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Introduccion

a biotecnologia y la

ingenierfa molecular han

desarrollado herramientas
durante los ultimos afios
que prometen aumentar
significativamente la eficiencia de
los programas de mejoramiento
genético. Con la utilizacion de
técnicas moleculares apropiadas
es posible identificar genes de
interés, o indirectamente a través
de marcadores moleculares, y
transferirlos entre variedades
mediante cruzamientos
tradicionales. Una de las técnicas
mas utilizadas es la de Seleccion
Asistida por Marcadores
Moleculares (SAM), que permite
elegir los genes candidatos a
introducir por cruzamientos

clasicos en variedades elites
(Khan et al., 2017).

Un marcador molecular (MM)

€s una secuencia especifica de
ADN que puede ser identificada
y localizada en el genoma de una
planta, y si este MM se encuentra
ligado a un gen de interés, como
por ejemplo un gen que otorga
resistencia a una enfermedad
pero cuya secuencia no se
conoce, es posible identificar

la presencia de ese gen en una
planta por medio del marcador.
Por lo tanto, si se cruzan dos
genotipos, uno que lleva un gen
de resistencia y un MM ligado a
ese gen con otro genotipo al cual
se desea incorporar el gen de
resistencia, es posible analizar la
descendencia del cruzamiento e

identificar a los hijos que hayan
recibido por herencia simple el
MM, y por lo tanto el gen de
interés ligado. Posteriormente,
mediante retro - cruzas con el
parental recurrente y el andlisis
molecular de la presencia del
MM, se puede recuperar el fondo
genético de la variedad elite con
el gen de resistencia incorporado
(Mohan et al., 1997). La Seccion
Biotecnologia de la EEAOC cuenta
con personal capacitado y con
los equipamientos apropiados
para llevar adelante este tipo

de estrategias y apoyar al Sub

- Programa de Mejoramiento
Genético de la Soja (SPMGS)

del Programa Granos. En este
sentido, bajo el marco del
Programa Granos y mediante una
colaboracion con el Laboratorio

Figura 1. Sintomas de las tres enfermedades en soja. A) Mancha Ojo de Rana; B) Sindrome de la Muerte Subita; y C) Cancro del

Tallo de la soja.
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de Fisiologia Vegetal de la
Facultad de Ciencias Agrarias de
la Universidad Nacional de Rosario
e Instituto de Investigaciones

en Ciencias Agrarias de Rosario
(ICAR, Conicet - UNR), se esta
llevando adelante un proceso de
SAM con el objetivo de incorporar
genes de resistencia a tres
enfermedades (Figura 1) en un
solo genotipo de soja. Si se logra
esto, se obtendria un genotipo
portador de un paquete de genes
que podré ser utilizado como
parental dador de resistencias a
otras lineas promisorias, 1o que
resultaria en un ahorro de tiempo
Yy recursos.

El objetivo de este trabajo fue
analizar en los genotipos del
banco de germoplasma del

Sub Programa de Mejoramiento
Genético de la Soja (SPMGS)
de la EEAQC la presencia de
MM microsatélites (SSR) ligados
a genes de resistencia a las
enfermedades Macha Ojo de
Rana (MOR), Sindrome de la
Muerte Subita (SMS) y Cancro
del Tallo de la Soja (CTS), para
utilizarlos en futuras estrategias de
mejoramiento asistido.

Materiales y métodos

e seleccionaron 64

genotipos del Banco

de Germoplasma del
SPMGS de la EEAOC en
base a recomendaciones del
Jefe del Programa Granos
y se analizé la presencia de
marcadores moleculares ligados
a genes de resistencia a las tres
enfermedades de interés. Los
genotipos que se seleccionaron
como candidatos para realizar
cruzamientos dirigidos fueron los
que presentaron el mayor numero
de MM ligados a tres genes de

resistencia a la mancha de ojo de
rana llamados Rcs3, Rcs,,, ¥
RCS, . ey (Mian et al., 2008), dos
genes de resistencia al cancro
del tallo conocidos como Rdm5
y Rdm4 (Chiesa et al., 2017)

y los marcadores moleculares
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microsatélites (SSR) Satt163,
Sat371 y Satt354 ligados a QTLs*
de resistencia al sindrome de la

muerte subita (Yamanaka et al.,

2006). En la Figura 2 se muestra
el esquema de trabajo que se esta
llevando a cabo.
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Figura 2. Etapas propuestas para incorporar resistencia a MOR, CTS, SMS en un
solo genotipo mediante una aproximacién de seleccion asistida con marcadores

moleculares.

*QTL: en genética un QTL (acrénimo del inglés “quantitative trait locus”, «<locus de un caracter cuantitativo») es un locus cuya variacion alélica esta
asociada con la variacién de un caracter cuantitativo, es decir, con aquellos caracteres cuantificables que varian de forma continua.

