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ABSTRACT

Mal de Rio Cuarto (MRC) is one of the most important viral diseases of maize in Argentina.
The disease severity index (DSI) allows to combine the incidence and severity of a disease in
a single metric. The genotypic reaction to MRC has been extensively studied in biparental
populations. However, this complex trait has not been analyzed by genome-wide association
studies (GWAS). The aim of this work is to identify new resistance alleles associated with
DSI of MRC in an exotic germplasm from the International Maize and Wheat Improvement
Center (CIMMYT). A population of maize lines from CIMMYT was phenotypically
evaluated in environments in the area where the disease is endemic. The predictors of
genetic effects (BLUP, best linear unbiased predictor) and 78,376 SNP markers (Single
Nucleotide Polymorphism) were used to perform the GWAS in 186 maize lines. The values
of variance components and mean-basis heritability suggest a wide genotypic variability
in the population. The GWAS allowed to identify 11 putative QTL of resistance to MRC. The
incorporation of exotic germplasm into local maize breeding programs could contribute
favorably to the creation of hybrids with a higher level of resistance to MRC. The predictive
ability of associated markers with MRC resistance indicates that marker-assisted selection
is an advisable tool for selecting MRC resistant genotypes.

Key words: Disease severity index; genome-wide association study; QTL; SNP.

RESUMEN

El Mal de Rio Cuarto (MRC) es una de las enfermedades virales mas importantes del maiz
en Argentina. El indice de severidad de enfermedad (ISE) permite combinar la incidencia
y la severidad de una enfermedad en una métrica Unica. La reaccién genotipica a MRC ha
sido muy estudiada en poblaciones biparentales, sin embargo este caracter complejo no se
ha analizado mediante estudios de mapeo por asociacion. El objetivo del presente trabajo
es identificar nuevos alelos de resistencia asociados con el ISE de la enfermedad MRC de
maiz en un germoplasma exoético del Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo
(CIMMYT). Una poblacién de lineas de maiz del CIMMYT se evalué fenotipicamente en
ambientes donde la enfermedad es endémica. Los predictores del efecto genotipico (BLUP,
best linear unbiased predictor) del ISE de MRC y 78.376 marcadores SNP (Single Nucleotide
Polymorphism) se usaron para realizar el mapeo por asociacién en 186 lineas de maiz. Los
componentes de varianza y los valores de heredabilidad sugieren una amplia variabilidad
genotipica en la poblacién de lineas. El mapeo por asociacién permitif identificar 11 posibles
QTL de resistencia a MRC. La incorporacién de germoplasma ex6tico en los programas de
mejoramiento de maiz locales podria contribuir favorablemente a la creacién de genotipos
hibridos con mayor nivel de resistencia a MRC. La capacidad predictiva de los marcadores
asociados con la resistencia a MRC indican que la seleccién asistida por marcadores es una
herramienta recomendable para seleccionar genotipos resistentes a MRC.

Palabras clave: indice de severidad de enfermedad; mapeo por asociacién; QTL; SNP.

45


https://sag.org.ar/
https://www.sag.org.ar/jbag
https://www.sag.org.ar/jbag
https://orcid.org/0000-0003-2043-6760
https://orcid.org/0000-0002-0660-3115
https://orcid.org/0000-0003-2043-6760

EXOTIC ALLELES FOR MAL DE RIO CUARTO IN MAIZE

INTRODUCCION

El maiz (Zea mays L.) es hospedante natural de mas
de 50 virus (Lapierre y Signoret, 2004), y una de las
enfermedades virales mas importantes en Argentina
es el Mal de Rio Cuarto (MRC) (Gimenez Pecci et al.,
2012). El agente causal de la enfermedad MRC es el Mal
de Rio Cuarto virus (MRCV) perteneciente a la familia
Reoviridae, género Fijivirus (Distéfano et al., 2002). Este
virus es naturalmente transmitido en forma persistente,
ciclica y propagativa por medio de insectos, siendo la
chicharrita Delphacodes kuscheli Fennah el principal
vector de la enfermedad (Remes Lenicov et al., 1985). La
forma de transmision indica que el vector es reservorio
natural del virus yla poblacién de macrépteros migrantes
constituye el principal inéculo de la enfermedad
(Ornaghi et al., 1993).

