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Resumen

Abstract

Argentina es actualmente el primer exportador mundial de
aceites y harinas de soja y el tercer productor mundial de semillas
de soja. El objetivo de este trabajo fue desarrollar un banco de
datos genéticos basado en marcadores moleculares de SSR
(Repeticiones de Secuencia Simple, o Microsatélites) y AFLP
(polimorfismos en el largo de los fragmentos amplificados) para
caracterizar el germoplasma argentino de soja, facilitar la
identificacion de variedades y asistir al mejoramiento genético.
Se estudiaron 51 loci SSR y 15 combinaciones de cebadores
AFLP en los 86 cultivares de soja mas utilizados en Argentina.
Los SSR revelaron en promedio 5 alelos por locus, con una
diversidad génica media de 0,523. Los AFLP detectaron en
promedio 17 bandas polimoérficas por combinacion de
oligonucleotidos, con una diversidad génica media de 0,1924.
Los 86 cultivares estudiados mostraron coeficientes de similitud
genética medios de 0,292 y 0,921 para SSR y AFLP,
respectivamente. La base de datos de SSR se valido en forma
exitosa a través de la identificacion de muestras incognitas
remitidas al laboratorio. Ademads, se selecciond un subconjunto
de 20 marcadores SSR altamente informativos que permite
discriminar cualquier accesion del banco de manera simple y
eficiente, y que pueden ser utilizados en estudios rapidos de
identificacion o diferenciacion de nuevos cultivares. Los
marcadores AFLP produjeron dendrogramas basados en la
distancia genética donde los materiales agruparon de acuerdo al
obtentor. Estos resultados sugieren que los marcadores AFLP
reflejan fielmente las relaciones de parentesco entre las
variedades, resultando apropiados para seleccionar materiales
genéticamente divergentes.
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Introduccion

Argentina is currently the leading country in terms of soybean oil
and flour exports, and ranks third in soybean seed production.

The aim of this work was to develop a genetic database based on
SSR (Simple Sequence Repeats, or Microsatellites) and AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphisms) markers, in order
to characterize the argentine soybean germplasm, allow cultivar
identification and provide assistance to breeding. Fifty-one SSR
loci and 15 AFLP primer combinations were analyzed on the 86
soybean cultivars most used in Argentina. The SSR markers
revealed an average of 5 alleles per locus and a genic diversity of
0.523. The AFLP markers showed an average of 17 polymorphic
bands per primer combination and a genic diversity of 0.1924.

The 86 cultivars under analysis showed coefficients of mean

genetic similarities of 0.292 and 0.921 for SSR and AFLP,

respectively. The SSR database was successfully validated for
the identification of unknown samples. A subset of 20 highly-

informative SSR markers was selected to achieve an effective
discrimination of any databank accession by means of a simple
and efficient procedure, in order to be used for rapid
identification analysis and differentiation of new cultivars. The
AFLP markers produced dendrograms based on genetic
distance in which the plant materials grouped according to the
identity of the breeder. These results suggest that AFLP markers

accurately reflect the parentage relationship among cultivars,

and are appropriate to the selection of genetically divergent
materials.
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La soja (Glycine max L. Merrill) es una leguminosa nativa del
Asia Oriental. Las evidencias arqueoldgicas mas antiguas de su
uso en China, Corea y Japon datan de circa 1000 AC, aunque se
calcula que su utilizacion como alimento y en la composicion de
medicamentos comenz6 hace aproximadamente 5000 afios
(Hymowitz & Newell, 1981; Dong et al., 2004; Zhao & Gai,
2004). En 1765 fue trasladada desde China a los Estados Unidos,
observandose una notable expansion del cultivo a partir de 1840.
El primer registro de su ingreso en Argentina data de 1862
(Martinez, 2010).

A principios de 1960 la produccion argentina de soja comenzo a
crecer sostenidamente, incrementandose desde 136.700 hasta
52.700.000 toneladas en el periodo 1971-2010 (Sistema
Integrado de Informacién Agropecuaria, //www.siia.gov.ar/).

Pasé de ocupar 37.700 hectareas en la campana 1970/71 a
18.343.000 hectareas en 2010 (informe GEA-BCR 2010,
www.bcr.com.ar). Los principales factores que ocasionaron el
asombroso aumento observado en la produccion de soja en
Argentina fueron el uso de la siembra directa, los altos precios
internacionales del complejo soja debido a la importante
demanda asiatica, el desarrollo de un gran nimero de variedades
adaptadas a las distintas zonas de produccion argentinas y la
introduccion de cultivares transgénicos resistentes a herbicidas
(Olsina, 2012). Argentina es actualmente: 1) el primer
exportador mundial de aceites y harinas de soja, con un volumen
de exportacion de 5,4 millones de toneladas de aceite y 27,3
millones de toneladas de harina de soja en el afio 2010; 2) el
tercer productor mundial de soja, con 52,7 millones de
toneladas, luego de Estados Unidos y Brasil, segiin datos de la
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campafia 2009/2010 (Sistema Integrado de Informacion
Agropecuaria, //www.siia.gov.ar/). Los granos, harinas y aceites
representan el 25 % del valor total de las exportaciones
argentinas (Leavy & Dewes, 2009). Considerando la produccion
conjunta de Argentina y Brasil, los paises del MERCOSUR
ocupan el primer lugar en la produccion de soja a nivel mundial.

En Argentina existe un numero significativo de semilleras
locales que se dedican al mejoramiento de este cultivo. En el pais
esta vigente una legislacion que regula los derechos de
propiedad intelectual de las obtenciones vegetales, y controla su
propagacion y comercializacion. Se trata de la Ley de Semillas y
Creaciones Fitotécnicas N°20.247, que establece que un cultivar
puede ser objeto de titulo de propiedad cuando retina
condiciones de distinguibilidad, homogeneidad y estabilidad
que permitan la caracterizacion del mismo (Bonamico et al.,
2004). El organismo responsable de su aplicacion es el Instituto
Nacional de Semillas (INASE), dependiente del Ministerio de
Agricultura, Ganaderia, Pesca y Alimentos de la Nacion. Por su
parte, el pais esta adherido a la Unidn Internacional para la
Proteccion de Nuevas Variedades de Plantas (UPOV/TG/1/2,
1979), lo que permite extender la confianza nacional e
internacional en el ambito de la concesion de propiedad al
creador de unanueva variedad (Olsina, 2012).

Tradicionalmente la determinacion de las condiciones de
distinguibilidad, homogeneidad y estabilidad de un cultivar se
realizaban a través de analisis morfologicos y bioquimicos. Pero
en las ultimas décadas, la implementacion de las técnicas de
marcadores moleculares basadas en el analisis de la estructura
del ADN permitieron un estudio directo sobre el genotipo en
lugar del fenotipo (Powell et al., 1996). Los marcadores
moleculares tienen la ventaja de revelar la estructura de
numerosos /oci en la secuencia de bases del ADN, facilitando la
identificacion de polimorfismos genéticos, que en su mayoria no
se reflejan en el fenotipo. En este contexto, la Oficina de
Proteccion de Variedades Vegetales del Departamento de
Agricultura de los Estados Unidos (USDA) acepta actualmente
los perfiles alélicos de marcadores moleculares de secuencias
simples repetitivas (SSR) como evidencia adicional de la
singularidad de un nuevo cultivar (Diwan & Cregan, 1997; Song
et al., 1999). Asimismo, diferentes organismos internacionales
como la Organizacion Internacional para la Estandarizacion
(ISO), la Asociacion Internacional para el Analisis de Semillas
(ISTA) y la Unidn Internacional para la Proteccion de Nuevas
Variedades de Plantas (UPOV) estan realizando permanentes
validaciones y estandarizaciones de marcadores moleculares
aplicados a la identificacion de variedades de los cultivos
mayores, entre ellos la soja (Olsina, 2012).

Es un hecho ampliamente aceptado que G. max posee un bajo
nivel de diversidad morfologica y genética. Por ello, la
utilizacion de marcadores moleculares es particularmente util en
lo que se refiere a la diferenciacion de cultivares de esta especie.
Inicialmente se reportaron estudios basados en marcadores de
RFLP (restriction fragment length polymorphisms) aplicados a
su caracterizacion (Kein et al., 1992; Shoemaker et al., 1992).
Luego se hizo mas comun el uso de métodos basados en la
reaccion de amplificacion en cadena de la polimerasa (PCR)
(Mullis et al., 1986), entre ellos los de RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) (Williams et al., 1990; Welsh &
McClelland 1990), AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism) (Vos et al., 1995) y SSR (Simple Sequence
Repeats), también conocidos como microsatélites (Weber,
1990; Akkayaetal., 1992).

El método de RAPD es simple, necesita minimas cantidades de
ADN y no requiere informacion previa de secuencia. Consiste en