(Rcs3 + Rdm5 x SMS QTLs)



Campafia
2016/2017

F Resultados

“'n la primera etapa de

—=== nuestro analisis se

e OSEIVO qUE €l 25% de los
genotipos analizados del Banco
de Germoplasma del SPMGS

de la EEAOC presentaron el
marcador ligado al gen Rcs3,
mientras que sélo el 3% tienen el
MM ligado al gen Rcs,, ., PEro
en ninguno de los genotipos se
observo la presencia del gen
Recs Figura 3).

Peking (

Teniendo en cuenta estos
resultados se planificaron y
realizaron cruzamientos para
incorporar el gen Rcs,, ;. o
(presente en el genotipo Peking)
y apilar las distintas fuentes de
resistencia para MOR en otros
genotipos del SPMGS. Los
individuos que mostraron la
presencia de MM ligados a los
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genes de Resistencia a MOR de al
menos dos fuentes distintas fueron
autofecundados y avanzados
generacionalmente hasta la
generacion F3. Se obtuvieron dos
tipos de cruzamientos efectivos
con apilamientos distintos: por un
lado se apilaron los genes Rcs3 +
RCS, s pey Y PO Otro lado los genes
Res,,. + Rcs Figura 4).

Peking Mte.Red (

Cuando se analizé la presencia
0 ausencia de MM ligados

a los genes de resistencia a
CTS se observod que el 7%

de los genotipos de Banco

de Germoplasma del SPMGS
presentaron MM ligados al

gen Rdmb5 (Figura 5), mientras
que el 55% de los genotipos
presentaron MM ligados al gen
Rdm4. Ademas, en ningun
genotipo susceptible se observéd
la presencia de estos MM, lo
que fortalece la propuesta de
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utilizaciéon de estos MM como
indicadores de resistencia a CTS.

Los MM asociados a los QTLs

de resistencia para SMS se
encontraron en el 10% de los
genotipos analizados. Los
genotipos obtenidos con MM
apilados ligados a la resistencia a
MOR y CTS se seleccionaron y se
realizaron dos cruzamientos para
apilar ademas los MM ligados a
QTLs de resistencia al SMS. Las
cruzas obtenidas se analizaron
para identificar las cruzas
efectivas, o sea los descendientes
hibridos. El 53% y el 73% de

los individuos de cada familia
resultaron hibridos efectivos
(Figura 6). Los hibridos efectivos
identificados se autofecundaron y
se obtuvieron lineas F2 que seran
avanzadas generacionalmente
para estabilizar el caracter segun
el esquema de la Figura 2.
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Figura 3. Electroforesis en gel de poliacrilamida para la presencia de los distintos alelos de los MM ligados a genes de R a MOR
en los genotipos de Banco de Germoplasma de la EEAOC. Las flechas rojas indican los genotipos portadores de los genes
de resistencia: Da (Davis), MR (Monte Redondo) y PK (Peking); las flechas azules indican las bandas correspondientes a los
fragmentos de amplificacion del MM para cada genotipo portador de la resistencia.

Figura 4. Electroforesis en gel de poliacrilamida mostrando los cruzamientos efectivos y obtencion de hibridos para MM ligados
a genes de R a MOR en los genotipos de Banco de Germoplasma de la EEAOC. Las flechas rojas indican los parentales con
distintas fuentes de resistencia y las flechas negras indican hibridos exitosos obtenidos.
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Figura 5. Electroforesis en gel de poliacrilamida para la presencia de los distintos alelos de los MM ligados al gen Rdmb5 de
resistencia a CTS en los genotipos de Banco de Germoplasma de la EEAOC. La flecha roja indica la banda correspondiente a la
amplificacion del MM Satt233 ligado al gen de resistencia en el genotipo Hutchenson (HU).
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Figura 6. Electroforesis en gel de poliacrilamida de los parentales y F1 obtenidos por cruzamientos para apilar MM ligados a genes
de MOR, CTS y QTLs de SMS. Las flechas rojas indican las fuentes de resistencia parentales y las flechas negras indican algunos
hibridos efectivos obtenidos, a modo de ejemplo.

Conclusiones enfermedades Macha Ojo de Rana  a genotipos portadores de los
(MOR), Cancro del Tallo de la Soja genes de interés y permitieron
n el Banco de (CTS) y Sindrome de la Muerte disefar cruzamientos para apilar
Germoplasma del SPMGS Subita (SMS). Los MM utilizados las distintas fuentes de resistencia
de la EEAOC existen permitieron identificar con certeza, a las tres enfermedades bajo
fuentes de resistencia a las y en generaciones tempranas, estudio.
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