, aunque también a sus usos
industriales y como organismo modelo en el campo de la investigacion. Actualmente, las enfermedades
del maiz constituyen una amenaza y limitan su produccion. Las principales enfermedades del maiz
incluyen enfermedades foliares, como royas, tizones y manchas, asi como enfermedades de las espigas
como podredumbres y carbones. Los agentes causales de las enfermedades engloban una amplia
diversidad de patogenos y estrategias patogénicas. Esta diversidad abarca desde el 6rgano afectado hasta
el tipo de interaccion que se establece con el hospedante. Las plantas han evolucionado y desarrollado
multiples estrategias defensivas para enfrentar a los patégenos, siendo la enfermedad una situacion
excepcional. Investigar y comprender las interacciones que se establecen entre el maiz y sus patdégenos
es clave para el desarrollo de resistencia genética, especialmente frente a multiples enfermedades
(MDR). La MDR se define como una resistencia genética a mas de una enfermedad, probablemente
condicionada por componentes inespecificos de las defensas de las plantas y un agrupamiento no
aleatorio de QTL de resistencia en regiones especificas del genoma. Este campo de estudio es reciente
y, aunque las bases moleculares no se han esclarecido por completo, tiene un enorme potencial de
aplicacion para la agricultura moderna. Este capitulo proporciona el marco tedrico y el estado del arte

de la MDR, asi como también plantea la hipotesis y los objetivos de la presente tesis doctoral.
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Generalidades del cultivo de maiz

El maiz (Zea mays L.) es una planta monocotiledonea que pertenece a la familia de las Poaceae
(=Graminea), una familia cosmopolita que comprende alrededor de 10.000 especies (Garcia-Lara y
Serna-Saldivar 2019). El género Zea incluye especies y subespecies silvestres, conocidas cominmente

como “teosintes” y al maiz como unica forma cultivada.

El cultivo es originario de América, donde se encuentra el mayor centro de diversidad, ubicado en
Meéxico. La domesticacion del maiz se inicid hace unos 10.000 afios por civilizaciones mesoamericanas
precolombinas que habitaron las zonas altas del sur del pais (Bracco 2012; Yang et al. 2019; Wani et al.
2022). En la naturaleza no se conocen maices silvestres, por lo que existieron dudas sobre su ancestro
directo. La hipotesis mas aceptada en la actualidad indica que el maiz moderno desciende de una tnica
especie de teosinte (Zea mays ssp. parviglumis) (Doebley 2004; Liu et al. 2020; Wani et al. 2022) vy,
aunque sus morfologias difieren considerablemente, los estudios moleculares han revelado que solo un
pequefio mimero de /oci de efecto mayor son responsables de estas grandes diferencias (Doebley 2004;

Liu et al. 2020).

A pesar de la pérdida de diversidad genética como consecuencia de la domesticacion, se ha encontrado
evidencia de flujo génico posterior, lo que ha permitido que el maiz moderno conserve cierta variacion
genética que facilita su adaptacion a diversos ambientes (Yang et al. 2019). Esta versatilidad favorecio
su expansion por el mundo, tanto en zonas climaticas templadas como tropicales, desde los 40° de latitud
sur hasta los 58° de latitud norte (Wani et al. 2022). En América, se han descripto mas de 300 razas
diferentes de maiz (grupos de poblaciones con caracteres distintivos comunes) procedentes de las zonas
de mayor diversidad, en México y en la region andina peruana (Lia et al. 2007). La variacion geografica
de Argentina ha contribuido con razas nativas que representan una fuente valiosa de diversidad (Robutti
et al. 2000). La coleccidn del Banco Activo de Germoplasma del INTA Pergamino, en la provincia de
Buenos Aires, comprende mas de 2.500 entradas, clasificadas en 44 razas. Algunos ejemplos como las
razas “Dentado amarillo”, “Perlita”, “Pisingallo” y “Cristalino colorado”, entre otras, denotan la
diversidad del germoplasma representado en el tipo de endosperma (maices harinosos, Flint, Semi-Flint
o reventadores) o colores (colorados, amarillos, blancos o morados), entre otras caracteristicas
distintivas. Los programas de mejoramiento, como el programa de mejoramiento de INTA Pergamino,
han aprovechado esta diversidad tnica para el desarrollo de germoplasma con caracteristicas muy

particulares.

La morfologia de la planta de maiz se caracteriza por tener un Unico tallo lefioso, hojas alargadas y raices
profundas y ramificadas. La inflorescencia masculina (panoja o panicula) es terminal y consta de un
raquis del que nacen espiguillas con flores estaminadas. La inflorescencia femenina (espiga) se ubica en
yemas axilares de las hojas y consta de un raquis donde se insertan espiguillas de a pares con flores

pistiladas (Bracco 2012). La inflorescencia masculina y femenina se encuentran separadas en la misma
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planta, por lo que el maiz es una especie diclino-monoica, predominantemente de polinizacion cruzada

y anemofila (Darrah et al. 2019).

La escala propuesta por Ritchie y Hanway (1982) es la més utilizada para describir la sucesion de etapas
fenologicas del maiz (ciclo de desarrollo). Esta escala se basa en la observacion de caracteres
morfologicos externos y se subdivide en dos grandes periodos: vegetativo (identificados con la letra V)
y reproductivo (identificados con la letra R) (Carcova et al. 2010). El cultivo emerge con la aparicion
de la primera hoja cubierta por el coledptilo sobre la superficie del suelo (VE). El periodo vegetativo se
subdivide en funcion del niimero total de hojas (V1 a Vn, siendo n el nimero total de hojas), que depende
del genotipo y del ambiente. La elongacion de los entrenudos (encafiazon) comienza alrededor del
periodo V6 y continua hasta la aparicion de los estigmas (R1 o floracion femenina), momento en el que
se define la altura y el area foliar maxima (Carcova et al. 2010). Con la elongacion de los ultimos
entrenudos se completa la emergencia de la panoja (VT), aparecen las anteras en las flores de la panoja
(antesis) y comienza la liberacion de polen (Cirilo 2012). El periodo reproductivo comienza con la
emergencia de los estigmas (R1). La sincronizacion entre la liberacion de polen y la receptividad de los
estigmas condiciona el ntimero de 6vulos fecundados, que ademas puede disminuir durante el cuaje de
granos (R2). Las siguientes etapas son el llenado de los granos (R3=grano lechoso, R4=grano pastoso y

R5=grano duro o indentado) y el ciclo finaliza con la madurez fisiologica (R6) (Carcova et al. 2010)

(Figura I-1).
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Figura I-1: Ciclo ontogénico del maiz segun la escala Ritchie & Hanway (1982). VE: emergencia; V1: primera
hoja completamente desplegada; V3: tres hojas completamente desplegadas; V7: siete hojas completamente
desplegadas; V10: diez hojas completamente desplegadas; VT: floracion masculina (emergencia de la panoja); R1:
floracion femenina (emergencia de estigmas); R6: madurez fisiologica. Imagen tomada de
http://www.agro.unc.edu.ar/~wpweb/cereales/wp-content/uploads/sites/31/2018/07/Etapas-fenologicas-de-
cereales-y-oleaginosas.pdf
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En la actualidad, el maiz es un cultivo fundamental para la humanidad. La produccion de maiz en la
ultima campaia agricola 2023/24 fue de 1.230 millones de toneladas, por lo que representa al cereal de
mayor produccion, superando al trigo y al arroz (USDA 2025). Los principales paises productores de
maiz son: Estados Unidos (390 millones de toneladas anuales), China (289 millones de toneladas
anuales), Brasil (119 millones de toneladas anuales) y Argentina (51 millones de toneladas anuales).
Argentina es el cuarto productor mundial y su contribucion representa alrededor del 5 % de la
produccion mundial (USDA 2024). En la tltima campaiia agricola (2022/23) se sembraron en Argentina

7,10 millones de hectareas con un rendimiento promedio de 5,22 toneladas por hectarea (USDA 2024).

La importancia econdémica del maiz a nivel mundial se debe a una amplia variedad de usos y destinos
(Garcia-Lara y Serna-Saldivar 2019). El maiz es particularmente importante como alimento basico en
la dieta de millones de personas en Africa, Asia y América Latina. Sin embargo, solo un 13 % de la
produccion de maiz se destina al consumo humano directo. El principal destino del maiz es la
alimentacion animal (61 %), seguido por la produccion de biocombustibles (17 %) y otros usos
industriales (9 %) (Grote et al. 2021). Debido a su bajo costo, buena palatabilidad, digestibilidad y
amplia distribucion, es la principal materia prima en la alimentacién de animales monogastricos
(produccion avicola y porcina) y rumiantes (produccion bovina) (Garcia-Lara y Serna-Saldivar 2019).
La mayor parte del maiz empleado en alimentaciéon animal es de tipo dentado, amarillo y textura blanda,
aunque la industria avicola requiere maiz de tipo colorado por su alto contenido de pigmentos (Robutti
2012). La industria de la molienda utiliza como insumo granos maduros de maiz y genera subproductos
como cereales para el desayuno, tortillas, diferentes jarabes y edulcorantes, articulos de panaderia y
coproductos para alimentacion animal o usos industriales (Garcia-Lara y Serna-Saldivar 2019). El
endosperma se utiliza para la extraccion de harina, almidon y sémola. La harina se emplea para elaborar
polenta y galletitas y como ligante de fibra o briquetas. El almidon se utiliza como adhesivo, pasta de
papel y para obtener dextrosa, que se utiliza como ingrediente en panaderias o bebidas gaseosas. La
sémola se emplea para elaborar copos de maiz. El pericarpio (o salvado del grano) se utiliza en
alimentacion por ser rico en aminoacidos y proteinas, mientras que el germen concentra los lipidos del

grano y se utiliza principalmente para la elaboracion de aceite de maiz (Passarella y Savin 2010).

La importancia econdomica y social del maiz han impulsado muchas investigaciones y, debido a sus
particulares caracteristicas, es hoy un organismo modelo (Wallace et al. 2014). Una de las contribuciones
mas significativas asociadas al maiz fue el descubrimiento del fenomeno de la heterosis o vigor hibrido,
un concepto que indica que la progenie de un cruzamiento exhibe una mejor aptitud respecto a sus
progenitores (Coe 2001; Wallace et al. 2014). Este concepto sentd las bases del maiz moderno y ha
permitido el desarrollo de diversas metodologias que se utilizan actualmente en el mejoramiento de
cultivos (Hallauer y Carena 2009). El descubrimiento de la herencia citoplasmatica y el desarrollo del
CMS fue clave para la producciéon y adopcion del germoplasma hibrido. Actualmente, la generacion de
hibridos de maiz no se basa en CMS, sino que ha sido reemplazado por sistemas de castracion mecanicos
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(Wallace et al. 2014). La separacion fisica de las estructuras florales de la planta de maiz facilita el
desarrollo de lineas puras homocigotas, que se utilizan como padres y madres en cruzamientos para la

creacion de hibridos.

El maiz es una especie diploide con 10 pares de cromosomas (2n = 2x = 10). Los 10 cromosomas del
genoma del maiz son estructuralmente diversos y han experimentado cambios dinamicos en la
composicion de la cromatina (Schnable et al. 2009). El tamaiio del genoma es de ~ 2,3 Gb, similar al
del genoma humano (~ 2,9 Gb), aunque considerablemente mas grande que el de otras especies
vegetales como Arabidopsis (~ 0,16 Gb) o el arroz (~ 0,44 Gb) (Haberer et al. 2005; Messing y Dooner
2006; Schnable et al. 2009). El tamafio promedio de un gen es de 4 Kb con cinco exones, aunque se
encontraron genes de hasta 59 Kb con 31 exones (Haberer et al. 2005). Otra caracteristica muy particular
del genoma del maiz es la alta frecuencia de transposones o elementos transponibles, que son secuencias
de ADN que pueden moverse de forma autonoma entre distintas regiones del genoma. Este fenomeno

constituye una fuente de variabilidad importante en el maiz (Schnable et al. 2009) .

La primera version del genoma del maiz se obtuvo en 2009 usando la linea americana B73, con
predicciones para 32.000 genes y un 85 % del genoma compuesto por elementos transponibles (Schnable
et al. 2009). Desde entonces, se han realizado varias actualizaciones que incorporaron datos de
diversidad y arquitectura de caracteres cuantitativos (Wallace et al. 2014; Andorf et al. 2019; Liu et al.

2020).
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Enfermedades del maiz

Las enfermedades son alteraciones de la fisiologia normal de las plantas, principalmente causadas por
agentes patdgenos o factores ambientales persistentes. Los efectos de las enfermedades se traducen en
efectos parciales (sintomas) o totales (muerte de la planta) (Agrios 2005). La aparicion de una
enfermedad estd condicionada por la coincidencia temporal y espacial de un patégeno virulento, un
hospedante susceptible y un ambiente predisponente (Agrios 2005; Kistner 2021; Kistner et al. 2022b).
Esta interaccion se denomina cominmente “triangulo de la enfermedad” o “patosistema’ (Agrios 2005)
y determina que, dentro de la enorme diversidad de patdégenos, solo un numero reducido aparece en una

determinada region y en un momento dado causando una enfermedad (Ali y Yan 2012).

La enfermedad es un proceso ciclico que se inicia con un inodculo infectivo sobre un hospedante
susceptible y continta con sucesivas etapas de penetracion, infeccion, colonizacion, reproduccion y
diseminacion hasta la supervivencia del nuevo indculo que inicia un nuevo ciclo de la enfermedad
(Kistner 2021; Kistner et al. 2022b). Los patoégenos comprenden una amplia variedad de grupos
taxonémicos, principalmente hongos y bacterias (Niks et al. 2015; Doehlemann et al. 2017; Rodriguez-
Moreno et al. 2018) (Tabla I-1). A su vez, cada patdgeno presenta caracteristicas inicas en su interaccion
con el hospedante y cada uno atraviesa cada una de estas ectapas de manera diferente (Tabla I-1).
Conocer tales particularidades es clave para el desarrollo de estrategias sustentables frente a las

enfermedades.

Los propagulos de los patdgenos se dispersan hasta la superficie del hospedante principalmente a través
del viento y el agua, aunque también pueden actuar como vehiculos las semillas, el hombre, los animales
o los insectos (Agrios 2005). La superficie vegetal es la primera barrera que necesita superar un patégeno
para infectar. La penetracion puede producirse a través de heridas, aberturas naturales o atravesando
directamente la superficie del hospedante. Para ello, los patdégenos disponen de diversas facultades que
permiten la penetracion (Lazniewska et al. 2012; Lo Presti et al. 2015) (Tabla I-1). Los patogenos
también pueden clasificarse en funcién de su estilo de vida y de su relacion nutricional con el
hospedante. En este sentido, se pueden distinguir tres grupos principales: bidtrofos, necrotrofos y
hemibidtrofos (Oliver y Ipcho 2004; Spanu y Panstruga 2017) (Tabla I-1). Los bidtrofos se caracterizan
por colonizar tejido vivo (colonizacion intercelular) y nutrirse sin matar las células del hospedante. Para
ello, necesitan establecer una interaccion planta-patdogeno muy especifica y a largo plazo para manipular
la fisiologia del hospedante en beneficio propio (Glazebrook 2005; Spanu y Panstruga 2017,
Doehlemann et al. 2017). En contraposicion, los patdgenos necrétrofos inducen la muerte celular para
extraer nutrientes (colonizacion intracelular). Para ello, despliegan estrategias mas agresivas y menos
especificas (Oliver y Ipcho 2004; Laluk y Mengiste 2010; Mengiste 2012; Abdullah y Akhtar 2016).
Los hemibiodtrofos comprenden un grupo intermedio que, en una primera fase se comporta como biotrofo

y, en una segunda fase, como necroétrofo (Oliver y Ipcho 2004; Doehlemann et al. 2017).
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Tanto la penetracion como la colonizacion del patdgeno en el hospedante estan facilitadas por sustancias
o moléculas secretadas por el patdgeno, entre ellas, efectores, toxinas, enzimas y fitohormonas (Agrios
2005; Lo Presti et al. 2015; Abdullah y Akhtar 2016) (Tabla I-1). En términos generales, para manipular
la fisiologia vegetal, los bidtrofos secretan, principalmente, efectores y fitohormonas, mientras que los
necrotrofos secretan toxinas y enzimas que promueven la muerte celular (Spanu y Panstruga 2017). Los
efectores son, por lo general, pequefias moléculas proteicas secretadas, de forma inter o
intracelularmente, por el patdgeno que interfieren en la fisiologia vegetal y suprimen el sistema inmune
de la planta (Torufio et al. 2016; Snelders et al. 2018). Las toxinas son moléculas que carecen de un
papel directo en el crecimiento o reproduccidn del patdgeno, pero poseen un efecto toxico en la planta
como resultado de su interferencia en procesos vitales del metabolismo vegetal (Agrios 2005;
Stergiopoulos et al. 2013; Doehlemann et al. 2017; Blacutt et al. 2018). Existen dos grandes grupos de
toxinas: toxina HST y toxinas no-HST (Torufio et al. 2016; Doehlemann et al. 2017). La diversidad de
enzimas secretadas por los patogenos refleja la complejidad de las estructuras vegetales. Las enzimas
CWDE incluyen pectinasas, celulasas, hemicelulasas y xilanasas (Kubicek et al. 2014; Alvarez-
Cervantes et al. 2016). Aunque las cutinasas no degradan estrictamente componentes de la pared celular,
se consideran también CWDE por su rol en las etapas iniciales de la infeccion, ya que degradan la cutina
en la superficie foliar (Agrios 2005; Boddy 2016). Otro importante grupo de enzimas son las que
degradan los componentes protoplasmaticos, entre ellas, proteinasas, amilasas y enzimas lipoliticas
(Agrios 2005; Kubicek et al. 2014; Rodriguez-Moreno et al. 2018). Las fitohormonas de origen
patogénico son compuestos secretados por el patdogeno que imitan a las fitohormonas vegetales, como
el acido salicilico, el jasmonato, el etileno, las auxinas, las citoquininas, las giberelinas, el acido
abscisico y los brasinoesteroides (Bari y Jones 2009; Pieterse et al. 2012; Denancé et al. 2013; Berens
et al. 2017). Las fitohormonas ejercen su influencia en procesos fisioldgicos de crecimiento y desarrollo
de las plantas en concentraciones muy bajas y poseen un papel fundamental en las defensas vegetales.
Por consiguiente, la manipulacion del equilibrio hormonal por parte de los patégenos, ya sea mediante
la alteracion de la sintesis, secrecion o degradacion de estas hormonas, conduce a efectos perjudiciales
en el metabolismo de la planta, lo que beneficia al patogeno (Jones y Dangl 2006; Denancé et al. 2013;

Alvarez-Cervantes et al. 2016).

Las principales enfermedades que afectan al cultivo de maiz en Argentina son patologias foliares y de
espiga. Las enfermedades foliares presentan una sintomatologia variada que incluye pustulas, tizones,
manchas o estrias. Entre de las patologias de espiga se destacan las podredumbres y los carbones. Las
principales caracteristicas asociadas a los agentes causales de las enfermedades destacadas en Argentina

se listan en la Tabla I-1 y se describen a continuacion:
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Tabla I-1: Caracteristicas de los patogenos asociados a las principales enfermedades del maiz en Argentina.

Estilo de vida Factores de

Enfermedad Agente causal Taxonomia Pared celular Infeccion Sintoma Penetracion . s Referencia
(Nutricion) patogenicidad
Quitina, . Kolmer et al. (2009);
Roya comun del maiz Puccinia sorghi _H(_)ngc_> glucanos, Foliar Pu_stula Estoma} Biotrofo (Haustorio) Efectores Gongzalez et al. (2011);
Basidiomicota manoproteinas (signo) (Apresorio) Guerra et al. 2019)
Honao Quitina, Directa Efectores NO-  Galiano-Cameiro y Miedaner 2017);
Tizén comin del maiz Exserohilum turcicum Ascom?cota glucanos, Foliar Tizén (Apresorio) Hemibidtrofo HST Toxina HT ~ Kotze etal. (2019);
manoproteinas P CWDE Human et al. 2020)
. uitina ;
. . . Cochliobolus heterostrophus Hongo Q ' - s . ) No-HST Toxina Bengyellaetal. (2018);
Tizon foliar del maiz (=Bipolaris maydis) Ascomicota mag}lg;fgtz?has Foliar Tizon Directa Necrétrofo T CWDE Violz et al. (2020)
. . . Xanthomonas vasicola pv. Bacteria Peptidoglicano . . Estoma S Efectores NO-  Pfeilmeier et al. (2016);
Estria foliar bacteriana vasculorum Gram () y LPS Foliar Estria Herida Hemibiotrofo HST Plazas et al. (2018)
. ' Lo Quitina, No-HST A
Eﬂg;??ﬁn'?bre de espiga por (F_uéﬁggur%mlél:{ig:”ioi des) As?c?nqcf(?ota glucanos, Espiga  Podredumbre Directa Necroétrofo (FUM/B1) gf;‘l“;fﬁdé%?g?’
- manoproteinas CWDE
. . . uitina
Podredumbre de espiga por Fusarium graminearum Hongo Q ' . . S No-HST (DON)  Munkvold (2003);
Graminearum (=Gibberella zeae) Ascomicota ma?llg;?gtg?ﬁas Espiga  Podredumbre Directa Hemibiotrofo CWDE Gaikpa y Miedaner 2019)
Mycosarcoma maydis Hongo Quitina, Efectores (Pep1) Ejimei leazhonf?n or
Carb6n comUin del maiz ycos Y rongc glucanos, Espiga Tumor Directa  Biétrofo (Haustorio) Fitohormonas abe ctal. 2013
(=Ustilago maydis) Basidiomicota . Morrison et al. (2015);
manoproteinas CWDE Lanver et al. (2018)
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Rova comun del maiz (CRM)

CRM es una enfermedad foliar endémica en la region maicera argentina, aunque con diferente intensidad
cada afio. Actualmente, CRM es la principal problematica de los cultivos de siembras tempranas
(Gonzalez 2005; Gonzalez et al. 2011; Rossi et al. 2020a). El desarrollo de la enfermedad se ve
favorecido por temperaturas de entre 15 a 25 °C y una alta humedad relativa, que acortan el periodo de
latencia y aceleran el ciclo de la enfermedad (Ramos Romero 2018). El agente causal es el hongo
biotrofo Puccinia sorghi Schwein., que pertenece a la division Basidiomicota (Guerra et al. 2019) (Tabla
I-1). Los hongos causantes de las royas son parasitos obligados (no pueden cultivarse en medios de
cultivo artificiales) con ciclos de vida complejos que incluyen varios estadios de esporas. P. sorghi es
un patégeno macrociclico con cinco estadios de esporas: teliosporas, basidiosporas, espermacias,
aecidiosporas y urediosporas. El ciclo de la enfermedad se inicia cuando una espora (uredospora)

transportada por el viento se deposita sobre la superficie foliar (Guerra et al. 2019) (Figura I-2).
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Figura I-2: Patogénesis de P. sorghi, agente causal de CRM. Una espora del hongo P. sorghi (E) germina y emite
un tubo germinativo (TG) que crece hasta detectar un estoma, donde desarrolla un apresorio (A) y una hifa de
infeccion (HI). El patoégeno coloniza el espacio intercelular y establece una intima relacién con el hospedante,
regulada por la secrecion de efectores. Figura de autoria propia adaptada de Kistner (2021).

En condiciones ambientales propicias, la espora germina y produce un tubo germinativo, que es guiado
por mecanismos de tigmotropismo que exploran la topografia foliar y orientan su crecimiento hacia un

estoma (Figura I-2). El crecimiento se detiene y, en el punto de infeccion forma un apresorio que facilita
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la penetracion directa a través de un estoma (Kolmer et al. 2009) (Figura I-2). El crecimiento y la
colonizacion son intercelulares y la nutricion se realiza a través de un haustorio formado en el extremo
de la hifa de infeccion (Figura I-2). El haustorio es una estructura de nutriciéon que se ensancha y
presiona la membrana plasmatica, absorbiendo nutrientes (Kolmer et al. 2009). El patégeno induce
cambios en el segmento de la membrana en contacto con el hongo (membrana extrahaustorial) para
favorecer su nutricion (Boddy 2016; Doehlemann et al. 2017). A través del haustorio, el patégeno
también inyecta efectores en el interior de la célula, lo que le permite manipular la fisiologia y la

respuesta inmune de la planta hospedante.

La sintomatologia de la enfermedad se manifiesta en ambas caras de las hojas en forma de pustulas. En

el caso de las royas, el sintoma coincide con el signo de la enfermedad. Inicialmente, las pustulas son

de color anaranjado (uredosporas) y oscuras al final del ciclo de la enfermedad (teliosporas) (Figura

L3).
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Figura I-3: Sintomatologia caracteristica de CRM. Izquierda: Sintomatologia temprana (pustulas anaranjadas
con uredosporas). Derecha: Sintomatologia tardia (pustulas oscuras con teliosporas). Figura de autoria propia.

Las uredosporas inician las infecciones secundarias, mientras que las teliosporas son esporas de
supervivencia que permiten que el patdgeno sobreviva al invierno. El ciclo de vida de este patdgeno
involucra a dos hospedantes: el maiz y varias especies del género Oxalis. En primavera, las teliosporas
(2n) pueden germinar y producir basidiosporas que infectan plantas del género Oxalis, donde se
completan todos los estadios de esporas. En Argentina, se demostrd que el patdgeno completa el ciclo
generando potencialmente nuevas razas fisioldgicas, lo que implica un serio impacto epidemioldgico

(Guerra et al. 2019).
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Tizon comun del maiz (NLB)

En conjunto, CRM y NLB son las enfermedades foliares mas importantes en la region maicera nucleo
de Argentina (Montemarani et al. 2018; De Rossi et al. 2022). El agente causal es un hongo hemibiotrofo
de la division Ascomicota denominado Exserohilum turcicum (Pass.) K.J. Leonard & Suggs (Tabla I-1).
En Argentina se han documentado siete razas fisioldgicas del patogeno (0, 1, 2, 3, 23N, 3N y 13N),
siendo la raza 0 la predominante (Navarro et al. 2021). Las condiciones ambientales que predisponen la
aparicion de la enfermedad incluyen temperaturas moderadas (15 °C a 25 °C), una alta humedad relativa
(90 % a 100 %) y periodos de mojado de mas de cuatro horas (Galiano-Carneiro y Miedaner 2017). Los
conidios del patdgeno sobreviven en el rastrojo del cultivo anterior y son transportados mediante gotas
de agua hasta la superficie foliar. En condiciones ambientales favorables, la espora germina y emite un
tubo germinativo que crece hasta el punto de infeccion. La penetracion es directa y se ve facilitada por
el desarrollo de un apresorio. La colonizacion es inicialmente intercelular y la nutricion se realiza
mediante la hifa de infeccion, que queda completamente rodeada por la membrana plasmatica,
generando una estrecha matriz de intercambio. Diez dias después de la infeccion, el patdogeno cambia a
un estilo de vida necrotrofo y coloniza el tejido intracelular, principalmente el tejido vascular, causando

dafio celular basicamente por plasmolisis (Figura 1-4) (Kotze et al. 2019).
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Figura I-4: Patogénesis de E. turcicum agente causal de NLB. Una espora del hongo E. turcicum (E) germina y
emite un tubo germinativo (TG) que crece hasta el punto de infeccion, donde desarrolla un apresorio (A) y una
hifa de infeccion (HI) para penetrar en el interior del hospedante. La colonizacion comienza de manera intercelular,
inicialmente regulada por la secrecidon de efectores, y posteriormente se vuelve intracelular, favorecida por la
secrecion de toxinas y enzimas. Figura de autoria propia adaptada de Kistner (2021).
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La sintomatologia se corresponde con el estilo de vida necrétrofo del patéogeno y provoca lesiones
iniciales elipticas y clordticas que se convierten en grandes lesiones necrdticas que, eventualmente,
marchitan por completo la hoja (Galiano-Carneiro y Miedaner 2017) (Figura I-5). Las pérdidas

asociadas a las enfermedades se estiman entre un 15 % y un 30 % del rendimiento, aunque, en

condiciones ambientales predisponentes y en ausencia de resistencia, dicha disminucion puede llegar al

75 % (Galiano-Carneiro y Miedaner 2017; Kotze et al. 2019).

Figura I-5: Sintomatologia caracteristica de NLB. Izquierda: Sintomatologia temprana (lesiones elipticas
cloroticas correspondiente a la fase biotrofica del patogeno). Derecha: Sintomatologia tardia (lesiones necréticas
coalescentes correspondiente a la fase necrotrofica del patogeno). Figura de autoria propia.

Tizon foliar del maiz (SLB)

SLB es una de las principales enfermedades que afectan al cultivo de maiz a nivel mundial, aunque esta
enfermedad se restringe a climas cdlidos y humedos. En Argentina, la enfermedad esta presente en el
norte del pais, donde predomina un clima calido subtropical (Kistner 2021; Kistner et al. 2022b). El
agente causal es el hongo necrotrofo Cochliobolus heterostrophus (Drechsler) Drechsler (sinénimo
Bipolaris maydis (Y. Nisik. & C. Miyake) Shoemaker) (Catalogue of Life 2025). De este patogeno se
conocen tres razas fisiologicas O, Ty C (Zhao et al. 2012) (Tabla I-1). La enfermedad es mundialmente
reconocida por la epidemia que afectd gravemente a la agricultura de América del Norte durante 1970-

1971 (Bruns 2017).

Los conidios del patogeno sobreviven en el rastrojo del maiz o como saprofitos en el suelo, y se dispersan
por el viento o por gotas de agua (Bengyella et al. 2018). El ciclo de la enfermedad se inicia con una
espora depositada sobre un hospedante susceptible. En condiciones ambientales favorables, la espora

germina y crece hasta el punto de infeccion, donde ocasionalmente desarrolla un apresorio. La hifa de
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infeccion penetra directamente la cuticula gracias a la secrecion de toxinas y CWDE (Stergiopoulos et

al. 2013; Vo6lz et al. 2020) (Figura I1-6).

E TG HI
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Figura 1-6: Patogénesis de C. heterostrophus, agente causal de SLB. Una espora del hongo C. heterostrophus
(E) germina y genera un tubo germinativo (TG) que crece hasta alcanzar el punto de infeccion. La penetracion de
la hifa de infeccion (HI) esta favorecida por la secrecion de enzimas y la colonizacion intracelular por toxinas.
Figura de autoria propia adaptada Kistner (2021).

La sintomatologia de la enfermedad en la superficie foliar se caracteriza por lesiones iniciales pequefias
y romboidales que, a medida que maduran, adquieren una forma rectangular con margenes irregulares

y cuyo crecimiento se ve restringido por las nervaduras de la hoja (Mubeen et al. 2017) (Figura 1-7).
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Figura I-7: Sintomatologia caracteristica de SLB. Izquierda: Sintomatologia temprana (lesion necrética pequeiia
de forma romboidal). Derecha: Sintomatologia tardia (Lesion necrotica rectangular restringida por las nervaduras).
Figura de autoria propia.

Estria foliar bacteriana (BLS)

BLS es una enfermedad emergente en América que se ha relacionado con el surgimiento de una nueva
cepa mas virulenta de la bacteria Xanthomonas vasicola pv. vasculorum (Cobb.) comb. nov. (Plazas et
al. 2018) (Tabla I-1). La enfermedad se describio por primera vez en 1949 en Sudafrica y, en los tltimos
afios, su importancia ha aumentado considerablemente en Sudamérica y Norteamérica. Estudios
filogenéticos determinaron que probablemente la bacteria fue introducida inicialmente desde Sudafrica
a Sudamérica y, posteriormente, a Norteamérica, debido al intercambio comercial de semillas. Esta
nueva cepa posee regiones genéticas diferenciales asociadas con factores de virulencia adquiridos,
probablemente por transferencia horizontal, asociada con la rapida propagacion del patogeno en la
region (Perez-Quintero et al. 2020). X. vasicola puede sobrevivir en el suelo, en residuos vegetales, en
semillas u hospedantes alternativos y se dispersa, principalmente, a través de medios acuosos o semillas
(Ortiz-Castro et al. 2020). En general, las bacterias sobreviven inicialmente sobre la superficie foliar
como epifitas, formando biopeliculas (biofilms) que les proporcionan proteccion frente al ambiente. La
comunidad bacteriana evaliia la densidad poblacional dentro de la biopelicula usando un sistema de
comunicacion denominado quorum sensing o autoinduccion. Este mecanismo, basado en el
reconocimiento de autoinductores (pequefias moléculas de sefalizacion), le permite inducir una
infeccion ante un aumento de la comunidad bacteriana (Pfeilmeier et al. 2016; Mukherjee y Bassler
2019). La penetracion bacteriana se produce principalmente a través de un estoma o una herida (Figura
I-8). Por lo general, las bacterias se comportan como hemibidtrofos, con una colonizacion inicial
intercelular del tejido apoplastico no vascular, seguida de una colonizacion intracelular tardia y breve

(Ortiz-Castro et al. 2020).
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Figura I-8: Patogénesis de X. vasicola, agente causal de BLS. X. vasicola vive como epifita sobre la superficie
vegetal protegida por biopeliculas, e ingresa en el hospedante a través de heridas o estomas. La bacteria coloniza
inicialmente el espacio intercelular a través de la secrecion de efectores y luego el espacio intracelular a través de
la secrecion de toxinas. Figura de autoria propia adaptada de Kistner (2021).

La sintomatologia de la enfermedad se caracteriza por la aparicion de lesiones iniciales acuosas en las
hojas, que posteriormente se transforman en estrias estrechas y alargadas con una coloracion que va

desde el amarillo hasta el marron (Plazas et al. 2018) (Figura 1-9).

Figura 1-9: Sintomatologia caracteristica de BLS. Izquierda: Sintomatologia temprana (lesiones pequefias
acuosas). Derecha: Sintomatologia tardia (estrias alargadas amarillo- marrén). Figura de autoria propia.
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Inicialmente, los sintomas se presentan en el estrato inferior de la planta y progresan hacia el estrato
medio y superior. X. vasicola causa infecciones localizadas (no sistémicas) y la propagacion es
consecuencia de sucesivas infecciones secundarias. Las pérdidas de rendimiento asociadas a la
enfermedad oscilan entre el 5 y el 15 %, en funcion del grado de susceptibilidad del cultivar, la presion

de la enfermedad y las condiciones ambientales (Ortiz-Castro et al. 2020).

Podredumbres de espiga (FER v GER)

Las podredumbres de espigas son las enfermedades mas graves del cultivo de maiz, ya que, ademas de
disminuir el rendimiento, contaminan los granos con micotoxinas que son extremadamente toxicas para
los humanos y el ganado (Mesterhazy et al. 2012; Gaikpa y Miedaner 2019). Los géneros fungicos
reportados que causan podredumbres de espiga son diversos, entre los que destaca el género Fusarium
con mas de 19 especies informadas. Las dos especies principales del género Fusarium son F. fujikuroi
Nirenberg (sinonimo F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg) y F. graminearum Schwabe (sindonimo
Gibberella zeae (Schwein.) Petch) (Iglesias et al. 2010; Gaikpa and Miedaner 2019; Catalogue of Life
2025) (Tabla I-1). La composicion de especies varia de un afio a otro, dependiendo principalmente de
las condiciones ambientales durante la floracion y el llenado de los granos. F. figikuroi (sinbnimo F.
verticillioides) predomina con temperaturas mas calidas y estrés hidrico durante el periodo de llenado
de los granos, mientras que F. graminearum predomina con dias mas frescos y con un mayor régimen
de precipitaciones durante la floracion (Munkvold 2003; Gaikpa y Miedaner 2019). En Argentina, ambas
especies estan presentes, aunque prevalece la primera (Iglesias et al. 2010). La principal preocupacion
en el uso directo de cereales como alimento radica en la contaminacion por micotoxinas, que conlleva
serias consecuencias asociadas a su consumo (Blacutt et al. 2018). Ambas especies de Fusarium
producen micotoxinas quimicamente diferentes. La fumonisina es producida por F. fujikuroi (sinonimo
F verticillioides), mientras que DON y ZEA son producidas por F. graminearum (Gaikpa y Miedaner
2019).

Las fumonisinas de la serie B (Bi, B2, Bs y B4) son las que aparecen con mayor frecuencia y
concentracion en muestras de maiz infectado con F. fujikuroi (sindbnimo F. verticillioides). Dentro de
ellas, la mas abundante y estudiada es la B; (Blacutt et al. 2018). Las fumonisinas son estructuralmente
andlogas a la esfingosina, una molécula precursora de la ceramida. La fumonisina B, inhibe
competitivamente la ceramida sintasa y provoca una alteracion en el perfil de los esfingolipidos. Una
interrupcion general de las funciones fisioldgicas y de sefializacion de estas moléculas tiene un efecto
toxico en animales, humanos y plantas (Blacutt et al. 2018). El metabolismo alterado de los
esfingolipidos esta asociado a una ingesta diaria alta de fumonisinas, que es comun en comunidades
donde el maiz contaminado es el alimento basico. El consumo de DON deriva en sintomas diversos

como nauseas, mareos, vomitos, diarrea, fiebre, dolor abdominal y de cabeza, mientras que ZEA se
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asocia principalmente con trastornos reproductivos como abortos o infertilidad en animales (Gaikpa y

Miedaner 2019).

FER y GER son podredumbres de espiga causadas por F. fujikuroi (sindénimo F. verticillioides) y por F.

graminearum, respectivamente, y son las principales podredumbres de espiga del maiz.

F fujikuroi (sinébnimo F. verticillioides) es un hongo necrétrofo de la division Ascomicota que
representa, por lo general, un 10 % de la comunidad microbiana del suelo (Tabla I-1). El patogeno
sobrevive en residuos de maiz y la falta de rotaciones de cultivos ha contribuido a la prevalencia del
patogeno en todas las zonas productivas (Munkvold 2003; Blacutt et al. 2018). La naturaleza heterotalica
del patégeno favorece la reproduccion asexual y la produccion de grandes cantidades de macro y
microconidios sobre residuos vegetales (Iglesias et al. 2010; Blacutt et al. 2018). La via principal de
infeccion del patogeno son las heridas en las espigas causadas por insectos o el canal del estigma durante
la floracion (Tabla I-1). La colonizacion intracelular se ve facilitada por la secrecion de enzimas y
toxinas, similar a la patogénesis descripta para C. heterostrophus (Figura 1-6) (Blacutt et al. 2018). A
pesar de que las fumonisinas son toxicas para el maiz, cepas sin la habilidad de producir micotoxinas
produjeron niveles de severidad de FER similares a las cepas micotoxicogénicas, lo que indica un papel
secundario de estas toxinas en la patogénesis (Munkvold 2003). El patdégeno generalmente infecta
granos al azar, grupos de granos o granos dafiados fisicamente. Los sintomas de la enfermedad se
caracterizan por la presencia de un micelio algodonoso blanco o levemente rosado y, en algunas
ocasiones, se observa un estriado blanco sobre el pericarpio como resultado de la colonizacion del canal

estilar (Figura I-10) (Munkvold 2003; Mesterhazy et al. 2012; Blacutt et al. 2018).
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Figura I-10: Sintomatologia caracteristica de las podredumbres de espiga. Izquierda: FER: Micelio algodonoso
blanco o ligeramente rosado en granos aislados con presencia de estrias. Derecha: GER: Micelio algodonoso
rosado intenso que se inicia en la punta de la espiga y se desarrolla hacia la base. Figura de autoria propia.