El principal sintoma de la enfermedad MRC es
la presencia de enaciones o protuberancias sobre
las nervaduras en el envés de las hojas. Las plantas
pueden presentar otros sintomas como resultado de las
modificaciones en los niveles hormonales endégenos,
tales como tallos achatados, entrenudos cortos, hojas
del tercio superior recortadas o reducidas a la vaina
foliar, panojas atrofiadas de tamaiio reducido y espigas
multiples con pocos o sin granos (Giménez Pecci et al.,
2012). Las siembras tempranas y el uso de agroquimicos
son estrategias de manejo agronémico para reducir la
enfermedad MRC mediante el control del insecto vector,
pero la siembra de genotipos resistentes es el proceder
recomendado (Di Renzo et al., 2004).

La reaccion a la enfermedad MRC se comporta como
un caracter cuantitativo (Di Renzo et al., 2002). Estudios
moleculares de la reaccién genotipica a MRC, han
permitido identificar alelos de resistencia en poblaciones
biparentales (Di Renzo et al., 2004; Bonamico et al.,
2012; Rossi et al., 2015). Sin embargo, en este tipo de
mapeo pueden perderse alelos que no segregan entre
los parentales de la poblacion y alelos asociados a loci
de efecto menor (Warburton et al., 2015). La creciente
disponibilidad de datos gendémicos polimoérficos
y el potencial para explorar miultiples eventos de
recombinacién ocurridos en la historia evolutiva de un
germoplasma especifico, han convertido a los estudios
de mapeo por asociacion (GWAS, del inglés genome wide
association studies) en una importante alternativa para
estudiar caracteres de variacion cuantitativa en plantas
(Hao et al., 2015).

La respuesta de los genotipos a enfermedades virales
es comuinmente estimada mediante los caracteres
incidencia y severidad (Rossi et al., 2019b). Sin embargo,
en MRC existen diversos sintomas que se manifiestan en
distintos grados de severidad y con distinta incidencia
en las poblaciones evaluadas. Para contemplar esta
caracteristica de la enfermedad se han realizado
estudios donde los caracteres incidencia y severidad se
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han sintetizado o resumido en un indice, como es el caso
del indice de severidad de enfermedad (ISE) (Shi et al.,
2012; Bonamico et al., 2013; Chen et al., 2015). Este indice
constituye una media de la severidad de la reaccién al
MRC, ponderada por la incidencia de los distintos grados
de severidad observada en un conjunto de plantas de
cada genotipo. Sibien se han realizado analisis de QTL en
poblaciones biparentales para el ISE de MRC enlazonade
Argentina donde la enfermedad es endémica (Bonamico
etal.,2012; Di Renzo et al., 2004), no se ha analizado este
caracter en el contexto de GWAS, principalmente por
la falta del fenotipado en poblaciones de gran tamario
extensamente genotipadas.

El Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz
y Trigo (CIMMYT) es una importante fuente de
germoplasma para la incorporacion de alelos exéticos
en los programas de mejoramiento de todo el mundo.
Las lineas de maiz de CIMMYT han sido extensivamente
genotipadas mediante marcadores SNPs (Wu et al., 2016)
y son adecuadas para realizar estudios de mapeo por
asociacion en distintas partes del mundo donde puedan
ser evaluadas fenotipicamente; algunas de estas lineas ya
han mostrado buena adaptacion en la zona de Argentina
donde la enfermedad es endémica (Rossi et al., 2019a).
El objetivo del presente trabajo fue identificar nuevos
alelos de resistencia asociados al ISE de la enfermedad
MRC de maiz en un germoplasma exdtico de CIMMYT.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal y ensayo de campo