la amplificacion del ADN al azar, usando cebadores decameros
unicos de secuencia variable (Williams et al., 1990; Welsh &
McClelland 1990). Sin embargo, se ha demostrado que en la soja
los RAPDs tienen poca utilidad, debido el bajo nivel de
polimorfismo detectado (Giancola et al., 2002; Powell et al.,
1996; Brown-Guedira et al., 2000). Por otro lado, los AFLP (Vos
etal., 1995) son muy efectivos porque revelan una gran cantidad
de marcadores por unidad experimental, son muy reproducibles,
no necesitan informacion de secuencia previa y requieren una
baja cantidad de ADN de partida. La técnica de AFLP se basa en
la digestion del ADN gendmico simultaneamente con dos
endonucleasas de restriccion, una de ellas de corte frecuente y la
otra de corte poco frecuente. Luego se ligan adaptadores
especificos para cada uno de los extremos cohesivos generados
por estas enzimas y se pre-amplifican los fragmentos utilizando
cebadores complementarios a los adaptadores, que pueden o no
presentar bases adicionales al azar en el extremo 3'. Finalmente,
una porcion seleccionada de los fragmentos se re-amplifican
utilizando cebadores complementarios a los adaptadores, que
poseen una, dos o tres bases de secuencia al azar en el extremo 3'
(Vos et al., 1995). La utilizacion de diferentes combinaciones de
cebadores con distintas bases al azar asegura la amplificacion de
diferentes grupos de fragmentos genomicos. Los AFLP son una
buena opcion cuando se quiere obtener una caracterizacion
rapida de genotipos, ya que se puede generar una cantidad
considerable de marcadores a partir de una tinica combinacion
de cebadores (Mueller & LaReesaWolfenbarger, 1999). Se han
utilizado exitosamente para caracterizar el germoplasma en
cultivares comerciales de soja como asi también en poblaciones
naturales (Maughan et al., 1996; Ude et al., 2003; Bonato et al.,
2006). Por ultimo, los SSR son marcadores con caracteristicas
unicas que los hacen valiosos en los experimentos de
identificacion, debido a su naturaleza multialélica y
codominante, su abundancia relativa y su amplia cobertura
genomica. Requieren solo pequefias cantidades de ADN de
partida y son muy reproducibles entre laboratorios (Powell et al.,
1996; Jones et al., 1997). Sin embargo, deben ser desarrollados a
partir del conocimiento de las secuencias especificas que rodean
un sector genémico de repeticiones cortas, de entre dos y seis
bases, localizadas en tdndem, ya que para su obtencion se
diseflan cebadores que amplifiquen la region completa donde
esta incluida la repeticion. Este requerimiento de conocimiento
de secuencia previo puede representar un inconveniente en la
caracterizacion de especies poco estudiadas, pero actualmente
no representa un obstaculo para los investigadores que estudian
las especies mayores, ya que en las bases de datos publicas
suelen estar disponibles numerosas secuencias de
oligonucleotidos para amplificar marcadores SSR desarrollados
por otros equipos de investigacion. Respecto al caso particular
de la soja, el grupo del Dr. Cregan (Servicio de Investigacion en
Agricultura dependiente del Departamento de Agricultura de los
Estados Unidos, ARS-USDA, Beltsville) llevdo a cabo la
identificacion de numerosos loci de microsatélites y diseld
cebadores especificos para SSR. Finalmente se determind la
posicion en el genoma de estos marcadores mediante mapeo
genético (Akkayaetal. 1992; Cregan et al. 1994). Las secuencias
de cada locus SSR, cebadores, condiciones experimentales para
suamplificacion y ubicacion en el mapa de ligamiento de soja, se
pueden encontrar en forma libre en internet en la pagina web:
www.soybase.org. Se ha reportado un elevado nivel de
polimorfismo en los /oci de SSR de soja (Akkaya et al. 1992;
Cregan et al. 1994; Rongwen et al. 1995; Diwan & Cregan 1997;
Song et al. 1999; Brown-Guerida et al. 2000; Narvel et al. 2000;
Meesang et al. 2001). Analizando 20 SSR, Diwan and Cregan
(1997) fueron capaces de distinguir cultivares de soja
comerciales que eran considerados idénticos sobre la base de
analisis de RFLP, morfologia y marcadores de pigmentacion.
Brown-Guerida et al. (2000) pudieron identificar grupos
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relacionados de germoplasma de soja, observando mayor
diversidad con tres SSR que con 46 RAPDs. Priolli et al. (2002)
diferenciaron grupos morfologicamente similares de 186
cultivares de soja brasilefia utilizando unicamente 12
marcadores SSR.

En Argentina existe un Unico antecedente de caracterizacion
molecular del germoplasma de soja. Se trata del estudio
publicado por Giancola et al. (2002), donde se utilizaron
distintos tipos de marcadores moleculares y descriptores
clasicos con el fin de caracterizar y diferenciar el conjunto de las
100 variedades de soja de uso comercial mas utilizadas en ese
momento. Los autores concluyeron que la variabilidad genética
de los cultivares comerciales de soja argentina era baja. Aun asi,
se pudieron obtener huellas genéticas (fingerprints)
discriminatorias para las 100 variedades analizadas. De los
marcadores moleculares utilizados (AFLP, SSR y RAPD), los
marcadores SSR mostraron ser los mas efectivos, ademas de
manifestar la correlacion mas alta con los descriptores clasicos
(Giancola et al, 2002). Segun estos autores, los marcadores
moleculares de SSR podrian aplicarse eficazmente para la
clasificacion del germoplasma de soja y su proteccion intelectual
(Giancolaetal.2002).

Materiales y Métodos

Las variedades utilizadas en el estudio de Giancola et al. (2002)
habian sido inscriptas antes de la aparicion del evento GTS 40-3-
2 deresistencia al herbicida glifosato, por lo que su participacion
en la siembra actual es muy baja o nula. La mayoria de estas
variedades han caducado su derecho de propiedad hace ya
algunos afios, por lo que la base genética de los cultivares de soja
argentina utilizados en la actualidad puede haber cambiado. Es
por eso que resulta de interés realizar una actualizacion de la
caracterizacion de los cultivares argentinos de soja, para
proporcionar herramientas moleculares que puedan ser
aplicadas a la proteccion de propiedad intelectual vegetal y la
implementacion de programas de mejoramiento. Este trabajo
tuvo como objetivo desarrollar una metodologia basada en
matrices de datos genéticos de SSR y AFLP que pueda utilizarse
para clasificar en forma inequivoca las variedades comerciales
de soja mas utilizadas actualmente en nuestro pais, para
contribuir a la proteccion de la propiedad intelectual, asegurar la
distinguibilidad de nuevos materiales y aportar informacion
aplicable a la seleccion eficaz de variedades para el
mejoramiento.

Material Vegetal

Se investigaron 86 cultivares comerciales de soja liberados para
su comercializacion en Argentina (Tabla 1). El material genético
fue obtenido a partir de los diferentes criaderos originadores
(ACA, A. L. Marchionni, Don Mario, FN Semillas, La Tijereta,
Nidera, Pioneer, Relmd, SPS, Syngenta). En forma adicional, se
analizaron muestras incognitas provenientes de multiplicadores
o semilleros, cuya identidad genética probable o cultivar a
contrastar fue indicada por los mismos (Tabla 2).

Extracciony cuantificacion de ADN genomico

Para cada cultivar o muestra, se molieron 50 semillas en un
molino a cuchillas A11 Basic (IKA-Works, Inc) con el objeto de
representar en forma homogénea la constitucion alélica (Diwan
& Cregan, 1997). Una fraccion de 200 mg de semillas molidas se
proceso con el equipo de extraccion de ADN genémico DNeasy
Plant Extraction kit (Qiagen) de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. El ADN obtenido fue cuantificado utilizando un
espectrofotometro de fluorescencia Modulus (Turner
Biosystems, Sunnyvale) a una longitud de onda de absorcion y
emision de 360 y 415 nm, respectivamente. A 3 mL de una
solucion conteniendo 10 mM Tris (Promega), 1 mM EDTA
(Promega), 200 mM NaCl (Merck) pH 7.4, Hoesch 33258 0,15
pg/mL (Sigma-Aldrich) se le adicionaron 5 pL de extracto de
ADN. La curva de calibracion del fluorémetro se realizd con
1000; 750; 500; 250 y 100 ng de ADN del fago Lambda
(Promega). Los ADN se diluyeron con agua ultrapura hasta
alcanzar una concentracion de 10 ng/uL para los analisis de SSR
y de 150 ng/puL para los analisis de AFLP, y se conservaron a -
20°C hasta su uso. Estas diluciones y la posterior preparacion de
los cocteles de reaccion de PCR fueron llevadas a cabo en una
campana de flujo laminar NuAire® (Plymouth, Minnesota), de
manera de minimizar la posibilidad de contaminaciones.

Experimentos de SSR

La técnica de SSR se implemento en base al polimorfismo y la
cobertura genomica reportados previamente para soja (Cregan et
al., 1999; Song et al., 2004). Se seleccionaron 51 marcadores
SSR obtenidos a partir de Soybase (www.soybase.org) (Tabla 3).
Las reacciones de PCR se llevaron a cabo segun se describe en
Akkaya et al. (1995), con pequeiias modificaciones. Las mezclas

de reaccion incluyeron 60 ng de ADN genoémico, solucion
amortiguadora de Platinum Taq 1 X, 1.5 mM MgCl2, 100 nM de
cada cebador, 0,5 U de Platinum 7ag ADN Polimerasa
(Invitrogen) y 0,2 uM de dNTP (Promega), en un volumen final
de 25 pL. Las condiciones para la amplificacion fueron:
desnaturalizacion inicial del ADN a una temperatura de 95°C
durante 3 minutos, 40 ciclos de desnaturalizacion a una
temperatura de 95°C durante 50 segundos, hibridacion a 48°C
durante 40 segundos y extension a 72°C durante 60 segundos, en
un ciclador térmico programable modelo ABI 9600 (Applied
Biosystems). A los productos de amplificacion obtenidos se les
agregaron 5 pL de solucion de siembra (formamida 95% P/V,
NaOH 10 mM y azul de bromofenol 2 mg/ml) y se los almacend
a -20°C hasta su uso. Luego fueron resueltos en geles de 6 % de
acrilamida (BioRad), 0,3 % de metilen-bisacrilamida (BioRad)
y 7,5 M de urea (Invitrogen), 360 pL de persulfato de amonio al
10 % (APS, Sigma Aldrich), 36 uL de N,N,N2,N1-tetrametil-
etilendiamino (TEMED, Sigma Aldrich) y corridos en una cuba
vertical Sequigen GT (BioRad) utilizando como tampén de
corrida 0,5X TBE [50 mM de Tris, 50 mM de acido bérico y 1
mM de EDTA (pH 8)] en el reservorio superior y 1X TBE en el
inferior. Previo a la corrida electroforética, se realizd una
precorrida de la matriz a una potencia constante de 90 W por
aproximadamente 1 hora hasta que el gel alcanzé una
temperatura homogénea de 50 °C. Se cargaron SuL de cada
producto de amplificacion por calle del gel y al menos 3 calles
con marcador de peso molecular de 10 pares de base de
separacion entre bandas (10 bp DNA Ladder, Invitrogen). La
corrida electroforética se realiz6 a una potencia constante de 85
W por 2 horas, con una temperatura del gel de 50°C. Para
visualizar los marcadores se utilizé el método de tinciéon con
nitrato de plata descripto en el manual “DNA Silver Staining
System” (Promega). Los pasos que se siguieron se detallan a
continuacion: fijacion del gel en acido acético al 10 % por 20
minutos con agitacion suave; 3 lavados de 2 minutos con agua
destilada con agitacion suave; tincion por incubacion de 30
minutos con agitacién suave en una solucion conteniendo: 1 g/L
de nitrato de plata (MERCK) y 0,05% de formaldehido; lavado
con agua destilada por 10 segundos; revelado con 2 L de solucion
reveladora conteniendo 30 g/I de carbonato de sodio (MERCK),
0,05 % de formaldehido y 2,5 mg/L de tiosulfato de sodio hasta
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Tabla 1: Cultivares de soja utilizados en el presente estudio. Se indica el grupo de madurez y el obtentor.