F. graminearum es también un hongo de la division Ascomicota, aunque presenta un estilo de vida
hemibiétrofo (Tabla I-1). Este patogeno habita en la comunidad microbiana del suelo y sobrevive en el
rastrojo de maiz u otros cereales, causando Fusariosis de la espiga en el trigo y el centeno (Miedaner et
al. 2020a). F. graminearum produce clamidiosporas, que son esporas con paredes gruesas que le
permiten sobrevivir en el suelo durante largos periodos en ausencia del huésped. Ademas, se reproduce
de manera asexual y sexual, produciendo abundantes ascosporas y macroconidios (Munkvold 2003;
Agrios 2005). La principal via de infeccion es el estigma, que es especialmente susceptible durante los
primeros seis dias después de la emergencia, por lo que la infeccion a través de heridas es menos
importante en este patosistema (Tabla I-1) (Munkvold 2003). La colonizacion sigue un patron similar
al del hongo hemibiotrofo E. turcicum (Figura 1-4), con una fase inicial intercelular y una fase final
intracelular, donde la produccion de DON desempefia un papel crucial en la patogénesis (Kikot et al.
2009).

Los sintomas se caracterizan por un micelio algodonoso de color rosado intenso que se desarrolla desde
la punta de la espiga hacia su base y puede cubrir grandes proporciones de la espiga (Figura 1-10)
(Munkvold 2003).
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Carbon comun del maiz (CSM)

CSM es una enfermedad destructiva del cultivo que se caracteriza por la formaciéon de tumores,
principalmente en la espiga (Matei y Doehlemann 2016). El agente causal es el hongo Mycosarcoma
maydis (DC.) Bref (sindnimo Ustilago maydis (DC.) Corda), un hongo bidtrofo facultativo de la division
Basidiomicota que depende de la reproduccion sexual para infectar (Tabla I-1). El ciclo de la
enfermedad comienza cuando una basididspora se deposita en la superficie del hospedante. Esta germina
y produce un micelio haploide (monocarion), que posteriormente se fusionara con otra hifa para formar
un micelio diploide (dicarion) con capacidad infectiva (Figura I-11) (Zou et al. 2022). Las hifas siguen
un crecimiento polar sobre la superficie de la planta y detienen su crecimiento en el sitio de infeccion,
en respuesta a una sefial desconocida (Brefort et al. 2009). En el sitio de infeccion, la punta de la hifa se
engrosa para formar un apresorio poco diferenciado y no melanizado. La penetracion es directa y se ve
facilitada por la accion de CWDE (Brefort et al. 2009; Matei y Doehlemann 2016; Lanver et al. 2018;
Zou et al. 2022). El hongo coloniza el espacio intercelular y genera una intima interaccion entre la hifa
de infeccion y la membrana plasmaética, lo que le permite nutrirse y manipular los mecanismos de

defensa y la fisiologia del hospedante (Villajuana-Bonequi et al. 2019; Zou et al. 2022) (Figura I-11).

E MD HI

B

Célula viva Pared celular —  Membrana ' Efectores

4

Figura I-11: Patogénesis de M. maydis (sinébnimo U. maydis), agente causal de CSM. Dos esporas (E) germinan
y se fusionan para formar un micelio dicarién (MD) infectivo. En el punto de infeccion, la hifa de infeccion (HI)
se ensancha y forma un incipiente apresorio y penetra directamente. La colonizacion es intercelular, la nutricién
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se produce a través de la HI y la patogénesis a través de la secrecion de efectores. Figura de autoria propia adaptada
Kistner (2021).

El patégeno induce la formacion de tumores principalmente en las espigas, donde libera teliosporas
diploides a la madurez (aproximadamente 15 dpi). Los tumores y las teliosporas reemplazan los granos
de la panoja, lo que afecta directamente a la cantidad y la calidad de la cosecha (Figura 1-12). M. maydis
(sinonimo U. maydis) es también un organismo modelo para el estudio de las interacciones biotroficas
planta-patdégeno (Brefort et al. 2009; Zou et al. 2022). En México, el consumo de los tumores
(“huitlacoche” o “flor del maiz”) es muy popular y, en los ultimos afios, su demanda ha crecido

considerablemente, principalmente debido a sus propiedades nutracéuticas (Méndez-Lopez et al. 2019).

Figura I-12: Sintomatologia caracteristica de CSM (tumores con teliosporas que reemplazan la estructura de la
espiga). Imagen tomada por Lic. Lucia Montenegro.
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Resistencia a enfermedades

La resistencia a enfermedades es una estrategia muy importante para la agricultura, principalmente por
su bajo impacto ambiental, su buena efectividad frente a enfermedades para las cuales los métodos
quimicos tienen un alcance limitado y porque no supone un costo adicional para el productor. Ademas,
sus beneficios se trasladan a la huella de agua y carbono en la produccion de alimentos, al reducir el uso

de pesticidas.

El concepto de resistencia se refiere a un atributo genético que determina la habilidad de una planta para
impedir, parcial o completamente, el crecimiento y/o el desarrollo de un patdogeno una vez establecido
el contacto entre ambos (Vale et al. 2001; Niks et al. 2019). A diferencia del concepto de tolerancia, la
resistencia consiste en interferir en el crecimiento o desarrollo del patdogeno, mientras que la tolerancia
se refiere a la habilidad de la planta para mitigar el impacto del patdogeno. En otras palabras,
considerando igual rendimiento potencial y nivel de enfermedad, una planta tolerante rendira mas que
una planta sensible (Vale et al. 2001; Agrios 2005). Por otro lado, la resistencia también se diferencia de
la evasion, que se refiere a la imposibilidad de que se establezca contacto entre el patdégeno y el
hospedante, y se asocia principalmente a caracteristicas morfologicas o fenologicas de la planta (Niks

et al. 2019).

En la literatura se hace referencia a dos tipos de resistencia: cualitativa y cuantitativa, que se diferencian

principalmente por sus caracteristicas fenotipicas y genéticas (Figura I-13).
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Figura 1-13: Tipos de resistencia a enfermedades. Izquierda: la resistencia cuantitativa se caracteriza por un
gradiente de genotipos resistentes (0) y susceptibles (5) con distintos niveles de resistencia. Derecha: la resistencia
cualitativa se caracteriza por individuos resistentes o susceptibles (sin respuestas intermedias). Figura tomada de
Kistner (2021) adaptada de Nelson et al. (2018).
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La resistencia cualitativa es fenotipicamente completa, es decir, que los individuos se enferman o no,
sin reacciones intermedias (Figura I-13). Es de caracter raza-especifica, ya que resulta de una
interaccion especifica entre un gen del patdégeno y un gen del hospedante. La respuesta desencadenada
restringe completamente el crecimiento y la reproduccion del patdégeno (Aliy Yan 2012; Miedaner 2016;
Yang et al. 2017a). Esta interaccion es la base genética de la resistencia cualitativa y se deriva de la
teoria de Flor (1971), que postula que por cada gen de resistencia en el hospedante (Gen R) hay un gen
de avirulencia (Gen Avr) en el patdgeno. En general, el alelo de resistencia en el hospedante es dominante
sobre el alelo de virulencia en el patégeno, y la reaccion de incompatibilidad (o resistencia) puede

manifestarse como resultado de la interaccion entre ambos alelos (Figura 1-14).

Genotipos del patogeno

AA /Aa (4vr aa (avr
(dvr) & (avr) @
RESISTENCIA SUSCEPTIBILIDAD
RR /Rr (R) Q
Genotipos Reaccioén incompatible Reaccién compatible
del hospedante SUSCEPTIBILIDAD SUSCEPTIBILIDAD
i 4 s
Reaccién compatible Reaccién compatible

Figura I-14: Tipos de interacciones entre genes de resistencia y avirulencia. La combinacion de un gen R (RR o
Rr) del hospedante con un gen Avr (A4 o Aa) del patdgeno es la Unica interaccidon que genera una respuesta
incompatible que confiere resistencia. Figura de autoria propia adaptada de Kistner (2021).

La resistencia cualitativa se valora por ser fenotipicamente completa y por su naturaleza monogénica
(genes R), que permite que sea introgresada facilmente en diversos fondos genéticos. Sin embargo, no
existen fuentes de resistencia cualitativa para todas las enfermedades, sino que estan limitadas a
enfermedades causadas por patdgenos (hemi)-biotrofos. Ademas, se trata de una resistencia que
generalmente no es duradera, ya que el surgimiento de una nueva raza puede quebrarla, por lo que se

prefiere el uso de resistencia cuantitativa por sobre la resistencia cuantitativa (Miedaner 2016; Niks et

al. 2019).

La resistencia cuantitativa es fenotipicamente incompleta, ya que implica la contribuciéon de multiples
genes y factores ambientales en la respuesta del hospedante frente a la enfermedad. Su efecto reduce la

tasa epidemiolodgica de la enfermedad al prolongar el periodo de latencia o incubacion o bien reducir el
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numero y el tamafio de las lesiones (Vale et al. 2001). Como consecuencia, se observa un gradiente de

genotipos con diferente grado de resistencia (o susceptibilidad) (Figura I-13).

Desde el punto de vista epidemiologico, el hecho de que la resistencia sea fenotipicamente incompleta
puede limitar la seleccion de razas del patogeno resistentes, lo que aumenta la durabilidad de la
resistencia (Poland et al. 2009; Nelson et al. 2018). Esta resistencia es el resultado de la accion de
numerosos genes de efecto pequefio a moderado (poligénica), que a su vez interactiian entre ellos
(epistasis) y con el ambiente (interaccion genotipo por ambiente) (Yang et al. 2017a; Nelson et al. 2018).
Por lo tanto, la progenie derivada de un genotipo resistente y otro susceptible exhibird un continuo de
fenotipos entre ambos extremos de la distribucion de frecuencias (Figura I-13) (Falconer y Mackay
1996; Nelson et al. 2018).

Identificacion de genes de resistencia

La resistencia genética, al igual que la mayoria de los caracteres agrondmicos importantes, estd
controlada por multiples genes, lo que la convierte en un caracter cuantitativo (Collard et al. 2005). Las
regiones del genoma que contienen genes asociados a rasgos cuantitativos se conocen como QTL. El
descubrimiento y la aplicacion de los MM han facilitado el estudio de la base genética de estos caracteres
(Rasheed et al. 2017; MacCannell 2019). Los RFLP fueron uno de los primeros MM utilizados, aunque
con el tiempo fueron reemplazados por los SNP (Rasheed et al. 2017). Los SNP destacan por su alta
frecuencia en el genoma, baja tasa de mutacidn, alto rendimiento y bajo costo, dado el uso de

secuenciadores automaticos (Zhu et al. 2008; Font i Forcada et al. 2019; MacCannell 2019).

Las técnicas de mapeo de ligamiento y asociacion son las estrategias mas extendidas para identificar
QTL de resistencia a enfermedades, como se muestra en la Tabla A-1 (Sahito et al. 2024). Estas técnicas
se basan en detectar una asociacion entre el fenotipo y el polimorfismo del MM, ambos registrados en
la poblacion de mapeo. Si tal asociacion resulta estadisticamente significativa, se puede inferir la
existencia de genes 0 QTL que afectan al caracter estudiado (Collard et al. 2005; Burghardt et al. 2017).
El poder de deteccion depende de varios factores, entre ellos, del tipo y magnitud del efecto génico del
QTL, de la distancia entre el QTL y el MM, del tamafo y de la variabilidad genética de la poblacion de
mapeo y de la técnica de mapeo empleada. Las técnicas pueden ser simples, como la prueba de chi-
cuadrado, un analisis de la varianza o regresiones lineales (Tabla A-1). Los mapas genéticos permitieron
desarrollar métodos de mapeo mas complejos, como el mapeo por intervalo simple (SIM) (Lander y
Botstein 1989) o compuesto (CIM) (Zeng 1993, 1994), entre otros (Tabla A-1). En las tltimas décadas
ha aumentado el uso del mapeo por asociacion o GWAS, basado en el principio de LD, es decir, en una
asociacion no aleatoria entre MM (Tabla A-1). El GWAS permite usar directamente paneles de
germoplasma ya disponibles, lo que ahorra la elaboracion de poblaciones de mapeo y permite una mayor

resolucion de mapeo asociada a una mayor historia de recombinacion (Sahito et al. 2024).
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Mecanismos moleculares de la resistencia

Las diversas metodologias de mapeo disponibles han permitido identificar un gran nimero de QTL de
resistencia a enfermedades en maiz (Gou et al. 2023). La Figura I-15 resume la localizacién de QTL de
resistencia a enfermedades en maiz identificados en 70 estudios basados en diversas poblaciones (Zabla
A-1). A pesar de la cantidad de QTL identificados, solo se han estudiado y validado unos pocos genes
en estas regiones. La evidencia surgida de estos estudios ha propuesto mecanismos moleculares
asociados a variaciones en la regulacion de la morfologia y desarrollo de las plantas, receptores,
sefalizacion, detoxificacion, entre otros mecanismos (Poland et al. 2009; Miedaner et al. 2020b).
Recientemente, nuevos estudios han revelado nuevos genes con funciones atipicas que también

confieren resistencia a enfermedades (Gou et al. 2023).
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Figura I-15: Mapa consenso y compendio de QTL de resistencia a enfermedades en maiz. Mapa creado por el
autor basado en la revision bibliografica de 70 estudios que incluyen 598 QTL de resistencia para nueve
enfermedades del maiz citados en la Tabla A-1.

El sistema de defensa de las plantas es el resultado de una larga historia evolutiva entre plantas y
patogenos, lo que dio como resultado que la mayoria de las plantas no sean hospedantes de la mayor
parte de los patogenos (Zipfel 2008; Ali y Yan 2012; Boddy 2016). Las defensas de las plantas incluyen
defensas constitutivas e inducidas. Las defensas constitutivas son pasivas y se encuentran presentes
independientemente de la presencia de una amenaza. Este tipo de defensas incluye principalmente
barreras fisicas en la superficie vegetal, como el grosor de la cuticula, el pericarpio, capas de cera o la
distancia internerval, y sustancias acumuladas dentro de las células que son toxicas para los patogenos,
como compuestos antimicrobianos, fenoles, péptidos antimicrobianos, entre otros (Sampietro et al.

2009, 2013; Poloni y Schirawski 2014; Pechanova y Pechan 2015; Fauguel et al. 2017; Ding et al. 2022).

Ciertos patogenos pueden sortear las defensas constitutivas de las plantas. En respuesta a esta amenaza,
la planta puede reconocerla e inducir una respuesta defensiva (Lazniewska et al. 2012; Pieterse et al.
2012). Numerosas investigaciones enfocadas en el sistema inmune de las plantas han identificado un
sistema de deteccion y respuesta a patdgenos que opera en dos niveles: la inmunidad desencadenada por
patrones (PTI) y la inmunidad desencadenada por efectores (ETI) (Jones and Dangl 2006; Dodds and
Rathjen 2010; Gou et al. 2023). Las principales diferencias entre las defensas de tipo PTI y ETI se basan
en la naturaleza de la molécula reconocida, el lugar donde se produce el reconocimiento y la intensidad

de la respuesta desencadenada (Figura I-16).

LaPTI es la primera linea de defensa inducida y se desencadena a partir del reconocimiento de moléculas
PAMP, MAMP o DAMP, que son patrones moleculares comunes asociados a patdogenos, microbios o
derivados del dafio (Jones y Dangl 2006; Gou et al. 2023). Los PAMP 0 MAMP incluyen una diversidad
de moléculas con funciones esenciales y conservadas entre especies de microorganismos (Gou et al.
2023). Por ejemplo, quitina y glucanos en hongos, B-glucanos y elicitinas en oomicetes o flagelina y
péptidoglicanos en bacterias, como se detalla en la Tabla I-1. Por su parte, los DAMP son moléculas
vegetales liberadas como consecuencia de un dafio producido por el patégeno (Dodds y Rathjen 2010;

Spoel y Dong 2012; Mengiste 2012; Andersen et al. 2018).

Los receptores asociados a la respuesta PTI son receptores de reconocimiento de patrones (PRR)
localizados en la membrana celular vegetal. Los PRR pueden clasificarse en diferentes subfamilias en
funcion de sus dominios (Gou et al. 2023). Los PRR pertenecen principalmente a receptores de tipo
quinasa (RLK), los receptores de tipo proteina (RLP) y los receptores asociados a la pared celular (WAK)
(Spoel y Dong 2012; Zhang et al. 2017; Chen et al. 2023) (Figura 1-16). Los RLK comprenden una
gran familia de proteinas con un dominio extracelular rico en leucina (LRR) o lisina (Lys) donde se

produce el reconocimiento de las moléculas PAMP. Los LRR-RLK una clase importante de PRR que
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reconocen PAMP 0o MAMP y actian formando complejos de sefializacion con correceptores para activar
la respuesta inmune (Chen et al. 2023). En maiz se han descripto mas de 300 proteinas LRR-RLK,
aunque se conoce de forma limitada su participacion en los mecanismos de resistencia (Man et al. 2020).
Los dos LRR-RLK mas estudiados son FLS2, que detecta un fragmento conservado de 22 aminoacidos
de la flagelina conocido como “flg22”, y EFR, que detecta un fragmento del factor de transcripcion

bacteriano Tu denominado “efl18” (Chen et al. 2023).

Los receptores WAK-RLK son PRR especializados en el reconocimiento de moléculas DAMP como
fragmentos de pectina u oligogalacturénidos (Mengiste 2012; Andersen et al. 2018; Chen et al. 2023).
Los WAK suelen estar formados por dominios citoplasmaticos de serina/treonina quinasa y un dominio

extracelular de union al galacturonano (Gou et al. 2023).

DAMPs

PAMPs ~ o, =06 = f°

LRR / Lys
Espacio extracelular

Quinasa/  EFFECTORES
Proteina WS ;

| TIR-NB-LRR |
9@ |
| CC-NB-LRR |

NB-LRR
receptor

Respuesta Respuesta
PTI ETI S

Espacio intracelular

Figura I-16: Receptores y moléculas asociadas a la respuesta de defensa inducida PTIT y ETI. En la respuesta de
tipo PTI, receptores ubicados en la membrana vegetal (PRR) reconocen patrones moleculares asociados a
patoégenos (PAMP) o a dafio (DAMP). En la respuesta de tipo ETI, los receptores intracelulares (NB-LRR)
reconocen efectores secretados por el patdgeno. Figura de autoria propia adaptada de Kistner (2021).

La defensa de tipo PTI puede ser suprimida por patdégenos evolucionados que han desarrollado efectores
especializados y que interfieren con la respuesta PTI. La respuesta de tipo ETI se activa después del
reconocimiento de estos efectores por receptores intracelulares. Los receptores de la respuesta ETI se
caracterizan por dominios de union al ADN ricos en leucina (NB-LRR) y un terminal amino de tipo TIR
o CC (Dodds y Rathjen 2010; Balint-Kurti 2019) (Figura 1-16). El reconocimiento puede ser directo a
través de la union del receptor con el efector, o indirecto, a través de proteinas accesorias (Biezen y

Jones 1998; Van Der Hoorn y Kamoun 2008; Collier y Moffett 2009).
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Las interacciones planta-patdogeno en la naturaleza conllevan a una coevolucion constante entre ambos.

El modelo “Zig-Zag” (Jones y Dangl 2006) describe de manera sencilla las fases de esta coevolucion

(Figura I-17).

ALTA PTI ETS ETI ETS ETI
A
A A
_________________________________________________________ Umbral de HR
<
2 (4) EFECTORES
o Oo €
& 4 0<
= (2) EFECTORES 4o &
g (5) NB-LRR
g (3) NB-LRR o
: ©
Z A
<
b= Umbralde
________________________________ resistencia efectiva

(1) PAMPs

Figura I-17: Modelo Zig-Zag propuesto por Jones y Dangl (2006). Alternancia de fases de resistencia y
susceptibilidad: En una primera fase, PAMP son reconocidos por el hospedante y activan una respuesta de PTI que
confiere resistencia al hospedante. En una segunda fase, el patdogeno secreta efectores que suprimen la respuesta
PTI y generan ETS. En una tercera fase, receptores NB-LRR reconocen a los efectores secretados por el patdgeno
activando una respuesta ETI que confiere nuevamente resistencia. Finalmente, una nueva raza del patdogeno puede
emerger y suprimir la respuesta ETI, mientras que el hospedante también puede evolucionar frente a esta nueva
raza del patégeno y desencadenar nuevamente una respuesta ETI. Figura de autoria propia adaptada de Kistner
(2021).

EST: Susceptibilidad inducida por efectores. ETI: Inmunidad activada por efectores. HR: Reaccion de hipersensibilidad. NB-
LRR: Dominio de unién al ADN rico en leucina. PAMP: Patrones moleculares asociados a patogenos. PTI: Inmunidad activada
por patdgenos.

En la actualidad, el modelo Zig-Zag constituye la vision mas aceptada y difundida sobre el
funcionamiento del sistema inmune de las plantas. Inicialmente, se produce el reconocimiento entre
PAMP y PRR, lo que activa la respuesta defensiva de tipo PTI. Seguidamente, patégenos virulentos
pueden secretar efectores que suprimen la respuesta defensiva de tipo PTI y generan una reaccion de
susceptibilidad inducida por efectores (ETS). En respuesta a esta reaccion, receptores NB-LRR pueden
reconocer estos efectores, activar una respuesta de tipo ETI y alcanzar nuevamente la resistencia. Sin
embargo, una nueva raza del patégeno puede emerger eliminando o diversificando el efector reconocido

por las proteinas NB-LRR y quebrar la resistencia, generando un nuevo estado de ETS. A su vez, el
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hospedante puede adaptar nuevamente los receptores NB-LRR y generar un nuevo estado de resistencia.
Esta coevolucion constante entre el patogeno y el hospedante da lugar a una alternancia de fases de

resistencia y susceptibilidad, que recibe el nombre de “Zig-Zag” (Figura 1-17).

El reconocimiento PAMP/DAMP/efector-receptor activa diversas rutas de sefializacion que
desencadenan la respuesta de defensa. Las vias de sefializacidén conocidas involucran MAPK, cambio
en el flujo de iones, produccion de hormonas, activacion de factores de transcripcion e incluso
modificaciones epigenéticas. La via de sefializacion es especifica del patosistema y es un tema actual de
investigacion con descubrimientos permanentes (Andersen et al. 2018; Ding et al. 2022; Gou et al.

2023).

La respuesta de defensa se activa rapidamente después del reconocimiento del patdogeno con el objetivo
de crear un ambiente hostil para su proliferacion. Las respuestas defensivas incluyen liberacion de ROS,
formacion y liberacion de compuestos antimicrobianos, refuerzo y reparacion de la pared celular y
activacion de mecanismos de detoxificacion (Zhang et al. 2017; Andersen et al. 2018; Ding et al. 2022).
La respuesta de tipo ETI es mas rapida y fuerte que la respuesta PTI y, por lo general, implica una
reaccion de HR, que es una muerte celular programada en el sitio de infeccion, lo que limita la dispersion

del patogeno (Olukolu et al. 2016; Balint-Kurti 2019).

Los genes R suelen ser responsables de la resistencia cualitativa y, por lo general, codifican proteinas
receptoras de tipo NB-LRR u proteinas que interactiian con toxinas especificas del patdogeno (Miedaner
2016; Nelson et al. 2018). En maiz se han descripto genes R para CRM, NLB, SLB. Los genes Rp son
genes de resistencia a CRM que codifican receptores de tipo NB-LRR y confieren resistencia mediante
una reaccion de HR (Darino et al. 2016; Olukolu et al. 2016; Yang et al. 2017a). A través de las diferentes
técnicas de mapeo, se han identificado mas de 20 genes Rp en los cromosomas 3, 4, 6 y 10 (Figura I-15)
(Darino et al. 2016). Para resistencia a NLB, se han identificado varios genes Ht ubicados en los
cromosomas 2, 3, 7'y 8 que confieren resistencia principalmente a través de una reaccion de HR. La
mayoria de estos genes son dominantes o codominantes a excepcion de dos genes recesivos (Galiano-
Carneiro and Miedaner 2017; Navarro et al. 2021). El gen T-urf13 es recesivo y confiere resistencia a
SLB. Este gen codifica una proteina de la membrana mitocondrial que interactiia con la toxina T del
patdgeno C. heterostrophus, determinando la susceptibilidad. En ausencia de la proteina, no se produce
la interaccion, lo que determina la resistencia (Nelson et al. 2018; Rodriguez-Moreno et al. 2018). En
1970, los maices con CMS-T representaban mas del 85 % de la produccion de maiz de Estados Unidos,
lo que condujo a la epidemia mas devastadora que ha afectado a este pais (Belcher et al. 2012; Bruns
2017). Otro ejemplo de resistencia cualitativa es el gen Hm1, localizado en el cromosoma 1, que codifica
una enzima que inactiva la toxina HC del hongo Bipolaris zeicola (G.L. Stout) Shoemaker y confiere

resistencia al tizon de hoja y la podredumbre de espiga (Johal y Briggs 1992; Yang et al. 2017a).
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En cuanto a las bases moleculares de la resistencia cuantitativa, se han estudiado muy pocos genes. Los
genes asociados a la resistencia cuantitativa carecen del carcter raza especifica y se asocian a funciones
de percepcion de patdgenos, traduccion de sefiales, homeostasis hormonal y transporte y biosintesis de
metabolitos (Poland et al. 2009; Gou et al. 2023). Recientemente, se han asociado nuevos genes con
funciones atipicas como el trafico de vesiculas, moléculas chaperonas, entre otras funciones, a la
resistencia cuantitativa (Gou et al. 2023). Todas estas funciones repercuten en componentes
inespecificos del sistema inmune y suelen ser efectivas frente a mas de una enfermedad (Wiesner-Hanks

y Nelson 2016; Yang et al. 2017a; Kistner et al. 2022b).

Resistencia a multiples enfermedades (MDR)

La MDR se refiere a plantas hospedantes que son resistentes a dos o mas enfermedades (Nene 1988;
Wiesner-Hanks y Nelson 2016). En este sentido, este tipo de resistencia incluye mas de un género o
especie patdgena y a todas o a la mayoria de las razas esa especie (Li et al. 2020). El concepto de MDR
se formalizé en 1988 a través de la observacion de cultivares de poroto caupi (Vigna unguiculata (L.)

Walp.) resistentes a la marchitez y al quiste de raiz (Nene 1988).

Un estudio reciente estimo las pérdidas de cosecha mundiales causadas por patégenos y plagas en maiz
entre el 19,5 % y el 41,1 % (Savary et al. 2019). El impacto de las enfermedades reduce la calidad y el
valor econdmico del cultivo (Li et al. 2020). El cambio climatico ha comenzado a modificar la gama de
enfermedades que afectan al maiz, favoreciendo aquellas que sobreviven en los residuos vegetales (Qiu
et al. 2024). Por estos motivos, la MDR es un objetivo implicito en el mejoramiento genético de los

cultivos.

La produccion agricola de maiz se desarrolla en ambientes con multiples patogenos y multiples
enfermedades pueden afectar al cultivo, con una gravedad e importancia que suele variar de un afio a
otro (Qiu et al. 2024). Este escenario sugiere la existencia de genotipos con MDR como resultado de
una seleccion natural del ambiente de evolucion. A pesar del alto valor de la MDR, su explotacion aun

esta limitada por el desconocimiento de sus bases funcionales (Kistner et al. 2022b; Qiu et al. 2024).

El control genético de la MDR podria estar condicionado por multiples genes no ligados, segmentos

cromosomicos o genes pleiotropicos (Wiesner-Hanks y Nelson 2016) (Figura 1-18).
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Figura I-18: Posibles mecanismos genéticos sobre el control de MDR. (a) Genes individuales no ligados; (b)
Genes individuales ligados; (c) Genes pleiotropicos. Figura de autoria propia adaptada de Wiesner-Hanks y Nelson
(2016).

El mecanismo genético de la MDR es fundamental para seleccionar la estrategia de mejoramiento mas
adecuada en el desarrollo de genotipos resistentes. Cuando los genes implicados no estan ligados entre

si (Figura I-18 - a), la incorporacion de genes MDR puede lograrse a través de estrategias como el

retrocruzamiento o el apilamiento de genes. En el caso del retrocruzamiento, esta técnica permite
integrar la caracteristica deseada, en este caso la MDR, en un genotipo con excelentes propiedades
agronomicas, sin comprometer su valor agronomico. Para ello, se realizan cruzamientos repetidos entre
el genotipo elite y el genotipo resistente, hasta obtener una planta con las propiedades agronomicas y de
resistencia deseada. Por otro lado, el apilamiento de genes se centra en la acumulacion de multiples
genes de resistencia o caracteristicas de interés, sin necesariamente mantener las caracteristicas
agronomicas originales. Esta estrategia permite combinar varios genes de resistencia de diferentes
origenes, creando un genotipo con una resistencia robusta a una variedad de patéogenos, pero que podria
no conservar todas las propiedades agronomicas del genotipo original. La seleccion recurrente permite
acumular alelos de resistencia a través de sucesivos ciclos de seleccion, lo que resulta en poblaciones
segregantes con una alta frecuencia de genes MDR. A medida que avanzan las generaciones, la
segregacion genética aumenta la variabilidad dentro de la poblacién, facilitando la identificacion de
individuos con la combinacidn 6ptima de resistencia a multiples patdgenos. A partir de estas poblaciones
segregantes, es posible obtener lineas endocriadas que, ademas de mostrar una alta estabilidad genética,
mantienen los genes MDR, convirtiéndose en fuentes valiosas de resistencia para futuros programas de

mejoramiento genético. El proceso de endocriamiento favorece la fijacion de los alelos de resistencia en
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la poblacion, lo que asegura que las lineas obtenidas sean homogéneas, estables y con un alto nivel de

resistencia frente a las enfermedades objetivo.

Genes individuales ligados corresponderia a aquellos genes de resistencia que se encuentran cercanos
entre si en el cromosoma (Figura I-18 - b), lo que genera un bloque de resistencia que se transmite junto
con otros genes en la progenie. Este patréon de segregacidon conjunta implica que, en lugar de
segregaciones aleatorias de los genes de resistencia, como ocurre en escenarios de genes no ligados, los
genes de resistencia y sus alelos asociados se heredan en bloques, lo que aumenta la probabilidad de que
un individuo reciba todos los genes de resistencia deseados de manera simultdnea. La Figura I-18 - b
ilustra como la segregacion conjunta de los genes MDR en el bloque genético facilita la transmision de

toda la resistencia de manera mas eficiente.

Un escenario de genes pleiotropicos no solo facilitaria la seleccion e incorporacion de genes de MDR,
sino que también podria tener importantes aplicaciones biotecnologicas a través de tecnologias
avanzadas como la edicion génica (Figura I-18 - ¢). Los genes pleiotropicos son aquellos que afectan
varias caracteristicas fenotipicas a la vez, lo que significa que un tnico gen puede influir en la resistencia
a multiples enfermedades, ademas de otras propiedades agronomicas, como el rendimiento o la
tolerancia a estrés ambiental. Este tipo de genes facilita la seleccion porque al seleccionar por resistencia
a una enfermedad, es probable que se seleccionen también otras caracteristicas deseables, sin necesidad
de cruzar repetidamente diferentes lineas para incorporar rasgos adicionales. La edicion génica,
especialmente mediante tecnologias como CRISPR-Cas9, puede utilizarse para modificar o insertar
estos genes pleiotropicos directamente en el genoma de plantas cultivadas, lo que acelera el proceso de
mejora al evitar ciclos largos de cruzamiento. A través de la edicion precisa de genes pleiotropicos, los
mejoradores pueden incorporar multiples caracteristicas en una sola planta, optimizando su potencial

agronomico y fitosanitario.

En la literatura no hay un consenso respecto a las bases funcionales de la MDR y se ha descripto asociada
a las variantes mencionadas. Los “hotspots” o regiones calientes de resistencia son regiones del genoma
con una gran cantidad de genes de resistencia. Estas regiones podrian estar conformados por una
combinacion de los tres escenarios descriptos en la Figura I-18, es decir multiples genes R y

pleiotropicos ligados.

El metaanalisis es una herramienta que requiere una exhaustiva y sistematica revision bibliografica,
permitiendo ordenar resultados derivados de diversos estudios de QTL e identificar patrones asociados
a caracteristicas agronomicas (Wisser et al. 2006; Rossi et al. 2019). Los trabajos de McMullen y Simcox
(1995) y Wisser et al. (2006) fueron los primeros en reportar agrupaciones no aleatoria de QTL de
resistencia en diferentes regiones del genoma del maiz. Trabajos recientes han destacado varios hotspots
de resistencia en maiz, entre ellas se destacan los bines 1.02, 1.06, 3.04, 4.06, 7.02, 8.03, 8.05 y 9.02
(Rossi et al. 2019; Qiu et al. 2020a, 2024; Miedaner et al. 2020b; Kistner et al. 2021). Como se describio
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previamente, la Figura I-15 resume la localizacion de 598 QTL para resistencia a las enfermedades del
maiz. Los agrupamientos observados en la Figura I-15 son consistente con los resultados obtenidos en

los metaanalisis conducidos por Wisser et al. ( 2006) y posteriormente por Rossi et al. (2019).

Los cromosomas con mayor cantidad de QTL fueron los cromosomas 1,2 y 3 (n=86 a 88). El cromosoma
con menor cantidad fue el cromosoma 10 (n=31). Esto concuerda con las conclusiones de Rossi et al.
(2019), donde se indica que la cantidad de QTL se asocia al tamafio propio de cada uno de los
cromosomas. Los bines con mayor numero de QTL en orden decrecientes fueron 3.04-3.05, 1.05-1.06,
7.02, 8.05, 2.04, 4.05 y 8.03 (Figura I-19). Estas regiones concuerdan con las regiones reportadas por
Wisser et al. (2006) y Rossi et al. (2019). A su vez, estas regiones coinciden con QTL de resistencia a

mas de seis enfermedades diferentes (Figura 1-20).

QTL 00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12| Suma
Cromosoma 1 1 5 8 7 5 16 16 5 5 8 6 4 0 86
Cromosoma 2 2 4 8 14 15 14 8 7 7 8 1 - - 88
Cromosoma 3 0 2 4 6 [36 16 8 5 8 2 0 - - 87
Cromosoma 4 0 1 3 4 4 15 7 6 8 5 1 0 - 54
Cromosoma 5 0O 5 5 4 11 6 2 2 0 O - - - 35
Cromosoma 6 2 9 3 2 5 11 2 10 O - - - - 44
Cromosoma 7 0O 5 16 10 7 6 O - - - - - - 44
Cromosoma 8 1 6 7 15 7 16 13 7 2 1 - - - 75
Cromosoma 9 0O 4 11 13 6 12 4 3 1 - - - - 54
Cromosoma 10 0 3 1 6 9 4 4 4 - - - - - 31

Figura I-19: Mapa de calor indicando cantidad de QTL por bin cromosémico. Figura de autoria propia adaptada
de la revision bibliografica de 70 estudios de mapeo de QTL de resistencia para enfermedades del maiz (Tabla
A-l).

Enfermedad 00O 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
Cromosoma 1 1 3 4 5 4 8 6 3 3 4 3 3 0
Cromosoma 2 2 3 5 7 6 5 6 2 6 5 1 - -
Cromosoma 3 0 1 3 3 6 6 4 4 7 1 0 - -
Cromosoma 4 0 1 3 4 4 6 3 4 5 4 1 0 -
Cromosoma 5 0 5 2 7 6 6 2 2 0 0 - - -
Cromosoma 6 2 4 2 2 3 5 2 7 0 - - - -
Cromosoma 7 0 3 6 4 4 3 0 - - - - - -
Cromosoma 8 1 5 5 5 4 7 7 4 2 1 - - -
Cromosoma 9 0 3 3 7 4 7 3 2 1 - - - -
Cromosoma 10 0 1 1 3 6 3 3 2 - - - - -

Figura 1-20: Mapa de calor indicando cantidad de enfermedades por bin cromosémico con QTL de resistencia.
Figura de autoria propia adaptada de la revision bibliografica de 70 estudios de mapeo de QTL de resistencia para
enfermedades del maiz (Tabla A-1).

La diseccion y validacion de genes en algunas de estas regiones ha permitido respaldar la hipotesis de
que componentes inespecificos de las defensas pero comunes entre grupos de patdgenos serian los

mecanismos moleculares subyacente en la MDR (Wiesner-Hanks y Nelson 2016; Kistner 2021). En el
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bin 1.06, se identifico al gen panl, un gen de susceptibilidad asociado a la regulacion del citoesqueleto
y estomatica, cuya inactivacion confiere resistencia a dos patdogenos vasculares: E. turcicum causante
del NLB y Pantoea stewartii subsp. Stewartii causante de la marchitez de Stewart (Jamann et al. 2014;
Nelson et al. 2018). En el bin 7.02, el gen GST codifica para una enzima con funciones de detoxificacion
y confiere resistencia frente a patdgenos principalmente necrotroficos: C. heterostrophus, E. turcicum'y
Cercospora zeae-maydis Tehon & E.Y. Daniels (Wisser et al. 2011). En el bin 9.02, el gen
ZmCCoAOMT? codifica para una enzima involucrada en la via de los fenilpropanoides y produccion de
lignina. Dicho gen confiere resistencia a dos patégenos necrotrdficos: C. heterostrophus y C. zeae-
maydis y su efecto limitaria la colonizacién de los patdgenos (Yang et al. 2017b). Investigar sobre las
caracteristicas asociados a los patogenos causantes de las enfermedades (Tabla I-1) y entender el
funcionamiento del sistema defensivo de las plantas es el punto clave para identificar nuevos los

mecanismos moleculares asociados a la MDR.

En este capitulo introductorio se describio el marco teorico y estado del arte de la MDR. La importancia
del cultivo del maiz, sus enfermedades y la compleja interaccion entre el maiz y sus patogenos,
demandan ampliar el estudio de la MDR a nuevas fuentes de germoplasma en entornos

multidisciplinarios con el fin de contribuir a una agricultura sostenible, justa y sustentable.
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Hipdtesis

1.

El panel de lineas endocriadas de maiz perteneciente al programa nacional de mejoramiento
genético de maiz templado del INTA Pergamino proporciona una fuente finica, atin inexplorada,
de alelos debido a la seleccion y desarrollo de lineas élite derivadas de poblaciones locales, lo

que sugiere que estos alelos podrian conferir nuevas fuentes de resistencia a enfermedades.

Los multiples ciclos de seleccion natural y artificial han generado regiones génicas de MDR en
forma de puntos calientes o hotspots dentro del panel de lineas, lo que sugiere que estas regiones

contienen agrupaciones de genes de defensa frente a diferentes patogenos.

Es posible identificar dichas regiones génicas de MDR en el panel de lineas mediante un GWAS,

lo que permitira detectar loci especificos relacionados con la resistencia a multiples patogenos.
Las regiones génicas de MDR identificadas pueden vincularse con vias metabdlicas especificas

asociadas a la resistencia, lo que permitira establecer conexiones funcionales entre los loci

identificados y los mecanismos bioldgicos que confieren resistencia a patdogenos.
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Objetivo general

El objetivo principal de esta tesis de doctorado fue la identificacion de hotspots de resistencia a multiples
enfermedades en un panel de lineas endocriadas de maiz, perteneciente al programa nacional de

mejoramiento genético de maiz templado INTA, a través de un GWAS.

Objetivos especificos

L Fenotipado: Caracterizar un panel de lineas endocriadas de maiz por su resistencia a siete
enfermedades del maiz (Capitulo II).