Una poblaciéon de 210 lineas endocriadas de maiz
proveniente del CIMMYT se evalué fenotipicamente
para la reacciéon a la enfermedad viral Mal de Rio
Cuarto en la zona donde la enfermedad es endémica.
La poblacién fue caracterizada por su adaptacion a la
region sur de Cérdoba y su diversidad genotipica por
Rossi et al. (2019a). Los ensayos de campo se realizaron
en las localidades de Rio Cuarto (64° 20' W, 33° 8' S) y
Sampacho (64° 44' W, 33° 20" S), Cordoba, Argentina,
bajo condiciones de transmision natural. Los ensayos
se establecieron en los ciclos agricolas 2018-2019 y
2019-2020 en Rio Cuarto y en el ciclo agricola 2018-
2019 en Sampacho. Cada combinacién afio-localidad
se consider6 un ambiente de analisis: Rio Cuarto 2018-
2019 (RC-18-19), Rio Cuarto 2019-2020 (RC-19-20)
y Sampacho 2018-2019 (SA-18-19). Cada genotipo se
sembro en parcelas de un surco de 2,5 m de largo. En cada
ambiente se utilizd6 un disefio parcialmente repetido
(Cullis et al., 2006) donde un 25% de los genotipos se
repitio tres veces y el 75% de los genotipos restantes se
sembré en una sola parcela, sin repeticiones. El 25% de
los genotipos repetidos fue diferente en cada ambiente
de acuerdo a la disponibilidad de semillas. Las plantas
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de cada parcela se evaluaron individualmente segtn el
grado de severidad propuesto por Ornaghi et al. (1993):
o=planta sin sintomas; 1=presencia de enaciones;
2=presencia de enaciones + acortamiento de entrenudos
+ laminas foliares atrofiadas en el tercio superior;
3=maximo desarrollo de la enfermedad con enaciones
+ acortamiento de entrenudos + laminas foliares
atrofiadas en el tercio superior + espigas pequefias,
multiples y sin granos. Para cada parcela se estim6 el
indice de severidad de enfermedad (ISE) segtin Di Renzo
et al. (2002), el cual involucra los caracteres incidencia y
severidad de MRC. Este indice puede tomar valores de 0 a
100, donde 0 corresponde a genotipos sin sintomas y 100
a genotipos severamente afectados.

Y (grado i X plantas en el grado i)

ISE = X 100

total de plantas x 3

Datos genotipicos

La caracterizacion molecular de la coleccion de lineas
de maiz de CIMMYT fue realizada por Wu et al. (2016).
Un total de 362.008 marcadores SNP, obtenidos
mediante genotipado por secuenciacion, esta disponible
publicamente en el repositorio de datos de CIMMYT
(http://data.cimmyt.org/dvn). A partir del total de
marcadores, se seleccionaron 78.376 SNP con una tasa
de datos faltantes menor al 35% y una minima frecuencia
alélica superior a 0,05.

Andlisis estadistico

Los datos fenotipicos multi-ambientales se analizaron
con la funciéon “mmer” del paquete “sommer”
(Covarrubias Pazaran, 2016) en el software R (R Core
Team 2016). Para obtener la mejor prediccién lineal
insesgada (BLUP) (West et al., 2007) de los efectos de
genotipos a través de ambientes, se ajusté un modelo
lineal mixto (MLM) multi-ambiental. E1 modelo lineal
mixto ajustado incluy6é efectos de ambientes fijos,
efectos de genotipos aleatorios y efectos de interaccion
genotipo-ambiente (GE) aleatorios:

