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Resumen

La absorcion de nitrégeno por las plantas tiene un papel importante en su crecimiento. Los
fertilizantes nitrogenados son una herramienta Util para aumentar el rendimiento de los
cultivos, pero su uso indiscriminado puede causar severos dafios ambientales y
econdmicos. Por lo tanto, el mejoramiento para la adaptacion a tipos de estrés como la falta
de nitrégeno es muy importante. La mayoria de los caracteres mas relevantes para el
mejoramiento vegetal son cuantitativos. El mapeo de loci de caracteres cuantitativos (QTL)
permite identificar regiones del genoma que explican parte de la variacién fenotipica
observada.

El objetivo de este trabajo fue aumentar la precision de la localizacion de QTL para
eficiencia de uso de nitrégeno (EUN) detectados en los cromosomas 1, 8 y 9 de maiz sobre
el mapa genético elaborado a partir de la poblacion de 181 lineas endocriadas
recombinantes (RILs) derivada del cruzamiento B100xLP2 incrementando el nimero de
microsatélites 0 SSR (simple sequence repeats) e INDEL (inserciones-deleciones).

En la caracterizacion genotipica se probaron 149 marcadores moleculares en los parentales,
de los cuales 40 fueron usados para evaluar la poblacién de RILs. La incorporacion de
marcadores nuevos a los mapas de ligamiento permiti6 una mejor representacion de los
cromosomas y mayor precision en la localizacion de los QTL.

El mapeo de QTL se realizé6 mediante mapeo por intervalo compuesto y se detectaron 11
QTL en los cromosomas 1, 8y 9.

Se identificaron 3155 genes dentro de los intervalos de los QTL detectados y se clasificaron
segun su funcion. El 67% de los genes corresponden a proteinas con funcién putativa. Se
identificaron genes relacionados al metabolismo del nitrégeno, respuesta al estrés debido a

la falta de nitrégeno en el suelo y transporte de aminoacidos.

Palabras clave: Eficiencia de uso de nitrdgeno, Lineas endocriadas recombinantes, Loci de

caracteres cuantitativos, maiz, marcadores moleculares.
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Introduccién
El maiz es uno de los cultivos alimentarios
mas importantes en el mundo, es también
un componente clave en la alimentacion
animal y se utliza ampliamente en
productos industriales (Shiferaw et al.,
2011).

La futura demanda de alimentos seguira
exigiendo la expansién continua de la
superficie sembrada y las mejoras en los
rendimientos, basadas en nuevas
variedades vegetales y tecnologias de
cultivo.

Una de las fuentes principales para
aumentar la produccion de cultivos es la
mejora del rendimiento. Uno de los
medios principales para aumentar los
rendimientos es la aplicacion de mas
fertilizantes (Harrison, 2002).

Los fertilizantes  nitrogenados  han
contribuido de manera significativa al
aumento en la produccién de alimentos. El
nitrogeno (N) aportado por estos
fertilizantes es el principal elemento
mineral absorbido por las plantas e
interviene  en

procesos fisiolégicos

esenciales para su crecimiento vy
desarrollo  (Cardenas-Navarro et al.,
2004). El N disponible en el suelo esta
presente tipicamente en forma de nitrato y
amonio, los cuales son muy mdviles y las
plantas cultivadas solo son capaces de
utilizar el 30-40% del N aplicado. Por lo
tanto, mas de 60% del N del suelo se
pierde a través una combinacién de

lixiviacion hacia aguas subterraneas,
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escurrimiento superficial, desnitrificacion,

volatilizaciébn y consumo microbiano. De
este modo, la utilizacion excesiva implica
riesgos de contaminacion ambiental y
degradacion de la calidad del suelo (Raun
y Johnson, 1999).

La mejora genética del cultivo de maiz por
una mayor EUN permitiria el logro de
mejores  rendimientos  con menor
aplicacion de fertilizantes en suelos
pobres en el nutriente y/o una mayor
respuesta por unidad de N aplicado como
fertilizante (Arellano et al.,1996).

La EUN se define como la materia seca
producida por unidad de N disponible en
el suelo. En el maiz esta eficiencia
depende de numerosos procesos, que
incluyen la absorcién de N por las raices,
la translocacion a las hojas y la
removilizacion de N desde hojas y tallos
hacia los granos. Por tal motivo, el
mejoramiento genético en EUN en maiz
depende del mejoramiento en uno o mas
de estos procesos (Agrama, 2006).

La mayoria de los caracteres de
importancia agronémica son heredados
cuantitativamente y se conocen como
caracteres cuantitativos. Los caracteres
cuantitativos son controlados por varios
genes cada uno de los cuales, en general,
contribuyen al caracter con un pequefio
efecto. Las regiones genoémicas que
comprenden genes que controlan la
expresion de un caracter cuantitativo se

conocen como QTL (Boopathi, 2013).
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Los marcadores moleculares tienen varias
ventajas sobre los marcadores fenotipicos
tradicionales ya que permiten la seleccion
indirecta del rasgo de interés a través de
marcadores moleculares ligados a ese
rasgo. Los SSR reflejan polimorfismo
basado en el ndmero de unidades de
repeticion en una region definida del
genoma, entre 2 y 6 pares de bases (pb).
Las secuencias de nucleétidos que
flanquean la repeticion se utilizan para
disefiar cebadores para amplificar las
secuencias. Este tipo de marcadores son
altamente reproducible, muy utiles para la
deteccion rapida y precisa de loci
polimérficos, y la informacion podria ser
utilizada para el desarrollo de un mapa
genético (Mohan et al., 1997). Los INDEL
pueden producirse por deslizamiento de
las cadenas nucleotidicas durante la
replicacibn o por entrecruzamiento
desigual (Levinson y Gutman, 1987),
pueden ser tratados como marcadores
bialélicos y utilizados para el mapeo
genético, el polimorfismo INDEL puede
analizarse facilmente como diferencias en
longitud de los productos de PCR(del
inglés Polymerase Chain
(Bhattramakki et al., 2002)

Uno de los

Reaction)

principales usos de
marcadores moleculares en la
investigaciobn agricola ha sido la
construccion de mapas de ligamiento. Los
mapas de ligamiento se utilizan para la
identificacion de regiones cromosomicas

gue contienen genes que controlan los
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caracteres simples y cuantitativos a traves

de andlisis de QTL. El proceso de
construccion de mapas de ligamiento y la
realizacion de andlisis de QTL para
identificar regiones gendmicas asociadas
con caracteres se conoce como mapeo de
QTL (Collard et al., 2005).