1L GWAS: Establecer asociaciones fenotipo-genotipo para siete enfermedades del maiz en un
panel de lineas endocriadas de maiz (Capitulo III).

I1I. Identificaciéon de Hotspots: Identificar regiones del genoma que contienen agrupaciones de

genes de defensa frente a diferentes patogenos (Capitulo III).

Iv. Interpretacion biologica: Describir posibles vias metabolicas de resistencia asociadas a los

hotspost identificados (Capitulo III).
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CAPITULO 1I : FENOTIPADO

Resumen

El fenotipado constituye el punto de partida para el GWAS. La correcta seleccion del germoplasma y
técnicas de fenotipado tienen un impacto directo en la heredabilidad de un caracter y, consecuentemente,
en el poder de deteccion de QTL. El objetivo de este capitulo fue la caracterizacion fenotipica y
estimacion de parametros genéticos en un panel compuesto por 87 genotipos de maiz para siete
enfermedades. Las enfermedades estudiadas incluyeron cuatro enfermedades foliares (CRM, NLB, SLB
y BLS) y tres enfermedades de espiga (FER, GER y CSM). La evaluacion fenotipica se condujo en
multiples ambientes de Argentina bajo infecciéon natural o artificial a través de la estimacion de la
severidad o incidencia. Los datos fenotipicos recolectados fueron analizados utilizando modelos mixtos
(MLM o MLGM) para obtener predicciones genéticas (BLUP) las siete resistencias. La H? se calculd a
través de dos metodologias diferentes: Estandar y Cullis (2006). Cuatro indices de seleccion fueron
empleados para la seleccion de genotipos con MDR: indice MDR, indice Elston, indice ACP y indice
FAI-BLUP y comparados en funcion de su eficiencia y GG. La evaluacion fenotipica arrojé un adecuado
nivel de diferenciacion entre los genotipos para las siete enfermedades estudiadas, determinando que el
panel estd compuesto por una alta proporcion de genotipos resistentes a CRM (79%) y BLS (78%), una
proporcion intermedia de genotipos resistentes a CSM (55%) y GER (42%) y una baja proporcion de
genotipos resistentes a FER (35%), SLB (27%) y NLB (24%). Las siete resistencias evaluadas
presentaron valores de H? altos (>0,63). El calculo de la H? a través de la metodologia de Cullis (2006)
resulté mas apropiado ya que evito la sobreestimacion asociada a la presencia de datos desbalanceados.
Un 95 % de los genotipos que componen al panel presentdo MDR, es decir, que fueron resistentes
simultaneamente a mas de una enfermedad. La mayor proporcion de ellos (32 %) presentd resistencia a
tres enfermedades simultanea y solamente uno de ellos (LP178) fue resistente a las siete enfermedades.
El ACP agrupo, principalmente, genotipos resistentes a enfermedades de espiga y foliares, evidenciando
el rol principal del 6rgano afectado asociado a los mecanismos de resistencia, y como secundario al
estilo de vida del patdgeno. Ninguno de los cuatro indices generd una eficiencia del 100 % en la
seleccion, aunque todos ellos generaron una GG superior a la obtenida mediante seleccion por una tnica
enfermedad. En base al panel de genotipos utilizado y las siete resistencias estudiadas, los mejores

resultados se obtuvieron con el indice MDR y Elston, que derivaron en resultados idénticos.
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Introduccion

El fenotipado constituye el punto de partida para los estudios GWAS, ya que determina la heredabilidad
de los caracteres bajo estudio y afecta directamente el resultado del mapeo de QTL (Gaikpa y Miedaner
2019; Mesterhazy 2020). A pesar de su importancia, la correcta seleccion de germoplasma, las técnicas
de fenotipado y su impacto en la heredabilidad son aspectos poco discutidos en la literatura. Es por este
motivo, que este capitulo se enfoca en el fenotipado, haciendo hincapié¢ en su influencia sobre la

heredabilidad.

La heredabilidad se refiere a la proporcién de la 6 que puede ser atribuida a la 62 (Falconer y Mackay
1996; Burghardt et al. 2017). Al mismo tiempo, permite investigar la relacion entre el fenotipo observado
y el componente genético subyacente, ademas, puede expresarse como heredabilidad amplia (H?;

Ecuacién 1) o estricta (h%; Ecuacion 2) si solo se considera la 7 dentro de la 6.

2 _ 6 ., .. . .
H® = o2 o2 o2 Ecuacion 1: Heredabilidad en sentido amplio (H?)
F 0.2 + GxA + Ye
G a ar
206 _ Z
h* = o2 o2 o2 Ecuacion 2: Heredabilidad en sentido estricto (h?)
F 062? + GxA + e
a ar

donde oZ: varianza genética, g: varianza aditiva, 63: varianza de dominancia, o: varianza epistatica,
of: varianza fenotipica, 62, 4: varianza de la interaccién genotipo por ambiente, 62: varianza residual o
del error, a: el numero de ambientes y r: numero de repeticiones (Falconer y Mackay 1996; Piepho y
Mohring 2007; Schmidt et al. 2019). La formula de la H? (Ecuacién 1) permite identificar directamente
dos aspectos claves que pueden ser manipulados y deben ser considerados para un correcto fenotipado:

ot ylad?.

La o se refiere a la variabilidad genética del germoplasma bajo estudio. La correcta seleccion del
germoplasma es un punto de partida para maximizar la g2 y aumentar la heredabilidad Como se
describi6 en el Capitulo I (Identificacion de genes de resistencia), el mapeo de QTL se lleva adelante
principalmente empleando poblaciones biparentales, poblaciones multiparentales y paneles de genotipos
mayormente no emparentados (Tabla A-1). La amplia distribucién y adaptacion del cultivo de maiz
conllevd a una enorme diversificacion. Las colecciones de maices nativos provenientes de colectas

previas a la introduccion de cultivares hibridos y transgénicos ofrecen una diversidad alélica inmensa y

39



CAPITULO II — Fenotipado
Introduccién

unica. Estas colecciones conservadas en bancos de germoplasma han servido para la identificacion de
nuevas fuentes de resistencia y para el desarrollo de programas de mejoramiento locales (Robutti et al.
2000; Vilar6 et al. 2020). Los paneles de germoplasma pueden derivar directamente de colecciones de
maices nativos, germoplasma elite con diferente grado de seleccion derivado de estas colecciones, o una
combinacion de ambas (Wiirschum 2012). A diferencia de las poblaciones biparentales o
multiparentales, que requieren de inversion de tiempo y dinero para su desarrollo, los paneles pueden
ser directamente empleados para el mapeo de QTL (Ersoz et al. 2009; Wiirschum 2012; Butrén et al.
2019). En maiz, la identificacion de QTL para resistencia a enfermedades se ha llevado adelante

exitosamente utilizando paneles de germoplasma (Tabla A-1).

La o2 representa el error experimental, es decir, aquella variacién que no puede ser explicada por

ninguno de los factores del modelo estadistico y que por lo tanto debe minimizarse. Existen varios
aspectos asociados al fenotipado que contribuyen a esta fuente de variacion. Dado que la resistencia
cuantitativa se basa en diferencias fenotipicas pequeias, es muy importante seleccionar a priori una
metodologia de fenotipado apropiada que permita capturar tales diferencias sin incrementar el error

experimental.

El fenotipado puede ser conducido bajo infeccion natural o artificial. La infeccion natural aprovecha la
diversidad racial presente en el ambiente y constituye una representacion mas real del patosistema. Sin
embargo, la presion y distribucion del indculo natural en el sitio de evaluacion pueden no ser adecuados
(Kistner 2021; Kistner et al. 2022b). Por otro lado, la inoculacion artificial resulta una alternativa muy
difundida cuando la presion del inoculo natural es baja o irregular. Aunque esta técnica permite un
control més preciso del patosistema, requiere un profundo conocimiento del mismo y resulta ser costosa

y laboriosa (Gaikpa y Miedaner 2019; Mesterhazy 2020).

La caracterizacion de los genotipos se lleva adelante tradicionalmente de forma visual, mediante la
estimacién de la incidencia o la severidad de la enfermedad. La incidencia es una medida rapida y
objetiva que se refiere al nimero o proporcion de plantas (o partes de la planta) con sintomas, mientras
que la severidad se refiere al area afectada por la enfermedad (Agrios 2005). La incidencia es util para
enfermedades como los carbones, donde el 6rgano infectado suele verse afectado en su totalidad. Sin
embargo, para la mayoria de las enfermedades del maiz, la incidencia no resulta informativa ya que
muchas hojas o espigas presentan al menos una lesion, resultando en una incidencia cercana al 100 %
para todos los genotipos. La severidad permite llevar adelante una caracterizacion mas precisa, aunque
subjetiva, compleja y requiere de un evaluador experimentado (Bock et al. 2010). El uso de escalas
porcentuales u ordinales basadas en escalas diagramaticas validadas contribuyen de manera rapida y
precisa a la evaluacion de la severidad, incluso cuando son realizadas por diferentes evaluadores
(Hartung y Piepho 2007; Braga et al. 2020). Ademas, incluir testigos resistentes y susceptibles, asi como
registrar condiciones ambientales, situaciones de estrés y aplicaciones de agroquimicos, es fundamental

para garantizar la calidad del fenotipado. Estas medidas adicionales ayudan a proporcionar un contexto
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adecuado para la evaluacion de la resistencia y permiten una interpretacion mas precisa de los resultados

obtenidos (Zhu et al. 2008).

El disefio experimental es fundamental para controlar todas aquellas fuentes de variacion que no estén
asociadas al genotipo y que tienden a aumenta el error experimental (Piepho et al. 2003). Las
repeticiones, a través de ambientes, es decir combinacion de localidades y afios, permiten estimar la
interaccion del genotipo con el ambiente y seleccionar genotipos con una resistencia estable o estatica

(Galiano-Carneiro y Miedaner 2017; Schmidt et al. 2019).

La eleccidon del modelo estadistico es relevante para el analisis de los datos fenotipicos. Los MLM
permiten modelar los diferentes factores como efectos fijos o aleatorios (Piepho et al. 2003; Bolker et
al. 2009; Kozak y Piepho 2018). La eleccion del tipo de efecto depende del criterio del investigador,
aunque como regla general se asume como aleatorio a factores cuyos niveles corresponden a una muestra
aleatoria de la poblacion o representen una unidad de aleatorizacion (Piepho et al. 2003). Los efectos
fijos se pueden estimar a través de los BLUE y los efectos aleatorios a través los BLUP (Schmidt et al.
2019). En el campo del mejoramiento genético, los BLUP genotipicos maximizan la correlacion entre
la prediccion y el verdadero valor genotipico, razon por la cual esta metodologia es de uso frecuente

(Piepho et al. 2008; Bernardo 2020).

Los MLM son la metodologia mas popular para analizar variables continuas, aunque presentan
limitaciones cuando se aplican a variables discretas. Los MLGM ofrecen una teoria unificada para el
estudio de variables discretas al combinar un MLM, con la distribucion apropiada para la variable
respuesta y una funcion de enlace que transforma la esperanza de dicha variable (Zuur et al. 2009; Bolker
et al. 2009; Brooks et al. 2017). Los conteos suelen ajustarse a una distribucion Poisson, que asume una
relacion lineal entre la media y la varianza. Sin embargo, esta suposicion raramente se cumple en el
analisis de datos bilogicos, lo que puede resultar en sobredispersion y problemas en el modelado de la
variable respuesta (Brooks et al. 2017; Videla et al. 2018). La sobredispersion puede ser causada por
presencia de valores atipicos (outliers) en el conjunto de datos, falta de independencia entre
observaciones o exceso de ceros. Esta lltima situacion es bastante frecuente en los datos de conteos y
puede incluir falsos ceros originados por escapes (el genotipo no estuvo expuesto a la enfermedad),
errores del observador o errores aleatorios. Los modelos inflados en ceros proporcionan una solucion al
considerar que los ceros se originan en procesos distintos: un proceso asociado a una distribucion de
Bernoulli donde se modela la probabilidad de observar un falso cero, y otro asociado a una distribucioén
de Poisson donde se modela la ocurrencia de los ceros verdaderos. Alternativamente, en presencia de
sobredispersion se puede utilizar una distribucion binomial negativa en lugar de una distribucion de

Poisson (Zuur et al. 2009; Brooks et al. 2017; Videla et al. 2018).

La GG o la respuesta a la seleccion determinada a través de la “la ecuacion del mejorador” (Ecuacion

3), es fundamental para evaluar el éxito de un programa de mejoramiento genético.
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GG=ASxH?=ixhxdg Ecuacién 3: Ganancia genética (GG)

El célculo de la H? tiene un impacto determinante en el resultado de la ecuacion del mejorador (Ecuacion
3). La presencia de datos desbalanceados, es decir, una cantidad desigual de observaciones entre los
genotipos es comun en este tipo de experimentos. Dicha desproporcion impacta directamente la
estimacion de la H2, ya que el nimero desigual de repeticiones entre genotipos tiende a sobreestimar el
resultado (Piepho y Mohring 2007; Schmidt et al. 2019). En los tltimos afios, se han propuesto nuevas

metodologias para obtener estimaciones menos sesgadas de la H>en el campo del mejoramiento vegetal.

El estudio fenotipico de la MDR ha sido escasamente abordado en la literatura, que predominantemente
se ha enfocado en enfermedades individuales. Hasta el momento, no existen trabajos previos que
comparen estrategias para la seleccion de genotipos con MDR ni que hayan evaluado su eficiencia o
GG. Los indices de seleccion, que se basan en la combinacion lineal de multiples caracteres para generar
una nueva variable, son una herramienta ampliamente utilizada en el mejoramiento genético (Baker
1994; Fellahi et al. 2020). Desde la publicacion del indice Smith en 1936, se han desarrollado una gran
variedad de indices de seleccion, cada uno basado en teorias diferentes, como promedios, ponderaciones,
parametros poblacionales, entre otros (Elston 1963; Hallauer 2007; Yan y Frégeau-Reid 2018; Miedaner
et al. 2020a). Esta metodologia ofrece un marco interesante para la seleccion fenotipica de MDR, un

area que aun no ha sido explorada en la literatura (Kistner et al. 2022a).

El objetivo de este capitulo fue fenotipar y estimar parametros genéticos de la resistencia a siete
enfermedades en un panel de 87 lineas endocriadas de maiz, todas pertenecientes al programa nacional

de mejoramiento genético de INTA Pergamino.
Los siguientes objetivos especificos fueron establecidos:

L Caracterizar fenotipicamente 87 lineas endocriadas de maiz por su resistencia a siete
enfermedades a través de experimento multi ambientales.

II. Estimar parametros genéticos asociados a cada una de las resistencias estudiadas.

I1I. Identificar genotipos con MDR dentro del panel estudiados.

Iv. Evaluar diferentes indices de seleccion para MDR en funcion de su eficiencia y GG.
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Materiales v métodos

Material vegetal

El material vegetal utilizado en este trabajo consistio en un panel compuesto por 87 lineas endocriadas
de maiz, en adelante denominadas “genotipos”, que representan al germoplasma del programa nacional
de mejoramiento de INTA Pergamino. Estos genotipos se desarrollaron localmente a partir de variedades
argentinas, germoplasma de origen caribefio y canadiense e hibridos comerciales (Olmos et al. 2014,
2017). También se incluyeron dos lineas americanas de referencia (B73 y B100), junto con testigos
resistentes y susceptibles para todas las enfermedades evaluadas. La lista completa de genotipos se

encuentra detallada en Tabla A-2.

Evaluacion fenotipica

El panel completo de genotipos fue caracterizado en cuanto a su resistencia a cuatro enfermedades
foliares y tres de espiga. Las enfermedades foliares evaluadas fueron CRM, NLB, SLB y BLS, mientras
que las enfermedades de espiga incluyeron FER, GER y CSM. Cada enfermedad fue evaluada en
experimentos independientes en ambientes con adecuado nivel de enfermedad (Tabla I1-1). En
todos los experimentos se aplicaron précticas agronémicas estandar para simular condiciones
de manejo habituales en la agricultura. Los experimentos se sembraron utilizando un disefio de
bloques completos aleatorizados con dos repeticiones, donde la unidad experimental consistié en
parcelas de 5,0 metros de largo con dos surcos sembrados a 0,7 metros de distancia, con
aproximadamente 20 plantas por parcela. La evaluacion de FER y GER se realizo6 utilizando un
disefio de parcelas divididas, en el que los genotipos fueron asignados a la parcela principal y
el patégeno a la subparcela.
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Tabla I1I-1: Caracterizacion climatica y meteoroldgica asociada a los experimentos de fenotipado.

Experimento Fecha de siembra pP

. H H H P imAti b o b . o b o b (0
/ Ambiente Enfermedad (Epoca) Localidad, Provincia Region climatica T°med. (°C) T°min. (°C) T°max. (°C) (mm) HR® (%)
A CRM - CSM i
?Ilnltt?ﬁg;g) Z‘?;gsm'”o’ Buenos Pampeano (Cfa) 21,90 15,70 2800 559,00 65,00
o} FER - GER
B CRM-CsMm  S110/2017 Pergamino, Buenos Pampeano (Cfa) 21,10 13,00 2010 21400 64,00
(Intermedia) Aires
5/12/2017 Pergamino, Buenos
C CRM- CSM (Intermedia) Aires Pampeano (Cfa) 22,60 14,80 30,40 183,00 69,00
D CRM-Ccsm ~ 4/10/2018 Pergamino, Buenos Pampeano (Cfa) 20,60 14,60 2670 87000 77,00
(Temprana) Aires
E CRM-csm  10/11/2018 Pergamino, Buenos Pampeano (Cfa) 21,80 15,90 2780 801,00 78,00
(Intermedia) Aires
Ka NLB 6/12/2018 Pergamino, Buenos Pampeano (Cfa) 22,10 16,30 2790 72800 82,00
(Intermedia) Aires
| NLB 20/12/2018 (Tardia) Manfredi, Cérdoba Pampeano (Cfa) 21,30 15,40 28,10 106,00 85,00
J NLB 08/01/2018 (Tardia) Manfredi, Cérdoba Pampeano (Cfa) 20,70 15,00 27,20 76,00 88,00
G SLB 28/12/2016 (Tardia) Leales, Tucuman Tropical (Cwa) 23,70 19,20 29,20 633,00 81,00
H SLB 02/01/2018 (Tardia) Leales, Tucuman Tropical (Cwa) 22,70 18,60 28,70 592,00 80,00
L BLS 4/10/2018 (Temprana) Zei:ggm'”o* Buenos Pampeano (Cfa) 20,60 14,60 26,70 87000 77,00
M BLS 10/11/2018 Pergamino, Buenos Pampeano (Cfa) 21,80 15,90 2780 801,00 78,00
(Intermedia) Aires
p FER-GER  21/10/2002 Pergamino, Buenos Pampeano (Cfa) 20,40 13,92 26,80 . 73,54

(Intermedia)

Aires

El experimento “P” fue organizado y evaluado por el grupo de mejoramiento de maiz templado de INTA Pergamino, y cedida por la Dra. Juliana Iglesia para la realizacion de esta tesis.* Evaluacion bajo infeccién artificial. ®:
Informacion climatica basada en la caracterizacion de Koppen y Geige adaptada a informacion climatica local (Peel et al. 2007; ANIDA 2020). ©: Informacion ambiental tomada de www.siga2.inta.gov.ar. Tpea (°C). Temperatura
media en grados centigrados; Tmin (°C). Temperatura minima en grados centigrados; Tmax (°C). Temperatura maxima en grados centigrados; P (mm). Precipitacion media en milimetros; HR (%): Humedad relativa.
Enfermedades: BLS: estria foliar bacteriana; CRM: roya comtn del maiz; CSM: carbon comiin del maiz; FER: podredumbres de espiga causadas por Fusarium; GER: podredumbres de espiga causadas por Graminearum;
NLB: tizén comun del maiz; SLB: tizon foliar del maiz.
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Los experimentos para evaluar CRM se realizaron en la localidad de Pergamino, ubicada en el norte de
la provincia de Buenos Aires, durante fechas de siembra tempranas e intermedias en las campanas
agricolas 2016/17, 2017/18 y 2018/19 (Tabla II-1). Pergamino es una localidad representativa de la
region maicera nucleo Argentina, donde CRM es una enfermedad endémica con alta presion de indculo
y una conocida diversidad racial (Gonzalez et al. 2011; Darino et al. 2016). La evaluacion se realiz
bajo infeccidon natural durante el estadio fenologico R4 (Figura I-1) evaluando conjuntamente la
severidad, tipo y tamafio de lesion segln la escala en la Figura II-1. La severidad de la enfermedad se
estimo cuantitativamente con una escala de cinco puntos, donde 1 corresponde al 1 %, 2 al 5%, 3 al
10 %, 4 al 20 % y 5 al 50 % del area foliar afectada (Peterson et al. 1948; Carmona 2008). El tipo y
tamafo de lesion (tipo de infeccion) se evaluaron con una escala cualitativa de cuatro puntos, donde 1:
ausencia de pustulas o presencia de HR; 2: pequenas pustulas errumbentes; 3: grandes pustulas
errumbentes (alineadas); 4: grandes pustulas necroticas (areas necréticas) (Gonzalez 2005; Defacio et

al. 2018).

Roya comun del maiz
(Puccinia sorghi)

Figura II-1: Escala utilizada para la evaluacion de CRM. La escala se compone por una escala diagramética para
estimar la severidad (izquierda) y una escala para caracterizar el tipo de lesion (derecha). Severidad: 1 corresponde
al 1%,2al5%,3al10%,4 al 20 % y 5 al 50 % del area foliar afectada (Peterson et al. 1948; Carmona 2008).
Tipo de lesion 1: ausencia de pustulas o presencia de HR; 2: pequefias pustulas errumbentes; 3: grandes plstulas
errumbentes (alineadas); 4 (y 5): grandes pustulas necrdticas (areas necréticas). Figura y escalada de autoria propia
adaptada de Gonzalez (2005) y Defacio et al. (2018).

Los ensayos de NLB se realizaron en las localidades de Pergamino y Manfredi (centro-norte de la
provincia de Cordoba) en fechas de siembra tardias, durante la campafia agricola 2018/19 (Tabla I1-1).
NLB es una enfermedad emergente en Argentina que rapidamente se ha vuelto endémica en la zona
nucleo maicera (Montemarani et al. 2018). La diversidad de razas del patégeno E. turcicum presentes
en Argentina fue estudiada por primera vez en un trabajo complementario a este trabajo (Navarro et al.
2021). En Pergamino, la evaluacion se realizo bajo infeccion artificial (ver Protocolos), mientras que en
Manfredi se llevé a cabo bajo infeccion natural. La severidad fue evaluada en el estadio fenoldgico R6
(Figura I-1) utilizando una escala de 5 puntos, donde 1 indica: ausencia de lesiones (o pocas lesiones
restringidas a las hojas del estrato inferior); 2: 25 % del area foliar afectada (moderado ntimero de
lesiones en las hojas del estrato inferior); 3: 26-50 % del area foliar afectada (abundantes lesiones en las

hojas del estrato inferior y algunas en el estrato medio); 4: 51-75 % del area foliar afectada (lesiones
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abundantes en hojas del estrato inferior y medio que se extienden a las hojas del estrato superior); 5: 76-
100 % del area foliar afectada (abundante nimero de lesiones en toda la planta, la mayoria de las hojas

estan muertas) (Defacio et al. 2018) adaptado de CIMMYT (1985) (Figura I1-2).

Tizdn comun del maiz
(Exserohilum turcicum)

Figura II-2: Escala utilizada para la evaluacion de NLB. Escala de cinco puntos:1: Ausencia de lesiones; 2: 25 %
del area foliar afectada; 3: 26-50 % del area foliar afectada; 4: 51-75 % del area foliar afectada; 5: 76-100 % del
area foliar afectada. Figura de autoria propia adaptada de Defacio et al. (2018) y CIMMYT (1985).

Los experimentos para la evaluacion de SLB se realizaron en la localidad de Leales (provincia de
Tucuman) en una fecha de siembra tardia, durante las campafias agricolas 2016/17 y 2017/18 (Tabla
II-1). En el noroeste de la Argentina, el clima es tropical (Cwa segun la clasificacion climatica de
Koppen-Geiger), con veranos calidos, temperaturas superiores a los 22 °C y una precitacion anual de
1200 mm (Peel et al. 2007; ANIDA 2020). Estas condiciones proporcionan un entorno favorable para el
desarrollo de las enfermedades, especialmente considerando que el area de siembra de los experimentos
forma parte de un infectario natural del programa nacional de mejoramiento de maices tropicales del
INTA Leales. Este infectario tiene una larga historia de monocultivo de maiz, lo que aumenta la
probabilidad de presencia y actividad del patégeno asociado. La evaluacion de la severidad se realizod

en el estadio fenologico R6, adaptando la escala descripta para NLB (Figura 11-3).
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Tizén por Bipolaris
(Bipolaris maydis)

Figura I1-3: Escala utilizada para la evaluacion de SLB. Escala de cinco puntos, 1: ausencia de lesiones; 2: 25 %
del area foliar afectada; 3: 26-50 % del area foliar afectada; 4: 51-75 % del area foliar afectada; 5: 76-100 % del
area foliar afectada. Figura de autoria propia adaptada Defacio et al. (2018) y CIMMYT (1985).

Los experimentos de BLS se realizaron en la localidad de Pergamino en dos fechas de siembra, una
temprana y otra intermedia, durante la campafia agricola 2018/19 (Tabla I1-1). Desde su aparicion en
2010, BLS se ha convertido en una enfermedad prevalente en Argentina (Plazas et al. 2018). En ensayos
previos realizados en Pergamino, el nivel de enfermedad no habia permitido un fenotipado preciso,
aunque se lograron identificar genotipos susceptibles y resistente para utilizar como testigos. En la
campafia 2018/19, las condiciones ambientales favorecieron la ocurrencia de un brote que permitio
evaluar la enfermedad bajo infeccion natural. La severidad se evalu6 adaptando la escala propuesta por
Esker (2008) (Defacio et al. 2018). La escala consta de cinco puntos donde 1: indica sin sintomatologia
o muy pocas estrias afectando un 1 % del area foliar; 2: estriado leve afectando 5 % del area foliar; 3:
estriado moderado afectando el 25 % del area foliar; 4: estriado severo afectando el 50 % del area foliar

y 5: estriado severo afectando casi completamente el area foliar (Figura 11-4).
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Estria foliar bacteriana
(Xanthomonas vasicola pv. vasculorum)

Figura II-4: Escala utilizada para la evaluacién de BLS. Escala de cinco puntos, donde 1: sin sintomatologia o
muy pocas estrias afectando un 1 % del area foliar; 2: estriado leve afectando 5 % del area foliar; 3: estriado
moderado afectando el 25 % del area foliar; 4: estriado severo afectando el 50 % del area foliar y 5: estriado severo
afectando casi completamente el area foliar. Figura de autoria propia adaptada de Esker (2008) y Defacio et al.
(2018).

Los experimentos para la evaluacion de FER y GER se realizaron en Pergamino durante las camparfias
agricolas 2002/03 y 2016/17 bajo infeccion artificial (Tabla II-1). Ambos ensayos fueron sembrados e
inoculados por el grupo de mejoramiento de INTA de Pergamino (ver Protocolos). Al momento de
madurez fisiologica las plantas, que habian sido inoculadas entre 4-6 dias después de la floracion
femenina, fueron cosechadas manualmente y deschaladas. La severidad se evaluo utilizando una escala
diagramatica de siete puntos, donde 1 indica: sin sintomatologia; 2: 1 al 3 %; 3: 4 al 10 %; 4: 11-25 %;
5:26-50 %; 6: 51-75 % y 7: 76-100 % del area de la espiga cubierta con micelio del patogeno (Papst et
al. 2007) (Figura I1-5).
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Figura I1-5: Escala para la evaluacion de GER y FER. Escala diagramatica de siete puntos para la evaluacion de
la Podredumbre de espiga por Graminearum (arriba) y la Podredumbre de espiga por Fusarium (abajo), donde 1:
sin sintomatologia; 2: 1 al 3 %; 3: 4 al 10 %; 4: 11-25 %; 5: 26-50 %; 6: 51-75 % y 7: 76-100 % del area de la
espiga cubierta con micelio del patogeno. Imagen tomada de Papst et al. (2007).

La evaluacion de CSM se realizo en la localidad de Pergamino durante las campafias agricolas 2016/17,
2017/18 y 2018/19, en cinco ensayos instalados en diferentes fechas de siembra (Tabla II-1). La
evaluacion se llevo adelante bajo infeccion natural. A diferencia de las demas enfermedades, en este

caso, se evaluo la incidencia de la enfermedad al momento de madurez fisiologica, registrando el nimero

de plantas totales y carbones por parcela.

Protocolos

Cémaras hiimedas: Los aislamientos de E. turcicum se obtuvieron a partir de hojas de maiz con
sintomas provenientes del mismo lote donde se instalé el ensayo. El procedimiento para la
preparacion de camaras himedas se ilustra en la Figura I1-6. Primero, las hojas fueron desinfectadas
superficialmente (alcohol 70 % por un minuto, hipoclorito de sodio 2 % por dos minutos, seguido
por dos enjuagues en agua destilada estéril). Después de la desinfeccion, las muestras se colocaron
en cajas de Petri con papel de filtro humedecido en la base. Ademas, se dispusieron dos portaobjetos
en forma de cruz dentro de cada caja, sobre los cuales se colocaron las muestras para incubarlas
durante dos o tres dias (oscuridad total a 25°C). Después del periodo de incubacién, con la ayuda
de una lupa y una aguja, se transfirio una espora a una caja de Petri con medio de cultivo APG. Las
colonias monosporicas se conservaron en una solucion de glicerol al 15 % a -20 °C. El mismo

protocolo se empled para la preparacion de indculo monosporico de C. heterostrophus (Figura 11-6).
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Figura II-6: Preparacion de camaras himedas para aislamiento de patdgenos. a) Sintomas
caracteristicos de NLB y b) SLB, c) incubaciéon de muestras, d) observacion del patdogeno bajo lupa, €)
incubacion del patégeno sobre medio nutritivo, ) observacion del patdgeno bajo microscopio electrénico,
g) conservacion del patogeno en tubos con glicerol al 15 %. Figura de autoria propia.

Inoculo de NLB: La preparacion del indculo se realizo a partir de un aislamiento de E. turcicum raza
0 (Navarro et al. 2021). El aislamiento se cultivé en medio de cultivo APG durante 10 dias a 25 °C
en oscuridad para favorecer la produccion de conidios. Los conidios se recolectaron mediante
lavados con agua destilada estéril y se inocularon en botellas con granos de sorgo esterilizados
(autoclave 121 °C - 20 minutos — 1 atm). Los granos de sorgo infectados se incubaron durante dos
semanas (25 °C y oscuridad) y luego se almacenaron a 4 °C hasta el momento de la inoculacion. La
misma se realizd colocando aproximadamente 20-30 granos de sorgo infectados en el cogollo de
plantas de maiz en el estadio fenologico entre V4 y V6 (Figura I-1). Este procedimiento se llevo a
cabo al atardecer, seguido de una irrigacion inmediata con un pulverizador para prevenir el
desecamiento de las esporas. Esta irrigacion se repitid durante los tres dias siguientes a la
inoculacién para mantener las condiciones adecuadas de humedad. El procedimiento para la
preparacion del indculo de NLB se ilustra en la Figura II-7 y corresponde al protocolo adaptado
de Carson et al. (2005).
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Figura I1-7: Procedimiento para la preparacion del inculo NLB. a) Conidios de E. turcicum provenientes de

un aislamiento monospdrico fueron incubados en granos de sorgo. b) Los granos infectados se incubaron por dos
semanas (25 °C en oscuridad) hasta la aparicion de un micelio grisaceo. ¢) Un grano de sorgo fue colocado sobre
medio nutritivo APG para confirmar la infeccion. d). La inoculacién se realizé colocando aproximadamente 20-
30 granos de sorgo infectados en el cogollo de plantas. ) Sintomas observados en plantas de maiz inoculadas.
Figura de autoria propia.

Preparacién de los inoculos FER y GER: El inéculo para FER y GER fue producido a partir de

aislamientos monosporicos de agresividad y capacidad micotoxigénica conocida: F. verticillioides
aislamiento P364 (Iglesias et al. 2010) y F. graminearum aislamiento I'V-11-3 (Presello et al. 2011).
Los aislamientos de F. fujikuroi (sinonimo F. verticillioides) y F. graminearum se cultivaron por
separado en medio de cultivo liquido segun el protocolo desarrollado por Reid et al. (1996), a una
concentracion de 2,5x10° conidios por ml. Para la inoculacion, se inyectaron 2 ml de inoculo en el
canal del estigma de las espigas de maiz, aproximadamente entre 4 y 6 dias después de la emergencia

de los estigmas. Protocolo adaptado de Reid et al. (1996).

Andlisis estadistico

Para las enfermedades foliares (CRM, NLB, SLB y BLS), cada experimento se analiz6 individualmente

a través del siguiente modelo:
Yik =u+ a; + by + ey Ecuacion 4: MLM para localidades individuales (y;;)

donde y; i es el valor de severidad del genotipo i en el bloque &, u representa a la media general, a; al
efecto del genotipo i, by, al efecto del bloque k y ey, es el error experimental asociado a la parcela ik. El
efecto del genotipo se modeld como aleatorio para obtener BLUP y el bloque como efecto fijo. La
repetibilidad fue determinada a través de la metodologia propuesta por Cullis et al. (2006):
5 9 BLUP . 9 et . 2
Héynis = 1— 557 Ecuacion 5: H* segun Cullis et al. (2006) (H¢yuis)
G
donde ¥ BLUP se refiere a la varianza media entre pares de valores BLUP. La correlacion genotipica
entre experimentos correspondientes a una misma enfermedad se calculd a través del coeficiente de

correlacion de Pearson utilizando los valores BLUP obtenido del analisis de cada experimento
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individual. Para el analisis multi ambiental se utiliz6 Ecuacion 6, que es una extension del Ecuacion 4

en la que se incluy¢ el efecto del ambiente f8; e interaccion genotipo por ambiente (af);;:
Yijk =u+ a;+ B; + by + (af);j + e, Ecuacion 6: MLM para analisis multi ambiental (y; )

En este modelo, todos los factores fueron modelados como aleatorios. La H? se calculd a través de dos

metodologia diferentes: tradicional (Ecuacién 1) y Cullis et al. (2006) (Ecuacidn 5).

Para el analisis de FER y GER se adapt6 la Ecuacién 4 a un disefio de parcelas divididas (Ecuacion 7):

Ecuacion 7: MLM para localidades individuales para
Yijg =u+ a;+ B+ (aB)y + b + 1y + e .. A
un disefo de parcelas divididas (y;)

donde y; j es el valor de severidad observado para el genotipo 7, inoculado con la especie de hongo j en
el bloque k, u representa a la media general, a; al efecto del genotipo 7, B; al efecto de la especie de
hongo j, (af);; a la interaccion entre el genotipo i y la especie de hongo j, by al efecto del bloque k y

Tik ¥ €ijk corresponden a los errores asociados a la parcela principal y residual, respectivamente.

CSM se analiz6 utilizando un MLGM para lo cual se ajustaron y compararon cinco modelos basados en
diferentes distribuciones: 1) un modelo con distribucion binomial (MB); 2) un modelo con distribucion
Poisson (MP); 3) un modelo con distribucion Poisson inflado en cero (ZIP), 4) modelo binomial negativo
inflado en cero con relacion lineal entre media-varianza (ZINB1) y 5) modelo binomial negativo inflado
en cero con una relacion cuadraticas entre la media y la varianza (ZINB2). Todos ellos con funcion de
enlace canodnico (log). La seleccion del mejor modelo se determind en funcion del criterio de
informacion de AIC, BIC y Devianza. También se considero la dispersion de los modelos calculada a

través de la constante de proporcionalidad entre la media y la varianza (@) (Ecuacion 8):

% egerson

Ecuacidn 8: Constante de proporcionalidad entre la media y la varianza (@)
GLresiduales

0=
donde Zeéemon corresponde a la sumatoria de los residuos de Pearson elevados al cuadrado y
GLyesiquaies @ los grados de libertad. La dispersion del modelo se evaluo segtn la propuesta de Zuur et
al. (2009): @ > 1,5 indica la presencia de sobredispersion. Para los modelos individuales
correspondientes a cada ambiente, se aplicaron distintas funciones de enlace: la funcion logit para el
modelo basado en una distribucion binomial (MB), y la funcién log para los modelos basados en

distribuciones Poisson (MP y ZIP) o binomial negativa (ZINB1 y ZINB2), segtn lo descrito en Ecuacion
4.

Cuando la distribucién de errores no es normal, en la literatura no existe un acuerdo formal de como

estimar la H?y repetibilidad (Nakagawa y Schielzeth 2010; Schmidt et al. 2019). En este trabajo optamos
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por calcular la H? Estandar a través de los componentes de la varianza derivados de un MLM vy la H?

segun Cullis et al. (2006) usando componentes derivados del MLGM.

Estudio de la MDR

La clasificacion de genotipos en resistentes se baso en los criterios definidos por CIMMYT (1985):

L Enfermedades foliares: Genotipos con valores BLUP menores a 3. Escala de 1 a 5, donde
los genotipos con un valor de 1 se consideran altamente resistentes, los de valor 2
resistentes, los de valor 3 moderadamente resistentes, los de valor 4 susceptibles y los de
valor 5 altamente susceptibles.

II. Enfermedades de espiga: Genotipos con valores BLUP menores a 5. Escala de 1 a 7, donde
los genotipos con un valor de 1 se consideran completamente resistentes, 2 resistencia alta,
3 resistencia moderada, 4 resistencia baja, 5 susceptibilidad baja, 6 susceptibilidad
moderada, 7 completamente susceptibles.

I1I1. Enfermedades de espiga (Numero carbones por parcela): Genotipos con valores BLUP

menores a 1,0. Escala ausencia-presencia.

La correlacion genética entre resistencias se determind a través del coeficiente de correlacion de
Pearson, calculado entre los BLUP genotipicos de las siete resistencias estudiadas. Para la seleccion de
genotipos con MDR, se compararon cuatro indices de seleccion. El indice “MDR” se basa en la creacion
de una nueva variable que promedia los valores BLUP estandarizados de cada resistencia. La
estandarizacion se realizo restandole a cada valor BLUP la media general y dividiéndolo por el desvio
estandar respectivo de cada resistencia (Miedaner et al. 2020a). El indice “Elston” es un indice
multiplicativo independiente de ponderaciones economicas y parametros poblacionales (Elston 1963).
Para su calculo todos los valores fueron multiplicados por (-1) con el objetivo de que los valores mas
altos representen a los genotipos mas resistentes (con las escalas utilizadas los valores mas bajos
representan a los genotipos mas resistentes). El indice “ACP” se basa en un ACP y se compone de los
autovalores de la CP1. El cuarto indice, “FAI-BLUP”, se basa en distancias probabilisticas a un idiotipo
(mejor combinacion de caracteres), ordenando a los genotipos por cercania al idiotipo (Rocha et al.

2018; Woyann et al. 2020).