Cultivar Obtentor Grupo de madurez Cultivar Obtentor Grupo de madurez
ACA360 ACA I TJS2068 La Tijereta VII
ACA420 ACA v TJS2170 La Tijereta VII
ACA470 ACA v TJS21711IR La Tijereta VII
ACA480 ACA v TJS2130 La Tijereta 1
ACAS530 ACA \Y% A3901RG Nidera 11
ACA570 ACA \Y% A6445RG Nidera VI
ALM3530 A. L.Marchionni I A5417RG Nidera \%
ALM4200 A. L.Marchionni v A5520RG Nidera \%
ALM4500 A. L.Marchionni v A4910RG Nidera v
ALM4650 A. L.Marchionni v A4725RG Nidera v
DM2000 Don Mario 11 A5901RG Nidera v
DM2200 Don Mario 11 A4303RG Nidera v
DM3100 Don Mario I A8000RG Nidera VIII
DM3700 Don Mario 111 A5409RG Nidera A%
DM4200 Don Mario v A6019RG Nidera VI
DM4400 Don Mario v A4505RG Nidera v
DM4600 Don Mario v AS5009RG Nidera v
DM4670 Don Mario v A7636RG Nidera Vil
DM4800 Don Mario v A4613RG Nidera v
DM4870 Don Mario v 94B73 Pioneer v
DM5800 Don Mario v Rosario65 Relmo VI
DM6200 Don Mario VI ANTAS2 Relmo VIII
DM50048 Don Mario \Y Mercedes70 Relmo VL
DMS.1i Don Mario \% Ayelen22 Relmo I
DM8002 Don Mario VIII Azul3s Relmo I
DM4250 Don Mario v Maravilla45 Relmo vV
DM3500 Don Mario III Natalia49 Relmo v
DMS5.2i Don Mario \Y% NvaMaria55 Relmo \%
DM4970 Don Mario v Rafaela58 Relmo v
DM?7.0i Don Mario VII SPS3900 SPS 11
DMS5.8i Don Mario v SPS4X0 SPS v
DMS5.5i Don Mario v SPS4X4 SPS v
FN360 FN semillas 111 SPS4500 SPS v
FN410 FN semillas v SPS500 SPS v
FN485 FN semillas v SPS5X5 SPS A%
TJS2136 La Tijereta 111 SPS6X0 SPS VI
TJS2138 La Tijereta I SPS6X2 SPS VI
TJS2145 La Tijereta v SPS8X0 SPS VIII
TJS2049 La Tijereta v SPS9800 SPS IX
TJS2156 La Tijereta \Y% NKCoker68 Syngenta VI
TJS2164 La Tijereta VI NK37-00 Syngenta 11
TJS2165 La Tijereta VI NKCoker75 Syngenta Vil
TJS2139 La Tijereta I NKMireya Syngenta v

la observacion de las bandas; finalizacién de la reaccion de
revelado por el agregado de 1 L de 4cido acético al 10 % por 2
minutos; 2 lavados de 2 minutos con agua destilada; secado en
estufaa 37 °C. Los patrones de bandas se analizaron observando
los vidrios sobre un transiluminador de luz blanca. Finalmente,
los geles tefiidos fueron registrados para su documentacion
utilizando un escaner DCP-8065 DN (Brother).

Experimentos de AFLP
La generacion de marcadores moleculares de AFLP se realizd
seglin lo descrito en Vos et al. (1995), con las modificaciones

pertinentes para la utilizacion de tincion con nitrato de plata en
lugar del empleo de radioactivo (Olsina, 2012). Los
oligonucleotidos utilizados en los experimentos de AFLP fueron
disefiados por Key Gene (AFLP Protocol for Public Release,
Version 2.0, Netherlands, 1994) y sintetizados por Invitrogen
Life Technologies. E1 ADN gendmico de las lineas analizadas
fue digerido con dos enzimas de restriccion simultaneamente:
EcoRI (G/AATTC), de corte poco frecuente y Msel (T/TAA), de
corte frecuente. Las mezclas de digestion enzimatica incluyeron:
600 ng de ADN genomico, 1X de amortiguador NEBEcoRI 1X
(50 mM NaCl 100, mM,Tris-HC1, 10 mM MgCl2, 0.025 %
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Tabla 2: Muestras incognitas de soja utilizadas en el presente estudio

Muestra incégnita Identidad putativa ® Marcadores utilizados en el analisis "
11209 A5009RG Satt 324; 173; 30; 175; 294; 242; 373; 009; 147; 141; 197; 191; 458; 308; 237, 436;
453; 511; 281; 311; 181; 180; 94 y 005
11210 DM4870 Satt 324; 173; 30; 175; 294, 242; 373, 009; 147; 141, 197; 191; 458; 308; 237, 436,
453; 511; 281; 311; 181; 180; 94 y 005
11995 A4613RG Satt 534; 324; 173; 30; 70; 231; 175; 242; 373; 09; 147; 38; 197; 243; 475; 308 y
237
1023 DM4870 Satt 534; 324; 173; 30; 42; 70; 231; 175; 242; 414 009; 147, 038; 141; 197, 253,
191; 114; 117; 577,
1262 DM4200 Satt 242; 141; 475; 197, 458; 308; 177; 114; 577, 175; 42; 324, 173; 30, 373; 42
DM3700
1355 A6019RG Satt 534; 324; 173; 231; 294; 242; 373; 191; 030; 577, 147; 141, 453; 197, 237,
175; 009; 038; 253; 308
1357 A7636RG Satt 534; 324; 173; 231; 294; 242; 373; 197; 191, 030; 577; 147; 141, 453; 197,
237; 175; 009; 038; 253; 308
1269 DM4600 Satt 534; 324; 173; 231; 294; 242; 373; 197; 191; 030, 577, 147; 141, 453; 197,
A4303RG 237; 175; 009; 038; 253; 308

* identidad putativa declarada por el solicitante, quien requirié su comparacion con cultivares testigo.

*Marcadores de SSR utilizados para el analisis particular de cada muestra

Triton X-100 pH 7.5, New England Biolab, Inc), 5 U de cada
enzima de restriccion, 100 pg/mL de albimina sérica bovina
(New England Biolabs, Inc) y agua tridestilada estéril hasta
completar un volumen final de 50 pL. La mezcla de reaccion fue
incubada a 37 °C durante 2 horas. Posteriormente, se procedio a
ligar de los adaptadores de AFLP a los fragmentos digeridos. La
mezcla de reaccion de ligacion incluyé: 5 pmol del adaptador
EcoRlI, 50 pmol del adaptador Msel, 1X de solucién tampoén de
T4 DNA Ligase (50 mM Tris-HCI, 10 mM MgC12, 1 mM ATP,10
mM DTT pH 7.5 New England Biolabs, Inc), 1 U de enzima T4
DNA Ligasa (New England Biolabs, Inc) y agua ultrapura hasta
completar un volumen de 10 pL.. Lamezcla de ligacion se agregd
directamente a los productos de la reaccion de corte, se incubd a
37 °C por 1 hora, y luego se inactivé la enzima T4 DNA Ligasa,
incubando a 65°C por 10 minutos. Las reacciones de
amplificacion se realizaron en dos pasos: (i) reaccion de pre-
amplificacion usando cebadores de AFLP EcoRI/Msel con un
nucleétido selectivo en el extremo 3' (+1), y (ii) reacciones de
amplificacion selectiva usando cebadores alternativos de AFLP
EcoRl/Msel con tres nucleotidos selectivos en el extremo 3'
(+3). Una vez realizado el ligado de los adaptadores, se llevo a
cabo la primera reacciéon de PCR o pre-amplificacion en un
volumen final de 25 pL conteniendo: 2 pl de la mezcla de corte y
ligacion, 1X de amortiguador 7ag (Invitrogen), 0,2 M de cada
dNTP (Promega), 1,5 mM de MgCl, 1 U de enzima Tag
polimerasa (Invitrogen), 1,2 ng/uL de cada cebador EcoRI/Msel
+1 (Tabla 1) y agua ultrapura estéril hasta completar el volumen
final. Las condiciones de pre-amplificacion fueron las
siguientes: una etapa de desnaturalizacion inicial de 30 segundos
a94 °C seguida de 20 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 30 segundos
a 60 °C y 1 minuto a 72 °C. Luego se realizaron reacciones de
amplificacion selectiva, utilizando 15 combinaciones de los
cebadores de AFLP EcoRIl/Msel (+3). El producto de pre-
amplificacion se diluy6 10 veces en amortiguador TE [10 mM
Tris-HCl y 0,1 mM EDTA (pH 8)] y en estas condiciones se
utilizé como molde en las amplificaciones subsiguientes. Las
reacciones de amplificacion selectiva se realizaron en un