Vv=XB+Zu+é&

donde y es el vector de las observaciones fenotipicas,
X vy Z son las matrices de disefo. El vector B representa
los efectos ambientales considerados como fijos, u
representa los efectos aleatorios de genotipo y de la
interacciéon GE y & representa el error aleatorio. Los
efectos genéticos aleatorios se asumieron normalmente
distribuidos N (0,¢7 ), con la matriz de varianza-
covarianza (G) con estructura diagonal. Los efectos de la
interaccion GE se asumieron normalmente distribuidos
con media cero y matriz de varianza-covarianza no
estructurada. Los errores se asumieron normalmente
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distribuidos i.i.d. N (0, 62 ) e independientes del resto de
efectos aleatorios. Ajustado el modelo se obtuvo el mejor
predictor lineal insesgado (BLUP) del efecto de genotipo.
El valor del BLUP para cada genotipo mide el efecto
genético de la linea, descontando el efecto ambiental y
la potencial interaccién GE, y este valor fue usado como
variable respuesta en el estudio de mapeo por asociacion
con el perfil molecular.

La heredabilidad del ISE, se estimé a partir de los
componentes de varianza obtenidos del MLM ajustado
de acuerdo a Holland et al. (2010).

En ambientes individuales:
2
Tg

ai + (aezfp)

HZ_

A través de ambientes:
2
9y

of + ("gze/e) + (%/p)

donde 9% es el componente de varianza genotipica, Tje
es el componente de varianza de la interaccion GE, 62 es
la varianza residual, e es el nimero de ambientes, y p es
la media ponderada del nimero de repeticiones de cada
genotipo a través de ambientes.

2:

Mapeo por asociacion

El software TASSEL 5.2.60 (Bradbury et al., 2007) se usd
para realizar la asociacién entre los 78.376 SNPs y los
BLUPs del ISE a través de ambientes para la poblacién de
lineas de maiz con informacion fenotipica y genotipica
(n=186). Se compararon distintos modelos estadisticos
de asociacion (GWAS) para establecer el de mejor ajuste a
los datos del estudio: 1) modelo lineal general propuesto
por Pritchard et al. (2000), con la estructura poblacional
determinada por la matriz Q con tres grupos (Wu et al.,
2016), como covariable de efecto fijo (modelo Q); 2)
modelo lineal general propuesto por Price et al. (2006),
con la estructura poblacional determinada mediante
analisis de componentes principales, como covariable
de efecto fijo (modelo PCA); 3) modelo lineal mixto
propuesto por Parisseaux y Bernardo (2004), con la
matriz de parentesco relativo entre individuos (Kinship)
como efecto aleatorio (modelo K); 4) modelo lineal mixto
con la matriz kinship como efecto aleatorio y la matriz
Q. como covariable de efecto fijo (modelo Q+K) (Yu et
al., 2006); 5) modelo lineal mixto con la matriz kinship
como efecto aleatorio y las componentes principales
como covariable de efecto fijo (modelo PCA+K) (Zhao
et al., 2007). La comparacion entre modelos se realizd
mediante el grafico de distribucion empirica (Q-Q plot)
que permite evaluar la desviacion de los valores de
probabilidad (-log, de valores-P) observados respecto
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alos esperados bajo la hipétesis de asociacion nula entre
el marcador y la variable respuesta, i.e. el valor BLUP de
la linea para el caracter ISE. Se utilizé el procedimiento
propuesto por Liy Ji (2005) para corregir los valores-P
y evitar el incremento de la tasa de falsos positivos
debido a la multiplicidad de pruebas de hipotesis que se
realizan al evaluar la asociacién marcador por marcador.
La significancia estadistica, para declarar asociacion
significativa entre un marcador y el ISE, se definid en el
valor umbral de -log  (valor-P) >4 (valor P<0.0001). El
grafico de distribucion empirica (Q-Q plot) y el grafico
Manhattan plot, donde se muestran los resultados de
las pruebas de asociacion marcador por marcador, se
realizaron con el paquete “gqgman” (Turner, 2018) del
software R (R Core Team 2016) usando el modelo de
asociacion seleccionado.

