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RESUMEN

El Nematodo del Quiste de la Soja (NQS), cuyo ageatisal esleterodera glycinesgs
una de las enfermedades mas destructivas de laasojgel mundial. El uso de cultivares
resistentes es la via mas efectiva y econdmicaodé&atar la enfermedad. El método de la
retrocruza (RC) es el mas empleado para la incacpir de genes de resistencia a germoplasma
elite. Sin embargo, la necesidad de realizar alasieseis 0 siete generaciones para recuperar el
genotipo del progenitor recurrente (PR) desalidatatilizacion de esta técnica. La seleccion
asistida por marcadores moleculares (SAM) contebayacilitar la recuperacion del genoma del
PR en un menor nimero de generaciones. El objdiév@resente estudio fue la recuperacion
rapida del genoma del PR utilizando la SAM en gatienes tempranas, en un programa de
retrocruzas orientado a la incorporacion de undatei resistencia ld. glycines Los parentales
fueron evaluados con 550 marcadores de polimorfisieo nucleétido simples (SNP),
uniformemente distribuidos en los 20 cromosomaslalesoja. Los SNPs que resultaron
polimorficos fueron luego usados para caractedasrplantas segregantes en las generaciones
RC1F1, RC2F1 y RC2F2. La SAM permitio identificdaqgas 100% similares al PR, para el
conjunto de los SNPs evaluados, en la generaci@FR(para una de las cruzas evaluadas. La
aplicaciéon de la SAM permitio recuperar el genorebRR en dos RC, reduciendo en dos tercios
(i.e. de seis a dos) el numero de RC necesariasrpeuperar el genoma del PR, en un programa
de mejoramiento orientado a la incorporacion déstersxcia al NQS en germoplasma elite de

soja.
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ABSTRACT

The soybean cyst nematodeeterodera glycingsis one of the most destructive soybean
diseases worldwide. The use of resistant cultiv@ithe most effective and economical way to
control the disease. The backcross (BC) is the nmeful method to incorporate resistance genes
to elite germplasm. However, the six to seven gairs required for achieving the goal result
in a low adoption of backcrossing. The marker-asdiselection (MAS) contributes to facilitate
the recovery of the recurrent parent (RP) genonfevingenerations. The aim of this study was
the recovery of the RP genome using MAS in earhegations of a backcrossing program aimed
to incorporate a resistance locugtoglycines The parental genotypes were evaluated with 550
single nucleotide polymorphism (SNP) markers, eyedistributed on the 20 soybean
chromosomes. Polymorphic SNP were then used tactesize segregant plants in the BC1F1,
BC2F1 and BC2F2 generations. By using SNP markevas possible to identify the plants 100
% similar to the RP for the SNPs evaluated in ti@2B2 generation in one of the two crosses
tested. The implementation of MAS in the backcmggrogram allowed the recovery of the RP
genome in two BC generations, reducing in two-#hifice. from six to two) the time required for

incorporating resistance to soybean cyst nematod8té soybean germplasm.



INTRODUCCION

Uno de los acontecimientos mas importantes end@rm de la humanidad ha sido el
cambio de una economia sustentada en la cazaecdteccion de plantas a una basada en la
agricultura (Cubero, 2000; Olazabal, 2014; Villatre2008). Este arte del cultivo y explotaciéon
de la tierra, con el objetivo de obtener products fines humanos o con destino a los animales
domeésticos, ha generado diversas hipotesis quantos explicar las causas que impulsaron su
desarrollo. La Teoria del Oasis, la Teoria del Ademlear y la Teoria de las Zonas Marginales
han sido las mas importantes. En todas ellas egpéegnada la esencia del hombre por la
evolucion hacia la mejora de sus condiciones dea (Kdapovicas, 2010; Osborn, 1993).

La agricultura como tal se inicia en el afilo 900C.ay se convierte 3000 afios después en
la principal forma de obtener alimentos en divessasedades en todo el mundo. Esto permiti6 el
crecimiento de las poblaciones, dada la mayor dartde alimento, y a su vez fue motivo de
conquista de nuevos territorios en los cuales nooséa vivir anteriormente (Krapovicas, 2005,
Karpovicas, 2010; Le Buanec, 2011).

Los primeros cultivos se domesticaron en mediontgientre los afios 9600 y 8500 a. C.,
siendo el trigo Tritricum monoccocuny T. dicocunm y la cebada Hordeum vulgarg los
primeros cereales en ser domesticados. En el 75@ aparecen los primeros indicios del
cultivo de arroz Qriza sativg y soja Glycine max en China, pais que logré ser el mayor
productor y exportador de soja durante la primeradndel siglo veinte (Diamond, 2002;
Wysmierki, 2010).

La soja es una especie autdgama de la familiasdedaminosas, considerada una de las
mas importantes, que puede crecer desde el ecuwhta latitudes de mas de 50°. Su
importancia radica en su alto contenido de protéd%a40%) y grasa (18-22%), con una alta
proporcion de acidos grasos insaturados y de awciohmg esenciales adecuados para la
alimentacion humana y animal (Ridretral, 2006; Saenz Perezt al, 2007). En la campafia
2014/2015 el total de area cultivada de soja enwldo fue de 117,81 millones de ha y el total
de produccion 319,36 millones de toneladas (Calz2@b4; USDA, 2015).



En 1950 la produccién de soja se desarrollo rapéadenen Estados Unidos, que pasoé a
ser el principal pais productor y exportador de etaginosa en el mundo y en 1970 Brasil se

convirtié en el segundo productor y exportadoraje §Gurigbal, 2010).

Las primeras plantaciones de esta leguminosa estroygais datan de 1862, sin embargo
hasta 1970 fue un cultivo casi experimental (Doag2804; Giorda y Baigorri, 1997; Olivero y
Lopez, 2010). Actualmente la soja representa ch€l® de la produccién de semillas de
oleaginosas y el 45% del total de granos producatogrgentina, luego de haber exhibido un
constante crecimiento a lo largo de las ultimas ttécadas (Bergero, 2006). El avance de su
produccion resultd extraordinario debido fundamiemeate a que se adapta a un amplio rango de
condiciones edaficas y climéticas, mas all4 debkeseficios econémicos para los productores
que la adoptan, llevando al pais a ser el teraayator y exportador a nivel mundial (Gurigbal,
2010). En la actualidad se mantiene en tercer lagaro productor detras de Estados Unidos y
Brasil, con una superficie sembrada de alrededo2@enillones de hectéreas, ocupando un
amplia zona ecoldgica que se extiende desde 10S 23Bs 39° S, concentrandose principalmente
en la region Pampeana Norte (Calzada, 2014; Cunibeil., 2004; Giancolaet al., 2009;
Olivero y Lopez, 2010).

Este rapido desarrollo ha estimulado muchas irmyastines sobre la fisiologia, la
genética y las caracteristicas de la planta, polada, y sobre los aspectos agrondmicos y su
gestion e incorporacion a los sistemas agricolas, gro. Todo esto bajo el sustento del
mejoramiento genético, ciencia cuyo objetivo es ifitadt genotipos, mejorandolos con un fin
determinado de acuerdo a las necesidades del hofRtaekel, 1958). Una de las mayores
contribuciones de los procesos de mejora genéticsido la adaptacién de variedades a nuevas
areas, lo que requiere ajustar el ciclo de crecitoig/ los requerimientos del cultivo a las
caracteristicas de una nueva region. Otros apdrngmrtantes han sido la mejora en
caracteristicas agronomicas, entre las que secdestasistencia a enfermedades y plagas, y la
tolerancia a condiciones ambientales adversasge dag que se encuentran altas y bajas
temperaturas y el déficit hidrico (Cornide, 2001).

Un programa de mejora de soja en la actualidad pedzkicir variedades con potencial y
estabilidad de rendimiento superiores a las pretedgesatisfaciendo asi las necesidades de los

productores agropecuarios que son sus destinafarioarios. Debido a que el incremento en la



demanda de alimentos a nivel mundial es permanegte la superficie de suelos aptos para la
agricultura no solo es limitada sino que se vacihado a una taza de 0,1% anual (Figura 1), la
necesidad de producir mas por unidad de supernicien una mejor calidad es permanente

(Faostat, 2011; Miralles, 2013). La creacion camstale nuevos cultivares, que superen a los
anteriores en la eficiencia en el uso de los resudel ambiente (agua, radiacion y nutrientes)
para la produccion de granos, con alta toleranciesistencia a la presion de agentes bidticos y
abidticos adversos que tienden a deprimir los meiditos constituye un gran reto para los

fitomejoradores (Acquaah, 2009; Gurry, 2011).

Poblacion Tierra cultivable
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Figura 1. Poblacion vs Tierra cultivable

Las enfermedades constituyen uno de los princigale®res limitantes del cultivo de
soja, afectando tanto el rendimiento como la cdlide la semilla. Las mismas dependen de las
condiciones ambientales y se ven favorecidas paroalocultivo. A nivel mundial se calcula que
las pérdidas promedio atribuibles a enfermedadesansentre 10 y 15 % (Distefano, 2003;
Ivancovich, 2003; Wratheat al, 2010)

Los nematodos saronocidos por ser una importante limitacion biopeasa la produccion
en varios continentes del mundo. Se ha estimadalgegedor del 11% de la produccion agricola
mundial se pierde como resultado del dafio que gmo&sitos causan en las plantas, lo que
representa un tercio de todas las pérdidas atdbuid plagas. Estos dafios varian de
insignificantes a la pérdida total de las cosechassten cerca de 24 géneros y muchas especies
asociados con la soja (Agrios, 2005; Singh, 2010).



El neméatodo més importante para el cultivo de aopgvel mundial es el Neméatodo del
Quiste,Heterodera glycines IchinoH®&QS) (Wrathert al, 2001). El mismo es de tamafio muy
pequefio, no alcanza 0,5 mm, y vive en el sueloidkl de vida varia entre 21 y 24 dias, y consta
de seis estadios: los huevos, cuatro estadioswieyda forma adulta. El segundo estadio larval
(J2) es la forma infectiva. La larva penetra la ranigra hasta una region cercana al cilindro
vascular, donde después de varias transformacidedas células vegetales y de la larva, se
forma la estructura de alimentacion del nematodavi®et al., 2000; Dias, 2009; Klink et al.,
2013).

El géneroHeteroderase caracteriza por la formacién de quistes cooregipntes al
cuerpo de la hembra adulta muerta, de color maalfamente resistente a condiciones adversas,
que contiene en su interior un promedio de 500 ¢twielva condicion de parasitos de estos seres
microscopicos hace que sean metabolicamente depeesliide un hospedador para continuar su
ciclo de vida, sin embargo, los huevos en el iataede un quiste pueden sobrevivir un promedio
de ocho afios en ausencia de plantas hospedantksr(\2@09).

Un nematodo puede moverse a traves del suelo sd® pocos centimetros al afio con
sus propias fuerzas. A pesar de esto, la infestgmdd nematodos puede propagarse distancias
sustanciales a través de otros medios. Cualqusa goe pueda moverse por suelos infestados
puede propagar la infestacion, incluyendo maquanagricola, vehiculos y herramientas, viento,
agua, animales y trabajadores agricolas. Estaidedbilde sobrevivir por largos periodos de
tiempo y de rapida dispersion en estado de latehate dificil su control y erradicacién una vez
establecido (Jones, 2013; Wing&tral., 2006).

Las condiciones que son favorables para el crenimide la soja lo son también para el
desarrollo del nematodo. EI NQS es una importalagapen suelos templados, siendo 27 °C su
temperatura Optima de crecimiento. Su desarrolldesene en suelos con temperatura menor a
14 °C o superior a 34 °C. Este parasito toma inapora también en suelos arenosos bajo
condiciones de sequia dada su capacidad de sobr@wiendiciones adversas. La duracion del
ciclo de vida NQS esta fuertemente influenciadalpdemperatura y la humedad del suelo. Bajo
temperaturas del suelo con promedios semanales 2ata 29 °C durante el periodo vegetativo
de la sojaH. glycinesalcanza la madurez en soélo tres semanas, pudleEvdo a cabo varios

ciclos de crecimiento durante el periodo total ste eultivo. Los niveles de pH del suelo también



influyen en los niveles de desarrollo de este fitadsuelos con niveles de pH de 7 a 8 tienden a
tener mayores problemas de nematodos en comparegidmtras areas cuyos suelos tengan
niveles de pH que oscilen entre 5.9 y 6.5 (Rig§821 Anand, 1995; Cabi, 2015).

La enfermedad causada por este parasito fue oldsep@ primera vez en Japon en el
afio 1915, donde recibié el nombre de enanismo Amdebido a los sintomas que causaba en
las plantas infectadas. Posteriormente su presdoeiaeportada en Corea, China, Europa,
Egipto y Colombia en 1973 (Dauv al.,2000). En los Estados Unidos de América este paras
fue observado por primera vez en 1954 (Riggs, 1988teret al, 2005), mientras que en Brasil
el primer hallazgo fue en 1991/1992 (Waldir, 200tsuo et al, 2011). En ArgentinaH.
glycinesfue detectado por primera vez en la campafia 1998/&n la regién nucleo sojera
(Baigorri et al., 1998) y actualmente, se encuentra distribuidooglad las principales areas
productoras de soja (Doucett al.,2008). A fines de 1997 se detecto la presencid@8 en las
provincias de Santa Fe y Cérdoba. Mas tarde fuadeku presencia en el Noroeste Argentino
(NOA), en la campariia 1998/1999 (Costilla y Coroh®98; Gamundet al., 2001).