El mapeo de QTL se basa en el principio
de que algunos genes y ciertos
marcadores estan ligados y cosegregan a
pesar de la recombinacion durante la
meiosis, permitiendo su analisis en la
progenie. Los genes o marcadores que
estan  fuertemente ligados  seran
transmitidos juntos de los padres a la
progenie con mas frecuencia que los
genes o marcadores que se encuentran
mas separados (Paterson, 1996).

En estudios anteriores, se ha logrado
identificar 17 QTL asociados a EUN vy
caracteres relacionados en una poblacion
de RILs de maiz derivada del cruzamiento
de las lineas B100 (dentado,
norteamericano) y LP2 (flint, caribefio-
(Mandolino, 2015). El

fenotipado de la poblacién de RILs se

argentino)

realizé a través de dos afios de ensayos y
se usaron 94 marcadores moleculares
neutros SSR en el genotipado. La mayoria
de los QTL detectados se localizaron
sobre los cromosomas 1, 8 y 9 de maiz.
Los QTL para diferentes caracteres
compartieron, al menos en parte, el
intervalo entre marcadores flanqueantes,
lo que podria deberse a la existencia de

un unico QTL con efectos pleiotrépicos.
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Para el caracter EUN en particular, se
identificaron dos QTL, uno en el
cromosoma 1 (QTL-1) y otro en el
cromosoma 9 (QTL-2). EI QTL-1 se
expresO en los dos afios de
experimentacion indicando que dicho QTL
fue estable a través de los ambientes y
comparte el intervalo con QTL detectados
para otros caracteres asociados a EUN
como son el indice de cosecha de N (ICN)
y el porcentaje de proteina en grano. El
QTL-2 sobre el cromosoma 9, s6lo se
expres6 en uno de los ambientes de
experimentacion y compartié intervalo con
un QTL para ICN. Por ultimo, sobre el
cromosoma 8 se detectaron QT para
proporcion de N en la biomasa Yy
porcentaje de proteina. La distancia media
resultante entre marcadores de 12 cM vy la
localizacion de los QTL dentro de
intervalos de confianza muy amplios fue
poco precisa. Consecuentemente se
demarcaron extensas zonas fisicas en las
cuales pueden existir centenares de
genes. La saturacion de dichas regiones
con un mayor numero de marcadores
posibilitara la blsqueda de genes
candidatos. ElI  descubrimiento  y/o
validacién de genes que controlan la EUN
y sus componentes, junto con el desarrollo
de marcadores moleculares podrian
contribuir al proceso de mejoramiento de
la EUN a través de la seleccion asistida

por marcadores.

Hipodtesis
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Existe variabilidad alélica detectable a

través de marcadores SSRs e INDEL
dentro de las zonas adyacentes a los QTL
identificados para EUN en la poblacion de
RILs derivada del cruzamiento B100OXLP2.

Objetivo general

Aumentar la precision de la localizacion de
QTL para EUN detectados en los
cromosomas 1, 8 y 9 de maiz sobre el
mapa genético elaborado a partir de la
poblacién de 181 RILs derivada del
cruzamiento B100xLP2 aumentando el

namero de marcadores ensayados.

Objetivos especificos
. Desarrollar marcadores SSR
polimorficos nuevos e identificar
marcadores SSR publicos y marcadores
INDEL polimorficos dentro de los
intervalos correspondientes a los QTL
detectados.

* Ubicar los marcadores polimoérficos en
un mapa genético a partir de la poblacién
de 181 RILs mencionada.

* Analizar la asociacion entre los
marcadores y los caracteres relacionados
ala EUN.

* Buscar genes candidatos dentro de los

nuevos intervalos.

Materiales y Métodos

El material genético evaluado consistié en
una poblacién de mapeo de 181 RILs S6
derivada del cruzamiento B100xLP2
(Mandolino, 2015)
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Evaluacion fenotipica

Las RILs junto con los parentales fueron
evaluadas fenotipicamente para EUN y
caracteres relacionados durante dos afios
de ensayos en el campo experimental de
INTA EEA Pergamino en condiciones
contrastantes de N en el suelo. Dichos
datos fenotipicos fueron utilizados para la
optimizacion del analisis de QTL.

En los experimentos en condiciones
contrastantes de N en el suelo se
encontré diferencia significativa entre los
parentales B100 y LP2 cuando el N fue
escaso, siendo LP2 significativamente
superior a B100 para los caracteres
namero de granos por planta (NGP) y
EUN vy, B100 fue significativamente
superior a LP2 para N absorbido,
rendimiento y porcentaje de proteina
(Mandolino, 2015).

Evaluacion genotipica

La extraccion de ADN de cada RIL se
realizé a partir de plantas adultas de maiz.
Se tomaron muestras de cinco plantas de
cada genotipo. El tejido vegetal se liofilizo
y se moli6 de manera conjunta para
obtener bulks. Para cada bulk, se extrajo
el ADN gendmico utilizando el método de
Kleinhofs et al. (1993). El ADN extraido se
cuantific6 en gel de agarosa al 0.8%
teflido con bromuro de etidio (5% v/v).