Para predecir el efecto genotipico del ISE de MRC
se ajustaron dos modelos de prediccion gendmica
usando los méritos genéticos de las lineas como
variable respuesta (i.e. BLUP de los efectos de genotipo
del ISE). En el primer modelo, se consideraron como
predictores todos los marcadores SNP utilizados en
el mapeo por asociacién. En el segundo modelo, solo
se consideraron los marcadores SNP que resultaron
estadisticamente asociados en el GWAS. El modelo de
prediccién gendmica utilizado en ambos casos fue el
modelo Bayes C propuesto por Habbier et al. (2011). La
implementacion de este modelo se realiz6 mediante el
paquete BGLR (Pérez Rodriguez y de los Campos, 2014)
del software R (R Core Team 2016). La eficiencia de la
prediccién se evalué mediante validaciéon cruzada. En
cada repeticion de la validacién, los datos se dividieron
aleatoriamente en un conjunto de entrenamiento (70%
de las observaciones) y el conjunto complementario se
us6 para validar las predicciones del mérito genético,
realizada a partir de uno u otro conjunto de marcadores
(30% de las observaciones). La validacion se repiti6é 50
veces con asignaciones aleatorias independientes de
las lineas a los conjuntos de datos de entrenamiento
y validacion. La eficiencia de la prediccién, con uno u
otro conjunto de marcadores, se cuantificé utilizando
la correlacion entre los méritos genéticos de cada linea
y los méritos predichos por el modelo de prediccion
genodmica. La correlacion se calcul6 en las 50 repeticiones
aleatorias del proceso.

RESULTADOS

El ISE de MRC de las lineas de maiz, al considerar
los BLUPs a través de ambientes, sugiere una amplia
variabilidad genotipica en el grupo de lineas evaluadas
(Figura 1). La Tabla 1 muestra los valores medios del
ISE en los tres ambientes de evaluacion y a través de
ambientes. Los tres ambientes de evaluacién presentaron
un adecuado nivel de transmisién natural del virus.
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El ensayo realizado en la localidad de Sampacho en el
ciclo agricola 2018-2019 (SA-18-19) fue el que presentd
el mayor valor medio para el ISE. Los componentes de
varianza genotipica fueron altamente significativos en
los tres ambientes individuales y a través de ambientes.
El componente de varianza de la interaccion genotipo x
ambiente también fue significativo pero pequefio respecto
de la varianza genotipica a través de ambientes (Tabla 1).
La heredabilidad oscilé entre 0,46 y 0,60 en ambientes
individuales y fue de 0,70 a través de ambientes.

0,30,

0,25+
0,201

0,15

0,101

Frecuencia relativa

0,05

0,00 [

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 10

Indice de severidad de enfermedad

Figura 1. Frecuencia de distribucion relativa para el indice de severidad
de enfermedad (ISE) de Mal de Rio Cuarto a través de ambientes.

Los graficos de distribucion empirica (Q-Q plot)
permitieron comparar entre los distintos modelos
de mapeo por asociaciéon utilizados. El modelo Q+K
present6 una distribucion sesgada hacia los valores
significativos. Los modelos K, PCA y PCA+K mostraron
algunos puntos por debajo de la diagonal, indicando una
posible sobre-parametrizacién (datos no mostrados).
El modelo Q, que considera una estructura genética de
la poblacién de tres grupos, fue el que mejor ajusté para
realizar la asociacion entre los SNP y los BLUP del ISE
(Figura 2).

Un total de 14 SNP resultaron estadisticamente
asociados con el ISE a través de ambientes con un
valor umbral de -log, valor P>4,00 (valor P<0,0001)
(Figura 2, Tabla 2). Segin la posicién fisica de los SNP,
estos se agruparon en 11 posibles QTL de resistencia a
MRC ubicados en los cromosomas 1, 2, 4, 6,7, 8y 9. El
porcentaje de variacion fenotipica explicada en forma
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Tabla 1. Medias, minimo, méximo, componentes de varianza y heredabilidad (H?) del indice de severidad de enfermedad (ISE) de Mal de Rio Cuarto
(MRC) estimados a partir de 210 lineas de maiz en ambientes individuales y a través de ambientes de la zona donde la enfermedad es endémica.

