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RESUMEN

El maiz (Zea mays L.) es afectado por un amplio rango de enfermedades
gue impactan negativamente sobre su rendimiento y calidad. Es por este motivo
gue un objetivo del mejoramiento genético es desarrollar genotipos resistentes a
enfermedades. En este sentido es de vital importancia conocer la heredabilidad de
la resistencia, es decir la proporcion de la varianza fenotipica debida a efectos
genéticos (H? heredabilidad en sentido amplio). Los datos desbalanceados,
situacion frecuente en los ensayos a campo, presentan una complejidad en el
célculo standard de la H?. El objetivo del presente trabajo fue estimar las H? para
la resistencia a siete enfermedades importantes del maiz aplicando tres
metodologias: H* Standard (H?%), H? Cullis (H%,), y H* Phiepho (H?,). Para alcanzar
este objetivo, 87 lineas endocriadas de maiz pertenecientes al programa de
mejoramiento de INTA fueron evaluadas por su comportamiento frente a diferentes
enfermedades. La evaluacion fue realizada en diferentes ambientes entre las
campafas 2016/17 a 2018/19, bajo infeccion natural y artificial. Las enfermedades
consideradas fueron: roya comun (Puccinia sorghi), estria bacteriana
(Xanthomonas vasicola pv. vasculorum), tizén foliar (Exserohilum turcicum vy
Bipolaris maydis), y fusariosis de la espiga (Fusarium verticillioides, y Fusarium
graminearum). La respuesta de los genotipos a cada enfermedad fue analizada
utilizando modelos lineales mixtos. Los valores de H? fueron los siguientes: roya
comin 0,90 (H%), 0,88 (H%), y 0,89 (H?,), estria bacteriana 0,91 (H%), 0,89 (H%),
y 0,88 (H?y), tizén por E. turcicum 0,90 (H%), 0,88 (H%), y 0,89 (H?,), tizén por B.
maydis 0,86 (H%), 0,81 (H%), y 0,83 (H?,), F. verticillioides 0,84 para todas las
estimaciones, y F. graminearum 0,78 para todas las estimaciones. Todas las
metodologias arrojaron valores de H? altos para todas las enfermedades. Las
metodologias de Cullis y Phiepo presentaron valores levemente inferiores, siendo

las mas apropiadas para calcular H? a partir de bases de datos desbalanceadas.



INTRODUCCION

La importancia del cultivo de maiz en Argentina vy el mundo

El maiz (Zea mays L.) es el cereal de mayor producciébn mundial y es
considerado indispensable para la alimentacion humana y animal (Garcia-Lara y
Serna Saldivar, 2019; FAO 2020). Es una especie monocotiledénea anual,
perteneciente a la familia de las Poaceas (Gramineas) originaria y domesticada en
México y Ameérica Central que actualmente esta difundido por el resto del mundo.
A nivel mundial se producen 1.147.621.938 tn, de las cuales el continente
americano aporta el 50,4% de la produccion total, seguido de Asia con 31,5%,
Europa 11,2%, Africa 6,9%, y Oceania 0,1% (FAO, 2020). Argentina es el cuarto
productor a nivel mundial con el 3,78% y el tercero en nivel de exportaciones con
el 16,6% del total comercializado (Subsecretaria de Programacion
Microecondmica, 2019). El 80% de la produccién de maiz se concentra en el norte
de la provincia de Buenos Aires, el sudeste de Cordoba y el sur de Santa Fe, zona
conocida tradicionalmente como “Zona Nucleo Maicera” (Subsecretaria de

Programacion Microecondmica, 2019).

Resistencia genética a enfermedades

La produccion de maiz se encuentra amenazada / limitada por la ocurrencia
de enfermedades causadas por una gran variedad de patdgenos que impactan
negativamente sobre la calidad y rendimiento del cultivo (Ali y Yan, 2012; Yang et
al.,, 2017). A nivel mundial, aproximadamente el 9% de pérdidas de rendimiento
son debidas a enfermedades (Oerke, 2005). Sin embargo, el impacto negativo de
las enfermedades puede ser mitigado a través de la utilizacion de diferentes
medidas de manejo como, por ejemplo, la utilizacion de semilla certificada,
tratamientos con fungicidas, siembra en épocas adecuadas, rotacién de cultivos,
densidad de siembra, y seleccion de materiales resistentes a enfermedades (De
Rossi et al., 2017).