Analisis de los marcadores moleculares

Se seleccionaron 21 marcadores SSRs
publicos. Para ello, se utiliz6 la base de
datos publica Maize Gene Data Base

(MGDB) http://www.maizegdb.org/ y se
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obtuvo informacioén de la ubicacién de los

SSRs en los cromosomas, el tipo y
composicion de la repeticion y la
secuencia de los oligonucleétidos.

Se seleccionaron 116 marcadores INDEL
dentro de la regién de los QTL, segun
Settles et al. (2014), con diferencias en la
longitud de pb mayor a 7.

Se buscaron SSRs nuevos dentro de la
region de los QTL, utilizando el programa
WebSat (Martins et al., 2009) que permite
secuencias

identificar repetidas en

tandem. Se seleccionaron regiones
sucesivas de hasta 150.000 pb dentro del
QTL en la base de datos Gramene
http://[gramene.org/ y se disefiaron 12
cebadores correspondientes con la
aplicacion Primer Blast de la base de
datos del NCBI http://ncbi.nlm.nih.gov/.

Se evaluaron las lineas parentales B100 y
LP2 con los marcadores SSRs e INDEL.
Para ello, los marcadores se amplificaron
mediante la técnica de PCR en un
volumen de reaccion de 13 pl.

Las reacciones de amplificacibn se
llevaron a cabo utilizando un programa de
ciclado del tipo touchdown (Don et al.,
1991):

. Desnaturalizacion inicial:  94°C
durante 5 minutos;

. 10 ciclos:

- Desnaturalizacion: 94°C durante 30
segundos;

- Hibridacion: 65-55°C (decrece 1°C/ciclo)
durante 30 segundos;

- Extensién: 72°C durante 30 segundos;
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. 25 ciclos:

- Desnaturalizacion: 94°C durante 30
segundos;

- Hibridacion: 55°C durante 30 segundos;

- Extension: 72°C durante 30 segundos;

. Extension final: 72°C durante 10
minutos.

Los productos de PCR se separaron en
geles desnaturalizantes de poliacrilamida:
acrilamida/bis-acrilamida (29/1) al 6% m/v
y urea 7 M.

Los geles se corrieron en cubas de
electroforesis a una potencia constante de
55W.

Posteriormente, los patrones de bandas
se visualizaron mediante tinciébn con
nitrato de plata (AgNO3) siguiendo el
protocolo para secuenciacién de Promega
(2007).

La lectura del gel se realiz6 utilizando un
transiluminador de luz blanca.

Los marcadores SSR e INDEL evaluados
se clasificaron en marcadores polimorficos
(revelaron diferencias en la secuencia de
ADN de

marcadores monomorficos (no revelaron

la regibn  amplificada),
diferencias en la secuencia de ADN de la
region amplificada), marcadores dudosos
(el patrén de bandas no pudo identificarse
claramente) y marcadores sin producto de
amplificacién.

Los marcadores polimorficos entre las
lineas parentales fueron seleccionados y
usados para evaluar la poblacion de RILs.
La linea de referencia secuenciada B73

(Schnable et al., 2009) se utiliz6 como
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control de peso molecular (PM) de los

SSRs e INDEL.
Caracterizacién genotipica de la poblacién
de mapeo

Se  seleccionaron

polimérficos reconocidos en los parentales

los marcadores

para caracterizar genotipicamente la
poblacién de 181 RILs derivada del
cruzamiento B100xLP2 y se registré el
genotipo de cada RIL siguiendo el mismo
procedimiento indicado para los genotipos
parentales.

El de de
marcadores se llevd a cabo utilizando el
programa GQMol Version 2008 6.1 (Cruz
y Schuster, 2008).

La segregacion mendeliana 1:1 para una

analisis segregacion los

poblacién de RILs de los marcadores SSR
e INDEL fue evaluada mediante la prueba
tasa de falsos descubrimientos o FDR (del
inglés False Discovery Rate) (Benjamini y
Hochberg, 1995). Se consider6 un nivel de
significancia global del 5%.

Mapeo de QTL

La construccion

de
ligamiento se llevé a cabo utilizando en
programa GQMol Version 2008 6.1.

Se wusaron 77 marcadores para

los mapas de

la
construccion de los mapas de ligamiento.
Se utiliz6 la funcién de mapeo de Kosambi
y la estimacién Maxima Verosimilitud para
determinar el mejor orden posible.

De los datos fenotipicos evaluados para
EUN y caracteres relacionados durante
dos aflos de ensayo, los caracteres

utilizados para la optimizacion del analisis
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de QTL fueron: porcentaje de proteina en
grano (Proteina), indice de cosecha de
nitrégeno (ICN), proporcién de nitrdgeno
en biomasa a madurez fisiolégica
(N/BiomMF), de de
nitrégeno (EUN) y rendimiento en grano

por planta (RGP).

eficiencia uso

La deteccion de QTL se realizd mediante
el programa Win QTL Cartographer V2.5
(Wang et al., 2013) mediante el método de
mapeo por intervalo compuesto (MIC),
para cada afilo y cada caracter por
separado.

En el método de MIC se estimaron, para
cada posicion en el genoma, la presencia
de un QTL, los efectos de aditividad y la
proporcion de
explicada por el QTL (R2).

Para identificar la presencia de un QTL el

la variancia fenotipica

valor de LOD umbral considerado fue 3.

Identificacion de genes candidatos

Se identificaron posibles genes candidatos
los QTL

detectados. Para ello se determinaron las

dentro de los intervalos de
coordenadas en pb de los marcadores
flanqueantes usando la aplicacién Locus
la base de datos MGDB.

Luego, se identificaron los genes putativos

Lookup en

dentro de dichas regiones, usando la
aplicacion BioMart en la base de datos
Gramene. La funciébn de cada gen fue
confirmada mediante analisis de genes
ortélogos en Arabidopsis thaliana u Oryza
sativa. Los genes dentro de cada intervalo
fueron clasificados segun la funcién

predicha en seis categorias principales
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basado en el criterio establecido por
Munich

Sequences (Ruepp et al., 2004).