El nematodo provoca alteraciones en las raicesasleplantas atacadas, afectando la
normal absorcion de agua y nutrientes, también plegdmr a producir enanismo severo y
amarillamiento del follaje, lo que conlleva una uecion de los rendimientos y, en casos
extremos, la muerte de la planta (Niblack, 2008)tr&ta de una plaga que también puede reducir
los rendimientos sin causar sintomas aéreos \ésihbbiéndose determinado pérdidas del 20 al
30% en cultivos de aspecto normal (Gumandi, 200@ny¥t al.,2003).

H. glycineses una especie con reproduccion por anfimixia eddasl hembras pueden ser
fertilizadas por mas de un macho. Esta es unasdealasas de la alta variabilidad genética de la
poblacion del NQS (Matuset al.,2011).

Este parasito se caracteriza por contar con nuaen@zas, en Brasil y EEUU fueron
identificadas 10 y 12 razas del NQS, respectivamdin la Argentina ya fueron encontradas las
razas 1, 3, 5, 9 y 14. Actualmente se conocenZ#sma de ellas la raza 3 es la mas ampliamente
distribuida, predominando a nivel mundial (Rigg882; Santana, 2009; Skt al., 2015). A
través del gran niumero de genes que le otorgarcidaplaparasita y/o mediante recombinacion
genética, este nematodo se adapta a una gama sjgetiaé mas amplia que la mayoria de las

especies de nematodos del quiste (Riggs, 1982)e®imargo el nimero de hospedantes es



limitado, destacandose ademas de la $8jgcine ma, el poroto azuki\igna angulari3, y el
poroto comun Phasoeolus vulgar)s aunque se ha confirmado que parasitan tambikas ot
plantas. La mayoria de las especies de cultivooaginmaiz, el algodon, el girasol, el arroz, la
cafia de azucar y el trigo son resistentes (No83;1Pedroso, 2008).

Existen diferentes tacticas de control que permieghucir las pérdidas ocasionadas por
este nematodo, entre las que se pueden menciomatalzién con cultivos no hospedantes,
practicas culturales tales como el uso de semdlaxalidad, el monitoreo de los cultivos, las
siembra directa que evita el movimiento de sueliispersion de los quistes entre otras, y el uso
de variedades resistentes. Esta Ultima alternatévalestaca por ser un método de control
eficiente, econémico y duradero, sumado a que teoaal ecosistema agricola. Sin embargo, el
uso repetido de un mismo cultivar resistente predu@ presion de seleccion sobre la poblacion
del neméatodo, que puede derivar en una nueva adaptada a ese cultivar, y al cabo de dos o
tres campafias afectar seriamente los rendimieNtbm¢k, 2005; Hershman, 2015)

Muchos germoplasmas resistentes han sido idemtficay utilizados con éxito en
programas de mejoramiento, entre ellos Pl 887883rP654, Peking, etc. Sin embargo, la base
genética de cultivares de soja resistentes NQ®lasvamente estrecha. Estudios moleculares
realizados indican que la resistencia al NQS erivanés comerciales argentinos deriva
principalmente de PI 88788 y en menor medida denBekn pocos casos de Pl 437654 o su
derivado Hartwig (Guilliret al., 2003).

Los genes de resistencia juegan un rol criticoletesarrollo de cultivares resistentes.
Usando métodos convencionales de analisis, vagneggde resistencia han sido caracterizados
rhgl, rhg2, rhg4 entre otros, siendo uno de los mas importanteExces para resistencia parcial:
rhgl, el cual explica més del 50% de la variacion tdella resistencia y muestra un efectivo
control a varias razas de NQS (Alzate-Magtral., 2005; Assuncéaet al.,2004; Cregan, 1999;
Ferreira, 2011; Matson and Williams, 1965; Ruleéml., 2006). Este gers comun entre todas
las fuentes de resistencia conocidas y fue ideatlh como un gen recesivo, co-dominante y
hasta dominante en algunos casos dependiendoettebhlgue se refieran en cada uno (Afeali
al., 2012a; Afzaliet al., 2012b). La P1 437654 posee el alelo 3, identiicadmo dominante, el
cual le confiere resistencia a la raza 3 y padidp la resistencia frente a otras razas (Anand,

1985; Cervigniet al.,2003; Rao-Arelliet al.,1992). Este germoplasma introducido fue utilizado



para la obtencion del cultivar Hartwig, resisteatéa mayoria de las razas conocidas de NQS
(Anand, 1992).

Una de las formas tradicionales utilizadas pareolaversion de genotipos susceptibles a
resistentes frente a enfermedades de importancan@uyica es el retrocruzamiento. En esta
técnica, utilizada en los programas de mejoramigataético vegetal, participan por un lado una
variedad con algun gen de interés, que puede sevamedad silvestre o0 mejorada, denominada
“linea donante”, y por el otro, una variedad, galmeente una linea elite, de buenas
caracteristicas agronémicas que carece del midinea“recurrente” (Figura 2). El objetivo que
se persigue con este procedimiento es obtener sorapdo posible un individuo que sea casi
idéntico al parental recurrente pero que contehgarede interés del parental donante (Acquaah,
2007; Byrne, 2005; Cubero, 1999; Reyes-Valdes, 286thang 2006; Sleper y Shannon, 2003).

ler Cruzamiento: linea donadora x linea elite

o % Retrocruzamientos: Cruzamientos
Caracteristica =1 .
] ) de los descendientes
de interés . _—
| ¢ seleccionados por la caracteristica
i b4 deseada x la linea élite o
recurrente
Genomas de } X
las lineas
Eliminacidn de los
descendientes que ) X
no llevan la
caracteristica de Linea élite o
interés I recurrente con
la caracteristica
deseada

Figura 2. Esquema del Retrocruzamiento.
Como la contribuciéon del genoma del progenitor db@ae reduce a la mitad con cada
generacion de retrocruzamiento, en la 6° generad@netrocruza se alcanza el 99,22 % de

recuperacion del genoma del parental recurrenteld 3.



Tabla 1. Porcentaje del parental recurrente (PR) y don@id¢ en cada generacion de

retrocruza.
GENERACION| %PR %PD
F1 50,00 50,00
RC1 75,00 25,00
RC: 87,50 12,50
RCs 93,75 6,25
RCs 96,87 3,13
RCs 98,44 1,56
RCs 99,22 0,78

El porcentaje de recuperacion del parental recteard@®PR) se puede calcular mediante la

féormula:

RPR = (1- 0.8*Y) * 100

Donde, n = niumero de retrocruzas.

En el tiempo que se tarda en incorporar una nuavacteristica mediante retrocruzas
pueden desarrollarse nuevos cultivares que supereendimiento al progenitor recurrente con la
caracteristica introgresada. Esta es una de lasipaies causas de la baja adopcion de este
método de mejora, ya que el tiempo y esfuerzazatilb en llevar a cabo las sucesivas retrocruzas
se habra desperdiciado si la variedad con el genteeés obtenida ya no es competitiva en el
mercado (Baenziegeet al., 2005; Byrneet al., 2005; Cubero, 1999; Reyes-Valdes, 2000;
Robbins, 2012).

El tiempo requerido para alcanzar los objetivoschdss es esencial en el mejoramiento.
En este sentido, la seleccion asistida por mareadmoleculares (SAM) se incluye dentro del
grupo de métodos que permiten reducir los tiemptadets de generacion de nuevas variedades
comerciales respecto del mejoramiento convenci@alhet al.,2010). Ademas, los marcadores

moleculares representan una herramienta de gramsigre que pueden ser utilizados en la



determinacion de la identidad de las variedadggoimente en cultivos cuya base genética es
estrecha, como la soja (Arnabal., 2010; Baenziegegt al., 2005; Miroslawet al.,2002; Olsina
et al.,2012).

Un marcador molecular es una secuencia de ADN gumife evidenciar la constitucion
fisica del genoma bajo estudio, funcionando confi@lseor de diferentes regiones del mismo.
Esto quiere decir que se comporta como un puntoetbrencia en un cromosoma (forma
estructural en la que se encuentra organizado & AD los organismos eucariotas) pudiendo o
no corresponder a un gen (Martiretzal, 2010). Mediante el uso de un marcador molecwdar s
puede seguir una caracteristica agronémica (fanajigin que ésta se manifieste, siempre y
cuando la secuencia de ADN en la que se basa ehdwresté fisicamente cercana a un gen
asociado al caracter agrondémico en cuestion. Apgsteeso se lo denomina seleccion asistida por
marcadores (SAM) (Guo-Liang, 2013; Sataal, 2010).

Distintos tipos de marcadores moleculares han itleados para estudios de diversidad
genética en soja, incluyendo proteinas e isoenzirpaBmorfismo en la longitud de los
fragmentos de restriccion (RFLP), ADN polimorficmlificado al azar (RAPD), polimorfismo
en la longitud de los fragmentos de restriccion ldmoados (AFLP), y mas recientemente los
microsatélites o secuencias simples repetidas (fSR)ganet al, 1999; Guo-Liang, 2013;
Keim, 1990; Linet al, 1996; Miroslawet al, 2002).

Los SSR son regiones hiper-variables del genomacqogenen arreglos de secuencias
simples en tandem de mono, di, tri, tetra 0 pentdedtidos que se repiten entre 10 y 100 veces.
La base genética del polimorfismo detectado en asatélites radica en la variabilidad del
namero de repeticiones en tandem vy, consecuentement el tamafio del microsatélite
amplificado en individuos de una espedrar el alto polimorfismo que suelen presentar por
locus (multialelismo) se los considera los marcasladeales para el mejoramiento en especies
autdgamas como la soja. Estos marcadores son cowues (ambos alelos de un individuo
heterocigota pueden ser visualizados), genoma-figsc y altamente polimérficos en
comparacion con los RFLPs y RAPDs (Buwal., 2003; Guo-Liang, 2013; Grupa al., 2008;
Martinezet al.,2010). Dentro del genoma eucariota los microgagee encuentran distribuidos

al azar con una frecuencia aproximada de uno cdad®® pares de bases. En el genoma de soja



estos se agrupan en conglomerados conocidos peermpagiones ricas en genes (Sehal,
2004).

Mas recientemente han aparecido marcadores poloosrén una sola base o SNP (por
su sigla en inglés), los cuales han cobrado impoidadebido a su abundancia en el genoma y a
las tecnologias desarrolladas para su identifica@Brupaet al., 2008). Los SNPs son la forma
mas sencilla y mas comun de polimorfismo genétecajye consisten en el cambio de un
solo nucledtido en el contexto de una secuenciatgen Dichas variaciones pueden consistir en
inserciones o deleciones que afectan a un Unicodeabases (comunmente conocida como
indels), también pueden darse sustituciones deualedtido por otro distinto. Los SNPs se han
revelado como la mayor fuente de polimorfismo emeioma humano (Collinst al, 1998;
Kruglyak, 1997; Kwoket al, 1996), siguiendo esta misma tendencia en todo®iganismos
vivos (Ganalket al, 2009; Zhuet al.,2003). Debido a su abundancia a lo largo del genqumto
con la necesidad del desarrollo de marcadorestaeesdimiento, podria ser uno de los sistemas

de identificacién méas usados en el futuro.

La posibilidad actual de desarrollar marcadoresemgéares a partir de la secuencia de un
namero cada vez mayor de genes de interés agromdmisecuencia cercana al gen) es una
estrategia poderosa para el mejoramiento, ya gumiteela seleccion indirecta en poblaciones
segregantes de individuos portadores del cardgewsnamico favorable. Esto nos da la
posibilidad de independizarnos de la expresiérataltipo, pudiéndose hacer uso de los mismos
en estadio de plantula sin tener que esperar algqagacter en cuestion se exprese, asi como del
ambiente, ya que los marcadores moleculares nanfloenciados por los factores ambientales
(Alzate-Marinet al.,2005).

La SAM no sustituye al mejoramiento vegetal traaheil sino que lo complementa y lo
hace mas eficiente. A su vez, dado que las incagmmmes de los caracteres de interés
agronomico en la SAM se efectian mediante cruzaoseoonvencionales no se generan
controversias en la opinién publica como las quesgmtan los organismos transgénicos (8ala
al., 2010).

Otro uso habitual de los marcadores moleculares Brejoramiento es la caracterizacion

e identificacion de lineas avanzadas y lineas pectentes a bloques de cruzamientos respecto a
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la presencia/ausencia de alelos de genes de gatmm@nico. Esto permite realizar cruzamientos
mas especificos solamente con aquellos padresdpoetadel caracter de interés haciendo mas

eficiente el uso de recursos necesarios en cacaayeon (Salat al, 2010).