La resistencia genética es la capacidad de la planta para impedir o reducir

el crecimiento y desarrollo del patégeno después que ha habido contacto entre el



hospedante y el patdogeno (Niks et al., 2011). La utilizacion de resistencia genética
se considera el método mas efectivo y ecologico para manejar las enfermedades
de maiz, pero no es una tarea facil incorporar resistencia en el germoplasma elite
(Rivero Do Vale et al., 2001; Iglesias et al., 2018). La identificacion y utilizacion de
lineas endocriadas resistentes son fundamentales para el desarrollo de genotipos
resistentes a enfermedades (Yang et al., 2010; Aliy Yan, 2012; Yang et al., 2017)

La resistencia genética a enfermedades puede clasificarse como cualitativa
o cuantitativa. Por un lado, la resistencia cualitativa (también llamada monogénica,
o vertical) se caracteriza por estar determinada por uno o pocos genes de efecto
mayor. Es completa, es decir que se distinguen fenotipos resistentes (no se
enferman) o susceptibles (se enferman completamente), pero presenta la
desventaja de ser raza especifica, es decir que solo es efectiva frente a una raza
del patégeno (Ali y Yan, 2012; Yang et al., 2017). Eventualmente puede ser
superada por el surgimiento de una nueva raza del patdgenos por lo que se
considera que tiene una corta duracién (Vallejo y Estrada, 2002; Ali y Yan, 2012;
Yang et al., 2017).

Por otro lado, la resistencia cuantitativa (también denominada poligénica u
horizontal) es controlada por muchos genes de efecto individual pequefio y es
fenotipicamente incompleta (Ali y Yan, 2012; Yang et al., 2017), es decir, reduce,
pero no impide completamente la colonizaciéon de patdgenos del tejido vegetal. La
resistencia cuantitativa se considera una resistencia duradera y estable en el
tiempo, ya que es efectiva frente a todas las razas del patdégeno evitando
seleccionar una raza que pueda quebrar la resistencia. Sin embargo, su
naturaleza cuantitativa controlada por muchos genes, dificulta su introgresion en el
germoplasma. De todos modos, este tipo de resistencia tiene una amplia difusion y

es el tipo de resistencia predominante en maiz (Ali y Yan, 2012; Yang et al., 2017).



Conceptos de heredabilidad

El éxito de un programa de mejoramiento depende en gran medida de que
el germoplasma utilizado ofrezca una amplia variabilidad que permita seleccionar
un caracter de interés, por ejemplo, una resistencia a una enfermedad. A su vez,
es importante que la proporcibn de esa varianza pueda transmitirse a las
siguientes generaciones, es decir que sea heredable (Dudley y Moll, 1969;
Hallauer y Miranda, 1988).

El punto de partida en un programa de mejoramiento es conocer la
variabilidad fenotipica disponible. Con ese objetivo, se llevan adelante ensayos
donde se colecta informacién fenotipica del caracter de interés a partir de la cual
se determinard la varianza fenotipica (Yang et al., 2010; Schmidt et al., 2019). La
varianza fenotipica tiene un origen genético, pero también ambiental y por lo tanto
el valor observado puede particionarse en componentes de origen genético o
ambiental, lo que permite estimar la importancia relativa de cada uno de ellos.

Dicha varianza puede expresarse mediante la siguiente formula:
of = of + o

donde o2 corresponde a la varianza fenotipica, o2 a la varianza genotipica,

o2 ala varianza ambiental.

La varianza genética total se puede subdividir en varianza aditiva (varianza
debida al efecto promedio de los alelos) que es aquella que serd heredable a la
siguiente generacion (Rossi et al., 2018)., varianza dominante (varianza debida a
la interaccion entre alelos) y varianza epistatica (varianza debida a la interaccién
entre dos genes) (Falconer y Mackay 1996). Dicha varianza genética se expresa

mediante la siguiente formula:
ag = aj+ 05+0,2,

donde sZcorresponde a la varianza aditiva, o2a la varianza de dominancia y

of a la epistasis.



La heredabilidad puede ser definida como heredabilidad en sentido amplio
(H?) y heredabilidad en sentido estricto (h?). La heredabilidad en sentido amplio
indica la proporcion de la varianza fenotipica total que es atribuible a la varianza
genotipica, mientras que la heredabilidad en sentido estricto se refiere a la
proporcién de la varianza fenotipica que es debida a la varianza aditiva, sin tener
en cuenta los componentes de varianza de dominancia y epistatica que conforman
la varianza genotipica (Falconer y Mackay 1996). La H? puede tomar valores entre
0 a 1: una alta H? (valores cercanos a 1) se debe a una alta proporcién de
varianza genética, mientras que una baja H? (valores cercanos a 0) se explica por
un fuerte efecto ambiental que no se transmitira a la siguiente generacion. En este
trabajo nos centraremos en la heredabilidad en sentido amplio. Dicha estimacion
suele utilizarse como una medida para cuantificar y, finalmente, comparar la
precision de los ensayos de cultivos agricolas, y / o para estimar la respuesta a la
seleccion en los ensayos de fitomejoramiento. (Schmidt et al., 2019). La H? varia
entre las poblaciones, dado que no es una propiedad del caracter Unicamente,
sino que también lo es de la poblacion y de las circunstancias ambientales a las

que estan sujetos los individuos (Falconer y Mackay 1996).