Information Center for Protein

Resultados y Discusion
Caracterizacién genotipica

Se probaron un total de 149 marcadores
en las lineas parentales B100 y LP2, de
los cuales 21 corresponden a SSR
publicos, 12 SSR disefiados y 116 INDEL.
De los 149 marcadores moleculares que
se evaluaron, el 32,2% resulté polimorfico,
el 44,3% monomorfico y el 23,5% fall6 en
la amplificacion. Asimismo, se analizé la
distribucion de los resultados de la prueba
de polimorfismo entre los parentales para
cada tipo de marcador en particular. Un
alto porcentaje de los SSRs resultaron
polimorficos  coincidiendo  con los
resultados obtenidos por Olmos et al.
(2014). Contrariamente, casi el 50% de los
INDEL

entre

marcadores resultaron

monomorficos los parentales,

indicando que los SSRs serian mas
informativos que los INDEL para el estudio
de esta poblacion.

En la Tabla 1 se muestra el namero y
porcentaje de los marcadores moleculares
usados en los parentales B100 y LP2.

48

resultantes fueron corridos en la poblacién

Los marcadores polimérficos

de 181 RILs. Ocho de los marcadores

amplificaron sb6lo en unos pocos

individuos por lo que no se tuvieron en

cuenta para realizar el analisis de

segregacion.
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Tabla 1. Numero y porcentaje de marcadores moleculares utilizados en los parentales B100 y LP2.

Polimérficos Monomorficos Fallé amplificacion Total
Cromosoma . ] - : ~ - B -
Numero Porcentaje Numero Porcentaje NUmero Porcentaje NuUmero Porcentaje

1 8 27,6% 15 51,7% 6 20,7% 29 19,5%

8 11 34,4% 16 50,0% 5 15,6% 32 21,5%

9 29 33,0% 35 39,8% 24 27,3% 88 59,1%

Total 48 32,2% 66 44,3% 35 23,5% 149 100,0%
Se evalué la segregacion 1:1 de la porque el orden del mapa no coincidié con

poblacién RILs de 94 marcadores, 40 de
ellos corridos en la poblacién durante este
trabajo y 54 marcadores SSRs y SNPs
(del
Polymorphism) corridos en la poblacion de
181 RILs en

(Mandolino, 2015)

cromosomas 1, 8 y 9.

inglés Single Nucleotide

estudios  anteriores
ubicados en los
De los 94 marcadores, 77 presentaron
segregacion 1:1. Los 17 marcadores que
segregaron de manera distorsiva no se
tuvieron en cuenta para la construccion de
los mapas de ligamiento.

Hay regiones en los cromosomas que
tienden a segregar de manera distorsiva,
llamadas SDR (del inglés Segregation
Distortion Regions). En maiz, los factores
genéticos mas comunes asociados a la
segregacion distorsiva son factores
gametofiticos (Lu et al., 2002).

Mapeo de QTL

Se construyeron los mapas de ligamiento

de los cromosomas 1, 8 y 9 de maiz
(Figura 1). De los 77 marcadores con
segregacion 1:1, 53 fueron usados para la
los 24

por

construccion de los mapas,

restantes fueron eliminados no

asociarse con otros marcadores dentro de

sus respectivos grupos de ligamiento o

\ni Asociacién de Universidades
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el orden esperado.
Los marcadores se agruparon en tres
de

cromosoma. En el cromosoma 1 se cubri6

grupos ligamiento, uno  por
una distancia genética total de 132,7 cM,

con una separacion promedio entre
marcadores de 5,8 cM. En el cromosoma
8 se cubri6 una distancia total de 113,1
cM, con una separacién promedio entre
marcadores de 7,1 cM. En el cromosoma
9 se cubrié una distancia total de 146,1
cM, con una separacion promedio entre
marcadores de 10,4 cM.

El orden de los marcadores en el mapa de
la poblacion de RILs se correlacioné con
lo esperado segun la posicion en el mapa
fisico.

Para todos los cromosomas se logré
incrementar la longitud del mapa con
respecto al obtenido  previamente
(Mandolino, 2015) y aumentar la cobertura
gendmica.

Se detectaron 11 QTL para los caracteres
Proteina, ICN, N/BiomMF, EUN y RGP
mediante MIC (Tabla 2). La localizacién
de QTL

detectados por MIC se muestra en la

los en los cromosomas

Figura 2.
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Figura 1. Mapas de ligamiento de los cromosomas 1, 8 y
9 de maiz mostrando la localizacién de los 53 marcadores
moleculares basados en la poblacion de RILs. A la
derecha de cada cromosoma se indica el nombre de los
marcadores y a la izquierda la distancia en cM entre
marcadores.
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En el cromosoma 1 se detectaron tres
QTL, dos para EUN, uno para cada afio
de ensayo (EUN-1la y EUN-2). Estos QTL
comparten parcialmente sus intervalos de
confianza, coincidiendo en parte con la
region de interés en el cromosoma 1
(entre los marcadores phi339017 -
phi095). El otro QTL detectado en el
cromosoma 1 estuvo asociado a
porcentaje de proteina en el primer
ensayo (Pr-1), pero localizado en otra
region del cromosoma que no coincide
con la region de interés estudiada.

En el cromosoma 8 se detectaron tres
QTL, todos en el ensayo 1 donde la
disponibilidad de N en el suelo fue buena
y ninguno de ellos comparte intervalo de

confianza. Los QTL detectados fueron,
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uno para ICN (ICN-la) y uno para

rendimiento (RGP-1) que se localizaron
fuera de la region de interés, tratdndose
de QTL nuevos, y un QTL para N/BiomMF
(N/Biom-1) localizado en la misma region
que el QTL para N/BiomMF detectado en
el trabajo doctoral de Mandolino.