volumen final de 10 pL conteniendo: 2 pL del producto de
amplificacion diluido, 1X de amortiguador 7aq (Invitrogen), 0,2
M de cada ANTP (Promega), 1,5 mM de MgCl,, 1 U de enzima
Tag polimerasa (Promega), 1.2 ng/uL de cada cebador
EcoRl/Msel +3 (Tabla 2) y agua ultrapura hasta completar el
volumen final. Las condiciones de amplificacion fueron las
mismas que las descriptas en Vos et al. (1995): un primer ciclo de
30 segundos a 94 °C, 30 segundos a 65 °C y 1 minuto a 72 °C,
seguido de 12 ciclos donde la temperatura de hibridacion (65 °C)
se disminuy6 en 0,7 °C por ciclo, y finalmente 23 ciclos de 30
segundos a 94 °C, 30 segundos a 56 °C y 1 minutos a 72 °C. Los
productos de amplificacion fueron suplementados con 5 pL de
solucion tampon de siembra (formamida 95% p/v, NaOH 10 mM
y azul de bromofenol 2 mg/mL), denaturalizados a 96 °C por 5
min, y resueltos en geles de poliacrilamida, en una cuba vertical
Sequigen GT (BioRad). La matriz del gel se prepard usando 4,75
% de acrilamida (BioRad), 0,25 % de metilen-bisacrilamida
(BioRad) y 7,5 M de urea (Invitrogen) en presencia de 0,5X de
amortiguador TBE [50 mM de Tris, 50 mM de 4cido bérico y 1
mM de EDTA (pH 8)]. A 80 mL de esta solucion se agregaron
360 pl de persulfato de amonio al 10 % (APS, Sigma Aldrich) y
36 puL de N,N,N2 N1-tetrametil-etilendiamino (TEMED, Sigma
Aldrich) para permitir la polimerizacién. Se realizd una
precorrida de la matriz a una potencia constante de 60 W por
aproximadamente 1 hora, hasta que el gel alcanzo una
temperatura homogénea de 50 °C. Se utilizé amortiguador 0,5X
TBE en el reservorio superior de la cuba y 1X TBE en el
reservorio inferior. Se sembraron 5 pL de cada muestra en los
correspondientes pocillos y se realizo la corrida electroforética a
una potencia constante de 60 W por 1 hora 30 minutos. Los
marcadores se revelaron utilizando el procedimiento de tincion
con plata descripto anteriormente. Los marcadores moleculares
fueron identificados de acuerdo a la combinacion de cebadores
de AFLP utilizada, empleando la denominacién alfa-numérica
establecida por los proveedores seguido por un nimero en orden
de mayor a menor peso molecular en forma sucesiva (Olsina,
2012).
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Tabla 3: Marcadores de SSR seleccionados a partir de la base de datos Soybase (soybase.org)

Locus Grupo de  Posicion cM N° de acceso Cebador directo 5'-3' Cebador reverso 5'-3'
Ligamiento GenBank

Satt 511 Al 94,2 BH126682 GCGACTTTACTGAAAACCTGGAAA GCTTCAAACCAACAAACAACTTA
Satt 449 Al 27,784 CC453967 GCGTGCTTCTTATATTAGGTGTTAGT GCGCATTGGAGTTTTTGCTTTT
Satt 042 Al 27,664 BH126311 GACTTAATTGCTTGCTATGA GTGGTGCACACTCACTT
Satt 409 A2 145,565 BH126589 CCTTAGACCATGAATGTCTCGAAGATA CTTAAGGACACGTGGAAGATGACTAC
Satt 177 A2 36,77 BH126385 CGTTTCATTCCCATGCCAATA CCCGCATCTTTTTCAACCAC
Satt 233 A2 100,086 BH126434 AAGCATACTCGTCGTAAC GCGGTGCAAAGATATTAGAAA
Satt 453 Bl 123,962 BH126627 GCGGAAAAAAAACAATAAACAACA TAGTGGGGAAGGGAAGTTACC
Satt 197 Bl 46,393 BH126404 CACTGCTTTTTCCCCTCTCT AAGATACCCCCAACATTATTTGTAA
Satt 556 B2 73,213 BH126723 GCGATAAAACCCGATAAATAA GCGTTGTGCACCTTGTTTTCT
Satt 534 B2 87,592 BH126703 CTCCTCCTGCGCAACAACAATA GGGGGATCTAGGCCATGAC
Satt 577 B2 6,047 BH126743 CAAGCTTAAGTCTTGGTCTTCTCT GGCCTGACCCAAAACTAAGGGAAGTG
Satt 070 B2 72,308 BH126318 TAAAAATTAAAATACTAGAAGACAAC TGGCATTAGAAAATGATATG
Satt 294 Cl 78,645 BH126487 GCGGGTCAAATGCAAATTATTTTT GCGCTCAGTGTGAAAGTTGTTTCTAT
Satt 180 Cl 127,774 BH126388 TCGCGTTTGTCAGC TTGATTGAAACCCAACTA
Satt 307 C2 121,271 BH126498 GCGCTGGCCTTTAGAAC GCGTTGTAGGAAATTTGAGTAGTAAG
Satt 281 C2 40,298 BH126476 AAGCTCCACATGCAGTTCAAAAC TGCATGGCACGAGAAAGAAGTA
Satt 436 Dla 70,691 BH126614 GCGTATAAAGAAAAACGAGCATATCAT GCGCTTATAAAGGCTTGTGAAAGACACT
Satt 147 Dla 108,89 BH126359 CCATCCCTTCCTCCAAATAGAT CTTCCACACCCTAGTTTAGTGACAA
Satt 141 Dib 72,887 BH126353 CGGTGGTGGTGTGCATAATAA CCGTCATAAAAAGTCCCTCAGAAT
Satt 005 Dib 75,292 BH146210 TATCCTAGAGAAGAACTAAAAAA GTCGATTAGGCTTGAAATA
Satt 703 Dib 98,745 CC454052 GCGATGGGTGGATTCTAGAT GCGGTGCTTGTAGGCTTTCCAAAAT
Satt 095 Dib 25,6 BH126329 TATTTGTTATTGGTGAATTAAGA ATTCCTGTAGAAATTGATCTG
Satt 458 D2 24,517 BH126631 TTGGGTTGACCGTGAGAGGGAGAA GCGAACCACAAACAACAATCTTCA
Satt 226 D2 85,148 BH126427 GCGAAACAACTCACTTAAGCAATACAT GCGTCCTCCTACCTTTCTTATC
Satt 311 D2 84,62 BH126502 GCGTCCTCCTACCTTTCTTATC GTTGAAGCTCAGGCTGTGATGAAT
Satt 231 E 70,227 BH126432 GCGTGTGCAAAATGTTCATCATCT GGCACGAATCAACATCAAAACTTC
Satt 146 F 1,918 BH126358 AAGGGATCCCTCAACTGACTG GTGGTGGTGGTGAAAACTATTAGAA
Satt 030 F 3,952 BH126307 AAAAAGTGAACCAAGCC TCTTAAATCTTATGTTGATGC

Satt 114 F 63,689 BH126332 GGGTTATCCTCCCCAATA ATATGGGATGATAAGGTGAAA

Satt 324 G 33,263 BH126515 GTTCCCAGGTCCCACCATCTATG GCGTTTCTTTTATACCTTCAAG

Satt 191 G 96,572 BH126398 CGCGATCATGTCTCTG GGGAGTTGGTGTTTTCTTGTG

Satt 038 G 1,84 CC453951 GGGAATCTTTTTTTCTTTCTATTAAGTT GGGCATTGAAATGGTTTTAGTCA

Satt 181 H 91,116 BH126389 TGGCTAGCAGATTGACA GGAGCATAGCTGTTAGGA

Satt 253 H 67,168 BH126451 GCGCCCTAATAAAGATAAGACAAG GCGTGGCCTTTTCCCATTTA

Satt 292 1 82,777 BH126485 GCGGAATTAGAACTCCAGTAAAGA GCGAGGCCAACATTGAAAAGT

Satt 354 1 46,22 BH126543 GCGAAAATGGACACCAAAAGTAGTTA GCGATGCACATCAATTAGAATATACAA
Satt 414 J 37,042 CC453965 GCGTATTCCTAGTCACATGCTATTTCA GCGTCATAATAATGCCTAGAACATAAA
Satt 596 J 39,643 CC453972 TCCCTTCGTCCACCAAAT CCGTCGATTCCGTACAA

Satt 242 K 14,354 BH126443 GCGTTGATCAGGTCGATTTTTATTTGT GCGAGTGCCAACTAACTACTTTTATGA
Satt 417 K 46,204 BH126596 TCTTGCTAATTGCTTCATTTCAT AATTGCTTGGGATTTTCATTT

Satt 475 K 78,683 BH126647 AAATGCAACTTACACAACTTTAT TGCTTGCTTCAATTTGGATGAGTG

Satt 373 L 107,24 BH126560 TCCGCGAGATAAATTCGTAAAAT GGCCAGATACCCAAGTTGTACTTGT
Satt 156 L 56,142 BH126368 CGCACCCCTCATCCTATGTA CCAACTAATCCCAGGGACTTACTT
Satt 308 M 130,756 BH126499 GCGTTAAGGTTGGCAGGGTGGAAGTG GCGCAGCTTTATACAAAAATCAACAA
Satt 175 M 61,932 BH126384 GACCTCGCTCTCTGTTTCTCAT GGTGACCACCCCTATTCCTTAT

Satt 150 M 18,582 BH126362 AAGCTTGAGGTTATTCGAAAATGAC TGCCATCAGGTTGTGTAAGTGT

Satt 237 N 74,987 BH126438 GCGTGATTTCAATCCTTTTTC GCGGTTGTCCTGTTAGAACCT

Satt 009 N 28,52 BH146212 CCAACTTGAAATTACTAGAGAAA CTTACTAGCGTATTAACCCTT

Satt 173 o 58,398 BH126382 TGCGCCATTTATTCTTCA AAGCGAAATCACCTCCTCT

Satt 94 [0} 56,579 BH126328 CCAAGTGCCAATGAAG ATCCATGGTTTTTTGATG

Satt 243 (¢] 119,504 BH126444 GCGCATTGCACATTAGGTTTTCTGTT GCGGTAAGATCACGCCATTATTTAAGA

8-
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Andlisis de perfiles genéticos y establecimiento de matrices
binarias

Lalectura de cada gel se llevo a cabo en forma manual de manera
independiente por dos operadores. Las bandas intensas,
claramente diferenciables de las espurias, y confirmadas por
ambos operadores, fueron utilizadas en el analisis. Las bandas
que mostraron igual movilidad electroforética fueron
consideradas como idénticas, y se asumio que representaban el
mismo alelo. El tamafio en pares de bases (pb) de los alelos de
cada uno de los marcadores SSR fue estimado mediante la
aplicacion de una curva de logaritmo del peso molecular vs
distancia de migracion desde el pocillo hasta el centro de la
banda, utilizando como referencia un marcador de peso
molecular de 10 pb de separacion, y procesando los datos con el
sistema Excel®. El calculo del tamafio de los alelos SSR se
realizd por duplicado. Las bandas de ADN obtenidas del analisis
de los marcadores de SSR y AFLP fueron registradas como 1
(presencia) o 0 (ausencia) y los resultados fueron almacenados
en una hoja de calculo de Excel® en forma de matriz numérica
binaria.