La eleccion del mejor indice para la seleccion de genotipos MDR se basé en la eficiencia y en la GG
derivada de cada uno de ellos (Kistner et al. 2022a). La eficiencia, expresada en porcentaje (%), se
refiere a la proporcion de genotipos MDR correctamente seleccionados por el indice, sobre el total de
genotipos seleccionados utilizando una intensidad de seleccion del 10 % (siete genotipos de un total de
78 genotipos fenotipados para las siete resistencias). Por su parte, la GG se determind a partir del

promedio de las GG asociada a cada una de las resistencias derivadas de la Ecuacion 3.
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Todos los analisis se realizaron en el software R version 4.0.4 (R Core Team 2021). Los MLM,
repetibilidades y H? se calcularon utilizando las rutinas desarrolladas por Kistner y Lozano-Isla (2020).
Para los MLGM se utilizé el paquete “glmmTMB” (Brooks et al. 2017). Los indices Elston y FAI-BLUP
se calcularon utilizando las rutinas desarrolladas por Eyzaguirre (2020) y Rocha et al. (2018),

respectivamente.
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Resultados

Enfermedades foliares

Las condiciones ambientales fueron favorables en todos los experimentos para un adecuado desarrollo
de las enfermedades (Tabla II-1). Cada combinacion de época, localidad y afio (experimento) se
consideré como un ambiente dado que las condiciones meteorologicas variaron (Tabla II-1). En la
mayoria de los ambientes se observé un adecuado nivel de infeccion, cubriendo completamente la escala
de severidad de 1 a 5 (Figura II-8). La inclusion de testigos tanto resistentes como susceptibles para
todas las enfermedades confirmoé una presion de enfermedad adecuada en todos los ambientes (Figura

1I-8). Todos los ambientes presentaron valores de repetibilidad altos, con valores entre 0,72 y 0,93

(Figura I1-8).
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Figura I1-8: Graficos de caja con BLUP de la resistencia a (a) CRM, (b) NLB, (c) SLB y (d) BLS de 87 genotipos
evaluados en ambientes individuales. Las resistencias se evaluaron utilizando una escala de severidad de cinco
puntos donde 1 indica completamente resistente y 5 completamente susceptible. La linea media indica el valor de
la mediana, los bordes inferior y superior de las cajas indican los valores de los cuartiles primero y tercero,
respectivamente. Los testigos resistentes (Testigo R) y susceptibles (Testigo S) estan representados con un punto
verde y rojo, respectivamente. La repetibilidad (R) fue calculada segtin Cullis et al. (2006).

La correlacion genotipica entre los BLUP de las resistencias por ambiente fue alta, con valores que
oscilaron entre 0,57 y 0,81 (Figura II-9). La menor correlacion se observd en los ambientes donde se
evaluo CRM, mientras que la mayor se registro en los ambientes donde se evalué BLS (Figura I1-9).
El ranking de genotipos se mantuvo relativamente constante entre ambientes para todas las resistencias

evaluadas (Tabla A-3). Todos los ambientes se incluyeron en el analisis multi ambiental.
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Figura I1-9: Correlaciones genéticas de los BLUP de las resistencias a (a) CRM, (b) NLB, (c) SLB y (d) BLS de
87 genotipos entre ambientes individuales.

El analisis multi ambiental demostrd una amplia variabilidad en los niveles de resistencia a las cuatro
enfermedades foliares estudiadas (Tabla I1-2). Los BLUP de la resistencia a CRM estuvieron entre 1,13
y 4,39, con un promedio de 2,35 en una escala de cinco puntos (Tabla I1-2). Para la resistencia a NLB,
los BLUP variaron entre 1,43 y 4,86, con un promedio de 3,56 en la misma escala (Tabla II-2). En
relacion con la resistencia a SLB, los BLUP oscilaron entre 1,55 y 4,43, con un promedio de 3,54 (Tabla
1I-2). Por ultimo, para la resistencia a BLS, los BLUP variaron entre 1,10 y 4,74, con un promedio de

2,11 (Tabla I1-2).

Todos los MLM utilizados cumplieron con los supuestos estadisticos requeridos para el andlisis de
experimentos (distribucion normal de los residuales, homogeneidad de varianza e independencia de las
observaciones), habiendo sido los mismos verificados a través de graficos diagnodstico que no
demostraron desviaciones del patron esperado (Figura A-1). Los CV obtenidos fueron aceptables para
ensayos agricolas con valores entre 12% y 26%. Los valores menores correspondieron a la evaluacion
de la resistencia a NLB y SLB, mientras que los valores mas altos a la evaluacion de la resistencia a

CRM y BLS (Tabla II-2).

En cuanto a los componentes de la varianza, la o fue significativa para las cuatro resistencias, mientras
que la 0Z,, solamente fue significativa para la resistencia a CRM y NLB (Tabla II-2). En términos
relativos, la 6 represento por lo menos el 55 % de la 6 total observada para cada enfermedad, mientras
que la 6, 4 solamente entre un 5 %y 16 %, dependiendo de la enfermedad considerada. La H? se calculd
a través de dos metodologias obteniendo resultados similares entre ellas, aunque los valores de la
Hé 4ndaara €stuvieron sobreestimados (Tabla I1-2). Considerando la HZ,;;s todas las resistencias
presentaron altos valores de H?, con valores de 0,82 (SLB), 0,88 (CRM y NLB) y 0,89 (BLS) (Tabla
11-2).
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Tabla II-2: Medidas resumen y parametros genéticos para la resistencia a cuatro enfermedades foliares en 87
genotipos evaluados en ensayos multi ambientales en Argentina

Resistencia CRM NLB SLB BLS
[1-5] [1-5] [1-5] [1-5]

Numero de genotipos 87 87 82 87

Numero de ambientes 5 3 2 2

Minimo 1,13 1,43 1,55 1,10

Mediana 2,30 3,58 3,75 1,76

Media 2,35 3,56 3,54 2,11

Maximo 4,39 4,86 4,43 4,74

CV (%) 23 12 15 26

Componentes de varianza

o’ 1,02 1,29 1,09 1,53

0% 0,56 o 0,91 o 0’73 o 1,15 Fkk

0%.4 0,15 okl 0,21 falaled 0,07 0,08

o’ 0,31 0,17 0,30 0,29

Heredabilidad

H, ard 0,90 0,90 0,86 0,91

HZ i 0,88 0,88 0,82 0,89

CV: Coeficiente de variacion; BLS: estria foliar bacteriana, CRM: roya comun del maiz, H?: Heredabilidad; NLB: tizén comtn del maiz;
SLB: tizén foliar del maiz, ¢2: varianza fenotipica; g¢: varianza genética; g,,: varianza interaccion genotipo por ambiente; o2: varianza
residual o del error.

A su vez, los valores de H? de la resistencia a CRM, NLB, SLB y BLS informados en la Tabla II-2
estuvieron dentro del rango de valores publicados en la literatura Tabla II-3. La H? calculada de la
resistencia a CRM fue de 0,88, mientras que en la literatura se informaron valores de entre 0,58 y 0,93
(Liibberstedt et al. 1998; Brown et al. 2001; Olukolu et al. 2016; Zheng et al. 2018; Rossi et al. 2020a;
Sserumaga et al. 2020). La H? calculada de la resistencia a NLB fue igual a la calculada para CRM
(0,88), mientras que en la literatura se informaron valores entre 0,57 y 0,87 (Zwonitzer et al. 2010;
Wisser et al. 2011; Van Inghelandt et al. 2012; Lopez-Zuniga et al. 2019; Galiano-Carneiro et al. 2021).
La H? calculada de la resistencia a SLB fue 0,82, mientras que en la literatura estos valores estuvieron
entre 0,52 y 0,95 (Carson et al. 2004; Balint-Kurti y Carson 2006; Zwonitzer et al. 2010; Wisser et al.
2011; Lopez-Zuniga et al. 2019a). Para la resistencia a BLS, la H? calculada fue de 0,89, valor que fue

considerablemente superior al tnico valor publicado H*=0,42 (Qiu et al. 2020b).
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Tabla II-3: H? de la resistencia a siete enfermedades del maiz publicados en la literatura
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Enfermedad Heredabilidad Germoplasma Poblacion Metodologia Referencia
tipo tamaro
CRM
0,93 PD (CIMMYT) LE 50 Estandar (Sserumaga
et al. 2020)
0,75 PD LE 274 Holland (Olukolu et
al. 2016)
0,72 PD (CIMMYT) LE 296 Holland (Zheng et al.
2018)
0,71 731xW6786 Fa3 157 Estandar (Brown et
(Maices dulces) al. 2001)
0,65-0,82 KW1265xD146 Fs 120-280  Estandar (Lubberstedt
KW1265xD145 F4 etal. 1998)
D145xKW1292 Fs
0,58 PD (CIMMYT) LE 206 Estandar (Rossi et al.
2020a)
NLB
0,87 PD LE 1487 Holland (Van
(Germoplasma Inghelandt
europeo) etal. 2012)
0,87 PD (Maices LE 253 Holland (Wisser et
tropicales y al. 2011)
templados)
0,67-0,83 CSSL BC3F4s 111-265  Holland (Lopez-
Zuniga et al.
2019)
0,57-0,83 Poblacion LE 85-246  Cullis (Galiano-
0,64-0,84 multiparental TC 93-269 Cullis Carneiro et
derivada de un al. 2021)
donante tropical
por lineas
templadas
0,67 Kil4 x B73 RIL 109 Holland (Zwonitzer
et al. 2010)
SLB
0,95 PD (Maices LE 253 Holland (Wisser et
tropicales y al. 2011)
templados)
0.89 NC300 x B104 RIL 133 Estandar (Balint-Kurti
y Carson
2006)
0,85 Kil4 x B73 RIL 109 Holland (Zwonitzer
et al. 2010)
0,81 Mol7 x B73 RIL 298 Holland (Balint-Kurti
et al. 2007)
0,65-0,85 CSSL BC3F4s 111-265  Holland (Lopez-
Zuniga et al.
2019)
0,52-0,79 Mol7 x B73 RIL 158 Standat (Carson et
al. 2004)
BLS
0,42 CSSL BC3F4s 229 Holland (Qiuetal.
2020b)
FER
0,76 LP4637xL4674 RIL 298 Estandar (Giomi et al.
(Germoplasma 2016)
argentino)
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0,56

0,73-0,75

0,47-0,86

0,59-0,75

GER
0,72

0,77-0,80

0,68-0,72
0,44-0,72

0,56-0,72

CSM
0,67

0,70-0,84

A509, EP17,
EP43, EP53,
EP125 (Banco
germoplasma de
Galicia, Espafia)
PD: Goodman
association panel
GE440%xFR1064
NC300xB104

B73 x CML333
B73 x CML52
B73 x CML69
B73 x NC358

LP4637 x L4674
(Germoplasma
argentino)
Poblaciones
europeas
(“Kemater
Landmais Gelb” y
“Petkuser
Ferdinand Rot™)
Poblacion
multiparental
derivada de un
donante tropical
por lineas
templadas
C0325 x CO265

Zong 3
(resistente) x
87-1
(susceptible)
Poblaciones
derivadas de
KW1265, D146,
D145y
KW1292

MAGIC

BC1F1:

LE

RIL

RIL

DH

LE
TC

BC2F,

RIL

TC

672

279

213

200

298

500

173
498

NA

200
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Holland

Holland

Estandar

Holland

Estandar

Cullis

Cullis
Cullis

Estandar

Knapp

Estandar

Resultados

(Butrén et
al. 2019)

(Zila et al.
2014)
(Robertson-
Hoyt et al.
2006)
(Morales et
al. 2019)

(Giomi et al.
2016)

(Gaikpa et
al. 2021)

(Galiano-
Carneiro et
al. 2020)

(Chungu et
al. 1996)

(Ding et al.
2008)

(LUbberstedt
et al. 1998)

BCXFx:x: Familias derivadas de retrocruzas; BLS: estria foliar bacteriana; CIMMYT: Centro internacional de mejoramiento de maiz y trigo;
CRM: roya comun del maiz; CSSL: del inglés chromosome segment substitution line, se refiere a una poblacion compuesta por lineas que
portan un segmento cromosomico diferente del padre donante; CSM: carbon comin del maiz; DH: doble haploides; FER: podredumbre de
espiga por Fusarium; GER: podredumbre de espiga por Graminearum; MAGIC: del inglés Multiparent advanced-generation intercross
population, se refiere a una poblacién multiparental con muchas generaciones de intercruzamientos; NLB: tizon comiin del maiz; LE: lineas
endocriadas; PD: Panel diverso; RIL: del inglés recombinant inbred lines, se refiere una poblacion de lineas recombinantes; SLB: tizon foliar

del maiz.
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Podredumbres de espiga

La resistencia a las podredumbres de espigas (FER y GER) se evalu6 en dos experimentos de parcelas
divididas y bajo infeccion artificial. La escala de severidad utilizada fue una escala de 7 puntos, donde
1 indica resistencia y 7 susceptibilidad. Los dos experimentos independientes, realizados con 14 afios
de diferencia, presentaron poca conexion entre los genotipos evaluados. El experimento en el ambiente
P (Pergamino, campana agricola 2002/03) incluy6 solamente 22 genotipos, lo que resulté en un acotado
nivel de variacion. La severidad media del experimente fue de entre 2,95 y 5,30 para resistencia a FER,
y entre 3,79 y 5,42 para resistencia a GER (Figura 1I-10). La repetibilidad de las resistencias fue alta
para FER (0,76) y moderada para GER (0,59) (Figura II-10). El experimento en el ambiente O
(2016/17) incluy6 78 genotipos, de los cuales solamente 19 coincidieron con aquellos evaluados en el
ambiente P. La evaluacion mostrd una amplia variacion en ambas resistencias, con valores BLUP entre
2,43 y 6,56 en la resistencia a FER, y entre 2,75 y 6,61 en la resistencia a GER (Figura 11-10). La
repetibilidad fue alta en ambas resistencias, con valores de 0,83 para la resistencia a FER y 0,80 para la

resistencia a GER (Figura 11-10).

(a) (b) Testigo R @ Testigo S
7 - (n=78) 7 (n=78)
6 - (n=22) E 6 - (n=22) ’
=51 o= 8 <54 L
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a 37 9 : 2 3
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| I | I
P @) P @]
Ambiente Ambiente

Figura II-10: Graficos de caja con BLUP de la resistencia a (a) FER y (b) GER de genotipos evaluados en
ambientes individuales. Las resistencias se evaluaron utilizando una escala de severidad de siete puntos donde 1
indica completamente resistente y 7 completamente susceptible. La linea media indica el valor de la mediana, los
bordes inferior y superior de las cajas indican los valores de los cuartiles primero y tercero, respectivamente. “n”
se refiere al numero de genotipos evaluados por ambiente. Los testigos resistentes (Testigo R) y susceptibles
(Testigo S) estan representados con un punto verde y rojo, respectivamente. La repetibilidad (R) fue calculada
segun Cullis et al. (2006).

Los MLM ajustados para ambos experimentos cumplieron con los supuestos estadisticos, verificados a
través de graficos diagndsticos presentados en la Figura A-2. La correlacion genética entre los
experimentos en los diferentes ambientes fue muy baja, siendo 0,064 en la resistencia a FER y 0,003 en

la resistencia a GER. Consecuentemente, el ranking de genotipo mostro variaciones significativas entre
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ambientes para ambas resistencias (Tabla I1-4) y la H? fue extremadamente baja (FER: 0,12 y GER:
0,00) (resultados no presentados). Por esta razon, solo se consideraron para los posteriores analisis los
BLUP genotipicos obtenidos en el experimento realizado en 2016/17 (Ambiente O). En este sentido, la
H? coincide con la repetibilidad del experimento (0,83 y 0,80 para FER y GER, respectivamente). Estos
valores se encuentran dentro de rango de valores publicados en la literatura y coinciden con aquellos

valores mas altos ( 0,47 y 0,86) (Chungu et al. 1996; Giomi et al. 2016; Galiano-Carneiro et al. 2020).

Carbones de espiga

La resistencia a CSM fue evaluada mediante el conteo de nimero de carbones por planta (incidencia).
La distribucion de la variable CSM demostro la presencia de un exceso de ceros tanto en los

experimentos individuales como en todo el conjunto de datos (Figura II-11).
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Figura II-11: Histograma de la variable CSM expresada como nimero de carbones por ambiente.
El eje X representa el nimero de carbones por genotipo y el eje Y la frecuencia relativa.

La comparacion de MLGM a través del criterio de AIC indicé que el mejor ajuste se logro con el MLGM

con distribucion Poisson inflado en cero (ZIP) dado que no se presentd sobredispersion (Tabla 11-4).
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Tabla 11-4: Criterios AIC, BIC, Devianza y @ de los MLGM utilizados para el analisis de la resistencia a CSM.

Modelo gl ) AIC BIC Devianza
MB 12 - 1797 1853 1773
MP 12 0,81 1792 1848 1768
ZIP 17 1.06 1774 1854 1741
ZINBI 18 - 1791 1876 1755
ZINB2 18 1775 1859 1739

MB: Modelo con distribucién binomial; MP: Modelo con distribucion Poisson; ZIP: Modelo con distribucion Poisson inflado en cero; ZINB1:
Modelo binomial negativo inflado en cero con relacion lineal entre media-varianza; ZINB2: Modelo binomial negativo inflado en cero con
una relacion cuadraticas entre media-varianza. @: Sobredispersion del modelo. AIC: criterio de informacion de Akaike, BIC: criterio de
informacion Bayesiana. Valores mas pequefios de AIC, BIC y Devianza indican mejor ajuste del modelo (indicado con gradientes de colores,
donde el color verde indica valores mas bajos y el color rojo valores mas alto). El modelo MBN1 presenta el mejor ajuste basado en el AIC
(valores resaltados en “negrita”).

Este resultado fue consistente en los ambientes individuales, excepto en el ambiente “E”, donde el
MLGM ZINBI1 fue levemente superior (Tabla A-5). Ninguno de los ambientes present6 sobredispersion
(@ <1,0) por lo que se utilizo el MLGM ZIP para todos ellos (Tabla A-5). La correlacion entre el ranking
de genotipos a través de los ambientes resultod en valores intermedios a altos (0,45-0,67, Tabla I1-5). El

ranking de genotipos fue similar entre ambientes (Tabla A-6).

Tabla I1-5: Correlaciones de Pearson entre los BLUP de la incidencia de CSM por ambiente.

Correlacién de Ambiente A Ambiente B Ambiente C Ambiente E  Ambiente F

Pearson

Ambiente A 0,35 0,33 0,40 0,44
Ambiente B 0,35 0,54 0,59 0,64
Ambiente C 0,33 0,54 0,49 0,64
Ambiente E 0,40 0,59 0,49 0,46
Ambiente F 0,44 0,64 0,64 0,46

La repetibilidad, la H?, asi como también los componentes de varianza asociados a la resistencia a CSM,
se presentan en la Tabla I1-6. A través de la metodologia estdndar, se calcularon repetibilidades con
valores de entre 0,69 y 0,91 para cada ambiente, y la H> de la resistencia fue de 0,86 (Tabla 11-6). A
través de la metodologia Cullis et al. (2006), los valores de repetibilidad estuvieron entre 0,63 y 0,82 y
H? de la resistencia fue de 0,63 (Tabla I1-6). A excepcion del ambiente “E”, todas las repetibilidades y
la H? calculadas a través de la metodologia estandar fueron superiores a las obtenidas a través de la
metodologia de Cullis et al. (2006) (Tabla I1-6). Los valores de H? publicados por otros autores fueron

levemente superiores (0,67 a 0,84, Tabla I1-3) a los obtenidos en este trabajo.
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Tabla II-6: Componentes de varianza, repetibilidades y H? para la resistencia a CSM

. Ambiente  Ambiente Ambiente Ambiente = Ambiente Multi
Parametros "A" "B" "C" "E" "F" ambiental
Metodologia Estandar
o2 1,007 5,90 9,36™" 3,31 1,88™" 2,787
62 1,39"
o2 0,91 1,21 2,88 3,01 0,89 1,79
HZ,, indar 0,69 0,91 0,87 0,69 0,81 0,86
Metodologia Cullis
o2 2,84 3,80 1,40 3,06 0,55 1,54
HZ i 0,63 0,82 0,80 0,75 0,79 0,63

Los asteriscos (***) indican que los valores son estadisticamente diferentes de cero a un nivel de significancia de 0.1% (p <0.001). o4: varianza
genética; 02,,: varianza de la interaccion genotipo por ambiente; o2: varianza del error; HZ g, 4a,: Heredabilidad (repetibilidad por ambiente)
calculada a través de la metodologia estandar, HZ,;;s: metodologia Cullis et al. (2006).
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Los BLUP de las siete resistencias derivados del analisis multi ambiental se informan en la Tabla A-7

y las distribuciones de frecuencia de dichos BLUP se grafican en las Figura II-12 a Figura I1-14.
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Figura I1-12: Histograma de frecuencias de BLUP de la resistencia a CRM y BLS. Izquierda: BLUP de 87
genotipos evaluados en cinco ambientes para resistencia a CRM. Derecha: BLUP de 87 genotipos evaluados en
dos ambientes para resistencia a BLS. La evaluacion de ambas resistencias esta basada en una escala de cinco
puntos donde uno (1) indica completamente resistente y cinco (5) completamente susceptible. La linea punteada
roja indica la mediana de los datos. Los valores sobre las barras indican el numero de genotipos por categoria.
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Figura I1-13: Histograma de frecuencias de BLUP de la resistencia a NLB y SLB. Izquierda: BLUP de 87
genotipos evaluados en tres ambientes para resistencia a NLB. Derecha: BLUP de 82 genotipos evaluados en cinco
ambientes para resistencia a SLB. La evaluacion de ambas resistencias estd basada en una escala de cinco puntos
donde uno (1) indica completamente resistente y cinco (5) completamente susceptible. La linea punteada roja
indica la mediana de los datos. Los valores sobre las barras indican el nimero de genotipos por categoria.
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Figura I1-14: Histograma de frecuencias de BLUP de la resistencia a FER y GER. Izquierda: BLUP de 78
genotipos evaluados en un ambiente para resistencia a FER. Derecha: BLUP de 78 genotipos evaluados en un
ambiente para resistencia a GER. La evaluacién de ambas resistencias estd basada en una escala de siete puntos
donde uno (1) indica completamente resistente y siete (7) completamente susceptible. La linea punteada roja indica
la mediana de los datos. Los valores sobre las barras indican el nimero de genotipos por categoria.

La distribucion de frecuencias de los BLUP de la resistencia a CSM en el histograma presentado en la
Figura II-11 present6 un sesgo extremo hacia la derecha, coincidiendo con la presencia de exceso de
ceros mencionado previamente. Consecuentemente, el coeficiente de asimetria (Skewness) fue positivo,
con un valor de 4,48, la mediana fue de 0,50 basada en la escala de incidencia. Las distribuciones de
frecuencias de los BLUP de las resistencias a BLS y CRM también mostraron una predominancia de
genotipos resistentes (Figura I1-12). Esto resultd en distribuciones ligeramente sesgada hacia la
derecha, con coeficiente de asimetria de 0,84 y 0,48, respectivamente y medianas de 1,80 y 2,30 basada
en la escala de severidad de 1 a 5. Por el contrario, las distribuciones de frecuencias de los BLUP de las
resistencias a NLB y SLB en la Figura II-13 mostraron una predominancia de genotipos susceptibles a
ambas enfermedades. Ambas distribuciones se presentaron ligeramente sesgada hacia la izquierda, con
coeficientes de asimetria negativos de -0,41 y -0,79, y medianas de 3,60 y 3,75 dentro de la escala
severidad de 1 a 5. En cuanto a las podredumbres de espiga, las distribuciones de frecuencias de los
BLUP de las resistencias mostraron una ligera asimetria hacia la izquierda. Los coeficientes de
asimetrias fueron negativos, con valore de -0,23 para GER y -0,78 para FER, y medianas de 5,00 y 5,75
dentro de la escala de severidad de 1 a 7 (Figura I1-14).

Segtin los criterios de clasificacion de genotipos resistentes definidos en este mismo capitulo (Materiales
y métodos: Estudio de la MDR), el panel se compuso de la siguiente proporcion de genotipos resistentes:

CRM (79%), BLS (78%), CSM (55%), GER (42%), FER (35%), SLB (27%) y NLB (24%).

La distribucion de genotipos segiin el nimero de enfermedades a las que son resistentes se aproximo a
una distribucion normal (Figura I1-15). La mayoria de los genotipos presentd MDR, es decir, son
resistentes a al menos dos enfermedades. En orden decreciente, la proporcion de genotipos resistentes
fue la siguiente: 32 % resistencia a tres enfermedades (n=28), 20 % resistencia a dos enfermedades

(n=17), 18 % resistencia a cinco enfermedades (n=16), 17 % resistencia a cuatro enfermedades (n=15)
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y 7 % resistencia a seis enfermedades (n=6) (Figura II-15). Solo un genotipo (LP178) fue resistente a
todas las enfermedades. Por su parte, un tnico genotipo fue susceptible a todas las enfermedades (83525)
y tres genotipos fueron resistentes a una unica enfermedad (Figura II-15). Esto evidencié una

proporcidn de genotipos sin MDR extremadamente baja.
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Figura II-15: Histograma frecuencias de genotipos segin niimero de enfermedades a los que son resistentes.

De todas las posibles combinaciones de MDR, ocurrieron 42 combinaciones que se detallan en la Tabla
A-8. La MDR a dos resistencias incluyo siete combinaciones, cada una de ellas con entre uno (1) y seis
(6) genotipos (Tabla A-8). La MDR a tres resistencias incluy6 13 combinaciones, cada una de ellas con
entre uno (1) y 12 genotipos, siendo la mas importante la combinacion CRM-BLS-CSM (Tabla A-8).
La MDR a cuatro resistencias incluyo6 diez combinaciones, cada una de ellas con entre uno (1) y tres (3)
genotipos. La MDR asociada a cinco resistencias incluyd ocho combinaciones con entre uno (1) y cinco
(5) genotipos cada una de ellas (Tabla A-8). La MDR a seis resistencias representd tres combinaciones
con entre uno (1) y cuatro (4) genotipos cada una de ellas (Tabla A-8). Por ultimo, la MDR a todas las

enfermedades resultd en una unica combinacion con un (1) solo genotipo (Tabla A-8).

La correlacion genética entre las resistencias fue baja, con valores entre oscilaron entre -0,29 y 0,62
(Tabla I1-7). La mayor correlacion se observo entre la resistencia a las podredumbres de espigas FER y
GER. Por su parte, la menor correlacion, que a su vez fue negativa, se observo entre la resistencia a
CRM y BLS. Entre las enfermedades foliares, la mayor correlacion se observo entre la resistencia a los

tizones (NLB y SLB).
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Tabla II-7: Correlaciones de Pearson entre los BLUP genotipicos de la resistencia a siete enfermedades del maiz.

Correlacion de Enfermedades foliares Enfermedades de espiga

Pearson CRM NLB SLB BLS FER GER CcSM
CRM 0,17 0,15 -0,20 -0,04 0,05 0,06

Enfermedades NLB 0,17 0,38 0,17 -0,06 -0,08 0,06

foliares SLB 0,15 0,38 0,18 0,06 0,13 -0,02
BLS -0,20 0,17 0,18 0,02 -0,03 0,00
FER -0,04 -0,06 0,06 0,02 0,62 0,08

5:‘;‘*3;?;:“65 GER 0,05 008 013  -003 | 062~ 0,14
CSM 0,06 0,06 -0,02 0,00 0,08 0,14

Los asteriscos (***) indican que la correlacion es estadisticamente significativa a un nivel de significancia de 0,1% (p < 0.001). CRM: roya
comuin del maiz; CSM: carbon comun del maiz; FER: podredumbre de espiga por Fusarium,; GER: podredumbre de espiga por Graminearum;
NLB: tizon comun del maiz; SLB: tizon foliar del maiz.

En la Figura II-16, el biplot permitidé una exploracion visual de las relaciones entre las resistencias
(variables) y agrupamientos entre genotipos (observaciones). Las CP1 y CP2 del ACP explicaron un
46 % de la variacion total observada, con una contribucion individual de 24,1 % y 21,9 % para la CP1
y CP2, respectivamente. En la CP1, las variables de mayor peso fueron las resistencias a enfermedades
de espiga, principalmente las podredumbres de espiga FER y GER (autovalores: 0,85 y 0,88,
respectivamente). En la CP2, las resistencias a enfermedades foliares fueron mas importantes,
principalmente los tizones NLB y SLB (autovalores: -0,81 y -0,74, respectivamente). Los genotipos
susceptibles se ordenaron en el cuadrante inferior derecho, mientras que los MDR se localizaron en el
cuadrante superior derecho. A su vez, genotipos susceptibles a enfermedades foliares se ubicaron en la
mitad inferior del biplot, mientras que los genotipos con MDR a enfermedades foliares en la mitad
superior. En cuanto a enfermedades de espiga, los genotipos susceptibles se encontraron en la mitad

derecha, mientras que los genotipos con MDR a enfermedades de espiga en la mitad izquierda del biplot

(Figura I1-16).
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Figura I1-16: Biplot de las CP1 y 2 de un ACP basado en los BLUP de la resistencia a siete enfermedades
evaluadas en 78 genotipos.

Para la seleccion de genotipos MDR se considero6 una intensidad de seleccion del 10%, que corresponde
a 7 genotipos de los 78 genotipos para los cuales se contdé con el fenotipado completo de las siete
enfermedades. Considerando que la MDR no es un caracter habitual se consideraron como genotipos
MDR a la linca LP178, resistente a las sicte enfermedades, y a los seis genotipos resistentes

simultaneamente a seis enfermedades: AX888ITB, LP1222, LP214, LP3830, LP598 y LP923.

La seleccion de los genotipos MDR se realizo a través de cuatro indices de seleccion: indice MDR,
indice Elston, indice ACP e indice FAI-BLUP. Las correlaciones entre los rankings de genotipos
obtenidos a través de los diferentes indices fueron altas, con valores entre 0,71 y 0,90 (Tabla A-9). Las
altas correlaciones indican que independientemente del indice utilizado, se selecciona un conjunto y
ordenamiento similar de genotipos. Los indices MDR y Elston incluyeron al mismo conjunto de
genotipos, mientras que los otros indices seleccionaron diferentes conjuntos de genotipos. En total, se
seleccionaron 13 genotipos: L4637, LP178, LP214, LP2541, LP3830, LP4703, LP521, LP562,
LP5708, LP598, LP60S, LP918, LP923 (Tabla I1-8). Cuatro de estos genotipos: L4637, LP214,
LP598 y LP923, fueron consistentemente seleccionados por todos los indices, mientras que dos
genotipos: LP178 y LP918, fueros seleccionados por tres de los cuatro indices (Tabla II-8). Los demas

genotipos fueron seleccionados solamente por uno o dos indices (Tabla I1-8).
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Tabla I1-8: Listado de genotipos MDR y ranking de seleccion seglin cuatro indices de seleccion.
Ranking BLUP
Genotipo DD: é S < <

= 3 I /2 3 3 2 &5 F 2
: £ £ £ |l]o z ®» a o o ¢
LP923 4 4 4 1 1,9 2,5 2,6 3,1 4,5 3,7 0,3
LP598 2 1 5 2 1,5 3,1 2,4 1,3 4,5 41 0,4
LP214 6 5 6 4 19 2,3 315 2,7 4.3 4.2 0,1
L4637 3 3 2 7 2,2 3,2 3,0 1,8 3,8 2,7 0,7
LP178 1 2 [10] 3 2,6 1,5 3,0 1,1 45 44 0,4
LP5708 7 7 [14] [8] 1,6 3,6 2,8 1,1 583 4,4 0,4
LP918 5 6 [27] 5 1,1 2,2 1,6 2,2 57 5,2 0,3
LP562 [16] [14] [34] 6 1,4 2,2 2,2 3,2 5,8 51 0,4
LP605 [20] [18] [11] [9] 2,3 i 2,2 1,1 4.2 4.2 5,8
LP4703 [22] [22] 7 [26] 2,6 4,0 3,9 18 40 4.3 0,2
LP521 [8] [28] 3 [30] 1,5 47 3,8 1,4 24 44 04
LP2541 [9] [21] 1 [65] 2,5 4.4 3,0 3,4 2,5 3,6 0,3

La columna ranking indica la posicion del genotipo segun el indice considerado. Valores entre corchetes [] indican que el genotipo no fue
seleccionado por el indice. La columna BLUP indica el BLUP genotipico de resistencia a cada una de las siete enfermedades consideradas.
Los valores BLUP correspondientes a la resistencia a CSM se presentan en la escala original (interpretacion biologica).

Criterios de resistencia: i) Valor BLUP < 3,0 para enfermedades foliares (CRM, NLB, SLB, BLS); ii) Valor BLUP < 5,0 para podredumbres
de espiga (FER y GER); iii) Valor BLUP < 1,0 para carbones (CSM).

La performance de los indices de seleccion fue evaluada a través de la eficiencia de seleccion y GG
asociada a cada uno de ellos. Ninguno de los cuatro indices considerados alcanzé una eficiencia del
100 %, es decir, ninguno incluyo6 a los siete genotipos definidos como MDR del panel (Tabla I1-9). La
mayor eficiencia fue del 57 %, y se alcanzo con tres de los cuatro indices evaluados: indice MDR, indice
Elston e indice FAI-BLUP (Tabla I1-9). El indice ACP alcanz6 una eficiencia del 43 %, incluyendo en
la seleccion solamente tres de los siete genotipos MDR. La mayor GG se obtuvo a través de los indices
MDR y Elston, ambos con un valor de GG -21 %. Este valor representa que la siguiente generacion sera
un 21 % menos susceptible (o mas resistente) para todas las enfermedades (Tabla I11-9). La GG del
indice derivo del promedio de las GG por resistencia, asumiendo valores que oscilaron entre -8 % en la
resistencia BLS y FER, y -52 % en la resistencia a CSM (Tabla II-9). Estos valores indicaron un
progreso genético para todas las resistencias, aunque de magnitud diferente. La GG de los indices FAI-
BLUP y ACP fueron inferiores, con valores de 20 % y 21 % respectivamente (Tabla I1-9). Ninguno de
los cuatro indices alcanz6 una eficiencia del 100 %, sin embargo, la GG de los indices supera a la GG

que se obtendria seleccionando los siete genotipos MDR (ver “Referencia” en la Tabla I1-9).
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Tabla II-9: Eficiencias y GG asociadas a indices de seleccion utilizados para la seleccion de genotipos MDR.

Indices Eficiencia ch.s GG GG GG GG GG GG GG
Indice CRM NLB SLB BLS FER GER CSM
Referencia 100% -16% -8% -15% -17% -3% -11% -13% -46%
MDR 57% -21% -20% 23% -19%  -8% -8% -15%  -52%
Elston 57% -21% -20% 23% -19%  -8% -8% -15% -52%
ACP 43% -17% -13% -3% -9% 5% -23% -19%  -55%
FAI-BLUP 57% -20% -21% -28%  -21% 4% -7% -14% -52%

Referencia se refiere a la seleccion de los siete genotipos en el panel definidos como MDR.

En todos los casos, la GG promedio derivada de la seleccion de genotipos MDR a través de indices de
seleccion es considerablemente superior que aquella obtenida a través de la seleccion indirecta, es decir

si seleccionan individuos considerando solamente una resistencia (Tabla 11-10).

Tabla I1-10: GG asociada a la seleccion indirecta a través de resistencias individuales.

Resistencias Promedio GG CRM GG NLB GGSLB GGBLS GG FER GG GER GG CSM

CRM -9% -39% -15% -20% 8% 4% -2% -2%
NLB -8% -1% -35% -9% -12% 6% -1% 0%
SLB -10% -10% -14% -32% -11% -3% -9% 8%
BLS -6% 0% 0% -1% -44% -8% 8% 9%
FER -5% 1% 3% -1% 1% -23% -15% -2%
GER -5% 1% 1% -4% -1% -12% -18% -2%
CSM -12% -35% -34% 30% 20% -6% 2% -63%
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Discusion

El desarrollo de maices con MDR es una demanda del actual modelo agricola-productivo. Sin embargo,
ninguna investigacion se enfoco en la caracterizacion fenotipica y seleccion de MDR. Este capitulo tuvo
como objetivo la caracterizacion fenotipica de la resistencia de 87 genotipos a siete enfermedades del
maiz, ademas de la determinacion de parametros genéticos asociados a las resistencias estudiadas,

identificacion genotipos MDR y comparacién de metodologia para seleccion de MDR.

Cada resistencia estudiada presentd particularidades que no permitieron unificar la metodologia de
estudio, motivo por el cual se adaptaron protocolos y modelos especificos para cada una de ellas. Dentro
de tales particularidades podemos destacar el 6rgano afectado (hojas versus espigas), patron de infeccion

(severidad versus incidencia) y presencia de indculo natural versus inoculacion artificial.

La resistencia a enfermedades foliares se evalué utilizando escalas de severidad de cinco puntos,
principalmente bajo infeccion natural. Las escalas utilizadas para evaluar la severidad fueron escalas
ordinales (1-a-5) que fueron analizadas con MLM como si fueran escalas cuantitativas. Si bien este
enfoque no cumple estrictamente con los supuestos estadisticos subyacentes al MLM, constituye la
metodologia mas apropiada y difundida para el estudio de conjuntos de datos de esta naturaleza (Laidig
etal. 2021). Los principales argumentos a favor de esta metodologia se basan en la simplicidad, precision
y validez de la metodologia. El objetivo principal de la evaluacion es un correcto ranking de genotipos
entre resistentes o susceptibles y no estimar la gravedad de la enfermedad en una escala porcentual. La
escala ordinal con puntuaciones es esencialmente una escala logaritmica, donde los puntajes bajos (1)
se corresponden a pequefios incrementos en la escala de porcentajes y puntajes altos (5) a incrementos
mas grandes (Hartung y Piepho 2007). Las escalas logaritmicas son ampliamente utilizadas en el
mejoramiento ya que constituyen la forma mas conveniente de evaluar la gravedad de la enfermedad a
través de un optimo balance entre simplicidad y precision (Hartung y Piepho 2007; Laidig et al. 2021).
Otras metodologias para el andlisis de datos ordinales o la utilizacion de transformaciones derivan en
distorsiones en el orden de los genotipos generando conclusiones incorrectas o poco razonables (Laidig
et al. 2021). A su vez, los graficos diagnostico derivados de este trabajo, asi como las conclusiones
alcanzadas por Laidig et al. (2021) demuestran que no hay grandes desviaciones de los supuestos de

normalidad y homogeneidad de varianza, siendo esta evidencia suficiente para garantizar la validez del

La repetibilidad expresa la proporcion de la variacion total que es reproducible entre mediciones
repetidas del mismo individuo (Nakagawa y Schielzeth 2010). En este sentido, los altos valores de
repetibilidad observados en todos los ambientes demostraron, que ademas de las escalas, los ambientes
fueron apropiados, con niveles de infeccion que permitieron una evaluacion precisa. El fenotipado de
enfermedades en ambientes con inoculo natural es menos comin en la literatura, donde predomina la

infeccion artificial. Esto se debe a que en ambientes con indculo natural no siempre se pueden alcanzar
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niveles adecuados y distribucion uniforme de la enfermedad, lo que provoca inconsistencias en el
fenotipado (Kistner et al. 2022a). Sin embargo, aprovechar ambientes naturales con alta y uniforme
presion de indculo presenta importantes beneficios bioldgicos, ambientales y econdmicos. En este
trabajo, buscamos explotar estos beneficios a través de una correcta seleccion de ambientes, priorizando

el inoculo natural para evitar el impacto de introducir nuevos patdgenos.