Ambiente  indice de severidad de enfermedad (ISE)

2 2
Media Minimo Méximo Og Oge H?
RC-18-19 34,8 0,0 100,0 429,6** - 0,54
RC-19-20 28,8 0,0 100,0 256,74 - 0,46
SA-18-19 58,3 0,0 100,0 736,84 - 0,60
BLUPs 36,0 10,0 80,0 397,24 73,24* 0,70
RC-18-19: Rio Cuarto 2018-2019; RC-19-20: Rio Cuarto 2019-2020; SA-18-19: Sampacho 2018-2019.
Oﬁ componente de varianza genotipica;
c.r;e componente de varianza de la interaccion genotipoxambiente. *** <0,0001; *<0,05. Rango de ISE: 0-100%.
[{w] —_
g o :.' ’
g <
[ P
=]
i)
£ o
[if]
w
O —
o
(] —_
I I I I I I
o 1 2 4 5 6
Expected —logq(p)

~logio(p)

Cromosoma

Figura 2. Distribucion empirica (Q-Q plot) (arriba) y pruebas de asociacién marcador por
marcador (Manhattan plot) (abajo), de los resultados del mapeo por asociacion para el
indice de severidad de la enfermedad (ISE) de Mal de Rio Cuarto a través de ambientes.

individual por cada QTL oscilé entre 10 y 16% (Tabla
1). Los efectos del QTL 2 (bin 1.04) y del QTL 6 (bin
2.09) resultaron estadisticamente no significativos.
Los QTL 9, 4 vy 11, ubicados en los bin 7.01, 2.02 y 9.04
respectivamente, fueron los que presentaron mayor
efecto genético aditivo (Tabla 2).
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La eficiencia de la prediccion fue en promedio de
r=0,30 para el modelo donde se incluyeron todos los
SNPs y aumenté a r=0,60 cuando sélo se incluyeron en
el modelo el conjunto reducido de SNPs conformado con
aquellos marcadores estadisticamente asociados al ISE
de MRC segtn los resultados del GWAS (Figura 3).
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Tabla 2. Detalles de los marcadores SNP asociados con el indice de severidad de enfermedad (ISE) de Mal de Rio Cuarto.

QTL  Marcador Cromosoma Bin Alelos Efecto aditivo Valor P R?

1 S1_2467319 1 1,01 A/T -2,28 ¥ 4,75x10-5 0,12

S1_2467320 T/C 5,23x10-5 0,12
2 S$1_56399197 1 1,04 T/C -0,61 ns 9,90x10-5 0,13

S2_9278082 2 2,02 G/A -2,17 % 8,80x10-5 0,12
4 S2_12441417 2 2,02 T/A -4,07 7,22x10-6 0,15

S2_12441430 A/C 7,22x10-6 0,15
5 §2_211077915 2 2,08 C/T -2,78 ** 8,29x10-6 0,12
6 §2_234192035 2 2,09 C/G 0,44 ns 1,57x10-5 0,16
7 S4_143512347 4 4,05 T/G -2,02 % 8,92x10-5 0,10
8 S6_158274989 6 6,06 G/C 1,76 % 6,53x10-5 0,11

S6_158275013 G/A 3,02x10-6 0,16
9 S7_7160192 7 7,01  A/T -6,02 7,93x10-5 0,15
10 S8_146017787 8 8,05 G/T -2,21 3,70x10-5 0,12
11 S9_102698811 9 9,04 C/T -3,87 % 9,56x10-5 0,13

R variacion fenotipica explicada por cada marcador. La posicion fisica exacta de cada SNP se puede inferir a partir del nombre del marcador, por ejemplo, S9_1026988I1:
cromosoma 9;102.698.811 pb. El alelo subrayado indica el alelo de resistencia para cada marcador.