Como mencionamos anteriormente el retrocruzamiesdmo método de mejora, tiene
entre sus objetivos la introgresion de un gen spoediente a una caracteristica de interés. Si se
cuenta con un marcador especifico asociado a @jehpel avance generaciéon tras generacion,
solamente con los individuos portadores del misimard mas eficiente el proceso total.
Asimismo, si lograramos determinar dentro de esmbviduos aquellos que presenten los
mayores niveles de similitud con el parental resnte, y utilizdramos ese grupo para obtener la
siguiente generacion, se lograria disminuir el monte generaciones necesarios para recuperar
el trasfondo genético del parental recurrente (@elmet al., 2006; Dubcovsky, 2004; Frisat
al., 2001; Frischet al.,2005; Guo-Liang, 2013; Landau-Elgs$ al.,2009; Semagst al.,2006).

La asistencia con marcadores para recuperar &nds genético del parental recurrente
(MABS, por sus siglas en inglés) permitiria adenmégresar mas de un gen de interés, por
ejemplo mas de un gen de resistencia a una enfadned la misma cantidad de afios que se
necesitan para introgresar solo uno sin la asistahe marcadores. De esta forma se podrian
incorporar varios genes de resistencia a variedatiess lo que ampliaria el espectro de
resistencia de las mismas y/o les otorgaria lacid@d de mantenerse resistentes por mas tiempo
frente a cambios del patégeno (Alzate-Magiral.,2005).

La utilizacién de la MABS ha sido investigada parios autores utilizando la simulacion
(Hospital et al, 1992; Visscheet al, 1996; Frischet al, 1999 a y b). Hospitadt al (1992)
predijeron un ahorro de dos generaciones de retzagriento debido a MABS. Frisadt al
(1999b) demostraron que el niumero de generacioeeetdocruzamiento necesarias para la
introgresion de un gen se redujeron en dos a cg@mneraciones. Frisch y Melchinger (2001)
demostraron que un ahorro de tres generacionegrdenuzamiento debido a MABS es una meta
realista para la introgresion simultanea de doggefisimismo existen trabajos publicados en los
cuales se utilizo éste método de mejoramiento giggeentes cultivos, como el arroz, el trigo y el
poroto comun, entre otros (Arnab al., 2006; Faleircet al, 2004; Randhawat al, 2009). Sin

embargo no se encontraron referencias sobre leaafin de esta metodologia en un programa
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de mejoramiento orientado a la introgresion ragelg. utilizando solo dos RC) de resistencia a
NQS en germoplasma elite de soja.
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HIPOTESIS

La utilizacion de marcadores moleculares (MM) aale al método de retrocruzamiento en soja
permitira disminuir sustancialmente el nimero deegaciones necesarias para alcanzar la

recuperacion del genoma del parental recurrente.

OBJETIVO GENERAL

Utilizar el método de retrocruzamiento asistido piv para maximizar la recuperacion del

genoma recurrente y posibilitar la introgresionidaple un gen de interés en una variedad elite.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizar molecularmente las variedades rectes y el genotipo donante, con el fin de

identificar un minimo de 20 MM polimorficos entrios.

- Introgresién en variedades elite de soja del ipgyl, presente en una variedad publiqae
confiere resistencia aleterodera glycinesconocido como Nematodo del Quiste de la Soja

(NQS).

- Realizar dos generaciones de retrocruzamienstiagsimolecularmente, utilizando un MM
microsatélite (SSR, por sus siglas en inglés) aslocial genrhgl y al menos 20 MM de
polimorfismo de nucleétido simple (SNP, por sudasan inglés) distribuidos uniformemente en

el genoma del parental recurrente.
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MATERIALES Y METODOS

A. CRUZAMIENTO INICIAL

A.1. Cruzamiento
El primer cruzamiento, Recurrente x Donante, cpoediente al verano 2012-2013, fue

realizado en el campo de cria del semillero Donid/&rA., en la ciudad de Chacabuco, Bs. As.

A.2. Descripcion de la zona

La ciudad de Chacabuco es ciudad cabecera ded@al¢i Chacabuco, y se ubica al norte
de la provincia de Buenos Aires (latitud -34.64lbngitud de -60.4739). El clima es tipico del
centro de la regidbn pampeana, templado humedoye@mos templados e inviernos frescos. Las
precipitaciones anuales en Chacabuco alcanzargoramedio de 950 mm en los ultimos 30
afos. El paisaje dominante es la llanura, cuyokbsymseen alta fertilidad, que hacen de esta

zona una de las principales del pais en produ@goicola.

A.3. Germoplasma

A.3.1. Donante:Variedad Hartwig, de origen publico, con presergalocusRhglde
resistencia a NQS, heredado de P1437654 ([@eas.,2010; Handoo, 1993; Young, 1999).

La misma es una variedad de habito de crecimimieterminado y grupo de madurez
4.5, tiene pubescencia gris, pared de fruto cldtargs parpuras. Sus semillas tienen hilo negro

imperfecto.

A.3.2. Recurrente: Diez variedades elite del programa de mejoramielgtcAsociados
Don Mario, susceptibles a NQS, denominadas paeaesstidio: R1 a R10. Todas las variedades
utilizadas como padres recurrentes son genotipogeceionales (i.e. no transgeénicos) y sus

principales caracteristicas fenotipicas se detaltala Tabla 2.
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Tabla 2. Caracteristicas fenotipicas de las variedadesrestas.

CG CF GM Pub PF HC H

R1 Parpura| 3.5 Gris Tostado Indeterminaddegro
R2 Blanca 4.5 Castano clarp Castafno Indeterminadegro
R3 Parpura| 4.2| Castafio oscyro Castafo Indetermin&&Oro
R4 Parpura| 4.5/ Castafio oscyro Tost/Cast Indetadnin Negro
R5 Parpura| 4.5 Castano clarp Castafno Indetermindd@gro
R6 | Parp/Blan 4.6 | Castafio oscurp Castafo Indeterminadegro
R7 Parpura| 4.8 Castano clarp Castafno Indetermindasron
R8 | Purp/Blan 4.8 Castafio claro Oscura Indeterminaddegro
R9 | Purp/Blan 4.9 Castafo claro Castano Indeterminad¥egro
R10 Parpura| 4.9 Castano claro Castano Indetermind¥RQro

CG: codigo genotipos; CF: color de flor; GM: grup® madurez; Pub: pubescencia; PF: color de la phalefduto;
HC: héabito de crecimiento; H: color del hilo deskmilla.

A.4. Siembra, muestreo y polinizacion

Se sembraron a mano 15 semillas por metro lineatata uno de los materiales

recurrentes, junto a 15 semillas del donante. 8leason tres fechas de siembra, separadas siete

dias entre si, comenzando el 14 de Diciembre d2.201

Se tomaron muestras de hoja en el estadio V1 (fihmga totalmente expandida, Felr

al., 1971) para el andlisis molecular.

A.4.1. Proceso de muestreo de tejido vegetal

1- Se colocaron etiquetas vinilicas para darleideatificacion Unica e irrepetible a cada

planta (Figura 3).

Figura 3. Plantas identificadas

con vinilo previo al muestreo
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2- Se colect6 con sacabocados una muestra de Gendilrdetro (Figuras 4 y 5).

Figura 4. Sacabocado de 6 mm Figura 5. Toma de muestra:
para toma de muestra hoje Recoleccion de disco de hoja.

3- Se coloco la muestra correspondiente a cadéplareviamente identificada, en la celda de

una placa plastica de muestreo (Figuras 6y 7).

Figura 6. Muestras en Figura 7. Placa de muestreo
placa plastica de muestreo debidamente tapada

4- Se mantuvieron las placas refrigeradas en cemderas con hielo en gel, hasta que las
muestras fueron enviadas al laboratorio para postefilizacion (Figuras 8 y 9).

Figura 8. Muestras en conservadora Figura 9. Liofilizador 16



A.4.2. Proceso de Liofilizado

La liofilizacion es un proceso de secado mediantdirmacion que tiene el objetivo de
mantener las propiedades organolépticas de un ialatejido vegetal en esta ocasién, y por lo
tanto la conservacion del mismo por largos periatbosempo. El proceso de liofilizacion consta
principalmente de dos pasos: el primero consisteoagelar el producto y en el segundo paso el
producto es secado por sublimacion directa debltigjo presion reducida (Orrego, 2008).

A.4.3. Cruzas

Se realizaron cruzamientos por medio de polinizacartificial, conforme a la
metodologia utilizada actualmente en la mejora Eméale la soja. La misma consiste en
desproveer de sépalos y pétalos un pimpollo sdiparental que funcionara como “madre”, en
esta ocasion el PR, dejando al descubierto elneatgpbre el cual se colocara polen directamente

de las anteras tomadas de una flor del parentadeeége como padre, el PD (Figuras 10 y 11).

Figura 10. Pimpollo pelado, estigma visible Figura 11. Pimpollo pelado polinizado

A.5. Marcadores
A.5.1 Deteccion del gen objetivo

Se caracteriz6 a los parentales para el MM-SSRB@&a({Cregaret al.,1999), mediante la

técnica de microforesis. Inicialmente las deteriimaes fueron realizadas en el laboratorio de
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Don Mario, en Chacabuco, mas tarde con los mismgopamientos en la UBA (Universidad de
Buenos Aires).

El MM-SSR Satt309 (Tabla 3) es un marcador moleaglee se posiciona a 0,4 cM del
locusrhgl de resistencia a NQS, en el cromosoma 18 del gemtara soja correspondiente al

grupo de ligamiento G, con él puede ser detecthdiele 3 (134 pb) proveniente de P1437654.

Tabla 3. MM-SSR Satt 309

Primer Sequence (5’ to 3) Tme2(°C)
BARC- Forward| GCG CCT TCA AAT TGG CGT CTT 64
Satt309 Reverse| GCG CCT TAA ATA AAA CCC GAA ACT 68

Tm? (Melting Temperatura): temperatura a la cual laleldhélice de ADN se disocia en dos
simples hebras. Fuente: Creggral.,1999.

A.5.2. Proceso de extraccion de ADN
La extracciéon de ADN se realizd en cinco etapaxipales: homogeneizacion del tejido,

lisis celular, separacion de proteinas y lipidagcipitacion y redisolucion del ADN, y fue
realizada utilizando el kit de extraccion Klearg¢gh€C Genomics, UK), a partir de un disco de

hoja de 6 mm de didmetro (Figuras 12 y 13).
& [&

Figura 12. Extraccion de ADN. Figura 13. Extraccion de ADN.
Preparacion de muestras en Eppendorf. Agregado de Kleargene

Se prepararon 20 ng de ADN gendémico combinados 3f@h nM de cada primer
microsatélite antes detallado, 250 uM de cada diNUP U de Tag Polimerasa (Hot Start) en un

volumen final de reaccion de 15 pL.
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La amplificacion molecular del marcador micros&eliSatt309 se realizO en

Termociclador Biorad MyCycler (Figura 14).

Figura 14. Termocicladores

El programa de amplificacion utilizado en PCR (faw siglas en inglés de Polymerase

Chain Reaction) fue el siguiente:

1- Desnaturalizacion inicial a 95 °C por 15 minutos
2- 33 ciclos a 94 °C por 15 segundos.

3- 1 ciclo a 60 °C por 1 minuto.

El producto de la amplificacién fue visualizado @&l de agarosa 4% coloreado con
GelRed sobre luz UV (Figuras 15y 16).

Figura 15. Colocacion de Figura 16. Primer plano de gel
muestras en gel con pipeta. y muestras para la corrida.
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A.5.3. Genotipado

Se seleccionaron los 550 MM-SNP (detallados enAeéxo 2 Tabla 11) mas
polimorficos de un estudio previo de “fingerprimflie realizd6 Don Mario en el afio 2010, el cual
incluyé 96 variedades de soja y 1536 marcadoressSE§tos 550 MM-SNP fueron utilizados
para caracterizar molecularmente la linea donatds giez variedades recurrentes. Se enviaron
muestras de todos los parentales a la empresa Diédnharks, Canada, donde se llevo a cabo
esta tarea.

El genotipado se realizd utilizando un espectrof@iio de masas especificamente
disefiadgpara aplicaciones gendémicas, Mass Arrays CompaatyAer, que puede analizar mas
de 3000 muestras por dia (Agena Bioscience, SagoDigA, USA).

Para los estudios de similitud se construyeron icgstren donde la presencia de un
nucledtido deseado se expresaba con 1 y con Osknaa del mismo, luego las matrices se
analizaron con el programa Ntsys-pc version 2.1h{lR@000), utilizando el coeficiente de
similitud para variables cualitativas de doble @stallamado coeficiente de emparejamiento
simple de Sokal y Michener (Sneath & Sok&b73; Saiz, 1980) al igual que en los trabajos de

Basheer-Salimia, 2014 y Perez, 2011, entre otros).

A.6. Fenotipado

El fenotipado del genotipo donante y de los diemmentespara resistencia/susceptibilidad a
raza 3 de NQS se realiz6 en los invernaculos denBaa (Grupo Don Mario) ubicados en
Londrina, Brasil (Niblack, 2005; Riggs, 1991).