CRM se evalud en la region maicera Argentina, donde la enfermedad es endémica y se presenta todos
los afios con niveles de severidad variables, principalmente en fechas de siembra tempranas (Gonzalez
2005; Gonzalez et al. 2011; Rossi et al. 2020a). La propia localidad de Pergamino fue seleccionada para
estudiar la diversidad racial del patégeno, lo que destaca su importancia en relacion con la enfermedad
(Gonzalez et al. 2011; Darino et al. 2016). Asimismo, la prevalencia e importancia de BLS en la regién
pampeana, y concretamente en la localidad de Pergamino, fue confirmada por Plazas et al. (2018). Los
ensayos de SLB se realizaron en un lote con una larga historia de monocultivo de maiz, en el noroeste
de Argentina, donde predomina un clima tropical favorable para la enfermedad (Peel et al. 2007). La
presencia del patéogeno en el lote se confirmé mediante la recoleccion de muestras con sintomas
caracteristicos y la realizacion de los postulados de Koch. Para evaluar NLB, se realizaron ensayos en
la provincia de Cordoba, donde el nivel de prevalencia e infeccion es del 100% todos los afios (De Rossi
et al. 2022). En un solo ambiente se optd por la inoculacion artificial para la caracterizacion de NLB
(“Ambiente K en la localidad de Pergamino, provincia de Buenos Aires”) dado que experimentos
previos demostraron baja presion de indculo natural. La alta correlacion del ranking de genotipos entre
la localidad con inoculacion artificial y las localidades con infeccion natural demostré que ambas
metodologias son plausibles para el fenotipado. Este resultado favorable posiblemente se deba a la
caracterizacion local de razas fisiologicas del patdgeno, a la eleccion de una raza representativa para la
preparacion del indculo y a un correcto ajuste del protocolo de inoculacion (Gaikpa y Miedaner 2019;
Navarro et al. 2021). Los testigos resistentes incluidos en cada experimento permitieron confirmar que

la seleccion de ambientes fue correcta para las cuatro enfermedades foliares.

Las resistencias a FER y GER (podredumbres de espiga) se evaluaron mediante una escala de severidad
ordinal de siete puntos (1-a-7). Por lo tanto, los puntos discutidos anteriormente para las escalas
ordinales se aplican igualmente a esta escala. A diferencia de las enfermedades foliares, la evaluacion
de las podredumbres de espiga se realizo exclusivamente bajo infeccion artificial. Esta decision se basod
en la experiencia del grupo de mejoramiento de INTA Pergamino con la enfermedad, dado que los
patogenos ingresan a través del canal del estigma o heridas, generando una infeccion poco uniforme
(Iglesias et al. 2010; Presello et al. 2011; Giomi et al. 2016, 2021). La alta repetibilidad de la resistencia
a FER y a GER demostro la efectividad de la metodologia de trabajo y fue comparable con valores

reportados en la literatura.

La resistencia a CSM se evalu6é mediante la incidencia del nimero de carbones por planta. El analisis

de los datos se realiz6 utilizando un modelo MLGM debido a la naturaleza discreta de la variable
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respuesta. La visualizacion del conjunto de datos determind la presencia de un exceso de ceros, es decir,
una mayor cantidad de ceros en los valores observados de lo que se esperaria segun una distribucion de
Poisson. Entre las metodologias para modelar excesos de ceros se optd por el modelo inflado en cero
con distribucion Poisson, porque fue el MLGM con menor AIC y sin sobredispersion (Zuur et al. 2009).
El uso del MLGM permitio realizar una estimacion tanto en la escala original, a través de la inversa de
la funcién de enlace, como en la escala latente subyacente (Nakagawa y Schielzeth 2010). Los resultados
presentados corresponden a la escala latente, con la excepcion de la interpretacion bioldgica para la cual

se utilizd la escala original.

La H? es una extension de la repetibilidad con mediciones repetidas en diferentes localidades y afios, es
decir ambientes (Nakagawa y Schielzeth 2010). Todas las resistencias resultaron en estimaciones de H?
altas. Estos resultados indican una alta ¢ y baja 62 y 0Z,,. La alta y estadisticamente significativa o2
demostrd que la diversidad presente en el germoplasma es significativa, un requisito esencial para la
seleccion y el progreso genético de un programa de mejoramiento (Woyann et al. 2020). La magnitud
de la ¢2 demuestra nuevamente la precision del fenotipado en los ambientes, es decir, que la
metodologia de evaluacion fue consistente a través de los ambientes. Por su parte, la 02,4, no fue
estadisticamente significativa y representd una pequeiia proporcion de o2, por lo tanto, solo unos pocos
ambientes representativos serian necesarios para el fenotipado de estas enfermedades, lo que se traduce
en una mayor eficiencia en la seleccion e incorporacion de resistencias en programas de mejoramiento
genético (Yan et al. 2007). En los MLGM, la 62 se puede calcular directamente, al igual que en un MLM,
sin embargo, los MLGM no proporcionan una estimacion directa de la ¢2. Esta varianza podria
calcularse “equivalentemente” a través de tres componentes: una varianza especifica inherente a la
escala latente (enlace), un parametro de (sobre)-dispersion de escala de datos expresado en relacion con
la varianza especifica de distribucion de escala latente (sobre dispersion multiplicativa) y una varianza
residual en la escala latente (sobre dispersion aditiva) (Nakagawa y Schielzeth 2010). Sin embargo, esta
metodologia no es viable para el modelo inflado en ceros que asume dos tipos de distribuciones para los
diferentes tipos de ceros. En la literatura hay poca documentacion acerca de la mejor metodologia para
determinar de H? a través de un MLGM. Por este motivo, en este trabajo la H*> Estandar se obtuvo
aproximando un MLM y la H? Cullis a través de los componentes derivados del MLGM utilizado para
obtener los BLUP. A pesar de que ambas metodologias derivaron en valores razonables, y de que la H?
Estandar fue superior, es probable que la H*> Cullis sea mas conveniente, dado que deriva de un modelo
apropiado para la variable respuesta, y disminuye el riesgo de sobre estimaciones asociada desbalances
en el conjunto de datos (Piepho y Mohring 2007; Schmidt et al. 2019). De acuerdo con los trabajos de
Schmidt et al. (2019), el calculo de la H? a través de la metodologia estandar (Ecuacioén 1) dio como
resultado una sobreestimacion del valor de H? asociado a datos desbalanceados (Piepho y Méhring 2007;
Schmidt et al. 2019). En este trabajo, la diferencia entre ambas metodologias no fue tan grande, dado

que basicamente se trabajo con el mismo conjunto de genotipos y se produjeron minimas pérdidas de
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datos. En la practica, deberian preferirse los métodos alternativos (Ecuacion 5S) por su rapidez y menor
sesgo. En la literatura, los trabajos més recientes optan por otras metodologias alternativas para calcular
la H? (Tabla I1-3). La metodologia més habitual es la de Holland et al. (2002), que contempla el efecto
del desbalance de los datos mediante la inclusidon de medias arménicas en la Ecuacidén 1 para el nimero
de ambientes y repeticiones. Si bien esta metodologia es valida y deriva en resultados mas precisos que
a través de la H? Estandar, la H? Cullis permite no solo contemplar el efecto del desbalance de los datos,

sino también extrapolar el calculo tanto a MLM como a MLGM.

Nuestras estimaciones de la H? para las resistencias evaluadas dieron como resultado valores elevados.
Estos valores coinciden con los valores publicados en la literatura, lo que demuestra que la resistencia a
enfermedades es un cardcter cuantitativo altamente heredable, que permite llevar a cabo una seleccion
altamente eficiente. A su vez, dado que en este trabajo trabajamos con lineas endocriadas, podemos
asumir que la H? es similar a la h?, ya que la varianza debida a los efectos de dominancia y epitasis
carece de importancia, predominando el componente aditivo (67) (Ecuaciéon 2). La menor H?
correspondié a la resistencia a CSM, resultado que podria explicarse por una menor ¢ dada una
importante proporcion de genotipos resistentes y la distribucion discreta de la enfermedad. No obstante,

este valor de H? (0,63) sigue siendo un valor alto para un caracter cuantitativo.

La composicion del panel de genotipos se caracterizO por una importante proporcion de genotipos
resistentes a CRM, BLS, una proporcion intermedia de genotipos resistentes a CSM y una baja
proporcion de genotipos resistentes a GER, FER, SLB, y NLB. La alta proporciéon de genotipos
resistentes a patdogenos predominantemente bidtrofos y la baja proporcion de genotipos resistentes a
patégenos predominantemente necrotrofos indicaria que, durante el proceso de seleccion, se habrian
seleccionado indirectamente mecanismos de resistencia mayormente asociados a patogenos biotrofos en
detrimento de mecanismos de resistencia a asociados a patogenos necrétrofos. Esta posibilidad incluye
la respuesta mediada por acido salicilico en respuesta a ataques biotroficos frente a la respuesta mediada
por acidos jasmoénico/etileno en respuesta a ataques de patogenos necrotrofos (Spanu y Panstruga 2017)
o la explotacion de la HR como una forma de controlar patdégenos biotrofos que favorecen a los

patogenos necrotrofos (Mengiste 2012; Balint-Kurti 2019).

Ademads, se comprobd que el panel estd compuesto principalmente por genotipos MDR, y que los
genotipos que no son resistentes a ninguna enfermedad, o son solo resistente a una, representan apenas
un 5 % del panel. Estos resultados indicarian que la MDR es un fendmeno frecuente en el germoplasma
utilizado y que probablemente sea consecuencia de la larga historia de adaptacion y seleccion de los
genotipos al ambiente local. La MDR presente en el panel corresponde principalmente a genotipos
resistentes simultaneamente a tres enfermedades, aunque también se destaca la MDR a cinco, cuatro y
dos enfermedades. A pesar de estos resultados, la mayor proporcion de combinaciones de MDR esta
compuesta por entre 1 y 12 genotipos, siendo la mas frecuente la combinacion CRM-BLS-CSM. Las

combinaciones de MDR en el panel no se corresponden con las correlaciones genéticas observadas entre
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pares de enfermedades. Esta observacion puede ser consecuencia de una proporcion desigual de
genotipos resistentes a las diferentes enfermedades y un ntimero reducido de representantes por
combinacion. A pesar de este resultado, resulta interesante identificar las bases moleculares asociadas a

estos genotipos MDR, ya que la MDR es una caracteristica frecuente en el panel.

Las correlaciones genéticas entre pares de resistencias fueron de bajas, aunque comparables con aquellos
valores informados en la literatura (Lopez-Zuniga et al. 2019; Qiu et al. 2020a; Kistner et al. 2021).
Solamente la correlacion entre FER y GER, y entre NLB y SLB fueron estadisticamente significativas.
Una alta correlacion genética puede indicar que las bases genéticas de dos caracteres son comunes, ya
sea por la presencia de genes pleiotropicos o de regiones gendmicas comunes (Falconer y Mackay 1996).
La mayor correlacion se observo entre la resistencia a las dos podredumbres de espiga (FER y GER), lo
que podria indicar que alguna caracteristica de la espiga conferiria resistencia. Trabajos previos han
sugerido que algunas caracteristicas del grano, como la composicion y el grosor de la capa de cera, la
composicion de fenilpropanoides en el pericarpio, o el perfil de compuestos volatiles en el estigma o
granos, podrian estar asociadas con la resistencia a la podredumbre de espiga y reducir la acumulacién
de micotoxinas (Sampietro et al. 2009, 2013; Fauguel et al. 2017). Las correlaciones entre resistencias
a enfermedades foliares y de espiga fueron cercanas a cero, y sin significancia estadistica, por lo que
diferentes mecanismos moleculares determinarian la resistencia a enfermedades en diferentes 6rganos.
Por su parte, la correlacion entre ambas podredumbres de espiga (FER y GER) respecto a CSM también
fue cercana a cero, lo cual concuerda con la naturaleza necrotrofica versus biotrofica de los agentes
causales. La correlacion genética entre NLB y SLB fue relativamente alta, lo que podria asociarse a que
ambos patogenos (E. turcicum 'y C. heterostrophus) tienen fases necrotroficas predominantes, y a algin
mecanismo de detoxificacion o refuerzo de las paredes celulares subyacente a la resistencia (Wisser et
al. 2011; Zhao et al. 2012; Yang et al. 2017b; Human et al. 2020). Aunque en el panel existe una alta
proporcion de genotipos resistentes a CRM y BLS, y que ambos agentes causales (P. sorghi und X.
vasicola) tienen fases biotroficas predominantes, la correlacion entre ambas resistencias fue negativa.
En este sentido, es posible que no haya genes pleiotropicos o genes ligados asociados a ambas

resistencias (Wisser et al. 2011).

La MDR result6 mas frecuentemente representada por genotipos con resistencia a mas de dos
resistencias, por lo tanto, la representacion grafica del ACP a través de un biplot de variables y
observaciones resultdo mas informativa que las correlaciones entre pares de resistencias. En este sentido,
el grafico permitié identificar grupos de genotipos con MDR general, MDR a enfermedades foliares y
MDR a enfermedades de espiga. Estos resultados indican un papel principal de los mecanismos de
resistencia asociados al dérgano afectado y un papel secundario del estilo de vida del patdgeno

involucrado.

La seleccion de genotipos con MDR se podria haber realizado intuitivamente seleccionando aquellos

genotipos resistentes al mayor niumero de enfermedades. Sin embargo, el uso de indices de seleccion
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ofrece la posibilidad de aumentar la eficiencia y el progreso genético en la siguiente generacion. Por tal
motivo, los cuatro indices de seleccion evaluados se compararon en funcién de su eficiencia (cantidad
de genotipos seleccionados correctamente) y de la GG del indice (incremento promedio de la resistencia
o disminucioén promedio de la susceptibilidad de la poblacion en la proxima generacion). Se considero
una eficiencia del 100 % a la seleccion de los siete genotipos definidos como MDR. Esta eficiencia no
se alcanzo6 con ninguno de los indices estudiados, sin embargo, las GG obtenidas con todos los indices
fueron mayores que la GG alcanzada seleccionando manualmente a los genotipos MDR. En este sentido,
la GG es un pardmetro mas importante que la eficiencia, ya que indica el progreso genético, que es el

objetivo principal del programa de mejoramiento genético (Falconer y Mackay 1996).

Entre los cuatro indices comparados, la mayor GG se obtuvo con los indices MDR y Elson, que
seleccionaron el mismo conjunto de genotipos. En este sentido, cualquiera de estos dos indices podria
recomendarse para la seleccion de MDR. En una publicacion previa, Kistner et al. 2022_estudiaron los
cuatro indices propuestos para la seleccion de resistencias a cuatro enfermedades foliares, identificando
al indice ACP como el mas apropiado. En aquel trabajo, los tizones, que coinciden con las resistencias
de mayor variacion genética y correlacion, se ordenaron sobre la CP1 de izquierda a derecha de menor
a mayor resistencia, mientras que sobre la CP2 se ordenaron los genotipos segiin su comportamiento
frente a CRM (abajo) y BLS (arriba). Dada la alta proporcion de genotipos resistentes a CRM y BLS, la
seleccion basada en el ACP, que se basa principalmente en la CP1, result6 exitosa. La inclusion de mas
resistencia (variables) favorecido que la seleccion basada en el indice ACP se inclinara por aquellas
resistencias con mayor peso en la CP 1 (FER, GER y CSM) en detrimento de aquellas mas representadas

por la CP 2.

En funcion de estos resultados, se puede concluir que el mejor indice depende del conjunto de
resistencias estudiadas y de las relaciones entre ellas. El indice ACP resulta 1til cuando se trabaja con
resistencias altamente correlacionadas o bien cuando aquellas con menor necesidad de progreso genético
tienen mayor peso sobre la CP2. Cuando se trabaja con un gran ntimero de resistencias, asociadas a
organos y patogenos tan diversos, es de esperar que los mecanismos subyacentes sean también diferentes
y que no exista correlacion entre ellas o sea negativa. En este sentido, los indices MDR y Elston resultan
mas recomendables. El uso de un indice proporciona siempre una mayor GG que la seleccion intuitiva
de genotipos MDR (genotipos con resistencias a mas enfermedades) y que la seleccion indirecta de
MDR (a partir de una sola resistencia). De todas formas, la decision final sobre qué indice es el mejor
queda a criterio del mejorador, ya que es posible que se desee favorecer la GG de determinadas

resistencias y no la GG general.

A excepcion del indice ACP, todos los demas incluyeron en la seleccion a la linea LP 178, la tnica linea
del panel que resulté resistente simultaneamente a las siete enfermedades. La linea LP 178 es una linea
de ciclo intermedio con endosperma Flint y, grano anaranjado que fue derivada de germoplasma tropical

Suwan (Kistner et al. 2022a). El endosperma Flint se reconoce por su mayor resistencia a los patégenos
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de la espiga en comparacion con el endosperma de tipo dentado, ya que tiene una textura dura y vitrea,
a diferencia de la textura blanda y harinosa de los dentados (Sampietro et al. 2009; Giomi et al. 2016).
Por su parte, cabe esperar una mayor contribucion de alelos de resistencia en el germoplasma tropical,
dada la mayor presion de seleccion de los ambientes tropicales en comparacion con ambientes templados
(Galiano-Carneiro et al. 2021; Gaikpa et al. 2021). Esta combinacién de caracteristicas podria explicar
la MDR asociada a las siete enfermedades. En contraposicion, la tnica linea con MDS del panel (83525,
susceptible a las siete enfermedades) es una linea semidentada con un fondo genético amplio que incluye
germoplasma argentino-caribe, compuesto I, y poblaciones locales en su pedigree. A pesar del amplio
fondo genético disponible, la linea fue seleccionada por sus atributos de calidad, como un alto contenido
de &cido oleico. Estos atributos, combinados con la presencia de un endosperma harinoso, podrian haber

sido criterios de seleccion prioritarios en detrimento de la resistencia a enfermedades.

En resumen, los resultados de este capitulo permitieron una primera aproximacion al estudio de la MDR
en germoplasma argentino de maiz, sentando las bases para un estudio de GWAS exitoso. Esta
afirmacion se deriva de las altas H? obtenidas que indican: i) un disefio experimental eficiente, ambientes
y escalas de evaluacion apropiadas que minimizaron la ¢2 para todas las resistencias estudiadas; ii) una
alta o2 presente en el germoplasma para todas las resistencias estudiadas. Ademas, nuestros resultados
demostraron la presencia de una alta proporcion de genotipos MDR que incluyen multiples

combinaciones de resistencias probablemente asociadas a diversos alelos de MDR presentes en el panel.
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CAPITULO III : GWAS PARA MDR

Resumen

El GWAS es una de las técnicas mas utilizadas para identificar QTL asociados a resistencia a
enfermedades. El objetivo principal de este capitulo fue identificar regiones de MDR en un panel de
genotipos de maiz mediante GWAS. EI GWAS se realizdo con los BLUP de las siete resistencias
obtenidos en el capitulo Il y ~41K SNP en un subconjunto del panel compuesto por 63 genotipos. El
analisis de la estructura poblacional no mostr6 una clara estructuracion, sino mas bien una estratificacion
asociada a las relaciones de parentesco. El analisis de caida de LD revel6 una distancia promedio de
caida del LD de 326 Kb, una distancia minima de 175 Kb en el cromosoma 1 y una méxima de 460 Kb
en el cromosoma 9. El GWAS derivo en la identificacion de 26 QTL para tres de las resistencias
estudiadas. La mayor proporcion de QTL (n=20) se asocié con resistencia a SLB, explicando
conjuntamente un 16 % de la 6% total, mientras que para NLB y BLS se identificaron tres y dos QTL,
respectivamente, que explicaron entre el 2 %y el 3 % de la 6% total. El bin 3.04 fue el que presentd més
QTL y coincide con la ubicacion del gMDR.3.04, que fue el unico QTL de MDR (resistencia a BLS y
SLB). Dentro de las regiones en LD de los 26 QTL de resistencia se localizaron un total de 355 genes
candidatos. El analisis de los genes candidatos basado en la anotacion funcional permiti6 identificar 73
genes dentro de las regiones candidatas putativamente asociados con mecanismos de resistencia. La
mayor cantidad de genes candidatos se localiz6 en el bin 3.04, region que coincidié con publicaciones
de otros autores como una region de MDR. Entre los genes candidatos identificados, se destacaron
funciones enzimaticas, proteinas estructurales, de detoxificacion y factores de transcripcion.
Concretamente, en el gMDR.3.04, el mecanismo de resistencia asociado podria derivar de la accion de

una enzima lipasa y un receptor RLK.

78



CAPITULO III - GWAS para MDR
Introduccién

Introduccion

El GWAS ha demostrado ser una herramienta exitosa para identificar genes o QTL asociados a caracteres
cuantitativos, entre ellos de resistencia a enfermedades en maiz. La Tabla A-1 muestra varios ejemplos
recientes de GWAS exitosos para resistencia a BLS (Ruiz et al. 2023), FER (Zila et al. 2014; Chen et al.
2016; Coan et al. 2018; Samayoa et al. 2019; Butron et al. 2019), GER (Gaikpa et al. 2021), GLS (Wisser
et al. 2011; Shi et al. 2014; Benson et al. 2015; Mammadov et al. 2015; Kuki et al. 2018; Omondi et al.
2023), MWS (Rossi et al. 2020a) y SLB (Kump et al. 2011; Chen et al. 2016).

El GWAS es una metodologia de mapeo de QTL/genes basada en el LD que permite identificar
asociaciones fenotipo-genotipo (Breseghello y Sorrells 2006; Burghardt et al. 2017). El desequilibrio de
ligamiento es un fenomeno genético que ocurre cuando ciertos alelos en loci diferentes, de marcadores
y/o genes/QTL, tienden a heredarse juntos con mayor frecuencia de lo que se esperaria por azar. Este
fenémeno proporciona informacion valiosa sobre la historia evolutiva y la estructura genética de las
poblaciones, asi como sobre la localizacion de genes/QTL asociados a ciertos caracteres. A diferencia
de otras estrategias de mapeo génico, el GWAS puede analizar millones de variantes alélicas
simultaneamente, lo que permite realizar un andlisis integral del genoma. Al aprovechar los eventos de
recombinacidn historicos, consigue una mayor precision que otras técnicas de mapeo (Wiirschum 2012;

Burghardt et al. 2017; Wani et al. 2022).

El GWAS implica basicamente los siguientes pasos (Figura III-1): (1) seleccion del germoplasma, (2)
caracterizacion fenotipica y genotipica del mismo, (3) determinacién de la presencia de estratificacion
en la poblacion y grado del LD, (4) establecimiento de asociaciones estadisticas fenotipo-genotipo, (5)
identificacion de los posibles genes y vias metabolicas candidatas (Ersoz et al. 2009; Burghardt et al.

2017).
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Figura III-1: Etapas del procedimiento para un mapeo de genoma completo. (1) Seleccion de germoplasma con
amplia variacion fenotipica. (2) Caracterizacion fenotipica. (3) Caracterizacion genotipica del germoplasma. (4)
Estudio de la estructura poblacional y relaciones de parentesco. (5) Estudio de la extension del LD. Figura de
autoria propia.

La seleccion del germoplasma y su caracterizacion fenotipica, asi como la H? del caracter estudiado, son

determinantes para el éxito del GWAS (Burghardt et al. 2017). Estos aspectos esenciales y

condicionantes se abordaron en profundidad en el Capitulo II : Fenotipado.

El genoma del maiz posee un tamafio aproximado de 2,3 Gb y una tasa de polimorfismos de
aproximadamente un SNP cada 44-77 pb (Rafalski y Morgante 2004; Ganal et al. 2011). El microarreglo
MaizeSNP50 BeadChip se desarrollé a partir de 800.000 SNP previamente identificados en el maiz y
supuso el primer microarreglo de SNP fiable y a gran escala en maiz (Ganal et al. 2011). Su utilizacién
fue exitosa en la identificacion de QTL de resistencia a enfermedades y otras caracteristicas agronomicas

(Xue et al. 2013; Zila et al. 2013; Han et al. 2018).

Los microarreglos de SNP permiten estudiar diferentes caracteristicas de una poblacion. El patron de
LD depende de multiples factores, es especifico de cada poblacion y es esencial para inferir la densidad
de MM necesarios para lograr una buena resolucion de mapeo (Flint-Garcia et al. 2003; Rafalski y
Morgante 2004; Stich y Melchinger 2010; Van Inghelandt et al. 2012). Entre los factores que influyen
en el patron del LD, se pueden mencionar la seleccion, la migracion, la endogamia y el tamafio de la
poblacion (Rafalski y Morgante 2004; Breseghello y Sorrells 2006). Por su parte, las mutaciones
generan nuevos polimorfismos y haplotipos, y los eventos de recombinacion reclasifican estas variantes
de haplotipos a lo largo de las generaciones (Flint-Garcia et al. 2003; Breseghello y Sorrells 2006). La
magnitud del parAmetro r* sintetiza los eventos historicos de recombinacion y mutacion que ocurrieron
en la poblacion a lo largo de las generaciones, y es la medida mas usada para informar el LD. Un valor

de r? igual a cero indica que dos loci no se heredan de forma conjunta, mientras que valores mas cercanos
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a uno evidencian una fuerte asociacion entre loci (Flint-Garcia et al. 2003; Ersoz et al. 2009). La caida
y extension del LD se verifica graficando los valores 2 en funcién de una distancia fisica (Kb) o genética

(cM) (Flint-Garcia et al. 2003; Yan et al. 2009).

La presencia de subgrupos de individuos con diferente ascendencia y las relaciones de parentesco entre
ellos afectan a la extension del LD y proporcionan falsos positivos si no se tienen en cuenta en el modelo
de mapeo (Astle y Balding 2009). Esta estructura genética puede determinarse mediante el método
bayesiano propuesto por Pritchard et al. (2000), que consiste en usar un conjunto de MM aleatorios para
agrupar los individuos emparentados en subgrupos. También es posible inferir la estructura poblacional
a través de un ACP (Zhu et al. 2008). Por otro lado, debe determinarse el grado de parentesco entre los
individuos, cuyos valores generan la matriz de parentesco o Kiship (K), que indica la probabilidad de

que los gametos sean idénticos por descendencia (IBD) (Zhang et al. 2010).

Los mejores resultados de GWAS se obtienen con un numero elevado de MM y una distribucion
uniforme en el genoma (Burghardt et al. 2017). Sin embargo, una cobertura desigual de MM es una
situacion frecuente en la que la imputacion de datos faltantes, por ejemplo mediante el método LD-
kNNi, (kNNi, del inglés k-nearest neighbors imputation), proporciona una solucion rapida y precisa

para lidiar con la falta de cobertura (Money et al. 2015; Kaler et al. 2020).

La teoria basica de un GWAS se basa en un modelo lineal para detectar diferencias significativas entre
las medias asociadas a los pares de alelos de un MM (Breseghello y Sorrells 2006; Ersoz et al. 2009;
Burghardt et al. 2017). Sin embargo, este modelo basico da lugar a un gran nimero de falsos positivos,
es decir, a un error de tipo I. En este sentido, se han desarrollado diferentes métodos estadisticos para
controlar este fenomeno (Ersoz et al. 2009; Laido et al. 2014; Kaler et al. 2020). El uso de MLM permite
incorporar la estructura poblacional como covariable fija en el modelo y controlar falsos positivos
asociados a la estructuracion (Zhang et al. 2010). La aparicion de falsos positivos también puede deberse
a la multiplicidad de pruebas estadisticas que se realizan durante el analisis donde métodos como el
método de la tasa de falso descubrimiento (FDR) puede utilizarse reducir el nimero de este tipo de

resultados (Benjamini y Hochberg 1995; Ersoz et al. 2009).

El objetivo de este capitulo fue identificar genes/QTL de resistencia a enfermedades individuales o
multiples (MDR) a través de un GWAS, y asociarlos con vias metabdlicas de resistencia usando un panel
compuesto por 63 lineas endocriadas de maiz, pertenecientes al programa nacional de mejoramiento

genético de INTA Pergamino.
Los objetivos especificos fueron:

I) Identificar regiones de resistencia individual a siete enfermedades del maiz.
D) Comparar regiones de resistencia a enfermedades individuales identificadas para revelar
regiones comunes o hotspots de resistencia.

110) Asociar las regiones candidatas a genes y vias metabdlicas de resistencia.
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Materiales v métodos

Fenotipado

El germoplasma, la coleccion y el analisis de datos fenotipicos se describieron en el capitulo anterior

(ver Capitulo II: Fenotipado). En este capitulo se utilizaron los BLUP correspondientes a los 63

genotipos evaluados en los ensayos multi ambientales.

Genotipado

El genotipado se obtuvo a partir de muestras de ADN de los 63 genotipos que se caracterizaron con
56.100 SNP uniformemente distribuidos en el genoma del maiz (MaizeSNP50 BeadChip de Illumina,
(Ganal et al. 2011). Este genotipado se realizé en el marco de un convenio de vinculacion tecnoldogica
entre INTA y la empresa Syngenta Argentina. Las posiciones fisicas de los SNP se ajustaron a la ultima
version del genoma de referencia del maiz: Zm-B73-REFERENCE-NAM-5.0 (B73v5) (Woodhouse et
al. 2021). El control de calidad de la base de datos gendmicos se realizé mediante el programa PLINK,
version 1.90 (Purcell et al. 2007), eliminando SNP segun los parametros definidos por Kaler et al.
(2020): 1) posicion fisica desconocida, ii) >10 % valores faltantes, iii) <5 % MAF. Los valores faltantes

se imputaron mediante el método kNNi implementado en el software TASSEL (Money et al. 2015).

Estructura poblacional y relaciones de parentesco

La estructura poblacional se determino con el programa STRUCTURE, version 2.3.3 (Pritchard et al.
2012). Este programa utiliza modelos bayesianos para asignar individuos a poblaciones genéticas
ancestrales basadas en la similitud de sus genotipos. El método asume que las frecuencias genotipicas
de los MM se encuentran en HWE (Pritchard et al. 2012). Por lo tanto, todos los MM se sometieron a
una prueba de chi-cuadrado y, utilizando un valor de significancia de 5 x 107, se excluyeron del analisis
todos aquellos MM que se desviaron del HWE (Anderson et al. 2010). Un total de 3928 SNP en HWE
se utilizaron para estudiar la estructura poblacional mediante la evaluacion de 1 a 10 grupos (K) con 7
repeticiones por K. En cada repeticion se descartaron las 50.000 primeras iteraciones y se consideraron
las 100.000 siguientes. Los resultados se visualizaron en STRUCTURE HARVESTER (Earl y vonHoldt
(2005). Los genotipos se subdividieron en diferentes poblaciones de acuerdo con su mdaxima
probabilidad de pertenencia, considerando un umbral de 0,75 (Thurow et al. 2019). La estructura
poblacional también se inspeccion6 mediante un ACP utilizando el paquete GAPIT 3.1.0 (Wang y Zhang
2021) en R 4.0.4 (R Core Team 2021). Las relaciones de parentesco se obtuvieron a partir de la matriz
Kinship, que se calcul6 mediante la metodologia de Endelman y Jannink (2012) implementada en
TASSEL (Bradbury et al. 2007). A su vez, a partir de la matriz Kinship se gener6é un mapa de calor para
representar la distancia de parentesco (VanRaden 2008), mediante una funcién implementada en GAPIT

(Wang y Zhang 2021) en R 4.0.4 (R Core Team 2021).
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LD

El LD se determin6 mediante la estimacion del coeficiente de correlacion de las frecuencias alélicas (r?)
entre pares de MM (Thurow et al. 2019). El andlisis se realizé a partir del subgrupo de 41 K SNP
derivados del filtrado de calidad e imputacion en el software TASSEL, version 5.2.80 (Bradbury et al.
2007). El patrén de caida del LD se evalud por cromosoma ajustando una curva de regresion no lineal
entre los valores de r’y la distancia fisica entre MM (expresada en Kb) (Hill y Weir 1988). El valor
critico correspondid al percentil 95 % de la distribucion de MM no ligados, valor por debajo del cual no
hay evidencia de ligamiento entre MM (r&%) (Breseghello y Sorrells 2006). Alternativamente, se

consideré un valor critico arbitrario igual a 0,10 (7)) (Van Inghelandt et al. 2011).

Modelos de GWAS

El GWAS se realiz6 de forma individual para cada una de las siete resistencias estudiadas. Inicialmente

se probaron para cada resistencia cuatro modelos:

1) GLM — Naive (y = m; + e): Modelo basico sin incluir ninguna covariable para corregir la
estructura poblacional o relaciones de parentesco.

2) GLM-Q (y =m; +Q + e): Modelo que incluye la matriz Q como efecto fijo para corregir
el efecto de la estructura poblacional.

3) MLM - K (y =m; + K + e): Modelo que incluye la matriz K como efecto aleatorio para
corregir el efecto de relaciones de parentesco presentes en la poblacion.

4) MLM-K+Q (y = m; + K + Q e): Modelo que incluye la matriz K como efecto aleatorio para
corregir el efecto de relaciones de parentesco y la matriz Q como efecto fijo para corregir el

efecto de la estructura poblacional.

Para todos los modelos, y representa al fenotipo observado, m es el efecto del MM i testeado, Q es la
matriz derivada del programa STRUCTURE, K es la matriz de Kinship y e es el error asociado al

modelo. Para los MLM, la notacion matricial fue:

y=XB+Zu+e Ecuacion 9: Notacion matricial modelo GWAS

donde y representa al vector de observaciones, f es el vector de efectos fijos (MM y estructura
poblacional “Q”), u es el vector de efectos aleatorios, X y Z son las matrices que contienen el disefio y
e es el error residual. Todos los modelos se corrieron con el software TASSEL (Bradbury et al. 2007).
Para mejorar la visualizacion, los resultados se graficaron en R utilizando el paquete “ggman” (Turner
2018). El valor de corte para determinar asociaciones significativas se establecio en -log(0,0001). Para
controlar la tasa de falsos positivos se utilizo el método de FDR (Benjamini y Hochberg 1995) ajustando
los valores p con la funcion p.adjust de R (Qiu et al. 2024). Los MM se declararon significativos

utilizando una FDR del 5 %.
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La contribucion fenotipica individual de cada QTL se calculd6 comparando el modelo completo, que
incluyo todos los MM, y el modelo reducido, que excluy6é al MM significativo. La o explicada por el

QTL de interés se calculé mediante la Ecuacion 10 (Utz et al. 2000):

2 ./ -
o2 = R;‘% Ecuacion 10: o2 explicada por un QTL

donde RZ, j. corresponde al R? del MLM que incluye todos los MM significativos y H? estimada del

caracter.

Estudio de la MDR

Las posiciones fisicas de todos los SNP significativos se compararon a nivel cromosoma, bin
cromosomico y bloque de ligamiento. El tamafio del bloque de ligamiento se establecio considerando la
distancia de caida del LD del cromosoma, es decir, los Kb anteriores y posteriores al SNP significativo
(Yang et al. 2020). Los SNP en un mismo bloque de ligamiento se designaron como un QTL,
denominandolo segun la resistencia y el bin cromosomico asociado. Se afiadié un ntimero consecutivo

cuando se identificaron mas de un QTL en el mismo bin para la misma resistencia. El genoma de maiz

de referencia B73v5 disponible en maizeGDB (http://www.maizegdb.org) se utilizé para explorar el
bloque de ligamiento alrededor de los QTL en busca de genes candidatos de resistencia (Li et al. 2024).
Un analisis de enriquecimiento basado en la anotacion funcional de los genes candidatos identificados

se llevo adelante a través de la herramienta bioinformatica DAVID (https://david.ncifcrf.gov/tools.jsp,

Huang et al. 2009; Sherman et al. 2022). Ademas, los términos GO basados en las categorias
“componente celular”, “funciéon molecular” y “proceso bioldgico” se complementaron con informacion

extraida de las bases de datos gendmicos IntrePro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/) y QuickGO

(https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/). La categoria “componente celular” hace referencia a la estructura

subcelular o a la localizacion donde los productos del gen son activos; la “funcion molecular” se refiere
a la funcién bioquimica realizada por el gen; y el “proceso biologico” describe el proceso bioldgico o la

via metabolica en la que participa el producto del gen (https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/). En funcion de

estas tres categorias, se seleccionaron genes candidatos con una posible asociaciéon a mecanismos de

defensa.
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Genotipado, estructura poblacional, Kinship y LD

De los 56.100 SNP originales, se conservaron 41.576 SNP luego del filtrado de calidad. Los criterios de
eliminacion fueron los siguientes: i) SNP sin posicion fisica conocida (8437 SNP), ii) > 10 % de valores
faltantes (331 SNP), iii) MAF <5 % (5.756 SNP). En cada cromosoma se localizaron en promedio de
4.158 SNP, siendo el cromosoma 1 el de mayor densidad de SNP (6568 SNP) y el cromosoma 9 el de
menor densidad (3014 SNP) (Tabla III-1). Todos los cromosomas mostraron una tasa de
heterocigosidad baja, en promedio del 3,97 %. La menor tasa se observo en el cromosoma 8 (3,44 %) y
la mayor en el cromosoma 2 (4,87 %) (Tabla III-1). La distancia fisica promedio entre MM fue de 51
Kb, aunque la distancia minima y méaxima media observada entre MM presentd una considerable

amplitud, oscilando entre 1 Pb y 3462 Kb, respectivamente (Tabla I11-1).

Tabla ITI-1: Medidas resumen asociadas a la distribucién de MM del MaizeSNP50 BeadChip de Illumina luego
del filtrado de calidad.

Distancia  Distancia  Distancia  Distancia Nimero
Nitmero Tasa de media minima maxima de caida SNP
Cromosoma de SNP heterocigocidad entre SNp  €ntre SNP entre SNP de DL minimo
(%) (Kb) (Pb) (Kb) (Kb)
1 6.568 4,12 47 1 1.809 175 1.754
2 5.025 4,87 49 1 1.344 200 1.534
3 4.683 3,61 50 1 1.600 320 959
4 4.493 3,75 55 1 2.169 455 674
5 4.448 3,77 50 1 1.364 255 1.203
6 3.269 3,86 53 1 3.462 355 864
7 3.512 3,47 52 1 1.241 340 903
8 3.523 3,44 51 1 2.379 450 682
9 3.014 4,80 53 1 2.379 460 667
10 3.041 4,03 50 1 968 250 1.228
Total 41.576 - - - - - -
Promedio 4.158 3,97 51 1 3.462 326 10.468

Cromosoma: Identificacion del cromosoma analizado. Numero de SNP: Total de SNP identificados en cada cromosoma. Tasa
de heterocigocidad (%): Porcentaje de loci heterocigotos dentro del conjunto de SNP. Distancia media entre SNP (Kb):
Promedio de distancia entre SNP en kilobases (Kb). Distancia minima entre SNP (Pb): Menor distancia observada entre dos
SNP, en pares de bases (Pb). Distancia maxima entre SNP (Kb): Mayor distancia observada entre dos SNPs, en kilobases (Kb).
Distancia de caida de DL (Kb): Longitud en la que el desequilibrio de ligamiento (LD) decae, en kilobases. Numero SNP
minimo: Cantidad de minima de SNP necesarios para un mapeo de asociacién basado en la distancia de caida de LD.