Andlisis Estadisticos

La comparacion de la eficiencia discriminatoria de cada
marcador se realizdo en base a los siguientes parametros
calculados porunidad de ensayo (U), segiin Powell etal. (1996).:
1) Numero de bandas polimorficas (np); 2) Numero de bandas
monomorficas (nnp); 3) Promedio de bandas polimérficas por
unidad de ensayo (np/U); 4) Numero de /oci (L); 5) Namero de
loci por unidad de ensayo: nu = L/U; 6) Indice de Diversidad
Genética (ID) de los loci polimoérficos para un marcador
genético: ID = 1-Xpi2, donde pi es la frecuencia alélica para el i-
ésimo alelo (Botstein e al, 1980); 7) Media aritmética del Indice
de Diversidad Genética de los loci polimorficos: ICp =X IC/np;
8) Fraccion de Joci polimoérficos: f =np/(np + nnp); 9) Relacion
multiplex efectiva: E=nu x B; 10) Indice de marcador: MI =E x
Hep. Para el céalculo de las matrices de similitud genética se
utilizaron los coeficientes recomendados por Kosman &
Leonard (2005), de acuerdo a la ploidia del organismo en
estudio, tipo de marcador molecular y tipo de dominancia. En el
caso de los SSR, para calcular la similitud entre pares de
cultivares iy j se utilizo el coeficiente de similitud de Jaccard
(1908), mientras que en el caso de marcadores AFLP se empled
el coeficiente de emparejamiento simple descripto en Sneath &

Resultados

Sokal (1973). Con los datos se realizaron analisis de
agrupamientos utilizando el método de apareamiento de grupos
no ponderado mediante media aritmética (UPGMA) y se
representaron como dendrogramas. Para determinar con cuanta
exactitud los agrupamientos representaban las estimaciones de
similitud genética entre los genotipos, se generd una matriz
cofenética a partir de cada uno de los agrupamientos, la cual se
compardé con la matriz de similitud correspondiente por la
prueba de correspondencia de matrices de Mantel (Mantel,
1967). La misma estadistica de Mantel fue utilizada para
comparar las matrices de similitud, asi como las matrices
cofenéticas producidas por las técnicas de AFLP y SSR.
Adicionalmente, para ambos marcadores moleculares se llevo a
cabo un analisis de ordenamiento mediante la técnica de Analisis
de Coordenadas Principales (Gower, 1966) y se construy6 un
arbol de minima distancia no sesgada (Nei, 1978). Todos estos
procedimientos se realizaron por rutinas adecuadas en el
programa NTSYSpc version 2.17 (Exeter Software, Setauket,
NY). Para comparar la media y varianza de un subconjunto
seleccionado de 20 marcadores SSR en relacion al conjunto de
51 marcadores iniciales, se realizé un test-t de comparacion de
medias y un test F para la comparacion de varianzas. Ademas se
realizaron histogramas para analizar las distribuciones de
frecuencias de los coeficientes de similitud genética calculados
para el subgrupo de 20 /oci SSR versus el conjunto de 51. Todos
estos calculos, graficos y test de hipotesis fueron realizados
utilizando Excel® (Olsina, 2012).

Identificacion de muestras incognitas

Para cada comparacién se eligidé un nimero particular de
marcadores SSR procesables en un tnico gel, y que ademas
presentasen alelos que permitiesen la diferenciacion de los
cultivares de referencia indicados como identidad putativa. Cada
muestra fue comparada contra la base de datos para determinar la
capacidad de los marcadores seleccionados para diferenciar
correctamente los cultivares evaluados. Para ello se confecciond
una matriz de datos con los 86 cultivares previamente
caracterizados, teniendo en cuenta los marcadores
efectivamente evaluados en cada muestra y agregando la/s
muestras reales analizadas. A cada una de estas matrices se le
calcul6 la similitud genética y se obtuvo el correspondiente
dendrograma.

Caracterizacion genética con marcadores SSR

La caracterizacion de 86 cultivares seleccionados de soja fue
realizada mediante la seleccion de 51 marcadores SSR descriptos
para esta especie. Se seleccionaron entre 2 y 5 marcadores por cada
uno de los grupos de ligamiento, con el objeto de lograr una buena
cobertura gendmica. Los marcadores mostraron perfiles
electroforéticos claros y con buena resolucion, amplificando casi
siempre una sola banda por /ocus SSR. Esta observacion esta en
total acuerdo con la estructura homocigota esperada para la mayoria
de los loci en este cultivo (Diwan y Cregan, 1997), aunque algunos
resultaron heterocigotas. Para lograr la caracterizacion de los
cultivares analizados en este estudio con los 51 loci SSR, se
realizaron mas de 100 geles de poliacrilamida. La Figura 1, muestra
un ejemplo correspondiente a una de esas corridas electroforéticas,
donde se observa el perfil polimoérfico de las bandas obtenidas.

En la Tabla 4 se muestran los resultados de la caracterizacion de
los cultivares mediante marcadores SSR. Se obtuvieron un total
de 242 bandas polimorficas, con un promedio de 5 bandas por
locus, variando de 2 a 9 bandas. La frecuencia de ocurrencia
observada de los 242 alelos varié de 0,01 a 0,95 con un promedio

de 0,22. Cuatro alelos mostraron una frecuencia de ocurrencia de
0,8 o mayor en los cultivares analizados y 27 alelos una
frecuencia mayor a 0,5, mientras que 32 alelos mostraron
frecuencias menores a 0,02. Estos alelos que muestran una muy
baja frecuencia pueden ser ttiles como marcadores diagnosticos
para la identificacion inequivoca de algunos de los cultivares de
soja analizados, ya que poseen un alto poder de discriminacion.
Los valores de indice de diversidad génica (ID), que indican la
probabilidad de que al tomar dos genotipos al azar a partir de una
poblacion de individuos ensayados estos sean polimorficos,
variaron de 0,081 a 0,753 con un promedio de 0,523. Los
marcadores SSR Satt 141 y 373 mostraron el ID mas alto, con
valores de 0,753 y 0,730 respectivamente, reflejando el alto
numero de alelos observados y una distribucion de frecuencias
alélicas uniformes (Figura 2). Por otro lado, los marcadores Satt
150y Satt 475 presentaron los ID mas bajos con valores de 0,111
y 0,081, respectivamente, mostrando un bajo ntimero de alelos y
frecuencias alélicas poco uniformes (Figura 2). Como es de
esperarse, se observa que la variacion del ID esta significativa-
mente asociada con el niamero de alelos detectados por locus
(Figura3).
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Tabla 4: Caracteristicas de los 51 marcadores SSR utilizados
sobre los 86 cultivares argentinos de soja.

Locus Grupo de Rango de tamaiios  N° de alelos IDa
Ligamiento de alelos (pb)

Satt 141 Dl1b 148 - 204 6 0.753
Satt 373 L 212-283 9 0.730
Satt 458 D2 158 - 194 9 0.727
Satt 146 F 278 -317 7 0.715
Satt 005 DIb 142-178 6 0.705
Satt 181 H 176 - 217 5 0.702
Satt 030 F 152 - 167 5 0.695
Satt 307 C2 162 - 192 5 0.687
Satt 414 J 168 - 315 6 0.687
Satt 453 B1 221 -269 8 0.684
Satt 556 B2 164 - 211 4 0.658
Satt 114 F 82-122 4 0.654
Satt 242 K 187 - 199 4 0.640
Satt 703 DIb 189 - 239 5 0.638
Satt 009 N 161 - 227 5 0.624
Satt 534 B2 232 -261 7 0.606
Satt 577 B2 113 -122 4 0.591
Satt 292 1 223 -254 6 0.591
Satt 596 J 236 - 259 6 0.589
Satt 237 N 237 -281 8 0.579
Satt 324 G 229 - 241 3 0.577
Satt 417 K 280 - 321 3 0.576
Satt 354 1 233 -250 4 0.573
Satt 197 Bl 175-189 5 0.569
Satt 038 G 157 -177 5 0.567
Satt 308 M 149 - 175 4 0.566
Satt 226 D2 321-338 3 0.548
Satt 231 E 215-242 5 0.546
Satt 191 G 185-229 6 0.545
Satt 436 Dla 182 - 246 7 0.544
Satt 095 DIb 160 - 175 4 0.510
Satt 511 Al 244 -256 3 0.499
Satt 070 B2 147 - 174 4 0.495
Satt 156 L 205 - 220 3 0.483
Satt 173 O 199 - 263 4 0.478
Satt 180 C1 244 - 268 3 0.469
Satt 294 Cl1 248 - 293 5 0.465
Satt 409 A2 165 - 195 6 0.441
Satt 094 [0} 148 - 163 2 0.428
Satt 243 [0} 202 -211 2 0.426
Satt 449 Al 222 - 266 5 0.412
Satt 177 A2 113-122 2 0.400
Satt 311 D2 180 - 191 2 0.397
Satt 147 Dla 171 -203 4 0.387
Satt 042 Al 159-174 4 0.387
Satt 175 M 160 - 193 6 0.289
Satt 281 C2 167 - 236 4 0.263
Satt 253 H 138 - 162 6 0.259
Satt 233 A2 188 - 209 3 0.144
Satt 150 M 189 - 200 2 0.111
Satt 475 K 231-252 3 0.081

aIndice del diversidad génica: probabilidad de que al tomar dos genotipos al azar a
partir de una poblacion de individuos ensayados estos sean polimorficos en ese
marcador.

Figura 1. Alelos detectados para el Jocus SSR Satt009 en 21 de
los 86 cultivares de soja analizados en el presente estudio. A la
izquierda se sembrd una calle con un marcador de peso
molecular de ADN de 10 pares de base de separacion. Al tope de
la figura se indican los nombres de los cultivares analizados. Las
bandas se observan como bandas dobles porque la tincion con
plata permite detectar la hebra complementaria, que migra a una
distancia ligeramente diferente por poseer una secuencia y
composicion de bases diferente. Las flechas de la derecha
indican los tamanos de los alelos en pares de bases (pb). La
posicion de las muestras 1 y 21 se indica sobre el gel a la altura
delalelode 161 pb.