En el cromosoma 9 se detectaron cinco
QTL, todos en un solo ensayo, tres QTL
para EUN en el ensayo 1 (EUN-1b, EUN-
1c y EUN-1d). EI QTL EUN-1d es el Unico
localizado dentro del intervalo de interés
del cromosoma 9 (entre los marcadores
bnlg127 — bnlg1209) y la incorporacién de
los marcadores SSR e INDEL permitié
acotar el intervalo del QTL detectado
sobre el cromosoma 9 de 55,3 Mpb a 15,4
Mpb. Por otro lado, los QTL EUN-1b y
EUN-1c se detectaron fuera de la region
de interés, tratandose de QTL nuevos.
Asimismo, se detectd un QTL para ICN en
el ensayo 1 (ICN-1b) y un QTL para
rendimiento en el segundo afio de ensayo
(RGP-2) dentro de la region de interés.
Los QTL EUN-1d e ICN-1b se encuentran
dentro de la regi6on de interés sobre el
cromosoma 9 y comparten intervalo de
confianza entre los marcadores Chr9-
74589140 y DEL.148060, por lo que
podria tratarse de un Unico QTL con
posible efecto pleiotropico.

Soélo el QTL para EUN en el cromosoma 1
pareceria manifestarse en los dos
ambientes, el resto de los QTL se
expresaron en uno de los dos ambientes,

indicando la importancia de los efectos
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Tabla 2. QTL detectados mediante el método de Mapeo por Intervalo Compuesto.

5 Posicion del QTL Efe’ct_o
QTL Afio? LODmax Genetico
Cr cMmP IC°(cM)  IC (Mpb) MM Flanqueantes R? A

EUN
EUN-12 1 31.8 30.7-33.3 35.3-46.6 bnlg1484/Chr1-46628500 3.03 5.9 111
EUN-1b Exp 1 9 58.7 44.7-58.9 9.12-23.3 bnlg1810-phi022 4.96 10.1 1.45
EUN-1c 9 67.3 64.9-67.9 23.3-51.7 phi022/bnlg127 5.56 11.4 1.55
EUN-1d 9 75.1 74.7-78.1 77.6-93.0 Chr9-74589140/DEL.148060 6.10 12.1 1.58
EUN-2 Exp 2 1 30.7 30.3-30.8 35.3-43.1 bnlg1484/umc1479 3.29 6.8 2.26
ICN
ICN-12 Exp 1 8 30.2 29.1-34.2 17.1-21.0 Chr8-1706740/DEL.132563 3.67 7.2 -1.90
ICN-1b 9 75.1 74.7-78.1  77.6-93.0  Chr9-74589140/DEL.148060 6.50 12.6 2.45
N/BiomMF
N/Biom-1 Exp 1 8 47.4  41.3-51.0 91.6-125.0 bnlg1863/PZA0865.2 3.82 10.3 -0.18
Proteina
Pr-1 Exp 1 1 56.4 52.4-63.7 67.8-91.2 umc2227/umc2025 3.73 8.4 -0.15
RGP
RGP-1 Exp 1 8 37.7 34.7-41.3 64.0-91.6 bnlg1834/bnig1863 4.04 8.6 -3.05
RGP-2 Exp 2 9 75.1 74.7-78.6  77.6-105.0 Chr9-74589140/DEL.148894 3.27 6.7 2.06

Cr: Cromosoma; LODmax: maximo valor de LOD para el QTL; MM: Marcadores Moleculares; # Sélo aquellos con dato;

b

Posicion del valor de LODmax en cM; ¢ Intervalo de confianza calculado + 1 LOD de LODmax; A: Efecto aditivo con respecto
al alelo del parental LP2; R? proporcion de la varianza fenotipica explicada por el QTL. En los nombres de los QTL el nimero
indica si corresponde al Exp 1 0 Exp 2, la letra enumera los diferentes QTL para un determinado caracter en el Exp.

ambientales sobre la expresion de los

caracteres cuantitativos.

seleccion asistida por marcadores para

mejorar la EUN.

Identificacion de genes candidatos

Figura 2. Localizaciéon de los QTL en los cromosomas 1, 8 y 9 de maiz

detectados por MIC. El tamafio de las barras es proporcional a la longitud del
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intervalo de confianza de cada QTL en cM. Las barras negras corresponden a
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identificaron 3155 genes

distintos dentro de los
intervalos de los QTL
detectados y se clasificaron
segun su funcién putativa en
seis categorias principales
(Tabla 3) basado en el criterio
de establecido por Munich
Information Center for Protein
Sequences (Ruepp et al,
2004). El 67% de los genes
identificados

correspondieronen a
proteinas con funcion

putativa, mientras que el 33%

aun no tienen una funcién caracterizada.

De los genes con funcién predicha, 513
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Tabla 3. Numero de genes identificados dentro de los intervalos de cada uno de los QTL detectados, clasificados segin su

funcién putativa.