El estudio de la estructura poblacional se abordé mediante un analisis bayesiano y un ACP. El analisis
bayesiano mostré un pico del valor delta K en 2, por lo que se infiere la presencia de dos subgrupos en
la poblacion (Figura I1I-2). El subgrupo principal incluyé 42 genotipos, mientras que un subgrupo
secundario incluyé ocho genotipos (Figura III-3). Ademas, 12 genotipos no pudieron clasificarse en
ninguno de estos dos subgrupos. La probabilidad de pertenencia a cada una de las subpoblaciones se

proporciona en la Tabla A-10.
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Figura III-3: Agrupamiento bayesiano de 63 genotipos (K=2).

Por su parte, el ACP agrupo a los genotipos en cinco grupos, uno principal que contuvo a la mayor
cantidad de genotipos y cuatro secundarios con entre 3 y 4 genotipos cada uno de ellos (Figura I11-4).
Las tres primeras CP explicaron el mayor porcentaje de la o7 observada (7,0 %, 4,8 % y 4,2 %,

respectivamente) y conjuntamente un 16 % (Figura I11-4).

86



CP2

-5

-10 4

¢ °
.
e @ ° ¢
Hh ¥ °
°® . oo
LE ° o,
o e ° .
& P . o "
® 9 o S0
©
N
. s
o
@©
« * >
.
°
°
©
©
o
°
®e
T T T
-5 0 5 10
CP1

25

20

15

10

CAPITULO III - GWAS para MDR

Componentes principales

Resultados

Porcentaje (%)

Figura II1-4: ACP. Izquierda: Grafico de ACP de 63 genotipos calculado a partir de ~ 41K SNP, donde ¢l eje x

corresponde al CP1 y el eje y al CP 2. Derecha: Varianza acumulada de las CP del ACP expresada en valores
absolutos y porcentaje.

Las relaciones de parentesco entre individuos determinadas a través del coeficiente de consanguinidad

derivado de la matriz Kinship, se representan graficamente en un mapa de calor (Figura III-5). Las

relaciones de parentesco mas cercanas estan asociadas a genotipos con antecesores comunes. Los

principales antecesores estan representados por:

P465: Poblacion local Flint anaranjada (n=7).

SSD: Hibrido comercial amarillo semidentado (n=5).

FADC: Flint argentino (P1338) x dentado canadiense (n=4).

FCA: Poblacion Flint colorada argentina (n=7).
CAC/CI-1I: Compuestos Argentino-Caribe, I, I (n=14).
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Figura III-5: Mapa de calor de valores derivados de la matriz Kinship basados en ~ 41 K SNP y 63 genotipos.
El histograma muestra la distribucion de los coeficientes de consanguinidad. El color rojo mas intenso indica
genotipos cercanamente emparentados.

El patron de caida del LD por cromosoma se observa en la Figura I11-6. El valor critico, derivado del
percentil 95 % de la distribucion de MM no ligados por debajo del cual no hay evidencia de ligamiento
entre MM, fue 745 = 0,12. Considerando este valor, la distancia de caida de LD promedio fue de 326 Kb.
A nivel cromosomico, la distancia de caida de LD oscildé entre un valor minimo de 175 Kb en el
cromosoma 1 y un valor maximo de 460 Kb en el cromosoma 9 (Figura I11-6 y Tabla III-1). Si se
considera el valor de corte arbitrario (rZ, = 0,10), la distancia promedio de caida de LD fue de 584 Kb,
con un valor minimo de 315 Kb en el cromosoma 1 y un valor maximo de 905 Kb en el cromosoma 9.
Aunque la diferencia entre ambos valores umbral es minima, la diferencia en la distancia de caida de
LD se duplic6, motivo por el cual es importante evaluar el valor umbral dentro de la poblacion bajo

estudio y no utilizar un valor arbitrario. De aqui en adelante, se consideran solamente los resultados
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obtenidos con el valor umbral & = 0,12. El niimero minimo de SNP necesarios para el GWAS coincide

con el patron de caida del LD y oscila entre 667 y 1754 SNP (Tabla I11-1).
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Figura II1-6: Grafico de caida de LD por cromosoma. El eje Y representa los 12, el eje X la distancia fisica
expresada en Kb, la funcion blanca representa la caida media del LD por cromosoma y las lineas de color indican
los 12 criticos: 1% = 0,12 (rojo) y 7, = 0,10 (azul).
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El MLM utilizado para el GWAS considerd la informacion de las matrices Q (estructura poblacional) y
K (Kinship): Modelo 4: MLM — K+Q. Los resultados de los demas modelos evaluados no se incluyeron,
ya que los modelos 1 y 2 mostraron una menor potencia estadistica, y el modelo 3 arroj6 los mismos

resultados que el modelo 4 (Figura A-3 a Figura A-9). A su vez, el MLM K+Q asegura el control de

asociaciones espurias derivadas de la presencia de estructuracion o estratificacion en la poblacional.

Los resultados del GWAS se presentan mediante graficos Manhattan (Figura II1-7 a Figura I11-13).

Un total de 95 SNP se asociaron significativamente con algunas de las siete resistencias estudiadas (valor
p < 1.0 x 10*). Después de la correccion por el método de FDR un total de 46 SNP fueron significativos

a un valor p de corte < 0,05 (Benjamini y Hochberg 1995).

CRM

logso(p)

Cromosoma

Figura III-7: Grafico de Manhattan de los -logio (valores-p) derivados del GWAS para CRM. SNP significativos
tras la correccion por el método FDR se presentan en verde.
NLB

~logso(p)
o
1

Cromosoma

Figura III-8: Grafico de Manhattan de los -logio (valores-p) derivados del GWAS para NLB. SNP significativos
tras la correccion por el método FDR se presentan en verde.
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SLB

~log1o(p)

Cromosoma

Figura III-9: Grafico de Manhattan de los -logio (valores-p) derivados del GWAS para SLB. SNP significativos
corregidos por el método FDR se presentan en verde.

BLS

~logsg(p)

Cromosoma

Figura I11-10: Grafico de Manhattan de los -logo (valores-p) derivados del GWAS para BLS. SNP significativos
tras la correccion por el método FDR se presentan en verde.

FER

~logio(p)

Cromosoma

Figura I11-11: Gréafico de Manhattan de los -logio (valores-p) derivados del GWAS para FER. SNP significativos
tras la correccion por el método FDR se presentan en verde.
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GER

~log1o(p)

Cromosoma

Figura I1I-12: Grafico de Manhattan de los -logio (valores-p) derivados del GWAS para GER. SNP significativos
tras la correccion por el método FDR se presentan en verde.

CsM

~logso(p)

Cromosoma

Figura I11-13: Grafico de Manhattan de los -logio (valores-p) derivados del GWAS para CSM. SNP significativos
tras la correccion por el método FDR se presentan en verde.

Los 46 SNP significativos luego de la correccion por FDR se presentan en la Tabla III-2. Para la
resistencia a BLS se identificaron cinco SNP significativos ubicados en el cromosoma 3, que
conjuntamente explicaron un 3 % de la 6% total (Tabla I1I-2). La contribucién individual de cada SNP
ala O'é fue del 0,35 % al 1,34 %, con efectos alélicos individuales entre -0,87 y 0,31 en la escalade 1 a
5 (Tabla I1I-2). Para la resistencia a NLB, se identificaron tres SNP significativos ubicados en los
cromosomas 2, 6 y 7 que, conjuntamente, explicaron un 2 % de la 6% total. Individualmente, cada SNP
explico entre un 0,31 % y un 0,65 % de la 6(23, con efectos alélicos pequeios, de entre -0,12 y -0,01 en
laescalade 1 a5 (Tabla I11-2). Para la resistencia a SLB, se identificaron 38 SNP significativos ubicados
en los cromosomas 3, 6, y 9, que explicaron conjuntamente un 15,73 % de la o4 total (Tabla I11-2). La
contribucion individual de cada SNP a la 6% total fue del 0,45 % y el efecto alélico oscil6 entre -0,68 y
0.26 en la escala de 1 a 5 (Tabla III-2). No se identificaron SNP significativos luego de la correccion

por el método de FDR para las resistencias a CRM, CSM, FER y GER.
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Tabla III-2: Listado de 46 SNP significativos luego de la correccion por FDR.

Resistencia SNP Bin R? o'é Efecto alélico -Log(valor-p) FDR (valor-p)
BLS PZE-103182717 3.09 1,19 1,34 0,31 8,03 0,00
BLS SYN28478 3.02 040 045 0,06 6,45 0,00
BLS SYN28479 3.02 040 045 0,06 6,45 0,00
BLS PZE-103008521 3.02 0,34 0,38 0,10 5,14 0,04
BLS PZA02589.1 3.04 0,31 0,35 -0,87 4,70 0,04
NLB PZE-106019289 6.01 0,57 0,65 -0,12 10,74 0,00
NLB PZE-102027950 2.02 0,57 0,65 -0,01 10,64 0,00
NLB SYNGENTA5697 7.02 027 0,31 -0,01 4,95 0,04
SLB PZE-103071879 3.04 037 045 -0,14 5,31 0,03
SLB PZE-103034531 3.04 037 045 -0,12 5,30 0,03
SLB PZE-103035649 3.04 037 045 -0,11 5,25 0,03
SLB PZE-103045749 3.04 032 039 -0,01 5,18 0,03
SLB PZE-103049356 3.04 036 044 -0,08 5,16 0,03
SLB PZE-103046045 3.04 036 044 -0,07 5,13 0,03
SLB PZE-103052172 3.04 036 044 -0,12 5,05 0,03
SLB PZE-103044918 3.04 036 043 -0,19 5,04 0,03
SLB PZE-103034545 3.04 035 043 -0,13 4,97 0,03
SLB SYN15234 3.04 035 043 -0,07 4,94 0,03
SLB PZE-103035114 3.04 035 043 -0,11 491 0,03
SLB PZE-103044655 3.04 035 043 -0,12 491 0,03
SLB PZE-103039915 3.04 035 042 -0,12 4,89 0,03
SLB PZE-103051547 3.04 035 042 -0,04 4,88 0,03
SLB PZE-103050475 3.04 035 042 -0,06 4,84 0,03
SLB PZE-103051152 3.04 035 042 -0,15 4,84 0,03
SLB PZE-103051464 3.04 034 042 -0,06 4,84 0,03
SLB PZE-103045836 3.04 034 042 -0,04 4,81 0,03
SLB PZE-103055682 3.04 034 042 -0,07 4,80 0,03
SLB PZE-103036305 3.04 034 041 -0,02 4,75 0,03
SLB SYN27565 3.04 034 041 -0,15 4,75 0,03
SLB PZE-103034362 3.04 034 041 -0,03 4,70 0,03
SLB PZE-103051880 3.04 034 041 -0,14 4,69 0,03
SLB PZE-103044650 3.04 034 041 -0,09 4,68 0,03
SLB PZE-103044652 3.04 034 041 -0,09 4,68 0,03
SLB PZE-103044654 3.04 034 041 -0,09 4,68 0,03
SLB PUT-163a-84969550-4460 3.04 0,33 0,41 -0,02 4,65 0,03
SLB PZE-103125892 3.04 033 041 -0,03 4,64 0,03
SLB SYN572 3.04 033 040 -0,04 4,61 0,03
SLB PZE-103050833 3.04 033 040 -0,06 4,60 0,03
SLB PZE-103036153 3.04 033 040 -0,01 4,58 0,04
SLB PZE-103048148 3.04 033 040 -0,10 4,56 0,04
SLB SYN4083 3.04 032 039 -0,13 4,39 0,04
SLB PUT-163a-74236155-3617  3.04 0,32 0,39 -0,26 4,37 0,04
SLB PZE-103036076 3.04 031 0,38 -0,07 4,31 0,04
SLB SYN10502 6.03 032 040 -0,01 4,48 0,04

R%: Varianza fenotipica explicada por el SNP, 02: varianza genética explicada por el SNP, -Log(valor-p): Valor p expresado a -logl0 y
FDR(Valor-p): Valor p corregido por el método FDR.
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Regiones candidatas

El agrupamiento de SNP en QTL basado en la distancia de caida de LD por cromosoma derivo en la

identificacion de 26 regiones candidatas de resistencia (o QTL de resistencia) (Tabla I11I-3).

Tabla III-3: Regiones candidatas de resistencia a enfermedades del maiz.

QTL Posicion Tamafio N!
qMDR.3.04 crom3:57865094...58490259 625 Kb 2
gBLS.3.02 crom3:4449262...5283435 847 Kb 3
gqBLS.3.09 crom3:232731493...233371493 640 Kb 1
qSLB.3.04.1 crom3:27685557...30403689 3.04 Mb 9
qSLB.3.04.2 crom3:32187322...32827322 640 Kb 1
qSLB.3.04.3 crom3:35397814...36037814 640 Kb 1
qSLB.3.04.4 crom3:44337787...44980487 642 Kb 4
qSLB.3.04.5 crom3:45053852...45693852 640 Kb 1
qSLB.3.04.6 crom3:45852361...46492361 640 Kb 1
qSLB.3.04.7 crom3:47542859...48689890 1.15 Mb 5
qSLB.3.04.8 crom3:51268068...51908068 640 Kb 1
qSLB.3.04.9 crom3:53717388...54357388 640 Kb 1
qSLB.3.04.10 crom3:55551777...56191777 640 Kb 1
qSLB.3.04.11 crom3:56208374...57131839 923 Kb 2
qSLB.3.04.12 crom3:57198066...57941004 742 Kb 2
qSLB.3.04.13 crom3:58497779...59137779 640 Kb 1
qSLB.3.04.14 crom3:67315490...67955490 640 Kb 1
qSLB.3.04.15 crom3:112232369...112872369 640 Kb 1
qSLB.3.04.16 crom3:119243720...119883720 640 Kb 1
qSLB.3.04.17 crom3:153744478...154384478 640 Kb 1
qSLB.3.04.18 crom3:188347877...188987877 640 Kb 1
qSBL.6.03 crom6:113045704...113685704 710 Kb 1
gSLB.9.02 crom9:160,245,551...161165551 920 Kb 1
gNLB.2.02 crom2:13,441,648...13841648 400 Kb 1
gNBL.6.01 crom6:54092452...54732452 710 Kb 1
gNLB.7.02 crom7:34080157...34760157 680 Kb 1

QTL: El nombre del QTL contiene la resistencia, bin cromosémico asociado, y un numero consecutivo adicional cuando se identificaron mas
de un QTL en el mismo bin y misma resistencia. ': Nimero de SNP incluidos en el QTL.

El mayor nimero de QTL correspondié a QTL de resistencia a SLB (n=20), seguido por tres QTL de
resistencia a NLB y dos QTL de resistencia a BLS (Tabla III-3). El tamafio promedio de los QTL fue
de 789 Kb. Individualmente, este tamafio osciloé entre 400 Kb y 3040 Kb, siendo gNLB.2.02 y
gSLB.3.04.1 los QTL de menor y mayor tamaiio, respectivamente (Tabla I11-3). El tamafio del QTL fue
proporcional al nimero de SNP en LD incluidos en cada QTL, que estuvo entre 1 SNP y 9 SNP. Un
unico QTL asociado a MDR se identifico luego de la comparacion de las posiciones fisicas. El
gMDR.3.04 present6 un tamafio de 625 Kb e incluyd dos SNP en LD, uno asociado a la resistencia a
SLB (PZE-103051880) y otro asociado a la resistencia a BLS (PZA02589.1) (Tabla 111-3). La distancia
de separacion entre ambos SNP fue de apenas 15 Kb, una distancia considerablemente inferior a la

distancia de caida de LD del cromosoma 3 (320 Kb).
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La mayoria de los QTL de resistencia a enfermedades individuales identificados en este trabajo, al igual
que el QTL de MDR, coinciden con los QTL previamente reportados en la literatura por otros autores
(Figura 1-15 y Tabla A-1). Sin embargo, ¢BLS.3.02 y gSBL.6.03 son nuevas regiones de resistencia

para BLS y SLB que no habian sido reportadas previamente por otros autores.

El bin donde se localiza el gMDR.3.04 fue reportado previamente por McMullen y Simcox (1995),
Wisser et al. (2006), Zwonitzer et al. (2010), Lopez-Zuniga et al. (2019) y (Qiu et al. 2024) como una
region de MDR. Las Figura 1-19 y Figura I-20 mostraron, en este bin, la agrupacion de 36 QTL

identificados por otros autores asociados a diferentes resistencias. En este sentido, se localizaron en el
bin 3.04 14 QTL de resistencia a SLB, nueve QTL de resistencia a GLS, cuatro QTL de resistencia a
FER, tres QTL de resistencia CRM y un QTL de resistenciaa MWS (ver citas y referencias en la Figura
I-15 y Tabla A-1). Ademas, este bin corresponde a la ubicacion fisica del gen Rp3, un gen mayor raza-

especifico de resistencia a CRM (Sanz-Alferez et al. 1995; Wisser et al. 2006).
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Genes candidatos de resistencia genética a enfermedades

Dentro de las regiones de resistencia identificadas se localizaron 355 genes candidatos. El analisis de

ontologia basado en la anotacion funcional agrup6 un total de 176 genes en 11 clusteres (Figura I111-14).

m Cluster 1: Proteinas asociadas a membranas.
m Claster 2: Proteinas de uni6n al ADN.
m Cluster 3: Proteinas quinanas.
Claster 4: Proteinas de union al ARN.
W Cluster 5: Ubiquitininacion.
m Cluster 6: Reticulo endoplasmatico.
W Cluster 7: Proteinas asociadas a la pared celular.
M Claster 8: Transferencia de electrones.
B Claster 9: Enzimas hidrolasas.
M Claster 10: Inhibidores enzimdticos.

W Cluster 11: Aparato de Golgi.

Figura II1-14: Clisteres de genes candidatos basado en el andlisis de ontologia.

Cada cluster agrup6 genes candidatos con funciones moleculares similares o que pertenecen a un mismo
componente celular. El principal cluster agrupa proteinas asociadas a la membrana (n = 65), seguido de
proteinas de union al ADN (n = 20), proteinas de tipo quinasa (n = 18), proteinas de unién al ARN
(n=15), proteinas relacionadas con la ubiquitinacioén (n = 12), al reticulo endoplasmatico (n=10) y a
la pared celular (n=10). Los demds clusteres incluyeron entre tres y siete genes candidatos y se
relacionaron con procesos de transferencia de electrones, enzimas glicolasas, inhibidores enzimaticos,

el aparato de Golgi y enzimas hidrolasas (Figura I11-14).

El analisis de enriquecimiento funcional se complement6 con informacion adicional de bases de datos
suplementarias, que derivo en un agrupamiento mas preciso e informativo. La base de datos de términos

GO proporciona informacion a nivel componente celular, funcion molecular y proceso biologico.

La categoria “componente celular” incluyo genes candidatos asociados con 12 términos GO. El término
mas representado fue la membrana plasmatica (n = 84) (Figura I1I-15). Otros componentes celulares
fueron el ntcleo celular (n = 36), el citoplasma (n = 12), el reticulo endoplasmatico (n = 10), la pared
celular (n=9), el espacio extracelular (n = 8), el aparato de Golgi (n=6), la mitocondria (n= 3),
ribosoma (n = 3), peroxisoma (n = 1) y vacuola (n = 1) (Figura III-15). De los 355 genes candidatos,

un total de 180 no pudieron asociarse con ningiin componente celular.
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Figura III-15: Clasificacion de genes candidatos segin término GO asociado a componente celular.El eje X
representa los términos GO y el eje Y muestra el nimero de genes candidatos asociados a cada término GO.

La categoria “funcion molecular” incluy6 un amplio rango de términos GO. Sin embargo, estos términos
se agruparon facilmente en seis subcategorias: funciones de union, enzimaticas, de transporte, factores
de transcripcion, receptores y proteinas chaperonas (Figura II1-16). Entre las proteinas con funciones
de union, es decir, proteinas que pueden unirse a diversas biomoléculas, como ADN, ARN, hormonas,
lipidos, carbohidratos, aminoacidos y otras proteinas, se identificaron 94 genes candidatos (Figura
III-16). Por su parte, entre las proteinas con funciones enzimaticas se identificaron 93 genes candidatos
(Figura III-16). La mayoria de estos genes codificaban enzimas de tipo hidrolasas (n=34) y
transferasas (n=32). Ademads, se encontraron enzimas oxidorreductasas (n=11), ligasas (n=06),
isomerasas (n = 3) y liasas (n = 2), asi como cinco proteinas con funciones de inhibicion enzimatica. El
resto de las categorias estuvieron menos representadas. La subcategoria asociada a proteinas con
funciones transportadoras contd con 29 genes candidatos dedicados al transporte de un variado espectro
de particulas y moléculas. Por su parte, las categorias de factores de transcripcion, receptores y proteinas
chaperonas tuvieron 18, 6 y 3 genes candidatos, respectivamente (Figura I11-16). Un total de 185 genes

no pudieron asociarse con ninguna funcion molecular especifica.
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Figura II1-16: Clasificacion de genes candidatos segun funcién molecular. El eje X representa los términos GO
y el eje Y muestra el nimero de genes candidatos asociados a cada término GO.

La categoria “procesos bioldgicos” incluyo 26 términos GO diferentes, aunque la mayor parte de los
genes pertenecen a ocho de estos términos (Figura III-17). Los términos asociados a procesos de
transporte fueron los mas representados (n = 32), incluyendo genes asociados al transporte de electrones,
iones, lipidos, carbohidratos y hormonas, entre otros (Figura III-17). Otros procesos bioldgicos
representados fueron respuesta a estimulos (n=27), sefalizacion (n=25), organizaciéon de
componentes celulares (n = 20), regulacion (n = 20), fosforilacion de proteinas (n = 16), metabolismo
(n=15) y biosintesis (n=12) (Figura III-17). Los demas términos se asociaron con 15 procesos
representados por menos de 10 genes candidatos, entre los cuales destacan los términos asociados a
procesos de detoxificacion y senescencia (Figura I1I-17). Un total de 197 genes candidatos de los 355

identificados no pudieron asociarse con ningun proceso biologico.

En funcion del componente celular, la funcién molecular y el proceso bioldgico involucrado, se
seleccionaron de los 355 genes identificados un total de 73 genes putativamente asociados como
mecanismos de resistencia (Tabla A-11). Esta seleccion se basé en genes candidatos asociados a
funciones enzimaticas (hidrolasas, transferasas, oxidorreductasas e isomerasas), proteinas estructurales

(expansinas y B tubulinas), funciones asociadas a la detoxificacion y factores de transcripcion.
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Figura II1-17: Clasificacion de genes candidatos segun proceso bioldgico. El eje X representa los términos GO

y el eje Y muestra el nimero de genes candidatos asociados a cada término GO.
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Discusion

Este capitulo constituye el primer antecedente de aplicacion de GWAS en maices nativos argentinos
para la identificacion de genes de MDR, siendo una fuente Unica, inexplorada y esencial de

biodiversidad para el equilibrio y la estabilidad de la agricultura.

La caracterizacion genotipica del panel se obtuvo a partir de los 41K SNP derivados del filtrado de
calidad. Los SNP se distribuyeron de forma homogénea y conforme al tamafo de los diez cromosomas
del maiz. La heterocigosidad promedio fue constante entre cromosomas y el valor promedio fue bajo.
Este valor coincide con un alto nivel de endocria y el nivel de heterocigosidad es acorde a una

heterocigosidad residual dentro del proceso de endocria.

El estudio de la estructura poblacional mediante el método propuesto por Pritchard et al. (2012) reveld
a priori la presencia de dos subgrupos dentro de la poblacion. Sin embargo, el estudio detallado de los
individuos de cada subgrupo revel6 un panel diverso de genotipos sin una estructuracion definida. Esta
conclusion también se observo en los resultados derivados del ACP. La ausencia de estructuracion podria
ser consecuencia del tamafio efectivo de la poblacion, del ambiente de seleccion y de los padres
fundadores. El panel de genotipos consta de un nimero reducido de genotipos totales que se
seleccionaron y desarrollaron en un mismo ambiente a partir de un numero limitado de lineas parentales

y cruzamientos interconectados.

Otros trabajos en los que se identificaron poblaciones fuertemente estructuradas partieron de
subpoblaciones con origenes claramente diversos. Kuki et al. (2018) trabajé con un panel compuesto
por 183 lineas de maiz tropical, de las cuales 98 eran maiz para grano y 85 eran maices popcorn. El
analisis de la estructura poblacional mediante un ACP confirmé este patron, que ya era conocido por los
autores. Wu et al. (2016) asigné 538 lineas endocriadas de maiz del CIMMYT a tres subgrupos asociados
al ambiente en el que evolucionaron: ambientes tropicales de altitud baja, media y alta. Otro ejemplo es
el estudio realizado por Van Inghelandt et al. (2010), en el que la estructura poblacional confirmo los
cuatro grupos heteroticos presentes en el panel de 1537 genotipos: Flint, Lancaster, Stiff Stalk y Iodent.
En todos estos ejemplos, el panel total de genotipos estuvo constituido por subpoblaciones con origenes

claramente distantes, que a su vez estaban representadas por un niimero importante de genotipos.

Nuestros resultados mostraron un subgrupo principal conformado por el 67 % de los genotipos. Este
subgrupo incluy6 genotipos derivados de poblaciones locales o de cruzamientos que involucran a dichas
poblaciones, siguiendo un patréon de cruzamiento entre padres con endosperma Flint y padres con
endosperma dentado. Este patron de cruzamiento se traduce en el gradiente de endosperma observado
en la progenie que incluye genotipos completamente Flint, semi-Flint y semidentado. Este grupo podria
describirse como un grupo donde predomina el endosperma de tipo Flint, es decir, maices con
endosperma duro y vitreo, y granos lisos y redondeados, caracteristicas que confieren resistencia a

diversos factores de estrés. La ausencia de genotipos completamente dentados podria deberse a que el
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padre recurrente fue, en su mayoria, el padre Flint. La mayor parte de los genotipos que conforman este
subgrupo coinciden con el grupo principal en el ACP, aunque en este ltimo cinco genotipos derivados

de la poblacion P465 se separaron en un subgrupo independiente.

El subgrupo secundario derivado de nuestro analisis es un grupo muy reducido, conformado por apenas
ocho individuos. En este grupo predominan genotipos dentados derivados de un mismo hibrido
comercial dentado, aunque también incluye dos genotipos semi-Flint derivados de dos poblaciones
locales. Estos resultados coinciden exactamente con los del ACP y este subgrupo podria describirse
como un grupo de endosperma amarillo y harinoso, mas cercano al germoplasma norteamericano y con
menor resistencia a estreses bidticos o abidticos. Los dos genotipos semi-Flint incluidos en este
subgrupo podrian haberse originado a partir de un padre recurrente de tipo Flint o de un registro

impreciso del pedigree (Ersoz et al. 2009; Zhang et al. 2010).

Los 12 genotipos que no se clasificaron en ninguno de los dos subgrupos poseen origenes que no
estuvieron representados en ninguno de ellos. La linea LP509 deriva de una poblacion local denominada
“Cuarentin”, asociada a los maices Cateto-Flint, una raza de maices tipo Flint originaria de Sudamérica,
que se caracteriza por tener granos tipicamente pequefios, redondeados y de colores intensos (Olmos et
al. 2017). La linea LP3830 proviene del cruzamiento de dos lineas americanas dentadas. Las lineas
LP916, LP917, LP918 y LPS580 derivan de hibridos comerciales de distintas empresas, es decir, que
todos provienen de programas de mejoramiento diferentes. En el ACP, estos 12 genotipos se incluyeron
en el primer subgrupo, sin que compartan ninguna caracteristica con los genotipos que pertenecen a este
grupo.

Los resultados presentados en este trabajo se compararon con los resultados obtenidos por Olmos et al.
(2014 y 2017) y Torrent (2018), que también utilizaron germoplasma del programa nacional de
mejoramiento genético de INTA Pergamino. Olmos et al. (2014) utilizé en su publicacion 103 lineas
endocriadas de maiz: tres lineas dentadas estadounidenses (B73, B98 y B100) y 100 lineas desarrolladas
por el programa nacional de mejoramiento genético de INTA Pergamino. Los genotipos se
caracterizaron genotipicamente con 50 microsatélites, y el analisis bayesiano de la estructura
poblacional revel6 la presencia de tres subgrupos: P465, ACDS y BS13-BSSS. Posteriormente, Olmos
et al. (2017) incluy6 ocho nuevas lineas de origen “Cuarentin” y Argentino-Caribe al panel previamente
estudiado, que se caracterizaron genotipicamente con 74 microsatélites. El nuevo analisis de la
estructura poblacional derivo en un subgrupo adicional a los previamente obtenidos: LP299-2. De las
cuatro subpoblaciones sugeridas, los grupos “P465” y “ACDS” corresponden al patron heterdtico Flint,
mientras que las subpoblaciones “BS13-BSSS” y “LP299-2” corresponden al patron heterdtico dentado
(Olmos et al. 2014, 2017). En nuestros analisis, las subpoblaciones ACDS y P465 no se diferenciaron y
se encuentran incluidas en el subgrupo principal, representadas por 21 y 6 genotipos, respectivamente.
Los genotipos indicados por Olmos et al. (2017) como pertenecientes a la subpoblacion “LP299-2” estan
incluidos en el segundo subgrupo derivado de nuestro analisis, mientras que solo hay dos genotipos
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representantes de la subpoblacion definida por Olmos et al. (2014 y 2017) como “BS13-BSSS”, que en
nuestro analisis se incluyeron dentro de los 12 genotipos indefinidos. Por su parte, Torrent (2018)
incluy6 198 lineas endocriadas del programa de mejoramiento de INTA Pergamino, que se genotiparon
con el mismo chip de SNP utilizado en este trabajo. El analisis de la estructura poblacional mediante un
método bayesiano derivo en la identificacion de tres subgrupos: “Grupo 3”7, “BSSS” y “CG280”, cada
uno de ellos con 147, 23 y 21 genotipos, respectivamente. Todos los genotipos incluidos en nuestro
trabajo se incluyeron en el “Grupo 3” definido por Torrent (2018). En este sentido, es mas correcto
hablar de un panel diverso de genotipos cercanamente emparentados por una historia comun de seleccion
y evolucidn que de subpoblaciones con relaciones de parentesco internas. Esta caracteristica presente en
el panel de genotipos utilizado en este trabajo es una caracteristica deseable para un estudio de
asociacion (Wiirschum 2012). A su vez, los resultados de los trabajos previos se explican por los
diferentes subconjuntos y el nimero de genotipos representantes de cada subpoblacion incluidos en cada

uno de ellos.

Torrent (2018) también sugiri6 la presencia de un segundo nivel de estructuracion en el panel,
representado por nueve subgrupos (Torrent 2018). En este sentido, la matriz Kinship resulté mas
informativa, ya que permiti6 visualizar, a través de un mapa de calor, las relaciones de parentesco entre
los genotipos. La comparacion de los resultados obtenidos por Torrent (2018) con los origenes genéticos
de las lineas evaluadas es coherente con la genealogia de estas y representa la diversidad de origenes del
panel. De los nueve subgrupos mencionados por Torrent (2018), cinco se observaron en el mapa de calor
derivado de la matriz Kinship: el grupo “P465” derivado de a poblacion local Flint anaranjada P465, el
grupo “SSD” derivado de un hibrido comercial semidentado, el grupo “FADC” derivado del
cruzamiento entre un padre Flint argentino y un padre dentado canadiense, el grupo “FCA” derivado de
una poblacion Flint colorada argentina, y el grupo “CAC/CI-II” derivado de los compuestos Argentino-
Caribe y Compuestos I y II (cosecha masal de poblaciones locales y del Caribe). Por su parte, el mapa
de calor derivado de la matriz Kinship también sefial6 inconsistencias en los pedigries anotados como
genotipos cercanamente emparentados con pedigries diferentes e individuos lejanamente emparentados
con el mismo pedigri. Esto podria ser consecuencia del proceso de seleccion, del padre recurrente o de
la deriva génica que actuo diversificando a la poblaciéon (Falconer and Mackay 1996), aunque también

podria deberse a una anotacién incorrecta de los pedigries (Ersoz et al. 2009; Zhang et al. 2010).

El estudio de LD revel6 una distancia de caida de 326 Kb. Esta distancia es variable en el maiz, desde
0,4 Kb en poblaciones con una larga historia de recombinacion hasta 3600 Kb en lineas altamente
seleccionadas (Remington et al. 2001; Flint-Garcia et al. 2003; Wiirschum et al. 2022). En este sentido,
nuestro panel presentd un adecuado nivel de recombinacion y diversidad, mas cercano al de una
poblacion que al de germoplasma de élite. A su vez, la distancia de caida de LD sefiald6 una buena

cobertura de MM proporcionada por el chip de SNP.
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El método para determinar el umbral en el que se produce la caida del LD es un aspecto que depende
del criterio del investigador, ya que no existe un consenso en la literatura (Tobias Wiirschum,
comunicacion personal, 2021). Un namero significativo de publicaciones sugiere un rango arbitrario
que varia entre 0,10 (Kuki et al. 2018) y 0,20 (Kaler et al. 2020). En este trabajo, hemos elegido la
metodologia propuesta por Breseghello y Sorrells (2006), utilizando el percentil 95 % de la distribucion
de MM no ligados como umbral por debajo del cual no se encuentra evidencia de ligamiento entre MM.
Este valor no es arbitrario, sino que es especifico de la poblacion. Ademas, la distancia de caida de LD
vari6 considerablemente en funcion del umbral. Por lo tanto, consideramos mas apropiado utilizar como

valor umbral un parametro derivado de la poblacion que un valor arbitrario.

Mediante el analisis de GWAS se identificaron 26 QTL de resistencia a enfermedades y un total de 355
genes candidatos. El analisis de enriquecimiento funcional permitié agrupar a los genes candidatos en
grupos que no permitieron una interpretacion bioldgica directa. La incorporacion de términos GO
basados en las categorias “componente celular”, “funciéon molecular” y “proceso bioldgico” permitid
una caracterizacion mas precisa para establecer asociaciones entre 73 genes candidatos y mecanismos

de defensa asociados.

Entre los términos GO asociados a componentes celulares, se destacaron la membrana plasmatica y la
pared celular. Los genes candidatos relacionados con la membrana plasmatica podrian corresponder a
receptores de membrana involucrados en la respuesta inmune, mientras que en la pared celular podrian
asociarse con mecanismos de fortificacion. Sin embargo, la informacion asociada al componente celular
es inespecifica y no necesariamente se relaciona con mecanismos de defensa. Los términos GO
asociados a la funcion molecular y al proceso bioldgico resultaron mas informativos. Dentro de las
funciones moleculares, se destacaron un gran numero de genes candidatos con funciones enzimaticas,
principalmente hidrolasas y las transferasas. Aunque en menor proporcion, también se identificaron

genes asociados a enzimas oxidorreductasas e isomerasas.

Las hidrolasas son un grupo de enzimas cuya funcion principal es la ruptura de enlaces quimicos
mediante la adicién de una molécula de agua. Este proceso denominado hidrélisis es esencial en
multiples procesos bioldgicos, entre ellos la produccion de moléculas PAMP o DAMP, sefalizacion y
regulacion de vias metabolicas asociadas a las defensas (van der Hoorn y Jones 2004; Laluk y Mengiste
2010; Mengiste 2012). Segtn el tipo de enlace que rompen, las hidrolasas se clasifican en varias

subcategorias, entre ellas lipasas, esterasa, proteasas y fosfatasas.

Cinco genes candidatos, entre ellos un gen ubicado en el gMDR.3.04, corresponden con funciones
moleculares de tipo lipasa. Las lipasas pertenecen a la subclase II de la superfamilia a/B-hidrolasa e
hidrolizan una amplia gama de sustratos lipidicos (Lee y Park 2019). Las lipasas desempefian distintas
funciones en la interaccion planta-patogeno (Shah 2005; Lee y Park 2019). Por un lado, tras la infeccion

por patogenos, efectores u otras moléculas PAMP/DAMP inducen la expresion y activacion de lipasas
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en las células vegetales. La accion de las lipasas conduce a la liberacion de compuestos lipidicos que
activan la respuesta inmune través de la generacion de ROS, cambios en el pH, activacion de proteinas
quinasas, sefalizacion por MAPK o Ca2+, produccion de hormonas, oxilipinas y regulacion de genes
relacionados con la defensa (Canonne et al. 2011; Lee y Park 2019). A su vez, las lipasas estan
involucradas en la sintesis de compuestos antimicrobianos y hormonas u otras moléculas de sefializacion

y regulacion de la respuesta inmune (Lee y Park 2019).

Siete genes candidatos en el bin 3.04 se asociaron con pectinesterasas o inhibidores de la pectinesterasa.
Las enzimas pectinesterasas pertenecen a la familia de las esterasas y catalizan la eliminacion de los
grupos metilo de la pectina, que es un polisacarido constituyente de la pared celular vegetal (Wan et al.
2021). En maiz, asi como en otros cultivos, se ha descubierto un cambio significativo en la expresion
de estas enzimas en plantas infectadas (Niu et al. 2020). Las plantas que tienen una mayor
metilesterificacion de la pectina suelen ser mas resistentes a las pectinasas secretadas por patdgenos
(Wan et al. 2021). Este mecanismo podria estar asociado al rol directo de los inhibidores de la
pectinesterasa (Wan et al. 2021), a la liberacion de moléculas con diferente grado de metilacion que
inducen la respuesta inmune (Marzin et al. 2016; Wan et al. 2021), o a diversos genes de susceptibilidad

(Nelson et al. 2018).

Tres genes candidatos ubicados en los bines 3.04 (¢SLB.3.04.5 y gSLB.3.04.15) y 9.02 (¢SLB.9.02) se
asociaron con proteasas. Las proteasas actian en la hidrdlisis de proteinas en pequefios péptidos o
aminoacidos y constituyen sistemas proteoliticos que intervienen en diversos procesos del metabolismo
celular, asi como en la respuesta de defensa vegetal (Baek y Choi 2008). Las funciones que desempefian
las proteasas en el sistema inmune incluyen desde la percepcion del patdogeno, priming o memoria que
permite una reaccion amplificada y mas rapida frente a una nueva infeccion, sefializacion y regulacion

de la HR (Thomas y Van der Hoorn 2018).

Las fosfatasas catalizan la remocion de grupos fosfato de las moléculas, proceso denominado
desfosforilacion, y actian regulando la sefializacion celular. Las fosfatasas intervienen en multiples
procesos bioldgicos, entre los que se destaca la regulacion hormonal del sistema defensivo (Berens et
al. 2017). Tres genes candidatos ubicados en el bin 3.04 (¢SLB.3.04.11, gSLB.3.04.15 y gSLB.3.04.18)
se asociaron con fosfatasas involucradas en vias de sefializacion mediadas por hormonas
(brasinoesteroides y acido abscisico). Por su parte, un gen candidato ubicado en el bin 3.02 (¢BLS.3.02)
codifica un receptor de membrana con una funcién inhibitoria de fosfatasas involucrado en la via de

sefalizacion activada por ABA.