1,00,
0,901
0,80
0,70
0,60
0,501
0,40 ——
0,301
0,201
0,101

0,00 r . .
Marcadores asociados Todos los marcadores

Coeficiente de correlacion

Figura 3. Distribucion de la correlacion entre los valores observados de los BLUP del indice de severidad de la enfermedad
(ISE) Mal de Rio Cuarto y los valores predichos por el modelo de prediccion construido a partir de los marcadores SNPs
identificados como significativamente asociados en el mapeo y a partir de todo el conjunto de SNPs disponibles.
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DISCUSION

La evaluacion fenotipica precisa y confiable es uno
de los principales requisitos para realizar estudios de
mapeo por asociacion (GWAS) (Yu et al., 2008). En maiz,
la enfermedad viral MRC es transmitida solamente
por insectos, siendo el principal vector la chicharrita
Delphacodes kuscheli, por lo que la evaluacién fenotipica
se debe realizar bajo condiciones de transmisién natural
de la enfermedad. La variacion de los valores extremos
del ISE de MRC es comin entre ambientes de evaluacion.
En el presente estudio, todos los ambientes registraron
valores extremos del ISE y por lo tanto permitieron
diferenciar a los genotipos. De todos modos, para evitar
posibles efectos ambientales, se decidié utilizar los
BLUP a través de ambientes como variable indicadora
de la performance de cada linea durante el andlisis de
asociacion con el perfil molecular.

Los componentes de varianza genotipica y los
valores de heredabilidad estimados en el presente
estudio indican una amplia variabilidad genotipica en
la poblacidon de lineas de maiz proveniente del CIMMYT.
Los valores de heredabilidad del ISE, estimados en
ambientes individuales y a través de ambientes, son
superiores a los reportados por Di Renzo et al. (2002),
quienes evaluaron una poblacién de familias F, en
tres ambientes de la zona donde la enfermedad MRC es
endémica.

En estudios de mapeo por asociacion, la eleccion del
modelo a utilizar es un paso importante para considerar
los efectos que pueden tener la estructura poblacional
presente y las relaciones de parentesco entre los
genotipos en las asociaciones (Gutiérrez et al., 2011).
En nuestro trabajo, el modelo que mejor ajustd fue el
que considera la estructura poblacional determinada
por la matriz Q como covariable de efecto fijo. En este
caso la matriz Q incluida se compone de tres grupos de
acuerdo a la adaptacién ambiental de las lineas de maiz.
Esta estructura de la poblacion fue propuesta por Wu et
al. (2016), quienes caracterizaron molecularmente la
coleccion completade 538 lineas de maiz de CIMMYT que
incluye a la poblacién evaluada en el presente estudio.

La integraciéon de datos fenotipicos y genotipicos
podria aumentar potencialmente la eficiencia del
mejoramiento de caracteres complejos (Guo et al., 2020)
como la resistencia a MRC. Si bien las bases genéticas de
la enfermedad MRC han sido ampliamente estudiadas en
poblacionesbiparentales (DiRenzoetal.,2004; Bonamico
et al., 2012), la evaluacion de poblaciones diversas de
germoplasma exdtico ha sido muy poco explorada. En
el presente estudio, el mapeo por asociacién permitid
identificar 11 posibles QTL para resistencia a MRC. Al
comparar los QTL identificados para el ISE con los
identificados en estudios previos, tanto para el ISE como
para los caracteres incidencia y severidad, se observan
coincidencias en las posiciones fisicas y en la proporcion
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de la variacion fenotipica explicada. Por ejemplo, en el
bin 4.05, donde nosotros identificamos un SNP asociado
al ISE, Bonamico et al. (2013) identificaron un marcador
microsatélite (SSR) para el ISE de MRC, al evaluar una
poblacion de lineas endocriadas recombinantes (RILS).
En el bin 1.01, Bonamico et al. (2012) identificaron un
marcador SSR asociado con incidenciay con severidad de
MRC. En el mismo bin, en nuestro trabajo identificamos
un SNP asociado al ISE de la enfermedad. Redinbaugh
et al. (2018) combinaron resultados de estudios donde
se identificaban QTL para resistencia a enfermedades
virales en maiz e identificaron nueve regiones del
genoma donde se agrupaban loci de resistencia (clusters).
Uno de esos clusters se ubica en el bin 2.08 y reporta QTL
de resistencia para tres enfermedades virales. En el
mismo bin y en una posicion fisica (pares de bases) muy
préxima, identificamos un marcador asociado con el ISE
de MRC. Los QTL identificados en este estudio, en los
bin 7.01y 9.04 podrian considerarse como nuevos alelos
de resistencia aportados por el germoplasma exdético de
CIMMYT debido a que en estudios previos no han sido
reportados QTL para MRC en esas posiciones.