A.6.1 Evaluacion de reaccién de genotipos frentetdeterodera glycines

I.  Siembra de patron de susceptibilidad y preparacionle indculo
I.I. Se sembraron semillas del genotipo patronuseeptibilidad (cv. Lee 74) en recipientes de
50 cm de diametro, y se mantuvieron a 25°C.
I.Il. Cuando las plantas alcanzaron el estadio ®BAdrgencia de cotiledones), a siete dias de la
siembra, se trasplantaron cada una a un recipigme contenia la mezcla suelo-arena en

proporcion 1:2 (v/v) infectada con huevosHigterodera glycines
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[.IIl. Luego de 28 a 30 dias a temperatura entre- 39 °C en invernaculo y 16 horas de luz, se
recolectaron las raices de las plantas de sojeeptilsies de los recipientes previamente

preparados.
I.IV Se lavaron las raices para la extraccion denkembras deleterodera glycinesSe analizo el

tamafio de particulas usando dos tamices superpudstmalla de alambre N° 25 y N° 100 (el
tamiz N° 25 sobre el tamiz N° 100) (Figura 17 y. 18)
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Fiqura 17. Lavado de raict Figura 18. Paso por tamices

I.V. Las hembras retenidas en el tamiz de ndfld 00 fueron maceradas, reteniendo los huevos
del nematodo en un tamiz de malla N° 500 (el taxfi200 sobre el tamiz N° 500) (Figuras 19 y

20).
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Figura 19. Hembras de NQS en tamiz Figura 20. Macerado de hembras de NQS

21



l.VI. Se dejo correr toda el agua acumulada earalz de malla N° 500.

I.VII. Se paso el material retenido en el tamizeffms, el suelo, tejido, etc.) a los tubos de
centrifuga previamente preparados usando una éaldei sacarosa (454 g de azucar en 1 litro de
agua).

I.VIII. Ya con el material en el tubo de centrifuga agitd la solucion con una varilla de vidrio
para ayudar la suspension de los huevos de NQS.

I.IX. Se pesaron los tubos, se colocaron en larifega de modo que el peso quedé balanceado y
se centrifugaron durante 60 segundos a 1800 RPM.

[.X. Se separ6 el sobrenadante en tamiz de mall&09°y se elimind la sacarosa utilizando
solamente agua.

[.XI. Se pasaron los huevos a un recipiente commaeh necesario para la inoculacion de los
materiales a ser tratados.

[.XIl. Luego de agitar bien la suspension se pipetea pequeiia cantidad y se realiz6 el conteo
de 1 ml en una camara de recuento (Figura 21 yS&2{xabajoé con 1.000 huevos por ml.

Figura 21. Tamices y camara de recuento Figura 22. Recuento de quistes en
microscopio
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IIl.  Siembra de recipientes a testear, inoculacion y lerca de resultados.

Il.I. Se sembraron las semillas a ser testeadapotes de 50 cm de diametro. También se
sembraron semillas del genotipo utilizado como@matle susceptibilidad (Lee 74), y de una
variedad resistente a NQS (DM 5913) como contrsleseptible y resistente, respectivamente
(Figura 23). Los potes se mantuvieron a 25°C darkngerminacion de las semillas e inicio del

crecimiento de las plantulas.

Figura 23. Siembra en potes de

semillas a ser testeadas
II.Il. Cuando las plantulas alcanzaron el estadid (dmergencia de cotiledones), a siete dias de
la siembra, se trasplantaron cada una de las plaateas a un recipiente que contenia la mezcla
suelo-arena&n proporcion 1:2 (v/v).
[ILIIl. Con el in6culo previamente preparado, salim la inoculacion de las raices de las
plantulas trasplantadas, cuidando que el sueloslgpdtes no estuviera ni muy seco ni muy
hiamedo al momento de la inoculacion.
II.LIV. Para la inoculaciéon se utilizO una pipetata@auoatica, tomando la precaucion de
homogeneizar la solucion conteniendo el in6culoesande cada pipeteada. El volumen de
inoculacion fue de 4 ml, con una concentraciénmexa 1000 huevos de nematodo por ml. Es

decir que se inocularon aprox. 4000 huevos por pkddula (Figura 24).
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II.V. Después de la inoculacién, las raices deplaatas fueron rapidamente cubiertas con suelo
para evitar la desecacion. Las inoculaciones dzaean temprano en la mafiana o a ultima hora
de la tarde, para evitar condiciones de estréslpsugematodos.

II.LVI. Se dej6 que las plantas inoculadas se dekamr durante 30 dias en condiciones de

invernaculo (Figura 25).

Figura 25. Vista de ensayo € invernacul

[ll- Evaluacion
[ll.I. Después de 28 — 30 dias desde la inoculadénextrajeron las plantas del patrén
susceptible, y la de los materiales resistentesopafirmd visualmente el nivel de infestacion del
primero y que los genotipos resistentes estuvipegiectamente sanos. Los quistes del nematodo
se ven a simple vista. Se recolectaron luego li@esale las plantas de soja susceptibles de los
recipientes previamente preparados.
lIl.Il. Teniendo en cuenta el numero de quistes s@aletectaron en el material susceptible se
cre6 una escala del 1 al 10, donde 1 era un miai@iaémente sano (sin quistes) y 10 un material
con la misma cantidad o menos de 10 por cientoiféeedcia en cantidad de quistes con el
patron susceptible. La escala utilizada es unalaedga para esta metodologia que utiliza
personal entrenado para la misma. La idea de serslaapre los materiales susceptibles y
resistentes es confirmar que la inoculacién futosai
[I.1Il. Luego se determind mediante observaciosual qué nimero de esta escala del 1 al 10 le
correspondia a cada genotipo testeado. Plantdsale3 se clasificaron como resistentes y del 7

al 10 fueron clasificadas como susceptibles.
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B. PRIMERA RETROCRUZA (RC1)

B.1. Primera retrocruza
La primera retrocruza se llevé a cabo el inviereb2013, en invernaculo (Figuras 26 y
27), con temperatura y fotoperiodo controlados, igga manual, situado dentro de las
instalaciones del semillero Don Mario, en ChacabBso As. (Figuras 26 y 27).
Temperatura minima invernaculo: 24°C
Temperatura maxima invernaculo: 30 °C
Temperatura media invernaculo: 27 °C
Humedad: 65%

Horas de Luz: 14 horas

Fiaura 26. InvernaculcDon Mario 1 Figura 27. Invernaculo Don Mario 2

B.2. Germoplasma

B.2.1. Donantes utilizados en la primera retrocruza

Luego del primer ciclo de cruzamiento, se avanziéaimente con dos de las progenies
F1, denominadas 502 y 503, derivadas de los gasotgrurrentes R2 y R5, respectivamente, las
cuales fueron utilizadas como parentales donanielas retrocruzas. Esta seleccion se baso
primero en que los parentales recurrentes elegpiadieron ser bien diferenciados del parental
recurrente con Satt309, y segundo en la cantidemkidllas F1 logradas (46 y 25 semillas para

las progenies 502 y 503, respectivamente).
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B.2.2. Recurrentes
Como material recurrente se utilizaron las varieda®R2 y RS5, recurrentes de los

genotipos que avanzaron. Su semilla se obtuvo deskecha de los mismos en el ciclo anterior.

B.3. Siembra, muestreo y polinizacién

Para esta generacion se sembraron cinco semillam@aceta, en macetas plasticas de
cinco litros (Figura 28). Como sustrato de crecirtoese utilizé una mezcla con: 3 partes de
tierra negra, 2 partes de turba, 1 parte de ardnpayte de perla.

Se realizaron tres fechas de siembra del mateairrente, de cinco macetas cada una,
espaciadas siete dias entre ellas. La primera féetgiembra fue el 20 de Julio del 2013. Se
realizaron dos fechas de siembra del material den@oincidentes con la primera y segunda
fecha de siembra del material recurrente.

Se tomaron muestra de hoja en el estadio V1 pabzancon el MM-SSR Satt309
(Figura 29).

Fiaura 28. Plantulas en invernact Fiaura 29. Muestreo en invernact

La humedad del suelo de las macetas se mantuvataittando un sistema automético de riego
por goteo con el objeto de mantener alto el niegiulgencia de los tejidos vegetales (Figuras 30
y 31).

Figura 31. Vista general
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B.4. Marcadores

B.4.1. Deteccién del gen objetivo
La deteccidn del gerngl en las plantas F1 donantes (46 F1 de la cruzy 282F1 de la
cruza 503) se realiz6 utilizando el MM-SSR Satt3i@@do al mismo.

B.4.2. Genotipado

No se realiz6 genotipado en esta instancia pue§lase constituyen en un 50% del
parental recurrente y el otro 50% del parental dma

Se avanzé unicamente con aquellas F1 que contehilrrus de resistencia objetivo:
rhgl (43 F1 de la cruza 502 y 21 F1 de la cruza 503).

C. SEGUNDA RETROCRUZA (RC2)

C.1. Lugar
La RC2 fue realizada en el verano 2013-2014, eramipo de cria del semillero Don

Mario S.A., en la ciudad de Chacabuco, Bs. As.

C.2. Germoplasma
- Donantes:fueron utilizadas como PD las semillas RC1F1 obtenien el ciclo anterior (148
RC1F1 de la cruza 502 y 54 RC1F1 de la cruza 503).

- Recurrente: el material recurrente consistio en las mismaggades recurrentes cosechadas

en el ciclo anterior (R2 y R5).

C.3. Siembra, muestreo y polinizacién

Se realizaron tres fechas de siembra de mategalrente, espaciadas siete dias entre
ellas. Cada una contdé con 50 semillas sembrada®.%emn. La primera fecha fue el 27 de
Diciembre de 2013.
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Se realiz6é una fecha de siembra del material derjanto a la segunda fecha de siembra
del material recurrente. En este caso no se diVédgemilla en varias fechas de siembra con el
objetivo de realizar el muestreo para MM de masemalltanea y poder sincronizar las tareas.

Se tomaron muestras de hojas de las plantas RCilEllestadio V1 para analizar con el
MM-SSR Satt309 la presencia/ausencia del locustisbjehgl. Luego se realiz6 un segundo
muestreo de hoja, utilizando Unicamente aquellastas que contenian el locusgl para
caracterizar a las mismas molecularmente, con MsQWP seleccionados previamente, en DNA

Landmarks.

C.4. Marcadores
- Deteccidn del gen objetivoSe caracterizo a los parentales donantes (148 RG4A R cruza
502 y 52 RC1F1 de la cruza 503) para el MM-SSR 3t

- Genotipado: Se realizé la caracterizacion molecular utilizald®-SNPs de todas aquellas
plantas RC1F1 que contenian el lochgl (74 RC1F1 para la cruza 502 y 27 RC1F1 para la

cruza 503)enviando las muestras de las mismas a DNA Landmark

D. AVANCE DE GENERACION (RC2F1)

D.1. Siembra y muestreo

El avance de generacion de las semillas RC2F1squabtuvieron en el ciclo anterior
(233 RC2F1 para la cruza 502 y 68 RC2F1 para lzacs03) fue realizado a campo, en la ciudad
de De Witt, en el condado de Arkansas, Estados ddnidlli se encuentra otra estacion
experimental denominada DM Seeds que pertenecty aubon Mario, al Grupo Don Mario
Seeds.

Se sembraron el dia 20 de Mayo del 2014 las senii22F1 y sus respectivos parentales
recurrentes en surcos de 5 m.

Se tomaron muestras de hoja en el estadio V2 (dagunja totalmente expandida) para

analizar con el MM-SSR Satt309 la presencia/auaetti locus objetivachgl. Luego se realizo
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un segundo muestreo de hoja, utilizando Unicamagtellas plantas que contenian el locus,

rhgl, para caracterizar molecularmente, con los MM-SBIEccionados en DNA Landmarks.

D.2. Marcadores

- Deteccién del gen objetivoSe caracterizo a los individuos RC2F1 para el MNRS&tt 309.

- Genotipado: Se realizd la caracterizacion molecular utilizadMd®-SNPs de todas aquellas
plantas RC2F1 que contenian el locagl (109) enviando las muestras de las mismas a DNA

Landmarks.

D.3. Cosecha y trilla
Se cosecharon individualmente las plantas de mtes trillaron con trilladora estatica

(Almaco) y se enviaron de vuelta a Don Mario SAaGibuco, Argentina.

E. AVANCE DE GENERACION (RC2F2)

E.1. Siembra y muestreo

El avance de generacion de las semillas RC2F2cleadas en el ciclo anterior, fue
realizado en el campo de cria del semillero Donid/&rA., en la ciudad de Chacabuco, Bs. As.

El 18 de Noviembre de 2014 se sembraron 200 senfitl@2F2, de cada una de las
progenies RC2F1 comprendidas en el rango de 94% & similitud con el PR en el ciclo
anterior, para la cruza 502, junto con sus respefparentales donante y recurrente, en surcos
de 9 m.