Principales QTL
categorias Subcategorias . Protein
funcionales EUN ICN N/Biom RGP
EUN- EUN- EUN- EUN- EUN- N/Biom RGP- RGP-
1a 1b 1c 1d 2 ICN-1a ICN-1b 1 Pr-1 1 2
. Energia 6 4 6 0 5 1 0 11 11 8 1
Metabolismo .
Metabolismo 59 75 54 28 36 17 28 93 60 41 66
Ciclo celular y
procesamiento de ADN 8 17 7 1 2 4 1 20 6 10 4
Procesamiento de proteinas
(plegado, modificacion y 26 41 31 6 26 5 6 38 29 29 22
destino)
viasde Proteina con funcion de 19 14 15 12 14 4 12 33 35 19 25
informacion unién o requisito de cofactor
Regu_lauon de la actividad 3 1 0 0 2 0 0 2 3 2 2
proteica
Sintesis de proteina 7 13 12 5 4 1 5 20 7 16 11
Transcripcion 25 57 46 25 21 12 25 58 40 58 55
Transporte Transporte 12 23 20 13 6 6 13 48 19 28 29
Interaccion con el ambiente 0 3 4 0 0 1 0 5 3 7 0
Mecanismo de
Percepcion y comunicacién
respuesta a celular/transduccion de 22 13 19 7 10 3 7 25 12 15 1
estimulos sefiales
Rescate celular, defensa y
virulencia 18 18 19 5 11 7 5 29 34 18 11
Biogénesis de componentes 1 3 3 1 3 3 18 22 5
celulares
Procesos de Desarrollo 11 9 26 2 8 7 2 22 19 15 2
desarrollo Destino celular 0 1 3 0 0 0 0 6 6 1 0
D|Af_eren,c|a(:|on (célula, 0 0 0 5 0 1 5 1 5 1 9
tejido, 6rgano)
No ) 85 128 150 81 55 29 81 208 130 139 165
caracterizadas
Total 297 420 428 193 201 101 193 637 425 429 418
genes fueron asignados a la categoria importantes relacionados a la EUN se

metabolismo.
En la categoria vias de informacién se
917 185

corresponden a proteinas que participan

asignaron genes. genes
en el transporte de iones, carbohidratos,
297

genes fueron asignados a la categoria

aminodacidos, proteinas y lipidos.
percepcion y respuesta a estimulos. Por

altimo, 209 genes corresponden a
proteinas que participan en procesos de
Si QTL

parcial el

desarrollo. bien algunos

comparten o totalmente
intervalo, el nimero total de genes por
categoria se determin6 considerando una
sola vez cada gen.

Entre los genes con funcion predicha

detectados en los QTL, los mas
\nﬂ Asociacién de Universidades
[ —
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Y\

;_‘&?{i!

©r

detallan en la Tabla 4.

Los genes que codifican proteasas son
son requeridos para removilizar el N vy
exportarlo para el desarrollo y crecimiento
del grano (Donnison et al.,, 2007). Las
transaminasas participan en el flujo de N

y
asparagina sintetasa es esencial para la

entre compuestos  organicos la
asimilacién, distribucion y removilizacion
de N (Chevalier et al., 1996).

El

regulatory subunit betal y la proteina

gen snf-1l-related protein kinase

glutamato sintasa 1 participan en la
asimilacién de N (Crawford y Arst, 1993).
Se encontraron genes relacionados al
estrés,

como la proteina hidrofébica

RCI2B y el receptor de acido abscisico

1918 2018

CENTENARIO

DE LA REFORMA UNIVERSITARIA

UNCUYO

UNIVERSIDAD
NACIONAL DE CUYO




XXVI JJI

JORNADAS DE JOVENES
INVESTIGADORES AUGM

RMA UNIVERSITARIA

Universidad Nacional de Cuyo | Mendoza | Argentina

17, 18 y 19 de octubre de 2018

Tabla 4. Genes candidatos detectados en los intervalos correspondientes a los QTL.

QTL ID Descripcién del gen Nombre del gen
Zm00001d028549 E:g::;r;zs de la superfamilia de las cisteinas
Zm00001d028750 Asparagina sintetasa 3 asn3 - asparagine synthetase3
EUN-1a Zm00001d028766 Asparagina sintetasa 1 N ‘
Zm00001d028718 Proteina hidrofobica RCI2B fergﬁr;for;l proteolipid membrane potential
Zm00001d028793 Receptor de &acido abscisico PYL5
Zm00001d028721 Proteina con dominio LOB Ibd4 - LBD-transcription factor 4
Zm00001d045226 Srrg::;r;zs de la superfamilia de las cisteinas
Zm00001d045132 Alantoinasa
EUN-1b Zm00001d044994 Transportador de aminoacidos
Zm00001d045392 Nodulina temprana 93 early nodulin 93
Zm00001d045390 Proteina relacionada a nodulina temprana
EUN-1c Zm00001d045675 Asparagina sintetasa 1 asparagine synthetasel
Zm00001d045740 Transportador de aminodcidos transmembrana
il)JN'ld CN- 7m00001d046383 Proteina transportadora de nitrato NRT1
Zm00001d010355 Asparagina sintetasa 1
Zm00001d010196 Asparagina sintetasa 3
N/Biom-1 Zm00001d010190 Glutamato-oxaloacetato transaminasa 5 gots glutamate-oxaloacetate
transaminase5
Zm00001d010662 FSjrl\(l)ltzeli;1a zﬁgggl(liad regulatoria relacionada a fg{;ﬁ?;ory Squl:IJI;#—tr)iIte:fd protein kinase
ICN-1a Zm00001d008744 Transaminasa/transferasa
Zm00001d008691 Proteina relacionada a la autofagia atg18d - autophagy18d
Pr1 Zm00001d029732 Glutamato sintasa 1 [NADH] cloroplastica
Zm00001d029510 Ureasa
Zm00001d009843 Proteina homéloga de ROOT HAIR DEFECTIVE 3
RGP-1 Zm00001d009580 Proteina accesoria de Ureasa (UreG)
Zm00001d009823 Proteina con dominio LOB LBD-transcription factor 35

(ABA) PYL5 que estan involucrados en la
respuesta al ABA (Ma et al., 2009).

El gen Zm00001d046383 (Protein NRT1/
PTR FAMILY 4.6) es un transportador de
nitrato involucrado en la asimilacion de N
(Kanno et al., 2013).
Atgl8d es un gen relacionado a la
autofagia y tiene un rol central en la
de N

contribuyendo al

removilizacion en el maiz,
mantenimiento y el

reciclaje celular (Li et al., 2015).