El calculo de heredabilidad supone datos balanceados (igual nimero de
observaciones para todos los genotipos evaluados) (Piepho y Mohring, 2007;
Schmidt et al., 2019). Generalmente, un gran numero de genotipos es evaluado en
ensayos que involucran bloques incompletos. Ademas, algunas parcelas se
pierden por diferentes motivos (problemas de siembra, malezas, anegamiento,
entre otros motivos) o porque son descartadas debido al proceso de seleccion.
También nuevos genotipos pueden ser incorporados en la evaluacion. Esta
situacion genera datos desbalanceados lo que representa una dificultad adicional
para el calculo de la heredabilidad. En base a este problema se han propuesto
varios métodos alternativos de estimacion de H? la mayoria de los cuales
proponen una definicibn generalizada de la heredabilidad para datos
desbalanceados y/o efectos genéticos correlacionados como, por ejemplo: Cullis
et al., (2006) y Piepho y M6hring, (2007).



Principales enfermedades de la reqgién maicera en Argentina

Entre las principales enfermedades presentes en Argentina se destacan
enfermedades foliares: roya comun, estria bacteriana, tizones y enfermedades de

espiga (fusariosis).

La roya comun (RC), causada por Puccinia sorghi Schwein es una
enfermedad endémica de la zona maicera nucleo argentina, que se caracteriza por
la presencia de lesiones foliares (pustulas) que producen reduccién del area
fotosintéticamente activa, aumento de Ila respiracion y disminucién de
translocacion de fotoasimilados (Gonzalez, 2005; Visentin, 2018). P. sorghi es un
hongo del orden Pucciniales y es un parasito absoluto, es decir que necesita un
hospedante vivo para sobrevivir. En Argentina el hongo cumple el ciclo completo,
generando una notable variabilidad genética (Guerra et al., 2018). La resistencia
del maiz a la roya comun puede ser tanto de tipo cualitativa como cuantitativa
(Gonzalez, 2005; Olukolu et al., 2016; Kistner et al., 2018). La resistencia
cualitativa a RC esta controlada por genes Rp. Un gen Rp es un gen mayor que
interactia con un gen especifico de una raza de P. sorghi. Esta interaccion
especifica entre el gen del patégeno y el hospedante, desencadena una respuesta
hipersensible (HR, por sus siglas en inglés hypersensitive response), que es una
muerte celular localizada rapida que previene la propagacion del patdgeno. Hasta
ahora, mas de 25 genes Rp han sido identificados en el genoma del maiz,
organizados / agrupados principalmente en los cromosomas 3, 4, 6 y 10 (Olukolu
et al., 2016; Zheng et al.,, 2018). La resistencia a RC es un caracter
moderadamente heredable, y diferentes autores hay reportado valores entre 0,67
y 0,75 (LUbberstedt et al. 1998; Brown et al., 2001; Olukolu et al., 2016; Visentin et
al., 2018)

La estria bacteriana (BLS) es causada por Xanthomonas vasicola pv.
vasculorum una bacteria del orden Xanthomonadales, y es una enfermedad de
reciente aparicion en Argentina (Plazas etal., 2017; Qiu etal.,, 2020). La
sintomatologia de la enfermedad consiste en lesiones acuosas con forma de rayas

estrechas, de 2 a 3 mm de ancho y color amarillo a marrén (Qiu et al., 2020). El



ciclo de la enfermedad se caracteriza por tener una fase inicial biotréfica, donde la
bacteria se desarrolla de manera intercelular hasta que se vuelve necrotréfica
hacia el final del ciclo de infeccion, nutriéndose de células muertas (Iglesias et al.,
2018). Dado que esta es una enfermedad de reciente aparicion, solamente un
trabajo ha descrito la resistencia a BLS como un caracter cuantitativo con una
heredabilidad moderada/baja de 0,42 (Qiu et al., 2020).