Se avanz6 Unicamente con una poblacién de origera &02, correspondiente a aquella
de mayor similitud. Se tomaron muestras de hoja eknestadio V2 para analizar la
presencia/ausencia del locus objetiviogl. EI muestreo fue realizado solamente en aquella
poblacién F2 que habia tenido el mayor porcentajsimhilitud en la generacion anterior (97%).
Luego se realizdé otro muestreo de hoja para caizatemolecularmente aquellas plantas que

contenian el locughgl en estado homocigota.
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E.2. Marcadores
- Deteccidn del gen objetivoSe caracterizo a los individuos RC2F2 para el MNRS&tt309.

- Genotipado: Se realizé la caracterizacion molecular utilizald®-SNPs de todas aquellas
plantas RC2F2 que contenian el loahigl, enviando las muestras de las mismas a DNA
Landmarks.

Para el genotipado de todos los individuos orighsadle retrocruzas se utilizaron

Gnicamente aquellos marcadores que habian sidn@dicos en el analisis de los parentales.

E.3. Toma de datos

El motivo de la siembra de poblaciones de entreg 9% de similitud con el PR y de
ambos parentales de la cruza 502, fue realizacomgaracion visual de la similitud entre todos
ellos, pues en esta generacion aun no se realzduaeiones de rendimiento.

Se tomaron datos de color de flor, color de pubesaey vaina, madurez a cosecha,

vuelco y aspecto general.

E.4. Evaluacion Fenotipica
Luego del andlisis con MM-SNPs se evaluaron fergaipente aquellos individuos de

mayor similitud con el PR, utilizando los paramstamteriormente descriptos.

E.5. Cosecha y trilla
Se cosecharon individualmente las plantas de mtee trillaron con trilladora estatica
(Almaco) y se enviaron a DM SEEDS para realizarpeiner ensayo de evaluacion de

rendimiento en microparcelas (EER) durante el imade2015.

F. ENSAYO DE EVALUACION DE RENDIMIENTO PRELIMINAR (EER)

Para este EER se sembraron el dia 16 de Mayo dél, 2 la ciudad de De Witt,
Arkansas, dos parcelas del parental recurrentécétBespondiente a la cruza 502) y las parcelas
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de los 4 individuos 100% similares a R2, que cdaterl gen de interébgl, para luego realizar
una evaluacion de rendimiento preliminar.

Las microparcelas consisten en parcelas originddgslantas individusles, de 3 mts de
largo y 20 semillas por metro. Por lo tanto una@larcorresponde a la progenie derivada de una
planta sin repeticiones. R2 fue sembrado de la eifmma pero en dos repeticiones ya que se
contaba con mas semilla del mismo.

Este ensayo se cosechd el dia 29 de SeptiembreeaBed un andlisis estadistico
calculando promedio y error estandar para compboarrendimientos de los individuos
mencionados con los valores de R2 utilizando efnarma estadistico Infostat Libre, version
2015.
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RESULTADOS

A. CRUZAMIENTO INICIAL

- Deteccion del gen objetivo Todas las plantas donantes mostraron presentimales rhgl
para el MM-SSR Satt309. Las variedades recurrdfiedsR3, R4 y R7 no pudieron diferenciarse
del PD con este marcador. Las variedades recusrdt®e R5, R6, R8, R9 y R10 mostraron
ausencia del gerhgl para el MM-SSR Satt309, quedando claramente diéeadas del PD
(Figura 32).

Satt 30¢

R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R1D

Figura 32. Resultado de ampliacion para el marcador SSR@a#n
gel de agarosa. D: parental donante, R1 a R10 taégsmecurrentes.
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- Genotipado con MM-SNP.Luego del genotipado se pudieron observar:
i) La cantidad de MM-SNPs polimorficos por cruza effjea.
i) La distribucién de los MM-SNPs a través del gertasma.

iii) La similitud genética entre parentales segun &sMM-SNPs utilizados.

i) La cantidad de MM-SNP polimorficos por cruza (TaB)aespecifica varid entre 171 y
255, correspondiendo a un promedio 37.3 % del titdbs marcadores utilizados para el
genotipado (550 SNP) (Tabla 5).

Tabla 4. Cantidad de MM-SNPs polimorficos por cruza.

R1xDR2xDR3IxDRAXxDR5xD|RoXxD|RVXxD|REXD|RIXx D|R1I0X D
MM Polimorficos 255 202 | 171 | 219 | 196 | 210 | 208 | 195 137 199
MM Monomdorficos| 258 | 318 | 336 | 292 | 309 | 291 | 254 | 316 | 306 308
Datos perdidos 37 30 43 39 45 49 48 39 a7 43
Total 330 | 3530 | 330 | 530 | 3530 | 530 | 530 | 530 | 530 250

R1 a R10: Recurrentes; D: Donante; Rn x D: tipordea especifica

- La cantidad de MM-SNP considerados datos perditiossta primer etapa vario entre 30 y 49,
correspondiendo a un 7.6 %, en promedio, del td&allos marcadores utilizados para el
genotipado (550 SNP).

i) La distribucién de los MM-SNP a través del geptasma fue homogénea, con un
promedio de 10.3 SNPs en cada uno de los 20 cronassde la soja (Figura 33).
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Figura 33. Distribucién de MM-SNPs en cromosomas para cadenpa recurrente. Cada color
corresponde a uno de los 20 cromosomas, cuantamsés el color mas MM-SNPs en ese
cromosoma.

iii) La similitud genética entre parentales segds 550 MM-SNPs utilizados (Figura 34 y
35).
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Fenotipado: Luego del fenotipado, realizado sobre plantasulamas artificialmente con NQS,

los datos que se obtuvieron estuvieron dentro despeerado, siendo los genotipos recurrentes

susceptibles y el parental donante resistente &bl

Tabla 5. Resultados del fenotipado de los parentales

Eepeticiones

ID 1 2 3 4 5 ] Beaccion
Rl Susceptible | Susceptible | Susceptible | Susceptible | Susceptible | Susceptible | Susceptible
Rl Susceptible | Susceptible | Susceptible | Susceptible | Susceptible | Susceptible | Susceptible
R3 Susceptible / Susceptible | Susceptible | Susceptible | Susceptible | Susceptible
R4 Susceptible | Susceptible | Susceptible | Susceptible | Susceptible | Susceptible | Susceptible
R5 Susceptible / Susceptible | Susceptible | Susceptible / Susceptible
Ré6 Susceptible | Susceptible | Susceptible | Susceptible | Susceptible / Susceptible
R7 Susceptible / Susceptible | Susceptible | Susceptible / Susceptible
R3 Susceptible | Susceptible | Susceptible | Susceptible | Susceptible | Susceptible | Susceptible
R9 ) / Susceptible | Susceptible | Susceptible / Susceptible
E10 Susceptible | Susceptible | Susceptible | Susceptible | Susceptible | Susceptible | Susceptible

D Resistente Blesistents Blesistents Blesistents / Hesistents Resistente

ID: identificacion de parentales; R1 a R10: Reaques; D: Donor Hartwig

B. PRIMER RETROCRUZA (RC1)

- Deteccion del gen objetivo utilizando el MM-SSR S&09: De las 46 plantas F1 muestreadas

para lacruza 502, cuatro fueron datos perdidos y 43 llevaban aldode interésshgl (Figura

36).

Figura 36. Producto de ampliacion en gel de agarosa paraidhdis F1
correspondientes a la cruza 562 Padre Recurrente correspondiente a la
cruza 502D: Padre donante correspondiente a la misma cruza.




- De las 25 plantas F1 muestreadas pacauza 503, cuatro no contenian el gen de interés y 21

si llevaban el gen de interébgl.

- El porcentaje de plantas F1 con el gen de inteaés cada cruza confirma una buena eficiencia

en los cruzamientos realizados (Tabla 6).

Tabla 6. Cantidad de F1 por cruza evaluada con y sin etlganterésthgl.

% CRUZA % CRUZA NO
CRUZA [PTM | PLTS CONrhgl | PLTS SINrhgl EEECTIVA EFECTIVA
502 46 43 3 93 7
503 25 21 4 84 16

PTM: plantas F1 totales muestreadas, PLTS: pl:

C. SEGUNDA RETROCRUZA (RC2)

- Deteccion del gen objetivoEl 50 % de las plantas muestreadas para la progdid-1 de

ambas cruzas (148 RC1F1 para la cruza 502 y 54 R@4fa la cruza 503) contenian el locus de

interés,rhgl (Figura 37), quedando un total de 74 individuosapga cruza 502 y 27 individuos

para la cruza 503.

Al A2 A3 A4 AS /A

C1C2 C3 C4 C5 €6 €7 €8 £9 €10 C11C12 D1D2D3 DADS D6 D7 D8 E1 E2 E3 E4

E5 E6 E7 E8 E9 EIOF11E12 F1 F2 F3 F44 . - F5 F6 8 F9 FI0F11F12 G1 G2G3 G4
= g % b — -

Figura 37. Producto de ampliacion para algunos individuos
RC1F1 de la cruza 50R2: Padre Recurrente correspondiente a
la cruza 502,D: Padre dornte. A1 a G4 individuos RC1F

Tﬁ A9 A10A11A12 B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B3 B9 B10B11B12
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- Genotipado utilizando SNPs:Los porcentajes de similitud con el parental resnte, de
la progenie RC1F1 de la cruza 502, oscilaron eff% y 88%, con un promedio

esperado para esta generacion de 75% (Figura 38).

Distribucion de similitud cruza 502

65 67 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 88
Porcentajes

Individuos
o = MW s N o~ 00 \D

Figura 38. Porcentajes de similitud con el padre
recurrente de la progenie RC1F1, de la cruza 502.
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- Los porcentajes de similitud con el parental remte, de la progenie RC1F1 de la cruza 503,

oscilaron entre 68% y 82%, con un promedio espepad® esta generacion de 75% (Figura 39).

Distribucion de similitud cruza 503

Individuos
%] ) =y ¥y} (=)} ~J

68 70 71 72 73 75 76 77 78 79 80 82

Porcentajes

Figura 39. Porcentajes de similitud con el padre recurrente
de la progenie RC1F1, de la cruza 503.

D. AVANCE DE GENERACION (RC2F1)

- Deteccion del gen objetivo utilizando eMIM-SSR Satt309

De los 233 individuos muestreados para la cruzg 302 individuos contenian el locus de
interésrhgl, correspondiendo al 47% del total de individuos.

De los 68 individuos muestreados para la cruza 363ndividuos contenian el locus de interés

rhgl, correspondiendo al 53% del total de individuos.

- Genotipado utilizando MM-SNPs de las progenies RZF1, de las cruzas 502 y 50Bos

porcentajes de similitud con el parental recurredéela progenie RC2F1 de la cruza 502 (74),
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oscilaron entre 77% y 97%, con un promedio de 88aperior al 87.5% esperado para esta
generacion de retrocruza (Figura 40).

Distribucion de similitud cruza 502

77 81 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95 96 97
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Individuos

[ I A -]

Porcentajes

Figura 40. Porcentajes de similitud con el padre recurrente
de la progenie RC2F1, de la cruza 502.

Los porcentajes de similitud con el parental resnte, de la progenie RC2F1, de la cruza
503, oscilaron entre 76% y 88%, con un promedi@2#é, inferior al 87.5% esperado para esta
generacion de retrocruza (Figura 41). Esto podsieese a la poca cantidad de individuos que se
obtuvieron en esta cruza para esta generaciom@@dduos totales, 36 conteniendo el gkgl).

Lo cual indica la importancia de mantener un nanaerpoblacion no inferior a 100 individuos.

Distribucion de similitud cruza 503

76 79 R0 81 R? 83 R4 85 R6a R7 B8

Porcentajes

Individuos
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=

Figura 41. Porcentajes de similitud con el padre
recurrente de la progenie RC2F1, de la cruza 503.
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E. AVANCE DE GENERACION (RC2F2)

- Genotipado

- Los resultados de similitud para la poblacion REZ2de la progenie RC2F1 mas similar al

parental recurrente (97%), oscilaron entre 86% §%,0con un promedio esperado de 97%
(Figura 42).

- Un 5,6% de los individuos totales muestreadoa pata poblacién (71) alcanzaron el 100% de
similitud con el parental recurrente y un 19,7%adeindividuos se encontraron entre 99 y 100%

de similitud con el mismo.

Distribucion de similitud progenie RC2F2 cruza 502
25
20
)
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3
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86 92 95 96 97 98 99 100
Porcentajes

Figura 42. Porcentajes de similitud con el padre
recurrente de la progenie RC2F2, de la cruza 502.