El segundo grupo de enzimas mas representado dentro de los genes candidatos fueron las transferasas.
Estas enzimas catalizan la transferencia de grupos funcionales entre diferentes moléculas y participan
en la regulacion de diversas vias metabdlicas o en la sintesis de biomoléculas. El rol de las transferasas

en las defensas depende del proceso biologico en el que participan. Entre los genes candidatos, se
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destacaron una transferasa asociada a la sintesis de cutina (¢SLB.3.04.3) y otra asociada a la sintesis de
lignina (¢gNLB.6.01). Tanto la cutina como la lignina son moléculas directamente relacionadas con la
fortificacion de la superficie y pared celular (Sturaro et al. 2005; Gao et al. 2017; Yang et al. 2017b;
Ramaroson et al. 2022). En el gNLB.6.01, un gen candidato corresponde a una transferasa involucrada
en la via de los fenilpropanoides. En maiz, Yang et al. (2017b) sugirio la asociacion de este tipo de
transferasas no solo con la sintesis de lignina, sino también con la mitigacion del estrés oxidativo. En el
gSLB.3.04.6, un gen candidato corresponde a una transferasa involucrada en la sintesis de flavonoides
y policétidos. Estas moléculas son metabolitos secundarios cuya accion en las defensas de las plantas
puede ser indirecta, como moléculas de sefalizacion, o directa, a través de su efecto toxico como
fitoanticipinas o fitoalexinas (Ramaroson et al. 2022). Ademas, algunos policétidos pueden actuar
formando barreras fisicas en la superficie celular (Polturak y Osbourn 2021). En el ¢SLB.3.04.14, el gen
candidato identificado esta asociado con una transferasa involucrada en la sintesis de citoquinina. Esta
hormona se asocia principalmente a resistencia a patdgenos bidtrofos y hemibiodtrofos, y potencia la
respuesta defensiva mediada por 4cido salicilico (Albrecht y Argueso 2017; Berens et al. 2017). Por
ultimo, un grupo importante de genes candidatos asociados a transferasas actian como RLK. Dentro de
este grupo de genes candidatos que incluyé 17 RLK, se destacaron un gen candidato en el gMDR.3.04
(Zm00001eb130700) y otros siete candidatos también localizados en el bin 3.04. Otros genes candidatos
se destacaron por su funcion asociada a RLK. En el bin gBLS.3.02 se identificé un gen relacionado con
el reconocimiento de patogenos y la traduccion de sefiales (Luo et al. 2011). En el ¢gSLB.3.04.18 se
identificd un gen asociado a la sefializacion y respuesta mediada por giberelina con un papel modulador
en la interaccion con otras hormonas asociadas a mecanismos defensivos (Berens et al. 2017). En el
q.SLB.9.02 un gen candidato se asocid con una proteina de tipo remorin, las cuales son proteinas
ubicadas en la superficie celular con un rol en la sefializacion de la interaccion planta-patogeno derivado
de una posible funcion como RLK y restriccion del movimiento intercelular del patogeno (Bozkurt et

al. 2014; Jamann et al. 2016).

Las enzimas oxidorreductasas son enzimas que catalizan la transferencia de electrones desde una
molécula donante a otra aceptora. Segln el tipo de sustrato y aceptor o donante de electrones que
interviene en la reaccion, las oxidorreductasas se clasifican en subtipos. Entre los genes candidatos se
identificaron oxidorreductasas que corresponden a los subtipos peroxidasas y oxidasas. En el bin 3.04
(¢SLB.3.04.8 y qSLB.3.04.14) se identificaron tres genes candidatos asociados a enzimas peroxidasas.
Este tipo de enzima interviene en procesos de detoxificacion y respuesta a estrés oxidativo. El gen
ZmAPXI identificado en maiz corresponde a una enzima peroxidasa, cuya sobreexpresion durante la
infeccion del patogeno C. heterostrophus redujo la acumulacion de perdxido de hidrogeno y aumento6 la
resistencia a SLB (Zhang et al. 2022). En este mismo bin, se identificd entre los genes candidatos del
¢SLB.3.04.18 una oxidasa, especificamente una lacasa involucrada en el metabolismo de la lignina. Las

lacasas catalizan la conversion de monolignina en formaciones intrincadas de lignina, cuya
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polimerizacion refuerza las paredes celulares proporcionando una resistencia mecanica que limita la
colonizacion de patogenos (Hu et al. 2018; Xie et al. 2020). A nivel de transcriptoma, se observd un
aumento en el nivel de expresion de diferentes lacasas en plantas de maiz expuestas a diferentes factores
de patogenos, asi como también a otros factores de estrés bidtico y abidtico, lo que sugiere un papel
importante en las respuestas de defensa (Quiroz-Figueroa et al. 2023; Wang et al. 2024). Otra oxidasa
involucrada en el proceso de sintesis del acido L-ascorbico fue asociada a un gen candidato identificado
en el gNLB.2.02. L-ascorbico es una molécula antioxidante que mitiga los efectos toxicos del ROS, asi
como también con una activa participacion en el deteccion y sefializacion de la respuesta de defensa

mediada por ROS (Boubakri 2017).

El grupo de enzimas menos representado entre los genes candidatos fue el de las isomerasas. Estas
enzimas catalizan la conversion de un isémero en otro y pueden estar involucradas en diversos procesos
de biosintesis. Un gen candidato identificado en el ¢SLB.3.04.1 codifica una isomerasa involucrada en
la sintesis de isoprenoides (Berthelot et al. 2012). Los isoprenoides son compuestos organicos derivados
del isopreno que participan en multiples procesos como hormonas, determinantes de la fluidez de las
membranas, antioxidantes o compuestos antimicrobianos (Pichersky y Raguso 2018). El estudio de los
perfiles de volatiles de maices infectados por patdégenos ha demostrado un aumento de la produccion de
numerosos terpenos. Este incremento de terpenos volatiles induciria la respuesta inmune. Ademas,
algunos de estos terpenos pueden transformarse en zealexinas, que son sesquiterpenos acidos no

volatiles con funciones antimicrobianas (Becker et al. 2014; Fauguel et al. 2017).

Ademads de las funciones moleculares de tipo enzimaéticas, se destacaron proteinas con funciones
estructurales, de detoxificacion, de transporte, y de union. En el bin 3.04 (¢SLB.3.04.7 y qSLB.3.04.9),
tres genes candidatos codifican proteinas expansinas. Las expansinas son una familia de proteinas
asociadas a la pared celular que inducen modificaciones a través del deslizamiento de las microfibrillas
por la accion de expansinas puede generar una reaccion de resistencia o susceptibilidad que depende del
patosistema (Narvaez-Barragan et al. 2022). En el mismo bin (¢SLB.3.04.7), un gen candidato codifica
una proteina B-tubulina. Este tipo de proteinas estan asociadas a los microtubulos y, en respuesta a
situaciones de estrés, pueden inducir cambios en la dinamica del citoesqueleto (Li et al. 2015). Las
funciones moleculares de detoxificacion estuvieron representadas por genes en el bin 3.04

(gSLB.3.04.12) y el bin 6.01 (gNLB.6.01).

Las proteinas con funciones trasportadoras representaron un gran niimero de genes candidatos, aunque
la mayor parte de ellas con funciones inespecificas asociadas a multiples procesos del metabolismo
celular. Algunos de ellos con funciones esenciales en la respuesta de defensa a través de la movilizacion
de hormonas, metabolitos secundarios, proteinas que actian en sefializacion, permeabilidad y regulacion
osmotica y secuestro de compuestos toxicos, entre otras funciones (Ranocha et al. 2013; Jeena et al.
2019; Li et al. 2021). Sin embargo, dado que son inespecificos y participan en multiples procesos
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asociados al metabolismo de la planta, no se consideraron en el listado de genes candidatos. En el bin
6.03 (¢SLB.6.03.1) se identifico un gen candidato asociado a un transportador ABC. Este tipo de
transportador se describio con funciones asociadas al transporte de compuestos xenobioticos y como un
gen de MDR en trigo (Krattinger et al. 2009). Un gen candidato en bin 3.04 (¢SLB.3.04.12) corresponde
a un transportador de azucares “SWEET” (del inglés, Sugar Will Eventually be Exported Transporter)

asociados a genes de susceptibilidad (Jeena et al. 2019).

Las proteinas con funciones de unidon corresponden a genes candidatos que codifican factores de
transcripcion. Los factores de transcripcion son proteinas de unidon al ADN que inician procesos de
transcripcion esenciales para la regulacion del desarrollo y del sistema defensivo de las plantas. En
concreto, las familias de factores de transcripcion MYB, AP2/ERF, ZIP y WRKY estan involucradas en
las defensas de las plantas (Biswas et al. 2023). Entre los genes candidatos, se identificaron dos factores
de transcripcion MYB ubicados en el bin 3.04 (¢SLB.3.04.5 v qSLB.3.04.13), y uno en el bin 3.09
(¢BLS.3.09.1). Los MYB son factores de transcripcion asociados a multiples procesos de desarrollo,
aunque se destaca su funcion en la regulacion directa de genes asociados a la patogénesis, biosintesis de
lignina, flavonoides, cutina, sefializaciéon mediada por polisacaridos y hormonal, asi como también HR
(Dubos et al. 2010; Biswas et al. 2023). Se identificaron dos genes candidatos que codifican factores de
transcripcion AP2/ERF en el bin 3.02 (¢BLS.3.02) y en el bin 3.04 (¢SLB.3.04.11). Los factores de
transcripcion AP2/ERF son una familia exclusiva del reino vegetal, que desempafian un papel
importante en la regulacion de la respuesta a heridas o infecciones por patdgenos. Estos factores de
transcripcion se han descrito como integradores de las vias de sefializacion por jasmonato y etileno y
estan directamente involucrados en la regulacion de genes asociados a la patogénesis y a las defensinas
(Pré et al. 2008; Zhou et al. 2012). Dos genes candidatos en el bin 3.04 (¢SLB.3.04.1) y el bin 9.02
(¢.SLB.9.02) codifican factores de transcripcion de tipo ZIP. Los factores de transcripcion ZIP se han
asociado sistematicamente a la regulacion de genes involucrados en la respuesta PTI, ETI y sefializacion
hormonal (Noman et al. 2017). Un gen candidato identificado en el bin 3.02 (¢BLS.3.02) codifica un
factor de transcripcion WRKY. Los factores de transcripcion WRKY se localizan frecuentemente en
receptores de tipo RLK y son esenciales en la red de sefalizacion y regulacion del sistema defensivo
vegetal por quinasas, en la respuesta a PAMP o elicitores y hormonal (Chen et al. 2019). Otras familias
de factores de transcripcion destacadas son las familias ARF, BZR1 y MFT, que regulan la expresion de
genes que responden a brasinoesteroides, auxinas y acido abscisico, respectivamente (Tiwari et al. 2003;
Yu et al. 2018). Aunque estas tres hormonas no son las principales reguladoras de la respuesta defensiva,
interactiian con multiples vias de sefializacion hormonal. Entre los genes candidatos, dos ubicados en el
bin 3.04 (¢SLB.3.04.1 y qSLB.3.04.16) y uno en el bin 6.03 (¢SLB.6.03.1) que codifican factores de
transcripcion involucrados en la via de sefializacion mediada por auxinas. Esta via de sefializacion se
encuentra asociada a susceptibilidad a enfermedades (Berens et al. 2017). Otro gen candidato ubicado

en el bin 3.02 (¢BLS.3.02) codifica un factor de transcripcion involucrado en la via de sefializacion
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mediada por brasinoesteroides. Esta hormona comparte un RLK comuan involucrado en el
reconocimiento de MAMP y podria ser funcional en la sefializacion PTI (Berens et al. 2017). Por ultimo,
un gen candidato identificado en el bin 3.04 (¢SLB.3.04.1) se asocid con un factor de transcripcion MFT
involucrado en la respuesta mediada por acido abscisico. Esta hormona esta principalmente asociada a
respuesta a estrés abiotico, aunque la sefializacion mediada por esta hormona en interaccion con acido

salicilico induce el cierre estomatico mediado por PAMP (Berens et al. 2017).

La gran cantidad de genes asociados a mecanismos diversos e inespecificos de las defensas presentes en
el bin 3.04 indicaria la presencia de una region caliente de resistencia en esta region (hotspot). Este
resultado coincide con multiples trabajos previos que han destacado esta region como una region
importante para la MDR (McMullen and Simcox 1995; Wisser et al. 2006; Zwonitzer et al. 2010;
Belcher et al. 2012; Rossi et al. 2019; Lopez-Zuniga et al. 2019; Martins et al. 2019; Qiu et al. 2020a,
2024; Chen et al. 2023).

En este bin se identificaron genes asociados a multiples mecanismos de defensa, como peroxidasas con
funciones detoxificantes, inhibidores enzimaticos, factores de transcripcion vinculados con sefializacion
hormonal y respuesta a estrés biodtico, expansinas, enzimas involucradas en a la sintesis de lignina y
fortificacion de paredes celulares, asi como también involucradas en la generacion de moléculas DAMP.
Todos estos genes actiian sobre mecanismos inespecificos que podrian ser efectivos frente a un amplio
rango de patogenos. Especificamente, en el gMDR3.04 la principal hipdtesis asociada a la MDR apoya
a una enzima lipasa que podria actuar activando la respuesta inmune o a través de la sintesis de
compuestos antimicrobianos, hormonas u otras moléculas de sefializacion. A su vez, una fosfatasa con

funciones RLK podria también contribuir al reconocimiento y activacion de la respuesta inmune.

Al igual que en este trabajo, la precision de los GWAS llevados a cabo por Belcher et al. (2012); Lopez-
Zuniga et al. (2019); Martins et al. (2019); Qiu et al. (2020a) o Qiu et al. (2024) no pudieron dilucidar
el o los mecanismos moleculares de resistencia que operan en esta region. Qiu et al. (2024) resalto este
bin relevante frente a patdogenos de origen bacteriano y fingico vinculandolo al mecanismo molecular
del QTL “¢SLB3¢4” identificado por Chen et al. (2023). En este trabajo los autores demostraron que este
QTL causa una mayor susceptibilidad a SLB y esta asociado a un gen en el bin 3.04 que codifica un
receptor de tipo LRR-RLK (CAhSK1, Cochliobolus heterostrophus Susceptibility Kinase 1) (Chen et al.
2023). El gen ChSK1 participa en la regulacion de la produccion de H.O» y multiples vias de sefializacion
que responden a las defensas. La familia de genes LRR-RLK generalmente son genes de resistencia, por
lo que los autores suponen que el gen actiia como un supresor de la respuesta PTL, y su ausencia conlleva
a un aumento general de las defensas de la planta (Chen et al. 2023). Estudios complementarios son
necesarios para dilucidar el mecanismo molecular de resistencia en el bin 3.04 y determinar si coincide

con el gSLB3.04
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En resumen, en este capitulo se identificaron un gran nimero de QTL que controlan resistencias
individuales, especialmente resistencia a SLB. Ademas, se confirm¢ la existencia de un QTL asociado
a MDR en el bin 3.04. La localizacién de multiples genes candidatos asociados con diversos mecanismos
de defensa en la region de MDR, asi como en regiones cercanas indicarian la presencia de un Aotspot de
resistencia en el bin 3.04. Esta region podria explotarse en programas de mejoramiento genético como
fuente de MDR. Estudios complementarios de mapeo fino y validacion son necesarios para investigar
los genes subyacentes para una mejor comprension del mecanismo bioldgico de resistencia a multiples

patogenos.
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CAPITULO 1V : CONSIDERACIONES FINALES Y PERSPECTIVAS

El presente capitulo resume los principales resultados y conclusiones derivadas de los capitulos previos,

desde una perspectiva amplia y asociada con su contribucion como investigacion cientifica. Esta tesis

doctoral abord¢ el estudio tradicional de la resistencia a enfermedades en el maiz desde una perspectiva

que incluye la variada interaccion entre el hospedante y diversos patogenos. Este enfoque permite

comprender las bases de la MDR para el desarrollo de una resistencia de amplio espectro, efectiva y

duradera frente a multiples amenazas.

Las principales conclusiones de este trabajo fueron:

I

IL.

III.

IV.

Los ensayos experimentales demostraron que el germoplasma desarrollado a partir de
poblaciones locales constituye un recurso valioso con potencial para ampliar la base genética
de la resistencia a un amplio espectro de enfermedades en los programas de mejoramiento de
maiz. Una larga historia de ciclos de seleccion tanto natural como artificial ha contribuido a que
la ausencia total de resistencia o la resistencia a solamente una enfermedad estén escasamente
representadas dentro de la poblacion.

La H? tiene un impacto determinante en el resultado del GWAS, por lo tanto, la eleccion de una
metodologia de fenotipado correcta, asi como la metodologia de calculo, son aspectos clave
para una correcta estimacion. Nuestros resultados demostraron que el fenotipado de
enfermedades en maiz puede llevarse a cabo con éxito bajo infeccion natural si se utilizan
ambientes y escalas de evaluacion apropiados. La comparacion de diferentes metodologias para
la estimacion de la H? sugiri6 que las metodologias que consideran la presencia de datos
desbalanceados dan lugar a estimaciones mas precisas.

La alta H? determinada para todas las resistencias a enfermedades estudiadas indica que poseen
un alto componente genético aditivo heredable, por lo que la seleccion puede realizarse con una
alta eficiencia.

Los resultados obtenidos refuerzan la hipotesis de que la MDR esta determinada por genes de
resistencia que se agrupan en regiones especificas del genoma y conforman hotspots o puntos
calientes de resistencia a enfermedades.

El mecanismo molecular asociado a la MDR en el bin 3.04 no pudo determinarse con precision
en este trabajos y estudios complementarios son necesarios para determinar el mecanismo
subyacente. La gran cantidad de genes candidatos presentes en la region sugiere mecanismos de

defensa inespecificos asociados a una enzima lipasa y un RLK.
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Un aspecto destacado de esta tesis doctoral es su aporte a la comunidad cientifica:

L.

IL.

El capitulo I es un ejemplo de como abordar de manera holistica una temdtica de estudio y
supone un importante aporte de valor para la presente tesis y para la comunidad cientifica.
Este capitulo proporciond el marco teodrico para el estudio e interpretacion de la MDR a través
de una descripcion detallada de los patogenos, el sistema de defensa de las plantas y las
interacciones planta-patdogeno como resultado de una exhaustiva revision bibliografica. Este
capitulo se origind en un trabajo final de tesis de la Especializacion en Mejoramiento Genético
Vegetal de la Facultad de Agronomia de la Universidad de Buenos Aires, que por su innovador
enfoque fue publicado en la revista Tropical Plant Pathologhie.

El capitulo Il presenta argumentos a favor de la adopcion del fenotipado bajo infeccion natural.
En la literatura, la mayoria de los estudios de QTL se basan en fenotipos obtenidos mediante
infecciones artificiales, mientras que las infecciones naturales son menos frecuentes. Sin
embargo, el fenotipado bajo infeccion natural presenta multiples beneficios que han sido
pobremente abordados en la literatura, lo que probablemente ha limitado su explotacion. La
infeccion natural es la mejor estrategia en ambientes con alta presion y uniforme distribucion
del inoculo natural. Esta situacion garantiza una mejor representacion del patosistema en
términos de diversidad racial y competencia con otros patdgenos, asi como también minimiza
el riesgo ambiental asociado a la introduccion de nuevas especies. A su vez, requiere una menor
inversion de tiempo y dinero en el desarrollo de una técnica de inoculaciéon apropiada. El
desarrollo de la técnica implica desde el aislamiento o adquisicion del patdgeno, pruebas de
patogenicidad, preparacion del indculo y la inoculacion per se. Si bien la literatura ofrece un
amplio marco teodrico, la adaptacion al propio patosistema requiere de un profundo
conocimiento y multiples pruebas asociadas. A su vez, multiples factores pueden conducir al
fracaso de la inoculacion, ya sea por errores en la concentracion del indculo o condiciones
ambientales desfavorables que deriven en la ausencia de variacion genética en la poblacion bajo
estudio. Un aspecto importante es el riego asociado a patdogenos que producen micotoxinas, para
el que el grupo de trabajo debe contar con protocolos de bioseguridad para el manejo y descarte
del inéculo y los residuos derivados.

En este trabajo nos permitimos explorar ambos tipos de infeccidon seglin el patosistema, y
proporcionar herramientas a otros investigadores para decidir si es posible hacer uso del
ambiente natural o si es necesario promover la infeccion a través del inodculo artificial. En este
sentido, demostramos que para explotar el indculo natural es clave la eleccion de ambientes
donde las enfermedades son prevalentes y las condiciones ambientales predisponentes, el uso
de testigos resistentes y susceptibles y la utilizacion de escalas de evaluacion simples, aunque

suficientemente precisas para captar la variacion genética asociada. Nuestro aprendizaje en
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relacion con el fenotipado bajo infeccidon natural se resume en esta tesis de doctorado, asi como
también en otras tres publicaciones cientificas (Kistner et al. 2021, 2022b, a).
El estudio de la H tuvo un papel central en esta tesis. Mi impresion es que en muchos trabajos
el calculo de la H? se incluye como un célculo de rutina previo al mapeo sin demasiada reflexion.
En otros trabajos, se omite directamente la estimacion de la H? del caracter bajo estudio.
Considerar los componentes que influyen en la H?, le ofrece al investigador la posibilidad de
manipular aspectos clave durante el fenotipado, lo que tiene un impacto directo en la calidad de
los resultados asociados al mapeo. No menos importante es la H? en los programas de
mejoramiento para la estimacion de la GG. Todos estos aspectos que afectan a la H? y pueden
controlarse se detallaron en el Capitulo II, asi como también en dos publicaciones cientificas:
Kistner et al. 2021 y 2022a. Esperamos que estas conclusiones promuevan un rol mas central
de la H? en los estudios de mapeo.
También se hizo hincapié en la sobreestimacion de la H? debido a observaciones
desbalanceadas. A pesar de que la literatura ofrece soluciones a esta problematica, la férmula
tradicional de la H? continia siendo la metodologia mas frecuente para su estimacion.
Personalmente, considero que esto se debe a que las alternativas presentadas en la literatura
fueron desarrolladas utilizando softwares que son pagos y no accesibles para toda la comunidad
cientifica. Durante el desarrollo de esta tesis tuve la oportunidad de conocer estas metodologias

alternativas y surgi6 la motivacion de poder recrearlas en un software libre. En colaboracion

El bin 3.04 es un hotspot de resistencia presente en multiples fondos genéticos. Los metaanalisis
llevados a cabo por McMullen y Simcox (1995) y posteriormente por Wisser et al. (2006) fueron
los primeros en sefialar la importancia del bin 3.04 como una regién relevante de MDR. Trabajos
mas recientes han enfatizado la importancia de este hotspot (Belcher et al. 2012; Lopez-Zuniga
et al. 2019; Qiu et al. 2020a, 2024). Estos trabajos involucraron en su mayoria germoplasma
americano derivado de la linea americana B73. Ninguno de estos trabajos ha podido determinar
con precision si la MDR en el bin 3.04 corresponde a un gen pleiotropico o multiples genes
ligados, aunque se sugiere la presencia de multiples genes de efecto pequefio en la region. La
presencia repetida de esta region en multiples fondos genéticos asociada a MDR indica la
importancia de esta region como fuente de MDR y la necesidad de conducir estudios
complementarios de mapeo fino para dilucidar su base molecular. Esta caracterizacion
permitiria una rapida introgresion de MDR en germoplasma templado lo que maximizaria la

conservacion de los recursos genéticos autdctonos.
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Tabla A-1:Poblaciones y metodologias de mapeo para la identificacion de QTL de resistencia a enfermedades en

maiz

Ref. Poblacién Tamafio Germoplasma Enf. Met.
(origen)
1 RIL 158 Mo17xB73 (Poblacion IBM, germoplasma SLB CIM
americano)
2 Panel (IL) 183 Maiz tropical y popcorn MWS GWAS
3 F3|F5|F4|F 280|120|13 KWI1265|D146|D145|KW1292 CRM CIM
4 1]133 CSM
4 F2 157 IL731xW6786 (Maiz dulce) CRM CIM
NLB
5 NAM (DH) 34|58 | 113| TIxAl|TIxA2|T1xA10| T2xA3 | T2xA4 MWS CIM
106 | 163 GLS
6 F2 256 L-08-05F x L-14-04B MWS MIM
7 F2 139 ADENTxB73 | NC250A x B73rmhl |  GLS CIM
| 193 | 144 NC250A x B73 (ADENT = Linea amarillo
dentado parcialmente resistente a GLS,
NC250A= Compuesto Nigeria), B723rmhl=
resistencia a SLB).
8 RIL 192 Mo17xB73 (Poblacion IBM, germoplasma SLB CIM
americano)
9 Panel (IL) 183 Maize tropical y popcorn GLS GWAS
10 RIL 109 Kil4 x B73 GLS CIM
NLB
SLB
11  NIL | RIL 196 Donors (CML52, DK888) for NIL |RIL CRM-  LSM
B73xCML52 CSM - CIM
SLB -
GLS -
NLB
12 TC 187 MON323xMON402 GLS MIM
13 NAM (RIL) 335 US-NAM (diverso) BLS MIM
14 F2 161 Y32 x Q11 GLS CIM
15 RIL 158 Mol17xB73 (Poblacion IBM, germoplasma  MWS CIM
americano)
16 F2 148 L31.2.1.2xL726 (resistente x susceptible, MWS MIM
germoplasma tropical)
17 DH | Panel 230|239 CML511xCML546  |Maiz  tropical 'y  GLS LM
(IL) subtropical GWAS
18 F2 230 resistente x susceptible, germoplasma africano GLS LM
19 RIL 288 B73xMo17 (Poblacion IBM) SLB CIM
20 RIL 204|288 Mo17xB73 (Poblaciéon IBM, germoplasma GLS CIM
americano)
21 RIL 145 CML444xSC Malawi (CML444 = Subtropical GLS CIM
white dent)
22 F2 233 446x08-641  (resistente  x  susceptible, GLS CIM
germoplasma chino)
23 CSSL 1611 Padres MDR: NC304, NC344, Ki3, NC262 GLS- CSSL
| Padres MDS: Oh7B, H100 NLB -
SLB
24 F2 NA B37Htn1xR1 | B37Htn1xR3 | B37HtIxR1 NLB NA
25 RIL 302 Mo17xB73 (Poblacion IBM, germoplasma NLB CIM
americano)
26 NAM (DH) 123|163 Q1 x Ye478 | Q1x Zheng58 GLS CIM
27 RIL 1|20 |214 CML254xB73 |Kil4xB97 |CML254 xB97 ~ SLB  CIM
126
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28

29
30

31

32
33
34

35
36

37
38

39

40
41

42
43
44
45

46

47

48
49

50

51

52
53
54
55
56
57

58

59
60
61
62

NAM
(RIL) | NIL
F2

NIL

NIL

BCP1S1
F2
NIL

F2
RIL

NAM (RIL)
F2

F2

RIL
DH | Panel

(IL)

Panel (IL)
Panel (IL)
RIL
RIL

F2
Panel (IL)

RIL
RIL

RIL
RIL

F2

RIL

Panel (IL)
Panel (IL)

DH

MAGIC (RIL)

NAM (DH)

DH (NAM)
DH (NAM)
Panel (IL)
IL

3676 | 24

958
2246

744

301
344
95

144
207

5000
204

121

207
72 | 300

161
253
314
4413

210
818

142|186
187

298
250

188
250
874
270
500
672

99| 174 | 155
|71]110] 15
0

150
658
183
1687
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US-NAM (diverso)

Val4d x B73
NC292xB73 | NC330xB73 (germoplasma
americano)

B73xTeosinte donors

061 x FR1141

SKV50XxCML153 (resistente x susceptible)
B73 | A619 | WIS3R |CM105 |DF20
| LH146 | GE440 | Ladyfinger (germoplasma
americano)

VO613YxPa405 (resistentexsusceptible)

LM5xCM140 (resistente x  susceptible,
germoplasma indio)
US-NAM (diverso)
YML32xYe478 (resistente x susceptible,
germoplasma chino)
Mol7xB52  (resistente  x  susceptible,

germoplasma americano)

K22xBy815 (germoplasma chino)
DAS-001xDAS-002 (germoplasma
sudamericano  resistente X  americano
susceptible) | Diverso

Germoplasma chino

Germoplasma templado y tropical
Yed78xQi319

US-NAM (diverso)

BT-1xXi502 (BT-1 = resistant y Xi502=
susceptible, germoplasma chino)

Elite tropical maize from Zimbabwe, Kenya,
Colombia, y Mexico

H99xB73 | B73xB52

87-1 x Zong 3 (germoplasma chino)

LP4637xL4674 (resistente x susceptible,
germoplasma argentino)
BT-1xN6 (resistente X susceptible,

germoplasma chino)

C0441 x CO354

BT-1xN6

Maize tropical

NA

Poblaciones Flint europeas

A509, EP17, EP43, EP53, EP125, F473, EP86,
PB130 (EP17, EP86, EP125, A509 = partially
resistant to FER; EP43, EP53, F473 = are
intermediate, PB130 = susceptible to Fusarium
ear rot)

T3xA6 | T3xA7| T3xA8 | T3xA12 | T4xA4
| T4xAS (Tropical brasilero x Templado
europeo)

UH007 x UH006)

Flint

Tropical maize

USA collection
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GLS

GLS
SLB
NLB
GLS
SLB -
GLS
GLS
NLB
NLB

GLS
SLB

SLB
GLS

NLB

NLB
GLS

GLS
GLS
NLB
GLS -
NLB -
SLB
FER

FER

SLB
FER

FER -
GER
FER

FER
FER
FER
FER
GER
FER

GER

GER
GER
FER
FER

GWAS

CIM

LSM

CIM
CIM
LM

CIM
CIM

GWAS
ICIM

SIM

ICIM
GWAS

GWAS
GWAS
CIM
ML

CIM

GWAS

CIM
CIM
ICIM
CIM

CIM

CIM
ICIM
GWAS
GWAS
GWAS
GWAS

CIM

LM
LM
GWAS
GWAS
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63 F2 210 277 CML495xLA POSTA SEQ CRM  ICIM
|268 [272  CML492xLPSMT | CML495xLPSMT
CML449xLPSMT (germoplasma africano y

mexicano)
64 Panel (IL) 200 CIMMYT BLS GWAS
65 QTL 437 Diverso CRM Meta-
NLB analisis
SLB
66 QTL 9 Poblaciones Ht NLB Meta-
analisis
67 CSSL 435 Tx303 3 B73 NLB CSSL
68 CSSL 1611 Padres MDR: NC304, NC344, Ki3, NC262 GLS JLM
| Padres MDS: Oh7B, H100
NLB
SLB
69 F2 40] 101 DRIL x H100 GLS Compos
NLS ite score
SLB
70 NIL Mol17 | NC292 | SLB RNA-
seq

Ref.: Referencia:

Poblacion: CSSL: Chromosome segment substitution line; DH: Double haploids; IL: Inbred Line; JLM: Joint linkage mapping, LM: Linkage
mapping; LSM: Least Square Mean; NAM: Nested association mapping; NIL: Near-isogenic lines; QTL: Quantitative Trait Loci; RIL:
Recombinant Inbred Line; SIM: Simple Interval Mapping; TC: Test crosses;

Enf. (Enfermedad): CRM: Roya comtn del maiz; CSM: Carbon comin del maiz; FER: Podredumbre de espiga por Fusarium; GER:
podredumbre de espiga por Graminearum; GLS: Mancha gris del maiz; MWS: Mancha blanca del maiz; NLB: Tizén comun del maiz; SLB:
Tizon foliar del maiz.

Met. (Metodologia de mapeo): CIM: Composite Interval Mapping; GWAS: Genome Wide Association Study; MIM: Multiple Interval
Mapping;

1: Carson et al. (2004); 2: Rossi et al. (2020); 3: Liibberstedt et al. (1998); 4: Brown et al. (2001); 5: Kistner et al. (2021); 6: Moreira et al.
(2009); 7: Bubeck et al. (1993); 8: Balint-Kurti y Carson (2006); 9: Kuki et al. (2018); 10: Zwonitzer et al. (2010); 11: Chung et al. (2011); 12:
Pozar et al. (2009); 13: Qiu et al. (2020); 14: Zhang et al. (2012); 15: Carson et al. (2005); 16: Lana et al. (2017); 17: Omondi et al. (2023); 18:
Lehmensiek et al. (2001); 19: Balint-Kurti et al. (2007); 20: Balint-Kurti et al. (2008); 21: Berger et al. (2014); 22: He et al. (2018); 23: Lopez-
Zuniga et al. (2019); 24: Hurni et al. (2015); 25: Balint-Kurti et al. (2010); 26: Du et al. (2020); 27: Negeri et al. (2011); 28: Benson et al.
(2015); 29: Saghai Maroof et al. (1996); 30: Belcher et al. (2012); 31: Lennon et al. (2016); 32: Clements et al. (2000); 33: Ranganatha et al.
(2021); 34: Bentolila et al. (1991); 35: Gordon et al. (2004); 36: Kaur et al. (2019); 37: Kump et al. (2011); 38: Liu et al. (2016); 39:
Dingerdissen et al. (1996); 40: Chen et al. (2015); 41: Mammadov et al. (2015); 42: Shi et al. (2014); 43: Wisser et al. (2011); 44: Wang et al.
(2018); 45: Yang et al. (2017); 46: Chen et al. (2012); 47: Chen et al. (2016); 48: Balint-Kurti et al. (2008); 49: Ding et al. (2008); 50: Giomi
etal. (2016); 51: Li et al. (2011); 52: Maschietto et al. (2017); 53: Wu et al. (2020); 54: Li et al. (2021); 55: Samayoa et al. (2019); 56: Gaikpa
et al. (2021); 57: Butrdn et al. (2019); 58:Galiano-Carneiro et al. (2021); 59: Martin et al. (2012) ; 60: Martin et al. (2012); 61: Coan et al.
(2018); 62: Zila et al. (2014); 63: Kibe et al. (2020); 64: Ruiz et al. (2023); 65: Wisser et al. (2006); 66: Galiano-Carneiro y Miedaner (2017);
67: Jamann et al. (2014); 68:Qiu et al. (2024); 69: Martins et al. (2019); 70:Chen et al. (2023).
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Tabla A-2. Listado completo de genotipos evaluados.

CAPITULO A — Anexo

Denominacion! Codificacién?> Poblacion de origen T CG* PH? Observacion
9 - (DK752xB73) F2 F AN -
39" - (M370xFA) x FA F C -
53" - (M370xFA) x FA F C -
67" - (DK752xB73) F2 SD AM -
91" } gg(l:));acwn F2 (hibrido Cargill F AN R
* Poblacion F2 (hibrido Cargill
133 - 280) F AN -
Poblacién F2 Poblacion con alto
83525 - [(LP1512xLP199)(LP453xLP58)]  SD AN - 4cido oleico
Poblacion F2 .
83538 - [(LP1512xLP199)(LP453xLP58)] SD AN - Susceptible a CRM
. Poblacion con baja
Poblacion F2 L
83556 - [(LP1SI2xLP199)(LP453xLpsg)] S0 AMAN - acidos grasos
saturado
Poblacién F2 Poblacion con alto
83590 - [(LP1SI2xLP199)(LP453xLpsg)] S0 AMAN ) 4cido oleico
AX8B88ITB - Poblacion F2 (hibrido AX888IT) F AN - -
B100 - Linea americana D AM - -
Genoma secuenciado
B73 - Linea americana D AM - y utilizado como
referencia en maiz
L4637 ) Poblacién F2 (LP561 x LP611) F C - Resistente a
Fusarium spp.
L4674 - Poblacién F2 (hibrido AX924) SD AN - Susceptible a
Fusarium spp.
L5605 - Poblacion F2 (P578 x LP116) F AN - -
L5632 - Poblacion F2 (P578 x LP116) SD AN - -
L5665 - Poblacion F2 (P578 x LP116) F ANA - -
LP1032 L160 Compuesto I F C SE -
LP1044 L159 Compuesto I F AN E -
LP116 L149 Compuesto “Argentino-Caribe” F AN Susceptible a CRM
LP122 L151 Compuesto “Argentino-Caribe” F C SE -
LP122-2 L152 Poblacion F2 (L3178xL196) F C E -
LP124 L131 Compuesto “Colorado precoz” F C -
LP125R L139 Poblacion sintética "Colorada F AN - Resistente a CRM
LP126 L148 Poblacion F2 (LP125R x L196) F AN SE Susceptible a SLB
LP128 L176 Poblacion F2 (L28 x LP521) F C - -
LP13 } goblgcién sintética “Colorada F AN SE )
ura
LP1411 L153 Poblacion F2 (LP199x L3178) F C SE -
LP147 L163 gompg?sto “Resistente al vuelco F AMAN P )
arana
LP1512 L146 Compuesto IT F AN P -
LP1513 - Compuesto 11 F AN P -
LP153 L161 Poblacion F2 (A1 x L1571) F C P -
LP168 L140 Pobla(%i,(')n F2 (P465 x D) F AN P )
seleccion recurrente
LP178 L178 Suwan F AN - Resistente a NLB
LP179 L170 Suwan F AN SE -
LP197 L124 Ef)blaci(’)n sintética (hibrido SD  AMAN P )
ioneer)
LP199 L144 Compuesto II F AN P -
LP1996 L145 Compuesto IT F AN SE -
LP2 L167 Compuesto “Argentino-Caribe” SF AM -
LP212 L134 Argentino flint x canadiense SF AM E )

dentado
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LpP214
LP220
LP221
LP223
LP236
LP2541
LP2542
LP256-R
LP29
LP299-2
LP304
LP311
LP317
LP32
LP3830
LP438
LP453
LP4703
LP509
LP521
LP562
LP5708
LP579
LP580
LP581
LP59
LP598
LP605
LP611
LP612
LP613
LP661
LP662
LP818
LP869
LP915
LP916
LP917
LP918
LP923
LPB2
P1338
P21
P465
Z9801-A
ZN6

L135
L136
L137
L125
L133

L041
L1l64
L132
L123
L126
L129
L128
L181
L143
L142

L162
L141
L147
L165
L138
L166
L174

L130
L179
L158
L155
L156
L157
L177
L154
L127
L168
L175
L173
L172
L171
L182
L169
L195
L197
L196

L194

Argentino flint x canadiense
dentado
Argentino flint x canadiense
dentado
Argentino flint x canadiense
dentado
Poblacion sintética (hibrido
Pioneer)
Argentino flint x canadiense
dentado

Compuesto “BS13”

Compuesto “BS13”

Seleccion recurrente poblacion
F2 (L256 x D)

Compuesto “Colorado precoz”

Poblacion sintética (hibrido
Pioneer)

Poblacion sintética (hibrido
Pioneer)

Poblacion sintética (hibrido
L100)

Poblacion sintética (hibrido
L100)

Compuesto “Colorado precoz”

Poblacion F2 (B23xB87)

Compuesto “Semidentado
Precoz”

Compuesto “Argentino-Caribe”
Compuesto Prolifico

BSSSxCuarentin

Poblacion sintética “Colorada
dura”

R49022 x M370

Compuesto “Argentino-Caribe”

Poblacion F2
[(5842xLP125)x(28xP1338)]
Poblacion F2 (hibrido Cargill
280)

Poblacion F4 (hibrido Titanium)

Poblacion F2 (L10612xB14)

(Poblacion F2 (hibrido ACA
2000)

Poblacion F2 [(P465 x D) Fn*x
ZN6]

Seleccion recurrente (P465 x D)
Seleccion recurrente (P465 x D)
Seleccion recurrente (P465 x D)
Poblacion (LP662 x LP611)

Poblacion F2 (P465 x D)

Poblacion sintética (hibrido
Pioneer)

Poblacion sintetica
[(N28xB73) x(N28x199)]F2
DK752xB73

DK752xB73

Poblacién F2 (hibrido AX888)

Poblacion F2 (hibrido comercial
sin identificar)

Poblacion maiz blanco
Poblacion local x germplasma
exotico

Poblacion local

Poblacion local

Poblacion F2 (hibrido AX888IT)

Poblacion colorada

SF
SF
SF
SD
SF

SF
SD

AMAN
AN
AMAN
AMAN
AN

AM
AM

AN
AMAN
AM
AN
AM
AN
AM
AM
AMAN

AN
AN

AN
AN
AMAN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AN
AM
AMAN
AN
AN
AN
AN
AN

AN
AM

SE
SE
SE
SE
SE
SE
SE
SE
SE
SE

SE

SE

SE
SE

SE
SE

SE
SE
SE
SE
SE

SE

SE

SE
SE

SE

CAPITULO A — Anexo

Resistente a BLS

Resistente a CRM

Susceptible a NLB

Susceptible a BLS

Resistente to SLB
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CAPITULO A — Anexo

! La denominacién se refiere al nombre dado por el mejorador al genotipo (linea endocriada de maiz).