Marcador 10 bp

94B73
FN3.60

DM 4670
A800D RG
TJs 2049
ACA 570
NK Mireya
ACA 480
ACA 470
Azul 35
A4303 RG
DM 4400
DM 5800
DM 50048
TJ22171 IR
DM 4870
Natalia 49 RR
FN4.10

~ Maravilla 45
DM 4600
A4505 RG

Caracterizacion genética con marcadores AFLP

Los cebadores de AFLP se seleccionaron a partir de estudios
realizados por otros grupos, ya que habian revelado tasas altas
de polimorfismo (Ude et al. 2003; Bonato et al. 2006). Se
utilizaron 15 combinaciones de cebadores, para generar 636
bandas, de las cuales 336 (52,8%) fueron polimorficas. En la
Figura 4 se muestra un ejemplo representativo de un gel de
AFLP. Se obtuvieron entre 20 y 63 bandas totales, con una media
de 41 bandas, por combinacion de cebadores. El niimero
promedio de bandas polimorficas por combinacion de cebadores
fuede 17, conun minimo de 5 y un maximo de 29 bandas.

EnlaTabla$5 se resumen los resultados obtenidos con los AFLPs.
Las combinaciones EcoRI-AAG/Msel-CTA y EcoRI-
ACT/Msel-CAT generaron los niveles mas altos de bandas
polimérficas, 29 (56%) y 27 (52%), respectivamente. Los
valores del indice de diversidad génica variaron de 0,0604 a
0,3650 con un promedio de 0,1924. Se observo una asociacion
positiva entre el numero de bandas polimoérficas y el indice de
diversidad génica calculado para cada combinacion de
cebadores.
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Figura 2. Distribucion de frecuencia alélica de marcadores SSR Satt 373; Satt 141; Satt 475 y Satt 150 en los cultivares de soja

utilizados.
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Figura 3. A) Frecuencia de los marcadores SSR en funcion del nimero de alelos detectados. B) Diversidad génica en funcion del
numero de alelos detectados, calculado en los 86 cultivares de soja utilizados en este estudio. Se observa que a medida que aumenta el

nimero de alelos, los marcadores SSR son mas informativos.
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Comparacion de los resultados obtenidos con los marcadores
SSRyAFLP

En la Tabla 6 se muestra una comparacion del comportamiento
de los marcadores moleculares AFLP y SSR. Puede observarse
que los AFLP produjeron una mayor cantidad de datos por
experimento (unidad de ensayo), ya que estos marcadores
permiten detectar la presencia de multiples loci por corrida. El
numero promedio de bandas polimorficas para los marcadores
AFLP es de 22,4 mientras que para SSR es 4,75. Sin embargo, los
marcadores SSR poseen una fracciéon mayor de /oci polimorficos
(1 contra 0,53) y un indice de Diversidad promedio 3 veces mas
alto que los AFLP (0,19 AFLP vs. 0,59 SSR). Esto se debe a que
muchos de los marcadores generados por AFLP estan dirigidos a
regiones muy conservadas del genoma, y resultan
monomorficos entre las lineas. El alto valor observado del indice
del marcador para AFLP (7,19) en comparacion con los SSR
(0,59), es el resultado del alto componente de relacion de
multiplex del primero por unidad de ensayo.

Estimacion de la similitud genética en cultivares de soja
mediante marcadores AFLPy SSR
Se construyd una matriz de similitud genética a partir de los
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calculos obtenidos para cada par de los 86 cultivares comparados
mediante ambos marcadores. La Figura 5, muestra la
distribucion de frecuencias de los coeficientes de similitud
obtenidos para cada marcador molecular. Se pudo apreciar un
mayor poder de discriminacion de los marcadores SSR con
respecto a los AFLP. El valor promedio de similitud fue de 0,292
para los marcadores SSR, variando desde 0,084 entre los
cultivares ACA 530 y Nueva Maria 55 a 0,925 en los cultivares
DMS5.8i y DMS5.5i (Tabla 7). Estos dos tultimos cultivares
difirieron en s6lo dos alelos revelados por marcadores SSR (Satt
436 y Satt 156). Los valores relativamente altos de similitud
genética estimados mediante marcadores SSR son indicativos de
la uniformidad existente entre los cultivares de soja comerciales.
No obstante, utilizando este conjunto de marcadores SSR se
pudo diferenciar adecuadamente los 86 materiales evaluados.
Para el caso de marcadores AFLP, el promedio de similitud fue
de 0,921, cuando se considerd para el calculo el total de las
bandas obtenidas (polimoérficas y monomorficas) (Tabla 7).
Utilizando so6lo las bandas polimdrficas para el calculo del
coeficiente de similitud genética el valor promedio descendio a
0,848 (Tabla 7). Los cultivares A6019RG y DM3100
presentaron los valores de similitud mas bajos (0.751), mientras
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Tabla 5. Resultados del analisis de AFLP obtenidos a partir de

combinaciones de cebadores EcoRIy Msel.

Cebadores Numero de bandas

EcoRI Msel Totales Polimoérficas ID?

E-AAC M-CAT 48 19 0.2251
E-AAC M-CTA 49 20 0.2497
E-AAC M-CTC 40 19 0.2227
E-AAC M-CTG 34 13 0.0813
E-AAC M-CTT 39 24 0.3650
E-AAG  M-CAT 63 18 0.0604
E-AAG  M-CTA 58 29 0.2039
E-AAG M-CTC 34 13 0.2012
E-AAG M-CTG 23 8 0.1431
E-AAG  M-CTT 61 13 0.0888
E-ACT M-CAT 57 27 0.1812
E-ACT M-CTA 41 11 0.2025
E-ACT M-CTC 20 5 0.0647
E-ACT M-CTG 35 24 0.3147
E-ACT M-CTT 36 16 0.2816

*ID: Indice de diversidad génica

Tabla 6: Comparacion de los niveles de polimorfismo y la
capacidad discriminante de los marcadores AFLPy SSR.

indices y sus abreviaturas Marcador
AFLP SSR

Numero de unidades de ensayo U 15 51
Numero de bandas polimorficas n, 336 242
Numero de bandas monomorficas n, 300 0
Promedio de bandas polimoérficas por unidad nU 224 475
de ensayo
Numero de loci L 636 51
Numero de loci por unidad de ensayo n, %424 1
I'nd.ice'de Diversidad promedio (ID) de los loci D 0.19 059
polimorficos p
Fraccion de loci polimoérficos B 0,53 1
Relacion multiplex efectiva E 224  1.00
indice del Marcador MI 7,19 0,59

Tabla 7: Analisis de las propiedades del coeficiente de similitud
genética segun marcador estudiado.

Coef. de similitud/ SSR AFLP AFLP  SSRyAFLP
Marcador Totales Polimorficas
Promedio 0,292 0,921 0,848 0,687
Min 0,0842 0,751 0,498 0,365
Max 0,925 0,991 0,982 0,949
Varianza 0,0073 0,0007 0,00306 0,0034

que TJS 2136 y TJS 2138 mostraron los mas altos (0,991),
difiriendo en sélo 5 bandas polimorficas. E1 87% de los
coeficientes estimados fueron mayores a 0,90, lo que refleja el
alto grado de similitud genética existente entre los cultivares
utilizados en este estudio. Sin embargo, el 1,4% de los
coeficientes fueron menores o iguales a 0,80.

Mediante un test de correlacion de matrices (Mantel, 1967) se
determind la correspondencia entre las matrices de similitud
genética de los marcadores SSR y AFLP. Los resultados
indicaron que hay una correlacién muy baja entre la informacion
genética obtenida con ambos marcadores para los cultivares

Figura 4. Ejemplo de perfilado obtenido con la combinacién de
cebadores AFLP, que muestra los alelos detectados en 27 de los
86 cultivares de soja analizados en el presente estudio. En
paralelo se sembro una calle con un marcador de peso molecular
de ADN de 10 pares de base de separacion.
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Figura 5. Distribucion de frecuencias de las estimaciones de
coeficientes de similitud genética para los 86 cultivares de soja
con los marcadores SSR y AFLP.
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evaluados (r = 0,166; Probabilidad Z al azar < Z observado: p =
0.9997). Este resultado estd de acuerdo con la diferente
naturaleza de las secuencias gendmicas blanco de cada
marcador: mientras los SSR estan dirigidos especificamente a
las regiones microsatélites, los AFLP cubren el genoma al azar,
abarcando secuencias tanto muy conservadas, como
medianamente polimorficas o muy polimorficas.
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Figura 6. Dendrograma obtenido utilizando marcadores SSR en los cultivares de soja seleccionados en este estudio. La linea trazadaa
un similitud genética de 0,24 permite diferenciar tres grupos principales.

Grupo 3

Grupo 2

T Grupo1

Andlisis de agrupamiento

Con las matrices de similitud genética obtenidas, se realiz6 un
analisis de agrupamiento de pares no ponderado utilizando la
media aritmética (UPGMA). Este procedimiento revel6 que la
similitud genética promedio entre genotipos era dependiente del
tipo de marcador molecular empleado. En las Figuras 6 y 7, se
muestran los resultados_obtenidos para cada tipo de marcador
molecular (SSR 0 AFLP).

Los dendrogramas permitieron la diferenciacion de los
cultivares en estudio, sin embargo las asociaciones observadas
en cada uno son caracteristicas del sistema de marcadores

empleados. En el de SSRs (Figura 6) se pueden distinguir tres
grupos principales a una similitud genética de 0,26. El primero
de ellos (Grupo 1) esta constituido por los cultivares ACA 530 y
ACA 570, que se muestran muy diferentes al resto de los
materiales en estudio y similares entre si (coeficiente ~ 0,70). El
coeficiente de similitud genético de estos cultivares respecto al
resto es de 0,191. El resto de los genotipos se distribuyen en los
dos grupos restantes (Grupos 2 y 3). No se observa una
asociacion entre los agrupamientos formados y los grupos de
madurez de los cultivares evaluados, ni tampoco con la identidad
del obtentor de las variedades. Los cultivares DMS5.51 y DM5.8i,
pertenecientes al grupo 3, son los mas semejantes entre si,
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Figura 7. Dendrograma obtenido utilizando marcadores AFLP en los cultivares de soja seleccionados en este estudio. La linea trazada
aun similitud genética de 0,92 permite diferenciar cuatro grupos principales.
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mostrando un coeficiente de similitud genética de 0,925. En el
dendrograma de AFLP (Figura 7) se pueden describir cuatro
grupos principales, a un valor de similitud genética de 0,92. El
cultivar DM 3100 (Don Mario) constituye por si solo uno de los
grupos (Grupo 1), presentando un perfil de AFLP
completamente diferente a los restantes cultivares en estudio
para todas las combinaciones de cebadores utilizadas, resultado
que se ve expresado en la baja similitud promedio de este cultivar
con el resto (0,765) y en su consecuente aislamiento en el arbol.
El segundo grupo se observan los cultivares A6019RG (Nidera),
Maravilla 45 (Relmo) y Ayelén 22 (Relmo). En los dos grupos
restantes se observa un buen agrupamiento de los cultivares de
acuerdo al obtentor. En el grupo 3 se ubicaron los cultivares de
las compaiiias FN Semillas, A. L. Marchionni, La Tijereta, SPSy
ACA (conlaexcepcion de SPS9800y ACA 470, que se ubican en

E

Grupo 1

el grupo 2). En el grupo 4 se agruparon cultivares de Nidera,
Relmé y Syngenta. Finalmente, los cultivares de Don Mario, se
distribuyeron en ambos grupos (Gripo 3 y Grupo 4) (ver
Discusion).