- Para el genotipado de cada retrocruza se redpettantidad de MM-SNP polimorficos
detectados en el genotipado de los parentalesm8ota se eliminaron del analisis aquellos
marcadores que se consideraron datos perdidos gpoersdneos en mas del 10 % de los
individuos (Tabla 7).
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Tabla 7. Cantidad de MM-SNP polimorficos e individuos pengracion

F1 RC1F1 RC2F1 RC2F2
MM-SNP | Individuos | MM-SNP | Individuos | MM-SNP | Individuos | MM-SNP | Individuos
Cruza 502 202 43 164 74 154 109 120 71
Cruza 503 196 21 187 32 178 36 - -

- En la Figura 43 se visualizan el parental donantan grupo individual separado y el recurrente
con parte de la progenie RC2F2. En el recuadrogejcemarcaron los cuatro individuos 100%

similares al parental recurrente.
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Figura 43. D: Parental Donante. Recurrente 2-1: Parental iRetie;
RC2F2_n: individuos RC2F2

- En las Figuras 44 y 45 se representa una compargcafica de la proporcion de parental
donante y parental recurrente con y sin la asigtede marcadores moleculares para la
recuperacion del parental recurrente. Se obsergahresultado global obtenido, al comparar la

reduccion del germoplasma donante (Figura 44)rgisino tiempo el aumento del germoplasma
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recurrente (Figura 45) a través de las generacipaes el método de retrocruza tradicional y el
de retrocruza asistida por marcadores moleculares.
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Figura 44. Reduccion de la proporcion de germoplasma dehgardonante
a través de generaciones sucesivas de retrocRRa®arental Donante. sin:
retrocruza tradicional. con: retrocruza asistida RtM-SNP.
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Figura 45. Aumento de la proporcion de germoplasma del pakregeturrente a
través de generaciones sucesivas de retrocruza®BRental Recurrente. sin:
retrocruza tradicional. con: retrocruza asistida RtM-SNP.
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- Las evaluaciones fenotipicas confirmaron la tesa de los individuos 99 y 100% similares
al PR, ya que todos ellos obtuvieron un valor de 3 dentro de la escala comparativa con el

patron de susceptibilidad Lee 74.

- Las observaciones visuales de las poblacionesdidduos RC2F2 con mayor porcentaje de
similitud al parental recurrente en la generacigtedor (RC2F1), mostraron un parecido muy
alto entre todas las progenies y el PR. En la Télsk presentan los datos fenotipicos tomados en
el campo. En la Figura 46 se muestran fotos deinpalr Hartwig (donante de la resistencia) que
evidencia este parecido. Tanto en la Tabla 8 camla €igura 46, se puede apreciar el porte sin
vuelco de individuos y PR a diferencia del PD.

Tabla 8. Datos fenotipicos de individuos de alta similith el parental recurrente y de ambos
parentales.

P“Z'::‘:::LC:FE GM Flor PUB PF HC Hilo |Vuelco
RC2F194% 45 Purpura |Castano claro|Castano |Indeterminado Negro Mo
RC2F195 % 45 Purpura |[Castafio claro| Castafio | Indeterminado MNegro Mo
RC2F1 96 % a5 Piurpura |[Castafio claro| Castafio |Indeterminado MNegro Mo
RC2F1 97 % 45 Purpura |[Castafio claro| Castafio | Indeterminado MNegro Mo

R 45 Purpura |Castafio claro| Castafio |Indeterminado MNegro Mo
D 45 Plrpura Gris Castafio | Indeterminado | Negro imp. 51

R: parental recurrente, D: parental donante. PiegeRC2F2 derivadas de poblaciones
RC2F1 con un 94, 95, 96, y 97 % de similitud. Gvupp de madurez, Flor: color de flor,
Pub: color de pubescencia, PF: color de paredutie, iHC: habito de crecimiento.
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Figura 46. Fotos del parental Hartwig, resistente a NQS (ACB parental
recurrente de la cruza 502 (R2) susceptible a NQE& (F); y progenie de
RC2F1 97% similar al padre recurrente de donddsevieron los
individuos RC2F2, 99 y 100% similares a éste ult{@pH, I).
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En la Figura 47 se muestra el parecido de indisdlL@0% similares al PR. En la Figura 47 se
puede apreciar una leve tonalidad verdosa en lel dael PD, menos ramificaciones en éste y
mayor longitud de tallo, lo que genera su vuelcdiferencia del PD y el individuo 100% similar

elegido para la imagen. Individuo 100%

Parental Recurrente similar al parental
recurrente para los

MM-SNPs evaluados

Parental Donante

Figura 47. Parentales donante, recurrente e individuo 100%#asial parental recurrente para los
MM-SNPs evaluados

F. ENSAYO DE EVALUACION DE RENDIMIENTO (EER) EN MICROPARCELAS

En la Tabla 9 se presentan los resultados de wayenseliminar de rendimiento, realizado en
microparcelas, de 3 metros de largo y 60 semiltdalds, para el parental recurrente R2
(correspondiente a la cruza 502) y el promedio d& de los individuos 100% similares al
mismo, que portan el gahgl (R2+hgl). Como cada microparcela se origina a partir d& un

planta no es posible contar con repeticiones padta mdividuo en particular en esta instancia.
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Tabla 9. Rendimientos

promedio preliminares obtenidos en dasayos de
microparcelas.

Variable n

Media E. E. Min Max
R2 2 5841,5 63,5 5778, 0 5905, 0
R2-rghl 2 5809,5 984,5 4825, 0 67594, 0

R2: parental recurrente correspondiente a la &502a

R2+hg1: Individuos 100% similares a R2 portando el dgegyl, de resistenciald. glycines.
n: cantidad de individuos. E.E.: error estandaadaedia.
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DISCUSION

La cantidad de marcadores SNPs polimérficos raselsapor cruza especifica luego del
primer genotipado de parentales no superé el 5@¥ando entre 30 y 50% de un total de 550
marcadores SNPs utilizados, seleccionados commé#sspolimorficos de un estudio previo de
“fingerprint” que comprendia mas del doble. Sumadsto, la similitud entre el parental donante
y cada uno de los parentales recurrentes fue sudrb0% en todos los casos, oscilando entre
58 y 62%. Aun asi se puede observar en el arbla Beyura 35 que el parental donante se ubicé
en un grupo aparte respecto del total de recusehtebaja variabilidad genética observada para
el grupo de genotipos utilizados en este estudiocwe con los informes sobre la escasa
variabilidad existente dentro de los cultivareslalespecies. maxque son el “pool” de genes
disponibles para el mejoramiento (Mirosleval, 2002; Zhuet al, 2003; Arnaoet al, 2010;
Olsinaet al, 2012; Liet al, 2014; entre otros). Por otro lado, esto resaltaniportancia del
descubrimiento y disponibilidad de los SNPs, quenten encontrar diferencias aun bajo las
condiciones de base genética estrecha. La altaddende SNP en el genoma de la soja (y en el
de otras especies) convierten a los MM-SNP en las atlecuados para este tipo de estudios,
donde se necesitan muchos marcadores para conseguayor cobertura posible del genoma
(Gauret al, 2012; Songet al, 2004).

En el método de mejoramiento en el que nos enfosamorecuperacion rapida del
genoma del parental recurrente depende de vadtwrda, entre ellos la densidad y distribucion
de marcadores a lo largo del genoma de los paesntain embargo no hay mucho conocimiento
respecto a la cantidad minima de marcadores aaustpiara la asistencia de una retrocruza. Como
evidencias previas se pueden mencionar, entre, ep@sArnacet al. (2006) utilizaron 36 MM-
SSR para recobrar el genoma de un parental reteiregnarroz Qryza Sativa);Morris et al.
(2003) emplearon 109 MM-SSR para un estudio contiparde retrocruzas en maizg@ mays)

y Faleiro et al. (2004) usaron 8 MM-RAPD para una retrocruza aksen poroto comun
(Phaseolus vulgarig).

Este estudio se inicié6 saturando con 550 MM-SNPacado de los germoplasmas

recurrentes y donante con la idea de hallar al ;m:@00MM polimorficos entre ellos, resultando
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en 202 y 196 SNPs polimérficos para las cruzas p(03, respectivamente, distribuidos
uniformemente en el genoma de la soja, con un pimmae 10 SNP en cada uno de los 20
cromosomas (Figura 33).

Por otro lado, al hacer uso para la deteccion eelodpjetivo de un MM-SSR que tienen la
caracteristica de ser co-dominante, permiti6é llegandividuos de alta similitud con el PR
conteniendo el gerhgl en estado homocigota, asegurando de esta forfijacién de este gen
en las variedades finales obtenidas.

Ademas, tras la primera retrocruza, los datos delittid genética calculados para las
progenies RC1F1 de ambas cruzas se situaron dentos valores esperados, siendo la similitud
promedio de 75%. Luego de la segunda retrocrugzaaghedio de similitud esperado para el
método tradicional (87.5%) fue superado por la enigg RC2F1 de la cruza 502, que alcanzo6 un
promedio de similitud de 89% con su respectivo mataecurrente. Sin embargo no ocurrio lo
mismo para el caso de la progenie RC2F1 de la &02an la que el promedio de similitud fue
83%, valor menor al esperado. Esto pudo deberdmjal nimero de individuos (68) que se
obtuvieron en esta generacién, de los cuales $oinddviduos (53%) contenian el gen de intereés,
rhgl.

Si se observan las curvas de distribucion de sudille ambas cruzas para la generacion
RC1F1 (Figs. 38 y 39), en las cuales se obtuvietnres promedio esperados de 75% se
observa claramente que cuando la cantidad de ¢hdisi obtenidos fue menor también cayé la
cantidad de individuos con alta similitud genétitdenidos. Un bajo nimero de individuos con
alta similitud dificulta la obtencién de un buemmero de individuos en la siguiente generacion
por tratarse estos de fuentes de flor para losssums cruzamientos.

El ndmero de individuos a lograr en cada generagitm estrategia de seleccion de los
individuos que avanzan de una generacion a laesitgiison otros de los factores importantes a
tener en cuenta al hacer uso de este método, fiargmmtampoco existen demasiados registros
gue nos permitan asegurar una distribucion adead@dia similitud para el logro del éxito en la
menor cantidad de generaciones. Frisch y Melchi{@@05) desarrollaron un modelo de
seleccion tedrica para retrocruzas asistidas pocadares en la cual tuvieron en cuenta los tres

factores mencionados y varios otros. Segun estosesy la seleccion es mas eficiente a medida
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gue se incrementa el tamafio poblacional que comuelento de marcadores utilizados,
coincidiendo con lo sucedido en el presente trabajo

Poner foco en conseguir rapidamente una alta tighibon el PR nos lleva a ejercer una
mayor presion de seleccion en cada generacionemtig asi pocos individuos con la mas alta
similitud para avanzar. Deberia también investgamgé sucede si disminuimos la presion de
seleccidén ejercida para avanzar, esto podria degivaina distribucion de similitud mas amplia
pero conteniendo al menos un individuo con la #indldeseada quedando solamente avanzar de
generaciones: F1 y F2 para conseguir el objetival fi

Al mismo tiempo, la mayor dificultad de la aplicacide este método es que se deben
realizar ciclos sucesivos de cruzamientos, a l@desuse le suman dos muestreos y analisis
encadenados antes de la floracion, para poder egitar al maximo como donantes de cruza en
cada generacion a aquellos individuos que conteabjgen de interés y que a la vez tengan un
alto porcentaje de similitud con el parental reente. Por lo tanto, reducir al maximo el nimero
de ciclos de retrocruzas necesarias para la reacipardel genoma recurrente es altamente
deseable para poder aplicar esta metodologia pnognama de mejoramiento.

En las Figuras 44 y 45, que comparan la reducabgetmoplasma donante y el aumento
del germoplasma recurrente, respectivamente, stepaleservar con claridad el resultado global
obtenido a través de las generaciones para el mé@detrocruza tradicional y el de retrocruza
asistida por marcadores moleculares.

La generacion a la que se lleg6 en este estudi@FR@roveniente de progenies RC2F1
gue comprendian valores de similitud de entre 94%, nos permitié constatar de forma visual
la similitud fenotipica entre individuos resistentg el PR. Se pudo observar alta similitud
fenotipica en color de flor, color de pubescencimsed de fruto, duracién total de ciclo, habito
de crecimiento, color de hilo y comportamiento feeal vuelco (Tabla 8 y Figuras 46 y 47).

Ademas, los resultados del analisis preliminar @edimiento en microparcelas,
presentados en la Tabla 9, dan una aproximacida sieilitud en cuanto a rendimiento entre el
parental recurrente y su respectiva progenie ebje®@bviamente este dato en particular es solo
orientativo y debe corroborarse en ensayos comypasatie rendimiento (ECR), con varias
repeticiones y en distintas localidades. Estos E€@fRieren de volumenes de semilla superiores a

los de una planta individual y por lo tanto serdalizados en una instancia de continuacion, ya
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gue su concrecidon excede los limites temporalesstietesis. No obstante estas limitaciones, se
incluyeron los datos de rendimiento preliminar paw@strar hasta que instancia del proceso de
mejoramiento se llegd, y el tiempo requerido pacarear la misma. En relacion con esto, y a
modo de sinopsis general, se presenta, ANEIXO 1, la Tabla 10 con la cronologia y el detalle
de las actividades realizadas para incorporartessi al NQS en germoplasma elite de soja. En
la Tabla 10 se puede apreciar que el proceso qdesge la siembra del bloque de cruzamientos
original hasta la cosecha del ensayo de rendimgm@iaminar de los individuos 100% similares

al padre recurrente, con el gen de interés incagmrse completd en dos afios y nueve meses.