La relacion entre incidencia y severidad de
enfermedades vegetales es epidemiolégicamente
importante (Seem, 1984). Esta relaciéon puede ser
estudiada segtn la correlacién genética entre ambos
caracteres como se realiz6 en el trabajo de Rossi et al.
(2020). Otra manera de estudiar la relacion es a través
de la estimaci6n del ISE, el cual combina la incidencia y
la severidad de una enfermedad en un tnico indice. Esto
explica que los posibles QTL 1, 4, 8 y 9, identificados en
este estudio, fueron también identificados por Rossi
et al. (2020) al evaluar la reaccion a MRC mediante los
caracteres incidencia y severidad individualmente.
Segin Dintinger et al. (2005) los QTL asociados a
incidencia y severidad podrian involucrar mecanismos
de resistencia que reducen la evolucién de sintomas
severos en la planta, y mecanismos de resistencia que
reducen la probabilidad que una planta manifieste
sintomas.

La validaciéon cruzada del modelo de prediccion
genémica demostré la capacidad predictiva de los
marcadores asociados al ISE de MRC, identificados en
el GWAS. La menor capacidad predictiva del modelo que
incluye todos los marcadores podria estar relacionada
a correlaciones entre los marcadores y de éstos con
el efecto ambiente, los cuales podrian enmascarar
el efecto de otros marcadores. Si bien se requieren
numerosos estudios para avalar el desempefio de la
prediccion gendmica para la resistencia a MRC en
maiz, los resultados indican que la seleccion asistida
por marcadores basada en los SNPs que se encontraron
asociados al ISE de MRC podria ser una herramienta muy
util para la seleccion. El uso del genotipado mediante
PCR especifica de alelos (KASP, Kompetitive Allele Specific
PCR), técnica de laboratorio que permite genotipar
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alelos especificos de unos pocos marcadores, combinado
con seleccioén asistida por marcadores, representa una
alternativa mas econémica y rapida que la seleccion
gendmica.

Los resultados sugieren que el germoplasma exotico
de CIMMYT tiene amplia variabilidad genética para la
resistencia a la enfermedad MRC. La evaluacién de un
germoplasma exético para la reaccién a una enfermedad
endémica local contribuye a validar regiones genémicas
identificadas en estudios previos e identificar nuevos
alelos de resistencia. En la industria semillera argentina,
la importacion de paquetes tecnoldgicos “cerrados” es
dificil porque se requiere de adaptacion a las condiciones
agroecolodgicas de cada region del pais. Por lo tanto, la
incorporacién de germoplasma exoético adaptado a las
condiciones agroecoldgicas locales, podria favorecer
la creacién de genotipos hibridos con mayor nivel de
resistencia a MRC en los programas de mejoramiento de
maiz. Laeficienciapredictivadelos marcadoresasociados
con la resistencia a MRC indican que la seleccion asistida
por marcadores constituye una herramienta promisoria
para seleccionar genotipos resistentes a MRC.
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