Andlisis de ordenamiento

Para el estudio del ordenamiento se llevé a cabo un analisis de
coordenadas principales. Los tres primeros factores del analisis
de coordenadas principales a partir de la matriz de similitud de
Jaccard obtenida mediante la caracterizacion por SSR explican
el 7,82%; 4,76% y 3,8% de la variacion genética respectiva-
mente, sumando un 16,4% de la variacion genética total. La
Figura 8, muestra el plano definido por las dos primeras
componentes. Se observan dos grupos principales, que tienen
correspondencia con los agrupamientos formados a partir del
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Figura 8. Ordenamiento en dos dimensiones de las 86 cultivares de soja luego de un Analisis de Coordenadas Principales y la
construccion de un arbol de minima distancia (MST) para marcadores SSR. Se muestran las dimensiones 1 y 2. Los simbolos indican
los criaderos obtentores: (1) Pionner; (2) Nidera; (3) ACA; (4) A. L. Marchionni; (5) Relmo; (6) Don Mario; (7) FN Semillas; (8)

Syngenta; (9) SPSy (10) La Tijereta.
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analisis de UPGMA, excepto por el cultivar DM 7.0i. El analisis
mediante un arbol de minima distancia muestra que hay una
buena concordancia entre los agrupamientos propuestos en el
espacio bidimensional y las distancias entre los cultivares en el
espacio de N-Dimensiones original.

El analisis de coordenadas principales obtenido a partir de la
caracterizacion por AFLP mostré una variacion de 17,85%;
6,80% y 5,54% en las tres primeras dimensiones
respectivamente, sumando un 30,21% de la variacion genética
total. En la Figura 9 se observa la proyeccion de los cultivares
analizados en el plano definido por las dos primeras
componentes. Los cultivares tienden a agruparse en dos grupos
principales siguiendo un gradiente a través del primer eje. Estos
agrupamientos tienen una muy buena concordancia con los
agrupamientos obtenidos a partir del analisis de UPGMA. El
arbol de minima distancia superpuesto, muestra una buena
asociacion entre las proyecciones en las dos dimensiones del
planoy las distancias obtenidas de la matriz de similitud original.
Al igual que con los dendrogramas, se observa un buen
agrupamiento de los cultivares de acuerdo al obtentor a través
del gradiente formado en la componente 1. En el grupo 1 se
encuentran ordenados los cultivares de las compaiiias FN
semillas; A. L. Marchionni, La Tijereta, SPS y ACA (menos
SPS9800 y ACA 470 respectivamente, que se ubican en el grupo
2). En el grupo 2 por otra parte se encuentran ordenados los
cultivares de Nidera, Relmé y Syngenta. Finalmente, los
cultivares de Don Mario, se ordenaron entre ambos grupos con
los cultivares DM4670, DM4400, DM3700, DMS5.5i, DM4800 y
DM6200 en el grupo 2 y los 16 cultivares restantes en el grupo 1.

Uso de la base de datos de SSR para la identificacion de
muestras incognitas. Prueba de concepto

Con el objeto de poner a prueba la base de datos de SSR de
cultivares de soja se analizaron un total de 12 muestras enviadas
al laboratorio por diferentes semilleros o multiplicadores, los
cuales a su vez designaron una identidad putativa del cultivar
que deberia ser contrastado con el banco. Los resultados
obtenidos se muestran en la Tabla 8. En 10 de los 12 casos los
marcadores SSR seleccionados permitieron concluir
eficazmente sobre la identidad las muestras ensayadas y
diferenciarlas de los restantes cultivares del banco. Esto
demuestra el poder discriminatorio de los marcadores SSR como
herramienta para la diferenciacion de cultivares de soja
argentina. En los restantes dos casos no se detectd similitud
genética con el cultivar propuesto como identidad putativa, pero
ademas no se encontrd similitud con ningln otro cultivar del
banco.

Diseiio de una metodologia eficiente para ensayos de
diferenciacion de cultivares

La caracterizacion de muestras incognitas comentada en la
seccion anterior se basdé en una seleccion especifica de
marcadores de acuerdo a la identidad putativa (propuesta) de la
muestra, que habia sido proporcionada por el solicitante de la
identificacion. Sin embargo, pensamos que resultaria
conveniente contar con un subconjunto selecto y fijo de
marcadores que permitiera diferenciar cualquier variedad
caracterizada en el banco. Asi, nos propusimos seleccionar el
minimo subconjunto de marcadores cuya aplicacion,
independientemente de la identidad de la muestra, nos
permitiera diferenciarla inequivocamente.
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Figura 9. Ordenamiento en dos dimensiones de las 86 cultivares de soja luego de un Analisis de Coordenadas Principales y la
construccion de un arbol de minima distancia (MST) para marcadores AFLP. Se muestran las dimensiones 1y 2. Los simbolos indican
los criaderos obtentores: (1) Pionner; (2) Nidera; (3) ACA; (4) A. L. Marchionni; (5) Relmo; (6) Don Mario; (7) FN Semillas; (8)

Syngenta; (9) SPSy (10) La Tijereta.
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A partir de la caracterizacion realizada sobre 86 cultivares de
soja se seleccionaron 20 /oci SSR localizados en los diferentes
grupos de ligamiento y que ademas presentaban los valores de
indice de diversidad génica mas altos. La utilizacion de este
numero reducido de marcadores comunes permitiria el analisis
simultaneo de hasta tres muestras cualesquiera en un unico gel.
Para determinar la efectividad del conjunto de 20 marcadores
SSR seleccionados versus el conjunto completo de 51 loci, se
compararon los dos conjuntos en términos de su habilidad para
distinguir los 86 cultivares de soja analizadas en este estudio. La
similitud media calculada sobre los 20 /oci fue numéricamente
mas baja, que la obtenida utilizando los 51 loci SSR (0,214 con
20 loci versus 0,293 para el caso de los 51 loci). La diferencia
entre las medias fue estadisticamente significativa (P<0.001). La
varianza obtenida fue de 0,0093 mediante el analisis de los 20

Discusion

a4l
[

loci, y de 0,0073 basandose en los 51 loci. Estas estimaciones de
la varianza no difieren significativamente en su magnitud.

Estos resultados indican que el procedimiento utilizado para
seleccionar los /oci fue efectivo para identificar un subconjunto
mas informativo. Este subconjunto se comporté de manera
similar al conjunto completo de 51 /oci en términos de habilidad
para distinguir cultivares de soja comerciales argentinas. El
valor maximo de similitud genética obtenido para el subconjunto
de 20 SSR corresponde a los cultivares DM 4800 y DM 50048,
con un valor obtenido de 0,909. En el caso de los valores
minimos, para el subconjunto de 20 /oci corresponden a los
cultivares ACA470 y A5417 RG con un valor de similitud
genética de 0,00, indicando que en los 20 /oci SSR seleccionados
estos cultivares no tienen ningun alelo en comiin.

La caracterizacion mediante marcadores moleculares de los
cultivares de soja que se utilizan actualmente en la produccion
argentina es necesaria, debido a la importancia que tiene la
diferenciacion e identificacion de los mismos para el
mejoramiento, asi como también para el control del comercio y
de la calidad de lotes de semilla. Esta caracterizacion permite
contar con una base de datos de huellas genéticas de las
variedades locales, determinar la variabilidad genética existente
y seleccionar parentales divergentes para la obtencion de nuevas
variedades mediante cruzamiento.

En el presente trabajo se realiz6 una caracterizacion de 86
cultivares de soja argentina resistentes a glifosato, utilizadas en
la actualidad y provenientes de las compailias semilleras mas
importantes del pais, por medio de dos tipos de marcadores
moleculares, SSR y AFLP. Se construyo6 una base de datos que
fue luego validada mediante el ensayo de muestras incognitas
enviadas por semilleros o multiplicadores de semilla de soja,
invirtiendo un tiempo de ensayo corto y utilizando un método
robusto y reproducible. Se disefi6 ademas un procedimiento
simplificado para una clasificacion eficaz y estandarizada de
cualquier muestra incognita bajo estudio.
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El nivel de polimorfismos obtenidos para los 51 /loci SSR
analizados arrojo una media de 4,7 alelos por /ocus variando
entre 2 y 9 alelos, y fue mas bajo que el informado en otros
trabajos como los de Rongwen et al. (1995) y Diwan & Cregan
(1997). En el estudio de la diversidad genética en soja de
Rongwen et al. (1995), realizado sobre 96 genotipos, se
amplificaron entre 11 y 26 alelos por cada locus de
microsatélites, aunque este nimero se vio reducido entre 5y 10
alelos por locus en los 26 cultivares provenientes de programas
de mejoramiento de soja norteamericano. Una posible razéon
para esta diferencia es que los materiales utilizados en el
presente estudio provienen justamente de cultivares comerciales
inscriptos, los cuales poseen una base genética estrecha. Sin
embargo, los resultados de nuestro trabajo estan en consonancia
con los obtenidos por Priolli et al. (2002), quienes estudiaron 186
cultivares de soja brasilefios por medio de 12 loci SSR y
amplificaron entre 4 y 8 alelos por locus, con un promedio de 5,3
alelos. También concuerda con el trabajo de Giancola et al.
(2002), quienes analizaron 30 Joci SSR en 100 cultivares
argentinos, y observaron entre 2 y 8 alelos por /oci con un
promedio de 4,4 alelos por locus.