CONCLUSION

En este estudio se pudo demostrar que con sdloidos de retrocruzas y dos de avance
generacional es posible obtener una poblacion ngiramedio de 97% de similitud genética con
el parental recurrente, conteniendo individuos 8ey9100% de similitud con la linea elite
objetivo para los MM-SNPs evaluados. Ademas, atildo el verano y la contra-estacion se
logré completar este objetivo en solo dos afios pewato con los cuatro afios que llevaria lograr
el mismo objetivo por el método de retrocruzasitiadal. A esto se le suma la reduccion a
menos de la mitad en los afios de avance generbparsla fijacion de genes. Asimismo, se
redujo al minimo el mayor inconveniente atribuidorg@todo de retrocruzamiento, permitiendo
su utilizacion eficiente en un programa de mejoemta. Mantener las caracteristicas de una
linea elite y sumarle la introgresiéon de un genntkerés en el menor tiempo posible es lo que le
aporta importancia al método de retrocruzamienistide por marcadores. Especificamente, en
esta tesis se demostré que fue posible incorpenasplo dos afios y nueve meses, resistencia a
NQS a germoplasma elite de soja sin perder lascteaisticas agronomicas que lo hacen
competitivo comercialmente. Tomados en conjunt® résultados derivados del dominio de esta
técnica tienen un alto potencial de aplicacién ghraejoramiento genético de la soja.
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ANEXO 1

Tabla 10. Cronologia de la incorporacion de resistencia a NQS a germoplasma elite de soja
mediante seleccion asistida por MM.

Mes/Afo

Dic. 2012

Ene. 2013

Ene. 2013

Ene. 2013

Ene. 2013

Ene. 2013
Abr. 2013
Jul. 2013

Ago. 2013

Ago. 2013

Ago. 2013
Oct. 2013

Dic. 2013

Dic. 2013

Dic. 2013

Dic. 2013

Ene. 2014

Actividad

BC. Siembra del Bloque de Cruzamientos

Muestreo de hojas de R2y D

Deteccion del gen objetivo (rhg1) con MM-SSR
Satt309

Resultado: R2 sin y D con rhg1

Genotipado con 550 MM-SNP
Resultado: 202 MM-SNP polimérficos entre R2 y D

Fenotipado para Raza 3 de NQS
Resultado: R2 susceptible y D resistente

Cruzamientos RZ x D

Obtencion F1 (46)

ler RC. Siembra R2 y 46 F1 obtenidas en Abril 2013
Muestreo de hojas de las 46 F1

Deteccion de gen objetivo (rhg1) con MM-SSR
Satt309

Resultado: 43 F1 con rhg1

Cruzamientos R2 x F1 con rhg1

Obtencion de progenie RC1F1 (148)

2da RC. Siembra R2 y 148 RC1F1 obtenidas en Oct.
2013

Muestreo de hojas de 148 RC1F1

Deteccion de gen objetivo (rhg1) con MM-SSR
Satt309

Resultado: 74 RC1F1 con rhg1

Genotipado 74 RC1F1 con 164 MM-SNP Resultado:
75 % similitud promedio entre RC1F1y R2. Min.
65% y Max. 88%

Cruzamientos R2 x RC1F1 con rhg1

Localidad

Chacabuco

Chacabuco

Chacabuco

Canada

Brasil

Chacabuco
Chacabuco
Chacabuco
Chacabuco

Buenos Aires

Chacabuco
Chacabuco

Chacabuco

Chacabuco

Buenos Aires

Canada

Chacabuco

Lugar

Campo DM

Campo DM

Lab. DM

Lab. DNA
Landmarks

Inv. DM

Campo DM
Campo DM
Inv. DM
Inv. DM

Lab. UBA-DM

Inv. DM
Inv. DM

Campo DM
Inv. DM

Lab. UBA-DM

Lab. DNA
Landmarks

Campo DM

Continua...
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Tabla 10. Continuacion

Mes/Afo

Mar. 2014

Mar. 2014

Jun. 2014

Jun. 2014

Jun. 2014

Sep. 2014

Nov. 2014

Dic. 2014

Dic. 2014

Dic. 2014

Ene.-Feb. 2015

Mar. 2015

Abr. 2015

May. 2015

Sep. 2015

Actividad

Obtencién de progenie RC2F1 (233)

Avance RC2F1. Siembra 233 RC2F1 junto con R2 y
D.

Muestreo de hojas de 233 RC2F1

Deteccion de gen objetivo (rhg1) con MM-SSR
Satt309
Resultado: 109 RC2F1 con rhgl

Genotipado 109 RC2F1 con 154 MM-SNPs
Resultado: 89 % similitud promedio entre
RC2F1y R2. Min 77% y Max 97%.

Cosecha de progenie RC2F2 (109)

Avance RC2F2. Siembra progenie RC2F2 de las 16
RC2F1 de similitud entre 94 y 97 % con R2, junto
conR2yD

Muestreo de hojas de 200 progenies RC2F2,
derivadas de RC2F1 de 97% de similitud con R2

Deteccion de gen objetivo (rhg1) con MM-SSR
Satt309 de 200 muestras

Resultado: 71 RC2F1 con rhg1 en estado
homocigota

Genotipado 71 muestras con 120 MM-SNPs
Resultado: 4 individuos RC2F2 de similitud 100%
con R2

Toma de datos fenotipicos a campo

Cosecha de progenie RC2F2 (4) de similitud
100% con R2

Fenotipado para Raza 3 de NQS de progenie RC2F2
(4) de similitud 100% con R2

Resultado: Resistencia a Raza 3

EER. Siembra microparcelas de RC2F2 100% R2 +
rhg1(4), junto a parcelas R2

Cosecha de progenie RC2F3

Localidad

Chacabuco

Arkansas

Arkansas

Bs. Aires

Canada

Arkansas

Chacabuco

Chacabuco

Bs. Aires

Canada

Chacabuco

Chacabuco

Chacabuco

Arkansas

Arkansas

Lugar

Campo DM

Campo DM
Campo DM

Lab. UBA-DM

Lab. DNA
Landmarks

Campo DM

Campo DM

Campo DM

Lab. UBA-DM

Lab. DNA

Landmarks

Campo DM

Campo DM

Campo DM

Campo DM

Campo DM

BC: bloque de cruza; R2: Recurrente 2; D: Donorfwig; NQS: Nematodo del quiste de la Soja;
MM: marcador molecular; SSR: microsatélites siglasnglés; SNP: polimiorfismo de nucleétido

simple siglas en inglés; RC: retrocruza; Inv: imé&aulo; Lab: laboratorio.
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ANEXO 2
Tabla 11 Listado de los 550 MM-SNP utilizados para el ggrauto de los genotipos

Nomenclatura SNP Cromosoma Posicion (cM)
$s107927468 G610 1 7,349
$s107919439 G543 1 15,983
$s107920733 G251 1 16,723
$s107921288 G437 1 17,33
$s107913169 G574 1 29,884
$s107918851 G209 1 33,542
$5107928195 G289 1 37,143
$s107928136 G606 1 37,971
$s107914319 G518 1 39,921
$s107926972 G113 1 40,869
$s107930182 G259 1 41,58
$s107912776 G370 1 41,689
$5107928020 G582 1 43,745
$s107923139 G131 1 49,432
$s107914302 G544 1 52,713
$s107917765 G548 1 54,864
$s107913849 G377 1 58,03
$s107929868 G446 1 58,225
$s107913217 G273 1 59,786
$s107923585 G577 1 60,624
$s107923857 G547 1 64,675
$s107923832 G250 1 65,868
$s107912896 G248 1 77,066
$s107913795 G114 1 83,799
$s107913226 G585 1 91,319

$s4969672 G557 1 95,232
$s107915856 G343 1 97,287
$s107914779 G177 2 0
$s107921577 G656 2 0,947
$s107919808 G586 2 18,433
$s107918691 G334 2 18,801
$s107913471 G513 2 19,812
$5107923984 G237 2 21,459
$s107930839 G236 2 28,431
$s107915454 G605 2 29,984
$s107919176 G386 2 38,319

Continua...



Nomenclatura

$s107912779
5107916198
$s107929550
ss107923556
$s107915294
ss107913650
$s107913651
ss107921176
$s107914852
ss107914208
$s107925463
ss107927676
$s107929621
ss107918743
$s107924971
ss107913705
$5107921498
$s107916923
$s107913160
ss107918197
$5107923892
ss107913056
$s107913946
ss107913794
$s107913418
$5107923080
$s107923073
$5107918689
$s107913534
ss107913533
$5107923492
ss107930134
$s107925790
ss107930579
$s107912787
$s107916303
$s107916895
$5107913993

SNP Cromosoma Posicion (cM)

G260
G428
G285
G625
G409
G540
G402
G460
G197
G206
G144
G489
G558
G358
G619
G620
G256
G572
G417
G115
G293
G125
G413
G579
G333
G191
G657
G274
G318
G556
G322
G637
G565
G192
G527
G661
G270
G492

2

W W W W W W W WwWwWwwwwwMNNNNDNDNDNDNDNDNDNDNDNDNNNDNDNDNNNDMNDDNDNNDNNDNDNDN

41,693
44,246
44,461
45,028
48,5
50,246
55,191
55,561
82,225
83,356
83,356
83,384
84,305
85,835
90,547
94,879
95,414
103,895
114,69
116,494
118,341
119,19
126,256
131,851
132,597
12,532
12,532
13,404
21,13
22,033
27,183
27,429
30,713
37,468
44,989
45,589
47,787
49,693

Continua...
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Nomenclatura

$s107916160
$5107920850
$s107913079
ss107919246
$s107913261
ss107912585
ss107912511
ss107930750
$s107914954
ss107931012
$s107920734
ss107913512
$s107919262
ss107913342
$s107919507
ss107915399
$s107917456
$5107918688
$5107929365
$5107929343
$s107921721
$s107926381
$s107921637
ss107915692
$s107912812
ss107920542
$s107915069
$5107923986
$s107916062
ss107918301
$5107921684
ss107919814
$s107923476
$s107917197
$s107913925
ss107916344
$s107913954
ss107915802

SNP Cromosoma Posicion (cM)

G529
G136
G390
G424
G304
G609
G444
G493
G369
G127
G385
G165
G190
G567
G473
G512
G449
G164
G660
G373
G649
G372
G156
G602
G411
G554
G365
G329
G207
G478
G188
G134
G328
G596
G387
G203
G653
G395

3
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50,429
60,959
61,481
61,887
62,615
74,162
81,043
85,075
85,18
94,686
95,842
4,856
5,442
10,513
14,034
15,583
43,508
45,961
51,667
52,477
52,477
54,889
59,692
63,833
63,834
80,756
100,565
103,423
105,842
108,244
0
2,452
3,449
4,067
6,866
7,67
9,483
17,406
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$s107923021
ss107920554
$s107913008
55107926698
$s107921358
$5107912822
$s107926653
$5107923528
$s107913817
$s107923130
$s107916669
ss107923553
$s107913883
ss107918912
$s107921710
$5107920328
$s107926859
$5107919282
$5107926849
5107919569
$s107923047
$s107919571
$s107913271
$5107926856
$s107912834
ss107926581
$s107916759
ss107926543
$5107926845
ss107913837
$s107925232
ss107913110
$s107930217
$s107913939
$5107929454
5107912981
$s107913501
$s107914758

SNP Cromosoma Posicion (cM)

G326
G628
G614
G117
G562
G283
G398
G545
G364
G592
G216
G419
G249
G271
G355
G262
G484
G593
G310
G168
G180
G555
G480
G623
G427
G308
G268
G421
G247
G204
G451
G468
G632
G307
G469
G124
G564
G404

(o) J@) @) @) T ) I ) I @ ) @ > R @ ) RN 2 R © 2 R 5 R © 2 R O R © 1 R O R O B B R O O B O B O B O I O 2 I 3 2 B B O B O B O B O B O B O B O R O BN U4 BV, |

21,708
22,524
24,069
27,639
32,398
32,896
34,598
34,778
36,095
37,896
38,957
41,627
42,038
47,268
47,268
49,474
55,158
56,137
56,199
57,945
71,832
72,963
73,037
77,959
78,469
80,633
80,687
80,687
82,976
5,196
16,388
26,077
30,508
36,765
66,091
67,988
80,281
86,271

Continua...
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$s107921293
$s107915519
$5107918906
$s107925029
$5107929602
$s107930961
$s107929749
ss107918865
$5107924435
ss107913818
$s107922673
ss107917089
$s107923346
ss107912725
$s107928441
$s107914315
$s107917604
ss107917577
$s107917519
$s107917113
$s107914184
$5107930040
$5107929806
ss107919937
$s107920301
ss107918678
$s107930989
ss107913778
$s107912687
ss107921552
$s107929304
$5107924009
$s107915919
ss107921198
$s107913100
$5107926222
$s107928816
ss107917285

SNP Cromosoma Posicion (cM)