Conclusiones

El 32,2 % de los marcadores moleculares
probados entre las lineas parentales
fueron polimorficos. Casi el 50% de los
SSR publicos y el 32% de los INDEL

fueron polimérficos.

\\%

La incorporacion de marcadores nuevos a
los mapas de los cromosomas 1, 8 y 9 de
maiz construidos previamente (Mandolino,
2015), permiti6 aumentar la longitud de los
mapas y mejorar la representacion de los
mismos. La mayoria de los marcadores
incorporados a los mapas fueron INDEL.

Se detectaron 11 QTL por MIC en los
cromosomas 1, 8 y 9. En el cromosoma 1
se detectaron dos QTL para EUN, uno
para cada afio de ensayo y que
del de

confianza. Este podria tratarse de un QTL

comparten  parte intervalo
estable en los diferentes ambientes. La
incorporacion de marcadores permitié
acotar el intervalo del QTL para EUN
detectado sobre el cromosoma 9 de 55,3

Mpb a 15,4 Mpb. Los QTL EUN-1d e ICN-
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1b colocalizaron entre los mismos
marcadores indicando que se podria tratar
de un dnico QTL pleiotrépico. En los
cromosomas 8 y 9 se detectaron QTL
nuevos para EUN, ICN y rendimiento
fuera de la region de interés.

Se lograron identificar genes relacionados
al metabolismo del nitrégeno en la
mayoria de los intervalos de los QTL. La
identificacion de genes candidatos dentro
de los intervalos de los QTL resulta
interesante, ya que permite la seleccion
de regiones de interés dentro de los
intervalos amplios de los QTL. Algunos de
los genes de mayor importancia son los
gue participan en la asimilacion,
distribucién y removilizacion de N, tales
como asparagina sintetasa y glutamato
sintasa, genes involucrados en la
respuesta al estrés y en el transporte de
aminoacidos.

Los intervalos de los QTL adn son muy
amplios, por lo tanto, serd necesario un
mapeo mas fino para acercar nuevos
marcadores a los QTL de interés de los

distintos caracteres.

Bibliografia

Agrama, H.A. (2006). Application of
molecular markers in breeding for
nitrogen use efficiency. Journal of crop
improvement, 15(2), 175-211.

Arellano, J.V., Castillo, F.G., Alcantar,
GG, vy Martinez, A.G. (1996).
Parametros genéticos de la eficiencia en

el uso de nitr6geno en lineas de maiz de

Y & UNCUYO L
=" UNIVERSIDAD

TF

Asociacién de Universidades

= =
&S GRUPO MONTEVIDEO

B

3

— .
=%

NACIONAL DE CUYO

17, 18 y 19 de octubre de 2018
Edmeades, G.O;

Banziger, M; Mickelson, H.R; Pefa-

valles altos. In

Valdivia, C.B. eds. Developing drought
and soil nitrogen tolerant in maize.
CIMMYT, El Batan México, pp. 320-325.

Benjamini, Y., y Hochberg, Y. (1995).
Controlling the False Discovery rate: A
Practical and Powerful Approach to
Multiple Testing. Journal of thr Royal
Statistical Society. Series B, 57(1), 289-
300.

Bhattramakki, D., Dolan, M., Hanafey, M.,
Wineland, R., Vaske, D., Register J.C.,
Tingey, S.V., y Rafalski, A. (2002).
Insertion-deletion polymorphisms in 3
regions of maize genes occur frequently
and can be used as highly informative
genetic markers. Plant molecular biology,
48(5-6), 539-547.

Boopathi, N.M. (2013). Marker assisted
selection. In  Genetic Mapping and
Marker Assisted Selection: Basics,
Practice and Benefits. Ed Springer. pp.
117-165.

Cardenas-Navarro, R., Sanchez-Yahez,
J., Farias-Rodriguez, R., y Pefia-
Cabriales, J. (2004). Los aportes del
nitrdgeno en la agricultura. Chapingo,
10(2), 173-178.

Chevalier, C., Bourgeois, E., Just, D., y

(1996).

regulation of asparagine synthetase gene

Raymond, P. Metabolic
expression in maize (Zea mays L.) root
tips. The Plant Journal, 9(1), 1-11.

Collard, B., Jahufer, M., Brouwer, J., y
Pang, E. (2005). An introduction to

CENTENARIO

DE LA REFORMA UNIVERSITARIA




XXVI JJI

JORNADAS DE JOVENES
INVESTIGADORES AUGM

Universidad Nacional de Cuyo | Mendoza | Argentina

markers, quantitative trait loci (QTL)
mapping and marker-assisted selection
for crop improvement: the basic

concepts. Euphytica, 142, 169-196.
Crawford, N.M., y Arst, H.N. (1993). The
molecular genetics of nitrate assimilation
in fungi and plants. Annual review of
genetics, 27(1), 115-146.
Cruz, C.D., y Schuster, 1. (2008). GQMol
V2008 6.1.Genética Quantitative
Molecular.

e
de
Viscosa. Laboratério de Bioinformatica.
Consultado 22 oct. 2015. Disponible en

Universidad Federal

http://www.ufv.br/dbg/gmol.htm.
Don, R.H., Cox, P.T., Wainwright, B.J.,
K., y Mattick, J.S. (1991).

“Tuchdown PCR to circumvent spurious

Baker,

priming during gene
Nucleic Acids Research, 19(14), 4008.

Donnison, |.S., Gay, A.P., Thomas, H.,
Edwards, K.J., Edwards, D., James, C.L.,
y Ougham, H.J. (2007). Modification of

nitrogen remobilization, grain fill and leaf

amplification”.

senescence in maize (Zea mays) by
transposon insertional mutagenesis in a
protease gene. New Phytologist, 173(3),
481-494.

Harrison, P. (2002). Agricultura mundial:
hacia los aflos 2015/2030. Direccion de
Informacion de la FAO.