2 Codificacion se refiere a la identificacion con la que se encuentra el genotipo en el chip de SNP — Genotipos con codificacion han sido
genotipados.

3T = Textura del grano: D = Dentado — F = Flint — SD = Semi-dentado — SF = Semi-flint.

4C = Color del grano: AN = Anaranjado - AMAN = Amarillo-anaranjado — AM = Amarillo — B = Blanco — C = Colorado.

>PH =Posicion de la hoja: E = Erectofila — SE = Semi erectofila — P = Planofila

*La denominacion de los genotipos estd abreviada y la denominacion completa se corresponde con las siguientes denominaciones: 9 =
(R4930x3125-2)-1-9; 39 = (LP562x3584)-1-39; 53 = (LP562x3584)-1-53; 67 = (LP915x3125-2)-1-67; 91 = (7310x7266)-1-91; 133 =
(7310x7266)-1-133.
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CAPITULO A — Anexo

Tabla A-3: Ranking de BLUP de la resistencia a enfermedades foliares por ambiente de 87 genotipos.

(@ (b)
Roya comiin del maiz Jizoncomupdelmalz
Ranking = "A" "B" e "D" "E" Ranking . "K' | "I" '
1°  LPI25R | LP125R  LP125R | LP125R | LPI25R 1° | LP214  LP147 = BI0O
2° | LPS81 | LP581 = LP581 @ LP581 . LP9I8 2°
3°  LP918 . LP91§ = LP918 | LP91§ = LP221 3°
4> LP311 | LP221 LP256R . LP221 ' LP256R 4°
SD I‘P221 LP256R' LP133 .................. : SD
________ 6°  LP256R . L5632 L5632 6°
________ . .
8> LPI33 & f
________ 9¢ _LPSO8 = LPsll  LPSog L EPI0O [NEPIIN LP662  LP923 | LP438
10° LP915 '

L5665

| LP147 | LP179 LP179

(c) d
Tizon por Bipolaris Estria foliar bacteriana
Ranking "H" | "G" Ranking __"E" "D
1° LP918 67 1° LP221 @ LPp221
20 9 LPS18 20 LP125R | LP125R
3¢ LP221 @ LP221 3° LP128 @ LP128
4° LP236 @ LP236 4° LP147 = LP147
59 LP1222 | LP128 5@ LP153 | LP153
6° LP605 | LP562 :
7° LP562 | LP5708

8  LP199 = LP199

LP662 LP&62
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CAPITULO A — Anexo

Tabla A-4: Ranking de BLUP de la resistencia a FER y GER por ambiente para 19 genotipos comunes entre
experimentos

(a) (b)

Podredumbre de espiga por F. Podredumbre de espiga por F.
vertillioides Eramneqrim
Ranking | "P" "Q" Ranking | 'P" |
1° | LP1044  LP1044 1
2° P465 LP579 2 i
________ 3@+ LP611 3 LP1044 |
A 4
= > LRT LPI97
67 6
________ ®_ I —
________ 8 8
N 2
ot [ Lbel2 LPIOZZ 10
11° 11 LP168 LP311
1  LP662  LP611
S S
140 LP562 LP579
150 .................. |
160 ..................
- 17@LP579 CLPIZSR.
- 1s7 [LPe62 | LP6I3
19¢

El ranking de genotipos fue armado en funcion de los mejores predictores lineales insesgados (BLUP) obtenidos para cada uno
de los experimentos. Se utilizaron colores diferentes para resaltar genotipos a través de los experimentos.
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Tabla A-5: Criterios AIC, BIC y Devianza de los MLGM utilizados para el andlisis de la variable CSM.

Modelo

A B C

AIC BIC D ® AIC BIC D @ AIC BIC D

MB
MP
VALY
ZINB1
ZINB2

522 531 516
5

520

332 347 36 511

1,01

334 352

Modelo

E F
AIC BIC D p AIC BIC D

gl@

MB
MP
71pP
ZINBI1
ZINB2

411
405

411 420

3

3

5 1,001 402 418
6

MB: Modelo con distribucion binomial; MP: Modelo con distribucion Poisson; ZIP: Modelo con distribucion Poisson inflado en cero; ZINB1:
Modelo binomial negativo inflado en cero con relacion lineal entre media-varianza; ZINB2: Modelo binomial negativo inflado en cero con
una relacion cuadraticas entre media-varianza. @: Sobredispersion del modelo. AIC: criterio de informacion de Akaike, BIC: criterio de
informacion Bayesiana. Valores mas pequefios de AIC, BIC y Devianza indican mejor ajuste del modelo (indicado con gradientes de colores,
donde el color verde indica valores mas bajos y el color rojo valores mas alto). El modelo ZIP presenta el mejor ajuste (valores resaltados en

negrita).
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Tabla A-6: Ranking de BLUP de la resistencia a CSM de 78 genotipos por ambiente.

Carbon comun del maiz
91 : o E I1A“ i "B" E !I'C!I' E IlEI! E "F"

11° LP2992 LP2992

12° | LP2992

El ranking de genotipos se elabor6 en funciéon de BLUP obtenidos para cada uno de los experimentos. Se utilizaron colores diferentes para
resaltar a un mismo genotipos a través de los experimentos.
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Tabla A-7: BLUP de la resistencia de 87 genotipos a siete enfermedades del maiz evaluados en ensayos multi

ambientales en Argentina.

Genotipo

133

39

53

67
83525
83538
83556
83590
9

91
AX888ITB
B100
B73
L4637
L4674
L5605
L5632
L5665
LP1032
LP1044
LP116
LP122
LP1222
LP124
LP125R
LP126
LP128
LP13
LP1411
LP147
LP1512
LP1513
LP153
LP168
LP178
LP179
LP197
LP199
LP1996
LP2
LP212
LP214

CRM

3,0
2,3
2,5
2,3
2,8
3,0

2,2

2,5

2,9

3,2

2,4

2,2

2,6
2,9
2,6
2,6

2,3

313
2,3

Enfermedades foliares

NLB
3,1
2,6
2,5
3,4
2,6
3,5

3,3
3,1

3,2

2,3

3,4

2,8

2,6

3,5

2,8
2,3

[1-a-5]

SLB

2,9

3,3

2,9

3,0

2,9

2,4

NA

3,3

2,9

3,0

3,2

2,9

2,6
3,5
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BLS

2,4

2,4

2,8
2,4

3,3

2,9

2,2

2,2

2,2
3,2

2,9
2,2
2,7

Enfermedades de espiga

Podredumbres Carbones
[1-a-7] [Conteo]
FER GER CSM_NT
4,6 4,5 1,0
4,4 4,8 0,6
4,8 54
5,6 5,0 12
4,3 0,6
54 4,6
55 4,4 0,8
5,0 5.2 0,5
4,4 0,7
2,3
4,4 5,0
0,7
54 54
51 51 0,5
NA NA
5,6
4,5
4,9 45
5,3 4,6
0,7
5.2 51 0,7
52 4,7 0,5
0,9
51 5I5 2,3
NA NA
NA NA
51
4,5 4,4
52 53
45 4,4
513 4,8
48 0,7
5,2 5,0 0,5
55 5,6 0,4
1,0
43 4,2
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LP220 5,2 1,6
LP221 0,5
LP223 0,5
LP236 0,4
LP2541
LP2542
LP256R
LP29
LP2992
LP304
LP311
LP317
LP32
LP3830
LP438
LP453
LP4703
LP509
LP521
LP562
LP5708
LP579
LP580
LP581
LP59
LP598
LP605
LP611
LP612
LP613
LP661
LP662
LP818
LP869
LP915
LP916
LP917
LP918
LP923
LPB2
P1338
P21
P465
Z9801A
ZNG6

" La denominacién de los genotipos est4 abreviada y la denominacién completa se corresponde con las siguientes denominaciones: 9 =
(R4930x3125-2)-1-9; 39 = (LP562x3584)-1-39; 53 = (LP562x3584)-1-53; 67 = (LP915x3125-2)-1-67; 91 = (7310x7266)-1-91; 133 =
(7310x7266)-1-133.
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Tabla A-8: Combinaciones de MDR existentes en el panel asociada a resistencia a entre dos y siete enfermedades.

Ndmero de resistencias Combinaciones de resistencias

OO OO U1 ortortortortOor o101l A BB BB PEEDEPEPREOOOOWWWWWWWWWWWWLWDNDNDNDDNDDNDDDNDDDNODDND

7

BLS-CSM

CRM-BLS

CRM-CSM

CRM-GER

FER-CSM

NLB-BLS

SLB-FER

BLS-FER-CSM
BLS-FER-GER
BLS-GER-CSM
CRM-BLS-CSM
CRM-BLS-FER
CRM-BLS-GER
CRM-FER-CSM
CRM-GER-CSM
CRM-NLB-BLS
CRM-SLB-FER
NLB-BLS-CSM
SLB-BLS-CSM
SLB-BLS-GER
BLS-FER-GER-CSM
CRM-BLS-FER-CSM
CRM-BLS-FER-GER
CRM-BLS-GER-CSM
CRM-FER-GER-CSM
CRM-NLB-BLS-CSM
CRM-NLB-SLB-BLS
CRM-NLB-SLB-CSM
CRM-SLB-BLS-CSM
NLBBLSFERCSM
CRM-BLS-FER-GER-CSM
CRM-NLB-BLS-FER-CSM
CRM-NLB-BLS-GER-CSM
CRM-NLB-FER-GER-CSM
CRM-NLB-SLB-BLS-CSM
CRM-SLB-BLS-FER-GER
CRM-SLB-BLS-GER-CSM
NLB-SLB-BLS-GER-CSM
CRM-NLB-BLS-FER-GER-CSM
CRM-NLB-SLB-FER-GER-CSM
CRM-SLB-BLS-FER-GER-CSM

NPFPRFRPRFPREPREPREDNOO WIS

-
N

P PP NP OOFRRPRPAERPRNMNRPREPNNWOWRRPRPRRPREPRERPRENNREDNLER

4

CRM-NLB-SLB-BLS-FER-GER-CSM 1

Las siglas de las resistencias a las diferentes enfermedades estan separadas por un guion “-”.
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Tabla A-9: Correlaciones entre el ranking de genotipos con MDR seleccionados utilizando cuatro indices de

seleccion.
Indice Indice Indice Igillc_e
MDR Elston ACP BLUP
indice MDR 0,90 0,76 0,78
indice Elston 0,90 0,79
indice ACP 0,76 0,78
indice FAI-BLUP 0,78 0,79 0,78

Gradiente de color, donde el color verde hace referencia a una correlacion mas alta y el color rojo a una correlacion mas baja entre indices.
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Tabla A-10: Probabilidad de pertenencia de 63 genotipos a K subgrupos luego del analisis de estructura

poblacional (STRUCTURE).

K3 K4
Codificacion Genotipo K1 K2 Olmoset Olmos et Pedigri
al. (2014) al. (2017)
L041 LP2542 039 061 DoX  MIX  Compuesto“BSI”
L123 LP2992 MIX LP299-2  Poblacién sintética (hibrido Pioneer)
L124 LP197 MIX LP299-2  Poblacién sintética (hibrido Pioneer)
L125 LP223 MIX LP299-2  Poblacién sintética (hibrido Pioneer)
L126 LP304 MIX LP299-2  Poblacién sintética (hibrido Pioneer)
L127 LP818 MIX LP299-2  Poblacién sintética (hibrido Pioneer)
L128 LP317 0,60 0,40 MIX MIX Poblacién sintética (hibrido L100)
L129 LP311 0,67 0,33 MIX MIX Poblacién sintética (hibrido L100)
L130 LP59 0,79 0,21 MIX MIX Poblacién F2 (L10612xB14)
L131 LP124 0,87 MIX MIX Compuesto “Colorado precoz”
L132 LP29 MIX LP299-2  Compuesto “Colorado precoz”
L133 LP236 0,80 0,20 MIX LP299-2  Argentino flint x canadiense dentado
L134 LP212 MIX MIX Argentino flint x canadiense dentado
L135 LP214 0,86 MIX MIX Argentino flint x canadiense dentado
L136 LP220 0,73 0,27 MIX MIX Argentino flint x canadiense dentado
L137 LP221 MIX MIX Avrgentino flint x canadiense dentado
L138 LP5708 MIX - NO. Compuesto “Argentino-Caribe”
incluida
L139 LP125R ACDS ACDS Poblacion sintética “Colorada dura”
L140 LP168 P465 P465 Poblacién F2 (P465 x D) seleccion recurrente
L141 LP509 0,67 0,33 MIX MIX BSSSxCuarentin
L142 LP438 MIX MIX Compuesto “Semidentado Precoz”
L143 LP3830 0,55 0,45 MIX MIX Poblacion F2 (B23xB87)
L144 LP199 0,83 0,17 MIX ACDS  Compuesto Il
L145 LP1996 ACDS ACDS Compuesto 11
L146 LP1512 ACDS ACDS Compuesto 11
L147 LP521 ACDS ACDS Poblacion sintética “Colorada dura”
L148 LP126 ACDS ACDS Poblacién F2 (LP125R x L196)
L149 LP116 ACDS ACDS Compuesto “Argentino-Caribe”
L151 LP122 ACDS ACDS Compuesto “Argentino-Caribe”
L152 LP1222 ACDS ACDS Poblacién F2 (L3178xL196)
L153 LP1411 ACDS ACDS Poblacién F2 (LP199x L3178)
L154 LP662 P465 P465 Poblacién F2 (P465 x D)
L155 LP611 P465 P465 Seleccion recurrente (P465 x D)
L156 LP612 P465 P465 Seleccion recurrente (P465 x D)
L157 LP613 0,53 0,47 P465 P465 Selecci6n recurrente (P465 x D)
L158 LP605 MIX MIX Poblacién F2 [(P465 x D) Fn*x ZN6]
L159 LP1044 ACDS ACDS Compuesto |
L160 LP1032 ACDS ACDS Compuesto |
L161 LP153 ACDS ACDS Poblacién F2 (A1 x L1571)
L162 LP4703 ACDS MIX Compuesto Prolifico
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L163 LP147 inc’:ﬂ da inC,?Il.?i da Compuesto “Resistente al vuelco Parana”
L164 LP256R ACDS inCI?IL?ida Seleccién recurrente poblacién F2 (L256 x D)
L165 LP562 0,75 0,25 MIX ACDS R49022 x M370
L166 LP579 [ 099 0,01 ACDS ACDS  Poblacion F2 [(5842xLP125)x(28xP1338)]
L167 LP2 0,86 0,14 MIX MIX Compuesto “Argentino-Caribe”
1168 LP869 089 011  MIX MIX  Poblacién sintetica
L169 LPB2 0,83 0,17 ACDS ACDS Poblacién maiz blanco
L170 LP179 0,82 0,18 MIX MIX (Poblacion F2 (hibrido ACA 2000)
L171 LP918 0,53 0,47 Poblacién F2 (hibrido AX888)
L172 LP917 0,59 041 MIX MIX DK752xB73
L173 LP916 0,61 0,39 MIX MIX DK752xB73
L174 LP580 0,62 0,38 BBSS?S BB%?S Poblacion F2 (hibrido Cargill 280)
BS13- BS13-
L175 LP915 0,56 0,44 BSSS BSSS [(N28xB73) x(N28x199)]F2
No No -
L176 LP128 incluida incluida Poblacion F2 (L28 x LP521)
L177 LP661 P465 P465 Poblacién (LP662 x LP611)
No
L178 LP178 ACDS incluida Suwan
L179 LP598 ACDS ACDS  (Poblacién F2 (hibrido ACA 2000)
L181 LP32 MIX MIX Compuesto “Colorado precoz”
L182 LP923 0,90 MIX ACDS Poblacién F2 (hibrido comercial sin identificar)
L194 ZN6 ACDS ACDS Poblacién colorada
L195 P1338 0,76 0,24 incl}ll?ida ACDS Poblacion local x germplasma exético
L196 P465 P465 P465 Poblacién local
L197 P21 No ACDS Poblacién local

incluida

Los valores en las columnas K1 y K2 indican la probabilidad de pertenencia a los subgrupos K1 y K2. La asignacion a alguno de los grupos se
consider6 a partir de una probabilidad > 0,75, segtin lo establecido por Thurow et al. (2019). El gradiente de color indica mayor probabilidad
(verde) a menor (rojo) de pertenencia a alguno de los dos subgrupos.

K3: Clasificacion obtenida por Olmos et al. (2014) a través de un analisis bayesiano de estructura poblacional basado en 103 lineas endocriadas
del programa nacional genotipadas con 50 microsatélites.

K4: Clasificacion obtenida por Olmos et al. (2017) a través de un analisis bayesiano de estructura poblacional basado en 111 lineas endocriadas
del programa nacional genotipadas con 74 microsatélites.
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Tabla A-11: Listado de genes candidatos identificados a través de GWAS en un panel de 63 genotipos asociados
a mecanismos de resistencia a enfermedades.

QTL Gen Descripcion Componente celular  Funcién molecular Proceso biolégico
Alpha/beta-Hydrolases GO:0006640:
gBLS.3.02  Zmooooien120470 ?gﬁ;i?;gyiﬁ)elm; Uncharacterized Uncharacterized monoacylglycerol
lipase(LOC103649607) metabolic process
MDR.3.04  Zm0ooo1eb130730 Alpha/beta-Hydrolases G0:0016020: G0:0016298: lipase Uncharacterized
4 e superfamily protein membrane activity
G0:0016788:
gSLB.3.04.1  zmoooorebizs110  GDSL esterase/lipase Uncharacterized hydrolase activity Uncharacterized
(lipase)
GO0:0048229:
gametophyte
development
. . G0:0004629: . .
gqSLB.3.04.2  zmooooteni27030  Non-specific phospholipase C6 G0:0009507: phospholipase C GO'0009.395' .
chloroplast activi phospholipid catabolic
v process
G0:0048364: root
development
G0:0016298:lipase
activity
)(?Iicé.ggtSeﬁ?/%rc(?I;bszx GO:0006979:response
NLB.6.01.1 zmooooiesos?7s0 Serine aminopeptidase S33 G0:0016020:membra activity to oxidative stress
4 T domain-containing protein; ne . . G0:0009809:lignin
G0O:0090430:caffeoy biosynthetic process
I-CoA: alcohol Y P
caffeoyl transferase
activity
D-arabinono-1,4-lactone oxidase G0:0016020: ggb?r?(?r?(?iiD G0:0019853: L-
gNLB.2.02  zmooooteno72160  C-terminal domain-containing . ’ ) ascorbic acid
- membrane lactone oxidase - -
protein activity biosynthetic process
gNLB.2.02  zm00001eb072200 Myb domam_proteln 58; Myb- G0:0005634: nucleus 90:9003677:DNA Uncharacterized
related protein Zm1 binding
- - G0:0003700: DNA-
gBLS.3.02  zm00001eb120590 ArI:)zERF domain-containing G0:0005634: nucleus binding transcription Uncharacterized
P factor activity
G0:0002238:response
QBLS.3.02  zmooootevtzoss Avr9/Cf-9 rapidly elicited protein ~ G0:0005886:plasma  GO:0005515:protein Borig}(r)]Iecule of fungal
146 membrane binding GO:0006952:defense
response
G0:0016020: G0:0003700: DNA-
gqBLS.3.02  zmooooteniz0650  DNA-binding WRKY membrane binding transcription  Uncharacterized
G0:0005634: nucleus factor activity
G0:0038023:
(BLS302  zmooooneoizso Polyketide cyclase/dehydrasey ~ GO:0005886:plasma :'C%?\zlt'}'l‘géeg%%tj’gm i%?;?i;&;;bscnsnc
- lipid transport superfamily protein  membrane - ; R
protein phosphatase  signaling pathway
inhibitor activity
Protein BZR1 homolog (Protein GO:0005634 G0:0003700:DNA-  G0:0009742:brassino
qBLS.3.02  zmooooteni2o7s0  BRASSINAZOLE-RESISTANT 1 'nuéleus binding transcription  steroid mediated
homolog) ' ’ factor activity signaling pathway
G0:0004674: G0:0006468: protein
protein phosphorylation
BLS.3.02  Zmooooisbiz0600 Protein kinase domain-containing ~ G0O:0016020: serine/threonine G0:0045087: innate
d e protein membrane kinase activity immune response

G0:0005524: ATP

binding

150

G0:0007165: signal
transduction



gBLS.3.02

qMDR.3.04

gqSLB.3.04.1

qSLB.3.04.1

qSLB.3.04.1

qSLB.3.04.1

qSLB.3.04.1

gqSLB.3.04.1

gqSLB.3.04.1

gqSLB.3.04.1

qSLB.3.04.1

qSLB.3.04.1

qSLB.3.04.3

Zm00001eb120630

Zm00001eb130700

Zm00001eb126690

Zm00001eb126150

Zm00001eb126140

Zm00001eb126300

Zm00001eb126400

Zm00001eb126440

Zm00001eb126450

Zm00001eb126470

Zm00001eb126670

Zm00001eb126590

Zm00001eb127520

Protein kinase superfamily protein

Protein kinase domain-containing
protein

1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate
reductoisomerase

G-type lectin S-receptor-like
serine/threonine-protein kinase
SD2-5; Protein kinase domain-
containing protein

Homeobox-leucine zipper protein
ANTHOCYANINLESS 2
(Homeodomain leucine zipper
family IV protein)

MFT2-Corn MFT-like protein
(Protein MOTHER of FT y TFL1)
(ZCN10)

non-specific serine/threonine
protein kinase (EC 2.7.11.1)

Pectinesterase inhibitor domain
containing protein

Pectinesterase inhibitor domain-
containing protein

Pectinesterase inhibitor domain-
containing protein

Protein kinase superfamily protein

Protein PIN-LIKES 7

Glycerol-3-phosphate
acyltransferase 1

G0:0016020:
membrane

G0:0016020:
membrane

Uncharacterized

G0:0016020:
membrane

G0:0005634: nucleus

G0:0005737:cytoplas
m

G0:0005886: plasma
membrane

G0:0009505: plant-
type cell wall

G0:0009505: plant-
type cell wall

G0:0009505: plant-
type cell wall

G0:0016020:
membrane

G0:0016020:
membrane

G0:0016020:
membrane
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G0:0004674:
protein
serine/threonine
kinase activity
G0:0005524: ATP
binding
G0:0004674:
protein
serine/threonine
kinase activity
G0:0005524: ATP
binding

G0:0030604: 1-
deoxy-D-xylulose-5-
phosphate
reductoisomerase
activity

G0:0004672:
protein kinase
activity
G0:0005524: ATP
binding
G0:0030247:
polysaccharide
binding

G0:0000981: DNA-
binding transcription
factor activity
G0:0008289: lipid
binding

Uncharacterized

G0:0004674:
protein
serine/threonine
kinase activity
G0:0005524: ATP
binding

G0:0004857:enzym
e inhibitor activity

G0:0004857:enzym
e inhibitor activity

G0:0004857:enzym
e inhibitor activity

G0:0004674:
protein
serine/threonine
kinase activity
G0:0005524: ATP
binding

G0:0003700: DNA-
binding transcription
factor activity

G0:0090447:
glycerol-3-phosphate
2-O-acyltransferase
activity

G0:0006468: protein
phosphorylation
GO0:0045087: innate
immune response
GO0:0007165: signal
transduction

G0:0006468: protein
phosphorylation
GO0:0045087: innate
immune response
GO0:0007165: signal
transduction

G0:0019288:
isopentenyl
diphosphate
biosynthetic process,
methylerythritol 4-
phosphate pathway

G0:0006468: protein
phosphorylation

Uncharacterized

G0:0009737:response
to abscisic acid

G0:0006468: protein
phosphorylation

G0:0071555: cell wall
organization

G0:0071555: cell wall
organization

G0:0071555: cell wall
organization

G0:0006468: protein
phosphorylation
G0:0045087: innate
immune response
G0:0007165: signal
transduction

G0:0009734: auxin-
activated signaling
pathway
G0:0080162:
endoplasmic reticulum
to cytosol auxin
transport

G0:0010143: cutin
biosynthetic process
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SLB.3.04.3  znocootestorso Pectinesterase inhibitor domain- G0:0009505: plant-  GO:0004857:enzym  GO:0071555: cell wall

containing protein type cell wall e inhibitor activity organization
G0:0004674: G0:0006468: protein
protein phosphorylation

Protein kinase domain-containing

GSLB.3.043 zmomowiorse  protein; Protein kinase superfamily G0:0016020: sgrlne/thre_opme _GO:0045087: innate
rotein membrane kinase activity immune response
P G0:0005524: ATP  G0:0007165: signal
binding transduction
G0:0008270:zinc
ion binding
GSLB.3.043 zmocooweiorezo  Protein NBR1-like protein G0:0016020:membra _(50:_0043130:ub|qun G0:0016236:macroau
ne in binding tophagy
G0:0046872:metal
ion binding
G0:0004714:
Receptor-like protein kinase G0:0005886: plasma transmembrane GO:0046777: protein

QqSLB.3.04.3  Zm00001eb127570 receptor protein

ANXUR1 membrane tyrosine kinase autophosphorylation
activity
gSLB.3.04.5 zmooootebi20030  CO(2)-response secreted protease  Uncharacterized GO:OQO_8233:peptlda (3_0:0006508:proteo|y
se activity sis
Duplicated homeodomain-like G0:0003700: DNA- golicl):t?(?r?i?:DNA-
gSLB.3.04.5 zmooooteni20010  superfamily protein (MYB-related ~ Uncharacterized binding transcription te?n lated
transcription factor) factor activity trangcripti on
G0:0009813:
G0:0016747: i ;
acyltransferase flf(;/c%r;cs)ld biosynthetic
qSLB.3.04.6  zmooooteb120120 - Type |11 polyketide synthase B Uncharacterized activity, transferring ?30'0030639'
groups other than pol;llketide ’
amino-acyl groups biosynthetic process
G0:0000226:
microtubule
) ) . = ] ] cytoskeleton
QSLB.3.04.7  Zmoooo1eb129360 L‘gl’;:i':g_beta 5 chain (Beta-5 gﬁr%?fﬁfé 4 Uncharacterized organization
; G0:0005200:

structural constituent
of cytoskeleton

G0:0005618:cell G0:0052386:cell wall

gSLB.3.04.7  zmooooteni20420  \egetative cell wall protein gpl Uncharacterized

wall thickening
G0:0140825:
lactoperoxidase
. . _ activity GO0:0006979:
gSLB.3.04.8  zmoooolenbi2os%0  Peroxidase (EC 1.11.1.7) ?oe(?e?? \?v(;?ll plant G0:0046872: metal  response to oxidative
yp ion binding stress
G0:0004601:
peroxidase activity
G0:0046872: metal
. . S G0:0006979:
gSLB.3.04.8  zmo00o1en129900 Plan.t heme p_erOX|das_e _famlly . Uncharacterized fon Plndlng . response to oxidative
profile domain-containing protein G0:0004601:
- . stress
peroxidase activity
G0:0005576: G0:0071555: cell wall

gSLB.3.04.9  zmooootent3oi60  Beta expansinlOc (EXPB10) Uncharacterized

extracellular region organization

G0:0005576: G0:0071555: cell wall

qSLB.3.04.9  zmooooeb1301s0  Beta expansinl0d extracellular region Uncharacterized organization

G0:0043622: cortical

. . microtubule
Srgt-gi%%lg& organization
aSLB.3.04.1 Zm00001eb130450 Dual specificity protein Uncharacterized tyrosine/serine/threo GO:0009737. -
1 phosphatase PHS1 nine phosphatase response to abscisic
€ prosp acid GO:0006470:
activity X
protein
dephosphorylation
. - G0:0003700: DNA-  G0:0009873:
qSLB.13.O4.1 Zm00001eb130510 E;:&’)Ifgig;?; nsive transcription G0:0005634: nucleus binding transcription ethylene-activated

factor activity signaling pathway
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qSLB.3.04.1
1

gqSLB.3.04.1
1

gqSLB.3.04.1
1

qSLB.3.04.1
2

qSLB.3.04.1
2

qSLB.3.04.1
3

qSLB.3.04.1
3

qSLB.3.04.1
3

gqSLB.3.04.1
4

gqSLB.3.04.1
4

qSLB.3.04.1
5

qSLB.3.04.1
5

gqSLB.3.04.1
6

Zm00001eb130480

Zm00001eb130500

Zm00001eb130540

Zm00001eb130550

Zm00001eb130600

Zm00001eb130740

Zm00001eb130750

Zm00001eb130820

Zm00001eb131660

Zm00001eb131620

Zm00001eb134680

Zm00001eb134690

Zm00001eb135570

Pectinesterase (EC 3.1.1.11)

Pectinesterase (EC 3.1.1.11)

Protein kinase domain-containing
protein

Bidirectional sugar transporter
SWEET

Protein DETOXIFICATION
(Multidrug y toxic compound
extrusion protein); Multidrug and
toxic compound extrusion4

Myb/SANT-like DNA-binding
domain-containing protein

Pectin acetylesterase (EC 3.1.1.-)

Protein kinase domain-containing
protein; BRASSINOSTEROID
INSENSITIVE 1-associated
receptor kinase 1 (Putative
receptor-like protein kinase)

Adenylate isopentenyltransferase
5, chloroplastic

Respiratory burst oxidase homolog
protein B

Serine protease (EC 3.4.21.-);
Protease Do-like 9

Serine/threonine-protein
phosphatase (EC 3.1.3.16)

Auxin-responsive protein

G0:0009505: plant-
type cell wall

G0:0009505: plant-
type cell wall

G0:0016020:
membrane

G0:0005886: plasma
membrane

G0:0016020:
membrane

G0:0005634: nucleus

G0:0009505: plant-
type cell wall

Uncharacterized

Uncharacterized

G0:0016020:

membrane

Uncharacterized

G0:0005634: nucleus

GO0:0005634: nucleus
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G0:0016787:
hydrolase activity
G0:0052793: pectin
acetylesterase
activity
G0:0016787:
hydrolase activity
G0:0052793: pectin
acetylesterase
activity
G0:0004674:
protein
serine/threonine
kinase activity
G0:0005524: ATP
binding

Uncharacterized

G0:0042910:
xenaobiotic
transmembrane
transporter activity

G0:0003677:DNA
binding

G0:0016787:
hydrolase activity
G0:0052793: pectin
acetylesterase
activity

G0:0004674:
protein
serine/threonine
kinase activity

G0:0016765:
transferase activity

G0:0050664:
oxidoreductase
activity, acting on
NAD(P)H, oxygen
as acceptor
G0:0004601:
peroxidase activity
G0:0008236: serine-
type peptidase
activity
G0:0046872: metal
ion binding
G0:0017018:phosph
atase activity
G0:0004722:
protein
serine/threonine
phosphatase activity

G0:0003700: DNA-
binding transcription
factor activity

GO0:0071555: cell wall
organization

G0:0071555: cell wall
organization

GO0:0006468: protein
phosphorylation
G0:0045087: innate
immune response
GO0:0007165: signal
transduction

GO0:0008643:
carbohydrate transport

G0:1990961:xenobiot
ic detoxification by
transmembrane export
across the plasma
membrane

Uncharacterized

G0:0071555: cell wall
organization

G0:0006468: protein
phosphorylation
G0:0045087: innate
immune response
G0:0009742:brassino
steroid mediated
signaling pathway
G0:0007165: signal
transduction

G0:0009691:
cytokinin biosynthetic
process

G0:0098869:cellular
oxidant detoxification

G0:0006508:
proteolysis

G0:0009742:
brassinosteroid
mediated signaling
pathway

G0:0009734: auxin-
activated signaling
pathway
G0:0006355:
regulation of DNA-
templated
transcription



qSLB.3.04.1
6

gqSLB.3.04.1
7

qSLB.3.04.1
8

qSLB.3.04.1
8

qSLB.3.04.1
8

gBLS.3.09.1

qBLS.3.09.1

gNLB.6.01.1

gqSLB.6.03.1

gqSLB.6.03.1

gSLB.6.03.1

Zm00001eb135610

Zm00001eb141570

Zm00001eb149160

Zm00001eb149060

Zm00001eb149240

Zm00001eb162680

Zm00001eb162660

Zm00001eb267770

Zm00001eb277060

Zm00001eb276990

Zm00001eb276950

Protein kinase domain-containing
protein

cytokinin dehydrogenase (EC
1.5.99.12); Cytokinin
dehydrogenase 1 FAD/cytokinin
binding domain-containing protein

Abscisic acid receptor PYL5
(Pyrabactin resistance-like protein)

Gibberellin receptor GID1

Laccase (EC 1.10.3.2)
(Benzenediol:oxygen
oxidoreductase) (Diphenol
oxidase) (Urishiol oxidase)

MYB transcription factor

Protein kinase domain-containing
protein

Heavy metal
transport/detoxification
superfamily protein

ABC transporter A family member
7; ABC transporter domain-
containing protein

Auxin-responsive protein

Protein kinase domain-containing
protein

G0:0016020:
membrane

G0:0005615:
extracellular space

G0:0005634: nucleus
GO0:0005737:
cytoplasm

Uncharacterized

G0:0048046:
apoplast

G0:0005634: nucleus

G0:0016020:
membrane

Uncharacterized

G0:0016020:

membrane

G0:0005634: nucleus

G0:0016020:
membrane
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G0:0004674:
protein
serine/threonine
kinase activity
G0:0005524: ATP
binding

G0:0016491:
oxidoreductase
activity (cytokinin
dehydrogenase
activity)

G0:0038023:
signaling receptor
activity
G0:0010427:
abscisic acid binding
G0:0080163:
regulation of protein
serine/threonine
phosphatase activity

G0:0010331:
gibberellin binding

G0:0005507: copper
ion binding
G0:0052716:
hydroguinone:oxyge
n oxidoreductase

G0:0003677:DNA
binding
G0:0004674:
protein
serine/threonine
kinase activity
G0:0005524: ATP
binding

G0:0046872:metal
ion binding

G0:0140359: ABC-
type transporter
activity

G0:0003700: DNA-
binding transcription
factor activity

G0:0004674:
protein
serine/threonine
kinase activity
G0:0005524: ATP
binding

G0:0006468: protein
phosphorylation
GO0:0045087: innate
immune response
GO0:0007165: signal
transduction

G0:0009690:
cytokinin metabolic
process

G0:0009738: abscisic
acid-activated
signaling pathway

G0:0009740:gibberell
ic acid mediated
signaling pathway
G0O:0009739:response
to gibberellin

G0:0046274: lignin
catabolic process

Uncharacterized

G0:0006468: protein
phosphorylation
G0:0045087: innate
immune response
G0:0007165: signal
transduction

G0:1900150:regulatio
n of defense response
to fungus
G0:0098754:detoxific
ation

G0:0006869: lipid
transport

G0:0009734: auxin-
activated signaling
pathway
G0:0006355:
regulation of DNA-
templated
transcription
G0:0006468: protein
phosphorylation
G0:0045087: innate
immune response
G0:0007165: signal
transduction



gSLB.6.03.1

gSLB.6.03.1

q.SLB.9.02

q.SLB.9.02

q.SLB.9.02

q.SLB.9.02

q.SLB.9.02

Zm00001eb277050

Zm00001eb276870

Zm00001eb404260

Zm00001eb403940

Zm00001eb404190

Zm00001eb403800

Zm00001eb403910

Protein kinase Kelch repeat:Kelch

Transducin/WD40 repeat-like
superfamily protein; serine-
threonine kinase receptor-
associated protein-like

Homeobox-leucine zipper protein
REVOLUTA

Protein kinase domain-containing
protein

Protein Kinase interacting protein
isoform 1

Remorin C-terminal domain-
containing protein; Remorin
family protein

Subtilisin-like protease SBT1.2

G0:0016020:
membrane

Uncharacterized

G0:0005634: nucleus

G0:0016020:
membrane

G0:0016020:
membrane

Uncharacterized

Uncharacterized

CAPITULO A — Anexo

G0:0004674:
protein
serine/threonine
kinase activity
G0:0005524: ATP
binding

G0:0010427:
abscisic acid binding
G0:0038023:
signaling receptor
activity

$G0:0008289: lipid
binding
G0:0003700: DNA-
binding transcription
factor activity

G0:0004674:
protein
serine/threonine
kinase activity
G0:0005524: ATP
binding
G0:0004674:
protein
serine/threonine
kinase activity
G0:0005524: ATP
binding

Uncharacterized

G0:0004252: serine-
type endopeptidase
activity

G0:0006468: protein
phosphorylation
G0:2000762:
regulation of
phenylpropanoid
metabolic process
G0:0080037: negative
regulation of
cytokinin-activated
signaling pathway
GO0:0007165: signal
transduction

Uncharacterized

Uncharacterized

G0:0006468: protein
phosphorylation
G0:0045087: innate
immune response
G0:0007165: signal
transduction

G0:0006468: protein
phosphorylation
G0:0045087: innate
immune response
G0:0007165: signal
transduction

G0:1901700:response
to oxygen-containing
compound

G0:0006508:
proteolysis

Fuente: http://www.maizegdb.org, https://www.ebi.ac.uk/interpro/, https://www.ebi.ac.uk/Quick GO/
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Figura A-1: Gréaficos diagnostico de los MLM utilizados para el andlisis de (a) CRM, (b) NLB, (c) SLB y (d)
BLS.
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Figura A-2: Graficos diagnostico de los MLM utilizados para el andlisis de (a) FER y (b) GER.
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Figura A-3: Grafico Q-Q entre -logio (valores p observados) y -logio (valores p esperados) derivados de cuatro
modelos GWAS para CRM. La curva gris representa la distribucion esperada bajo la hipdtesis nula de no
asociacion y la curva roja la distribucion observada.
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modelos GWAS para NLB. La curva gris representa la distribucion esperada bajo la hipotesis nula de no asociacion
y la curva roja la distribucion observada.
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Figura A-5: Grafico Q-Q entre -logio (valores p observados) y -logio (valores p esperados) derivados de cuatro
modelos GWAS para SLB. La curva gris representa la distribucion esperada bajo la hipdtesis nula de no asociacion

y la curva roja la distribucion observada.
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Figura A-6:Grafico Q-Q entre -logjo (valores p observados) y -logio (valores p esperados) derivados de cuatro
modelos GWAS para BLS. La curva gris representa la distribucion esperada bajo la hipdtesis nula de no asociacion
y la curva roja la distribucion observada.
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Figura A-7: Gréafico Q—Q entre -logio (valores p observados) y -logio (valores presberér(rlos) derivados de cuatro
modelos GWAS para FER. La curva gris representa la distribucion esperada bajo la hipdtesis nula de no asociacion

y la curva roja la distribucion observada.
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y la curva roja la distribucion observada.
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Figura A-9: Grafico Q-Q entre -logio (valores p observados) y -logio (valores p esperados) derivados de cuatro
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y la curva roja la distribucion observada.
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