G163
G448
G235
G150
G459
G496
G535
G211
G135
G639
G266
G631
G363
G464
G645
G169
G281
G302
G202
G323
G438
G568
Gl61
G388
G578
G457
G375
G231
G151
G184
G507
G176
G405
G495
G612
G299
G346
G590

6
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88,142
94,506
97,061
98,146
98,146
100,913
100,941
102,122
103,109
103,193
103,198
103,881
104,504
104,51
106,335
106,36
107,007
107,007
107,007
107,007
113,054
128,367
129,529
130,272
132,849
16,947
39,074
39,939
45,128
47,379
48,211
48,431
48,838
49,18
50,249
56,043
56,043
61,291
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$s107928876
ss107915596
$s107915510
$s107925475
$s107914845
ss107914846
ss107914681
ss107912841
$s107914547
$s107928831
$s107926274
ss107913707
$s107918199
ss107912584
$s107913340
5107912588
$s107913692
$5107930668
$s107912616
$ss107915471
$s107912766
ss107912505
$s107927408
$s107930663
$s107916610
ss107913955
$s107919549
ss107918057
$s107920652
ss107916169
$s107918483
ss107918166
$5107919652
ss107918546
$s107920189
ss107913364
ss107918751
$5107912638

SNP Cromosoma Posicion (cM)

G126
G331
G121
G282
G383
G502
G515
G294
G408
G280
G422
G242
G152
G416
G179
G222
G246
G401
G141
G186
G217
G498
G354
G532
G453
G630
G301
G482
G530
G440
G425
G566
G629
G349
G447
G481
G471
G314

00 00O 00O 00 00 00 00 00 00 OO0 00 OO0 OO0 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 N N N N N N N N N N N NN

65,753
65,876
67,725
70,761
71,022
71,558
71,558
71,558
72,627
74,407
75,42
75,843
87,684
127,897
9,566
14,613
15,451
21,016
44,469
46,416
47,336
47,557
48,04
51,348
55,099
55,108
56,734
56,878
58,864
59,302
63,059
70,116
76,426
77,062
79,136
81,247
85,579
85,599

Continua...
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$s107927380
ss107913321
$s107919910
55107929468
$5107926089
$5107922986
$s107925080
ss107915613
$s107927037
$5107928306
$s107913793
ss107913452
$s107913292
ss107923475
$s107912559
$s107913820
$5107924298
ss107912624
$s107927145
ss107927867
$s107922775
55107921298
$s107924405
ss107918132
$s107916934
ss107917237
$s107926758
ss107928776
$s107926331
$5107925455
$s107923621
$s107921320
$s107920162
$5107912828
$5107928760
$s107912830
$s107924441
$s107921711

SNP Cromosoma Posicion (cM)

G391
G643
G587
G403
G539
G215
G456
G537
G347
G189
G291
G288
G600
G483
G255
G269
G407
G139
G356
G528
G129
G128
G546
G659
G118
G615
G298
G306
G458
G465
G142
G652
G382
G474
G147
G569
G311
G187

8
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89,495
89,559
90,755
94,142
99,803
101,521
102,181
105,482
107,556
113,979
113,979
124,762
128,798
142,958
5,329
5,799
6,863
9,345
9,345
12,166
14,419
21,503
23,331
23,81
35,093
40,124
40,126
40,126
41,311
41,693
41,87
43,82
43,82
44,167
44,858
45,245
45,719
45,77

Continua...

71



Nomenclatura

$s107924931
$5107913002
554969768
ss107920577
$s107923460
ss107922655
$s107923059
ss107918703
$s107923267
$5107922937
$s107930584
5107919954
$s107929517
$5107928242
$s107913582
$s107927744
$s107926354
$s107912744
$s107919004
ss107915265
$s107929516
ss107919212
$s107912613
ss107913659
$5107923942
ss107913440
$s107927406
ss107922154
$s107927357
ss107919173
$5107928908
$5107920592
$s107923799
$5107920602
$s107912802
ss107921312
$s107918051
ss107919794

SNP Cromosoma Posicion (cM)

G477
G533
G224
G159
G597
G584
G635
G617
G479
G324
G517
G154
G360
G263
G290
G205
G501
G286
G166
G122
G505
G595
G580
G277
G608
G133
G514
G624
G361
G267
G297
G357
G284
G531
G470
G252
G220
G561

9
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47,207
47,384
57,208
60,041
76,078
77,44
81,336
84,99
90,392
93,753
14,263
36,588
51,037
51,569
58,489
64,956
65,555
94,973
96,438
99,685
120,355
4,578
32,126
32,136
38,321
45,373
67,932
76,856
80,992
109,489
109,913
110,169
110,289
111,022
111,997
6,175
9,802
10,766
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$s107923180
ss107923407
$s107912632
$s107923325
$5107924882
ss107913327
$5107924439
ss107913253
$s107912786
$s4969584
$s107913237
ss107920464
$s107912743
ss107921722
$s107914072
ss107931019
$s107930879
$s107923007
$s107930976
ss107913916
$5107912966
ss107912827
$s107928711
ss107917514
$s107917623
ss107927778
$s107929709
$5107928790
$s107912768
5107912810
$s107917837
$s107917485
$5107929998
ss107913658
$s107918836
$5107919896
$5107924542
ss107919342

SNP Cromosoma Posicion (cM)

G434
G450
G240
G243
G591
G193
G487
G339
G490
G327
G172
G400
G218
G253
G148
G153
G435
G461
G181
G366
G622
G350
G174
G210
G199
G185
G167
G157
G521
G279
G381
G603
G175
G423
G576
G229
G650
G634

12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13

14,621
15,72
26,913
31,367
31,715
42,707
45,175
49,406
56,137
61,154
62,005
74,864
78,391
83,151
87,327
5,145
12,508
15,035
19,157
20,993
28,209
33,129
34,843
34,843
35,01
35,982
36,697
36,736
44,849
45,033
49,32
49,81
52,218
54,078
56,609
57,817
61,354
66,907
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$s107913720
ss107918951
$s107924336
ss107913529
$s107918333
ss107913416
$s107912991
$5107919260
$s107914645
ss107912950
$s107928907
$5107926530
$s107913527
ss107912531
$s107913540
ss107927760
$s107930533
$5107930438
$s107921725
$5107916822
$s107920676
ss107927267
$s107925149
ss107923311
$s107916333
ss107914625
$5107919846
ss107918652
$5107919596
ss107912533
ss107913414
ss107919601
$s107920164
ss107918734
$s107912650
$5107918096
$s107913472
ss107917848

SNP Cromosoma Posicion (cM)

G145
G519
G418
G227
G526
G503
G309
G315
G412
G534
G644
G499
G182
G276
G551
G642
G549
G553
G497
G312
G627
G213
G467
G330
G321
G601
G594
G509
G140
G374
G647
G335
G359
G538
G212
G264
G445
G414

13
13
13
13
13
13
13
13
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
15
15
15
15
15
15
15
15

71,221
71,893
71,893
75,921
76,682
78,335
79,425
96,91
3,28
4,936
5,481
7,882
10,429
11,514
11,891
12,589
13,099
15,332
15,619
21,727
25,48
35,521
35,521
55,5
58,479
80,364
85,48
86,181
86,643
97,923
9,972
18,773
19,799
27,2
31,257
33,181
39,996
47,9
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$s107913532
$5107926612
$5107926616
ss107919271
$5107926609
$5107928260
$5107929088
5107926118
$s107924165
$s107918717
$5107923462
ss107925412
$s107928941
$5107926229
$s107929774
ss107926941
$s107922807
$5107913808
$s107913097
55107926496
$s107920473
ss107931005
$s107922581
$s107926703
$5107924563
ss107924416
$s107913839
$5107920392
$s107930768
ss107923135
$s107913277
$5107916986
$s107913435
ss107925861
$s107925725
$5107920030
$5107919964
$5107918800

SNP Cromosoma Posicion (cM)

G367
G581
G138
G525
G389
G120
G379
G384
G462
G137
G655
G397
G196
G571
G542
G392
G380
G378
G287
G654
G116
G394
G208
G195
G194
G641
G431
G516
G541
G563
G226
G441
G132
G604
G442
G607
G155
G410

15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
16
16
16

57,236
68,056
68,056
69,387
69,692
71,419
74,805
74,805
75,942
76,37
76,596
76,864
76,873
77,038
77,406
77,406
77,485
77,659
77,862
78,621
79,229
79,287
80,371
81,242
82,277
83,042
84,934
85,879
86,323
86,524
86,643
91,304
93,416
93,739
94,148
23,094
23,797
23,797
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$s107913888
$5107923878
$s107915515
5107916148
$s107913499
ss107912516
$s107927483
ss107912789
$s107921448
$5107926978
$s107914604
ss107913357
$s107928839
ss107927055
$s107915042
$s107920133
$s107913908
ss107927719
$s107914377
55107929884
$s107920273
$s107920109
$s107913640
ss107920455
$s107914365
ss107927679
$s107916235
ss107918746
$s107921385
ss107926727
$5107925594
ss107923107
$5107929993
ss107921460
$s107913739
ss107914703
$s107927195
$s107928310

SNP Cromosoma Posicion (cM)

G486
G173
G598
G583
G636
G494
G611
G626
G658
G371
G536
G475
G130
G376
G640
G171
G433
G228
G588
G265
G313
G485
G648
G325
G491
G178
G149
G292
G338
G336
G393
G362
G119
G560
G651
G618
G303
G123

16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17

24,374
25,768
27,938
38,622
41,631
41,314
42,078
42,358
43,042
44,521
44,612
46,063
46,657
47,279
47,299
62,957
66,003
67,74

67,895
71,559
72,476
73,898
76,614
81,413
85,577
85,841
87,383
87,575
22,996
32,99

37,998
38,553
39,031
41,551
41,59

59,916
73,339
77,388
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$5107922989
$s107917944
$s107921643
ss107916176
$s107927725
$5107923378
$5107918498
ss107912513
$s107916757
ss107924634
$s107912541
ss107921443
$s107921425
ss107921439
$s107914436
$5107921628
$s107921067
ss107919731
$s107929772
$5107922867
$s107912792
ss107925785
$s107921249
5107921158
$s107927108
$5107929627
$5107928188
ss107921212
$s107921220
ss107921211
$s107926033
$5107929290
$s107924669
$5107928522
$s107915197
ss107915182
$s107919708
$5107921608

SNP Cromosoma Posicion (cM)

G368
G337
G257
G430
G488
G522
G396
G332
G344
G570
G230
G472
G613
G342
G295
G353
G599
G143
G429
G406
G241
G351
G455
G319
G345
G261
G245
G275
G616
G341
G348
G452
G633
G201
G426
G550
G476
G223

17
17
17
17
17
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18

86,022
87,839
109,308
111,257
113,896
0
0,923
1,533
8,117
8,153
9,131
9,938
9,939
9,939
9,957
10,063
26,922
39,861
43,918
44,053
44,925
46,375
48,948
48,948
48,948
54,445
54,445
55,603
55,603
55,603
55,603
56,183
59,994
60,526
64,255
64,255
69,503
72,842
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$s107912619
ss107912612
$5107919928
$5107921389
$s107914021
ss107929175
$5107912598
ss107926150
$s107919550
$s107913323
$s107927865
ss107927718
$s107922594
ss107926142
$s107914393
$s107928331
$5107919958
ss107913281
$s107912667
ss107928150
$s107912586
$s107913933
$s107928000
$5107927236
$5107924889
ss107915007
$5107920660
$s107919111
$s107913069
$s107913393
$s107918727
ss107914602
$s107920153
ss107925004
$s107925746
$s107925775
$s107925739
ss107923014

SNP Cromosoma Posicion (cM)

G183
G305
G300
G162
G638
G646
G463
G272
G340
G214
G436
G552
G352
G559
G233
G296
G621
G317
G508
G160
G510
G520
G146
G170
G200
G239
G466
G320
G500
G420
G278
G225
G244
G506
G511
G254
G523
G238

18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
20
20
20
20
20
20

78,278
79,403
80,96
86,585
93,867
97,315
101,849
103,109
103,553
104,215
0
0,091
18,162
27,382
29,317
32,773
34,003
35,779
46,098
48,449
54,933
55,881
56,987
56,987
59,183
61,475
62,309
74,759
75,644
76,541
84,05
90,442
3,052
11,353
17,031
17,135
17,685
19,964
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Nomenclatura SNP Cromosoma Posicién (cM)

$s107926495 G443 20 37,561
$s107916725 G232 20 38,612
$s107915256 G219 20 41,895
$s107913138 G158 20 44,336
$s107912790 G439 20 49,925
$s107913269 G575 20 50,653
ss107913604 G399 20 50,849
$s107919422 G504 20 55,301
$s107913931 G258 20 85,381
$s107920342 G573 20 85,708
$s107920678 G234 20 88,643
$s107924319 G454 20 97,406
$s107927498 G316 20 100,02
$s107920141 G415 20 105,669
$s107914926 G589 20 106,088
$s107930001 G221 20 106,953
$s107929658 G432 20 110,087
$s107915149 G198 20 110,637
$s107921381 G112 20 111,275

55107921664 G524 20 111,847