Elindice de diversidad génica (ID), que describe el potencial del
locus para la discriminacion de dos variedades tomadas al azar,
tiene en cuenta para su calculo tanto el niimero como la
frecuencia de aparicion de alelos en los cultivares analizados. En
este trabajo el valor promedio de ID obtenido para marcadores
de SSR fue de 0,523, mostrando el alto grado de polimorfismo de
estos marcadores. Valores de diversidad génica similares fueron
obtenidos por Maughan et al. (1995) en 62 cultivares se soja con
un valor medio de ID de 0,55 o Narvel et al. (2000) con un valor
medio de ID de 0,50 en 39 cultivares elite norteamericanos. Sin
embargo, en los trabajos de Priolli et al. (2002) y Giancola et al.
(2002), los valores medios de diversidad génica fueron
levemente mayores que el obtenido en el presente trabajo (0,64 y
0,60, respectivamente). Esto puede deberse tanto a una
disminucion de la variabilidad genética, como asi también a que
en nuestro estudio se incluy6 un numero mayor de /oci SSR que
poseen alelos de muy baja frecuencia, conduciendo a valores de
ID muy bajos (por ejemplo Satt 475 con un ID de 0,082). Estos
alelos al ser poco frecuentes son ttiles para la identificacion de
alglin cultivar en particular, pero son poco polimérficos y por lo
tanto hacen que el valor promedio obtenido en el calculo de la
diversidad genética sea menor.

Lapresencia de estos alelos de baja frecuencia en los marcadores
SSR, como los encontrados en los loci Satt 534; 70; 231; 175;
294;373;414;038; 197;253; 191;475;458; 596, 292; 436, 409;
449; 703; 146; 556 y 095, podria reflejar la tasa de mutacion de
los microsatélites de soja, estimada en 10° a 10™ por generacion
(Diwan & Cregan, 1997). Esta tasa es similar a la encontrada en
humanos, y no implicaria una restriccion para el uso de los
microsatélites en la identificacion de cultivares (Diwan &
Cregan, 1997). Se ha determinado que para la identificacion de
cultivares de soja se debe utilizar un conjunto de entre 30 y 50
individuos, ya que los alelos mutantes que pudiesen surgir no
serian detectados y de esta manera, las mutaciones en una planta
aislada no alterarian la constitucion alélica del cultivar (Diwan &
Cregan, 1997). Por ejemplo, Song et al. (1999) encontraron 10
alelos nuevos en 66 cultivares de soja, los cuales no estuvieron
presentes en 35 lineas ancestrales, mientras que Narvel et al.
(2000) registraron 32 alelos especificos de cultivares elite,
dentro de un total de 397 alelos que han sido detectados en 40
lineas y 39 cultivares de soja. Dado que en este trabajo no se
analizaron las lineas progenitoras o ancestrales que dieron lugar
alos cultivares actuales, no se puede concluir que pudiesen haber
surgido alelos de baja frecuencia por este mecanismo.

En la caracterizacion con marcadores AFLP se utilizaron 15
combinaciones de cebadores que produjeron un total de 636
bandas de las cuales un 52% fueron polimorficas. Este valor alto
de bandas polimorficas se debid principalmente a la presencia
del cultivar DM3100, que presenta la mayoria de dichas bandas.
El nimero promedio de bandas polimérficas por marcador fue
de 17, resultado que estd en concordancia con estudios
realizados en cultivares de soja brasilefia (Bonato et al., 2006) y
cultivares chinos y norteamericanos (Ude et al., 2003) con 13 y
18 respectivamente. Las combinaciones de cebadores mas
informativos fueron EcoRIAAC/Msel-CTT y EcoRI-
ACT/Msel-CTG, con 24 bandas polimérficas y los valores de
diversidad génica mas altos. Estos resultados contrastan con los
obtenidos por otros grupos en donde las combinaciones mas
polimorficas fueron otras. Por ejemplo, Bonato (2006) y Zhu et
al. (1999) encontraron que la combinacion EcoRI-AAC/Msel-
CTC fue la mas polimoérfica, mientras que Ude et al. (2003)
describieron que los marcadores EcoRI-ACC/Msel-CAA
producian la mayor cantidad de bandas polimoérficas. Esta
diferencia entre los resultados de varios autores podria estar
indicando variaciones genéticas subyacentes en los
germoplasmas caracterizados.

Los resultados obtenidos en Giancola et al. (2002) en cultivares
de soja argentino mediante la utilizaciéon de marcadores AFLP no
son comparables en forma directa con este trabajo, dado que
estos autores utilizaron cebadores selectivos +4 (con cuatro
bases de secuencia al azar en el extremo 3' del cebador) mientras
que aqui utilizamos +3 (con s6lo 3 bases de secuencia al azar),
generando diferentes niimeros y tipos de bandas. Los resultados
obtenidos en este trabajo confirman resultados previos en los que
se demuestra que los marcadores AFLP son una técnica
molecular que detecta polimorfismos en multiples /loci
simultdneamente, generando un gran nimero de marcadores
reproducibles en un periodo corto de tiempo, siendo ademas una
herramienta poderosa para el andlisis de genotipos altamente
relacionados (Powell etal., 1996).

El presente estudio demuestra que la diversidad génica esperada
para los loci polimorficos utilizando marcadores SSR es mayor
que para AFLP. Esto se relaciona con la variacion del nimero
medio de bandas polimdrficas porunidad de ensayo, que varia de
un 21% a 61% para AFLP a un maximo de 100% para SSR. El
nivel de polimorfismo mas alto detectado de los marcadores de
SSR con respecto a AFLP destaca la capacidad discriminatoria
de los primeros. Sin embargo, la comparacion de la eficacia total
de los dos sistemas de marcadores proporcionada por el indice
del marcador (MI), indica que los marcadores AFLP poseen un
MI 12 veces mas alto con respecto a /oci SSR. Esto confirma la
naturaleza altamente discriminatoria del analisis de AFLP, que
estd en concordancia con informes anteriores en varias especies
de plantas (Powell et al., 1996; Belaj et al., 2003; Saini et al.,
2004; Medini et al., 2005). El valor distintivo del MI para los
marcadores AFLP radica en el cociente multiplex eficaz. Es
decir, en el alto nimero de bandas polimérficas obtenidas por
experimento.

Los resultados comentados nos permiten inferir que los
marcadores SSR permiten detectar un alto grado de
polimorfismos, siendo muy utiles para estudios de
diferenciacion de cultivares (Diwan & Cregan, 1997). Pero, por
otro lado, los marcadores AFLP permiten realizar estudios de
comparacion de cultivares muy rapidos, dado el gran nimero de
bandas obtenidas por unidad de ensayo, de las cuales un nimero
importante son polimodrficas (Powell et al., 1996). El
direccionamiento de los marcadores AFLP hacia cualquier
region del genoma al azar garantiza una cobertura gendomica
completa, lo que potencialmente permitiria realizar analisis de
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parentesco mas precisos. En los dendrogramas y analisis de
ordenamientos generados a partir de la matriz de AFLP se
observd que los genotipos agruparon segun el obtentor. Sin
embargo, dado que careciamos de datos de pedigri, no pudimos
analizar la asociacion entre los perfiles de marcadores y el
parentesco entre variedades.

En este trabajo los marcadores SSR arrojaron estimaciones de
similitud genética mas bajas con respecto a los marcadores de
AFLP, obteniéndose valores medios de 0,292 y 0,921 para estas
técnicas, respectivamente. Estos resultados eran esperables, ya
que los SSR estan dirigidos a regiones altamente variables,
mientras los AFLPs detectan /oci que presentan un amplio rango
en su nivel de polimorfismo, desde los que son completamente
conservados hasta los hipervariables, y la posibilidad de detectar
este tipo de Joci esta relacionada con la frecuencia de su
ocurrencia en el genoma. Nuestros resultados estan en completo
acuerdo con otros estudios que comparan el nivel del
polimorfismo detectado con los marcadores de AFLP y SSR en
la soja (Powell et al., 1996), el maiz (Pejic et al., 1998), el sorgo
(Menzetal.,2004), y el triticale (Tams et al., 2005).

La correlacion existente entre las estimaciones de la similitud
genética entre marcadores AFLP y SSR para los cultivares de

Conclusiones

soja evaluados en este trabajo es muy baja (r = 0,166), aunque
significativa. Valores comparables fueron encontrados en soja
por Giancola et al. (2002), que observaron una correlacion entre
las estimaciones de similitud genética de marcadores AFLP y
SSR de 0,210. Asimismo, Powell et al. (1996) encontraron
valores de correlacion bajos entre estos marcadores. Las
estimaciones de la similitud genética se ven influenciadas por
una variedad de factores entre los que se pueden contar la
distribucion de los marcadores en el genoma, la naturaleza de los
mecanismos que generan la variacion medida y errores en la
clasificacion de bandas no homologas de loci AFLP de
movilidad similar. Por una parte, los marcadores AFLP se
originan al azar, a partir de regiones que pueden resultar
hipervariables, medianamente variables o muy conservadas. Sin
embargo, dado que la mayor parte de las regiones del genoma de
soja estan conservadas entre las variedades, un mayor nimero de
marcadores presenta perfiles monomorficos, por lo que las tasas
de variacion son mas bajas que las observadas en los loci SSR,
los cuales estan dirigidos especificamente a regiones altamente
polimérficas (Powell et al., 1996). Es de interés mencionar que
aunque en general se considera que la distribucion de los
marcadores de AFLP en el genoma es azarosa, se han notificado
casos de sobrerepresentacion de ciertas secuencias genoémicas,
como por ejemplo regiones centroméricas (Menz et al. 2004).

En este trabajo se informa el desarrollo de una base de datos
genéticos de SSR y AFLP que permiti6 la caracterizacion de las
86 variedades de soja mas cultivadas actualmente en Argentina.
Mientras los marcadores de SSR resultaron utiles para la rapida
identificacion de variedades, los de AFLP fueron mas
apropiados para la caracterizacion global del genoma y la
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