Kanno, Y., Kamiya, Y., y Seo, M. (2013).
Nitrate does not compete with abscisic

AtNPF4.

Plant

acid as substrate  of
6/NRT1.2/AIT1 in Arabidopsis.

signaling & behavior, 8(12), e26624.

a

c\ni= Asociacién de Universidades z '\‘;’:‘T‘;"’i
GRUPO MONTEVIDEO S
N\ TF

17,18 y 19 de octubre de 2018

Kleinhofs, A., SaghaiMaroof, M., Biyashev,
R.M., Hayes, P., Chen, F.Q., Lapitan, N.,
Fenwick, A., y Steffenson, B.J. (1993). A
Molecular isozyme and morphological
map of the barley (Hordeum vulgare)
genome. Theoretical and
Genetics, 86, 705-712.

Levinson, G., y Gutman, G.A. (1987).

Slipped-strand

Applied

mispairing: a major
mechanism for DNA sequence evolution.
Mol. Biol. Evol., 4, 203-221.

Li, F., T., J.G,,
Federico, M.L., Kaeppler, H.F., Kaeppler,
S.M., y Vierstra, R.D. (2015). Autophagic

recycling plays a central role in maize

Chung, Pennington,

nitrogen remobilization. The Plant Cell,
27(5), 1389-1408.

Lu, H., Romero-Severson, J., y Bernardo,
R. (2002).

associated with segregation distortion in

Chromosomal regions
maize. Theoretical and Applied Genetics,
105(4), 622-628.

Ma, Y., Szostkiewicz, |., Korte, A., Moes,
D., Yang, Y., Christmann, A., y Grill, E.
(2009). Regulators of PP2C phosphatase
activity function as abscisic acid sensors.
Science, 324(5930), 1064-1068.

Mandolino, C.I. (2015). Mapeo de QTL
para Eficiencia de Uso de Nitrégeno en
Maiz mediante SSRs y SNPs. Tesis
doctoral, Rosario, Argentina, Facultad de
Cs. Agrarias, Universidad de Rosario.

Martins, W.S., Lucas, D.C.S., de Souza

K.F., y Bertioli, D.J. (2009).

WebSat-A web software for microsatellite

Neves,

UNCUYO

UNIVERSIDAD
NACIONAL DE CUYO

1918 2018

CENTENARIO

DE LA REFORMA UNIVERSITARIA




XXVI JJI

JORNADAS DE JOVENES
INVESTIGADORES AUGM

Universidad Nacional de Cuyo | Mendoza | Argentina

marker development. Bioinformation,
3(6), 282.

Mohan, M., Nair, S., Bhagwat, A., Krishna,
T., Yano, M., Bhatia, C., y Sasaki, T.
(1997). Genome mapping, molecular
markers and marker-assisted selection in
crop plants. Molecular breeding, 3(2), 87-
103.

Olmos, S.E., Delucchi, C., Ravera, M.,
Negri, M.E.,
Eyhérabide, G.H. (2014).

relatedness and population structure

Mandolino, C., vy
Genetic

within the public Argentinean collection of
maize inbred lines. Maydica, 59, 16-31.

Paterson, A.H. (1996). Making genetic
maps. In Paterson, AH. ed. Genome
mapping in plants. Landes Company.
San Diego. California, Academic Press.
Austin. Texas. 23-39.

Promega. (2007). Technical manual: Silver
sequence DNA sequencing system.
Instructions for use of products Q4130.
Disponible en http://www.promega.com.

Raun, W.R., y Johnson, G.V. (1999).
Improving nitrogen use efficiency for
cereal production. Agronomy journal,
91(3), 357-363.

Ruepp, A., Zollner, A., Maier, D.,
Albermann, K., Hani, J., Mpkrejs, M.,
Tetko, I., Guldener, U., Mannhaupt, G.,
Munsterkotter, M., y Mawes, W.
(2004).The

annotation scheme for systematic

FunCat, a functional
classification of proteins from whole
genomes. Nucleic Acids Research,
32(18), 5539-5545.

\ni Asociacién de Universidades
? § GRUPO MONTEVIDEO

17, 18 y 19 de octubre de 2018
Schnable, P.S., Ware, D., Fulton, R.S., et

al. (2009). The B73 maize genome:
complexity, diversity, and dynamics.
Science, 326(5956), 1112-1115.

Settles, A.M., Bagadion, A.M., Bai, F.,
Zhang, J., Barron, B., Leach, K,
Mudunkothge, J., Hoffner, C., Bihmidine,
S., Finefield, E., Hibbard, J., Dieter, E.,
Malidelis, A., Gustin, J.L., Karoblyte, V.,
Tseung, C., y Braun, D.M. (2014).
Efficient molecular marker design using
the MaizeGDB Mol7 SNPs and Indels
track. G3: Genes| Genomes| Genetics,
4(6), 1143-1145.

Shiferaw, B., Prasanna, B.M., Hellin, J., y
Banziger, M. (2011).Crops that feed the
world 6. Past successes and future
challenges to the role played by maize in
global food security. Food Security, 3(3),
307-327.

Wang, S., Basten, J., y Zeng, Z. (2013).
Windows QTL Cartographer 2.5. Raleigh,
NC: Department of Statistics, North

Carolina State University.

&3 UNCUYO J Q}\_

‘ i
ISZ2 ¥ UNIVERSIDAD
NEP NACIONAL DE CUYO

CENTENARIO

DE LA REFORMA UNIVERSITARIA




xxvl jj I A 100 ANOS DE LA REFORMA UNIVERSITARIA:

JORNADAS DE JOVENES SREE TERACETIORE
INVESTIGADORES AUGM
Universidad Nacional de Cuyo | Mendoza | Argentina 17, 18 y 19 de octubre de 2018

ML @UNCUYO E,
Gy SO MoNTEviDEo T . CENTENARIO