El tizon foliar del norte (TFN) es causado por Exserohilum turcicum (Pass.)
K.J. Leonard y Suggs, un hongo del orden de los Pleosporales con un estilo de
vida hemibiotrofo, es decir que emprende la colonizacion del hospedante de
manera biotréfica e intercelular y luego cambia hacia una fase necrotréfica de
mayor agresividad colonizando el espacio intracelular. TFN esta ampliamente
distribuido por todo el mundo y las infecciones se ven favorecidas por
temperaturas entre 15y 25 °C, periodos de rocio de al menos 4 hs y una humedad
relativa alta de entre 90 a 100% (Galiano-Carneiro y Miedaner, 2017). Los
sintomas son inicialmente lesiones elipticas de 2 a 30 cm de largo de color verde
grisdceo que luego se vuelven marrones hacia el final de la enfermedad. Cuando
no hay resistencia por parte del hospedante y persisten las condiciones 6ptimas
de infeccion, estas lesiones pueden dafiar toda la hoja (Galiano-Carneiro y
Miedaner, 2017; Kotze et al., 2018). Para esta enfermedad se conoce resistencia
tanto cualitativa como cuantitativa. La resistencia cualitativa estd dada por la
presencia de genes Ht cuya activacion generalmente resulta en la muerte de la
célula infectada debido a una HR. Si bien existen numerosas razas en el mundo,
en nuestro pais la informacién es bastante fragmentaria al respecto y no se
conoce con exactitud que razas estarian presentes. Por otra parte, la resistencia
cuantitativa esta gobernada por numerosos genes de efecto pequefio y varios
autores han reportado heredabilidades en torno a 0,85 (Welz et al., 1999; Poland
et al., 2011; Van Inghelandt et al., 2012; Wang et al., 2012; Chen et al., 2016;).

El tizén foliar del sur es causado por Bipolaris maydis (Y. Nisik. y C. Miyake)
Zapatero (TFS) un hongo necrotrofo también del orden Pleosporales. El hongo

puede sobrevivir en los restos del cultivo que permanecen sobre el suelo después



de la recoleccion y su crecimiento se ve favorecido por ambientes templados a
calidos (20-32°C), y con alta humedad (Sistema Nacional Argentino de Vigilancia y
Monitoreo de plagas, 2020). La enfermedad produce lesiones foliares necréticas,
romboides, de color amarillo a café, con contornos amarillo-verdosos y su
expansion se encuentra delimitada por las nervaduras foliares (Kistner et al.,
.2019; Sistema Nacional Argentino de Vigilancia y Monitoreo de plagas, 2020). La
resistencia a TFS es de tipo cuantitativa y los valores de heredabilidad reportados
por los autores van desde 0,55, a 0,87 (Salim Shah et al., 2007; Balint-Kurti et al.,
2007; Kump et al., 2011; Zwonitzer et al., 2010; Lopez-Zuniga et al., 2019).

El género Fusarium presenta una distribucion cosmopolita y es endémico
en la mayor parte de las regiones maiceras de todo el mundo (Mendoza et al.,
2003; Montenegro et al., 2018; Gaikpa y Miedaner 2019). Estos patégenos causan
podredumbres y contaminan el grano con diversas micotoxinas poniendo en riesgo
la salud de los animales y las personas. La podredumbre por F. verticillioides (FV)
es causada por el hongo necrotrofo Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg del
orden Hypocreales. Los granos infectados desarrollan un moho algodonoso color
salmén, blanquecino o rosado algunas veces acompafiado por la presencia de
rayas blancas en el pericarpio, denominadas estrias (CIMMYT, 2004). El patégeno
no solo determina una disminuciéon de los rendimientos por el deterioro de los
granos, si no que también la contaminacion de los mismos con micotoxinas
fumonisinas (FUM) y reduce la comercializacién del grano de maiz y es un riesgo
para la salud de las personas y animales (Presello et al., 2011; Mueller et al.,
2016). Los ambientes tropicales y sub-tropicales son propicios para la infeccién
por F. verticillioides (Mutiga et al., 2014; Parsons y Munkvold 2012; Schjoth et al.,
2009).

La podredumbre por F. graminearum (FG) es causada Fusarium
graminearum Schwabe, un hongo hemibiétrofo del orden Hypocreales. Los
primeros signos de la infeccion son la formacién de micelios blancos, que van
descendiendo desde la punta de la mazorca y dan una coloracion rojiza y rosada a
los granos infectados (CIMMYT, 2004). Las principales toxinas, producidas por



esta especie son el deoxinivalenol (DON) perteneciente al grupo de los
tricotecenos y la zearalenona (ZEA), perteneciente a los metabolitos secundarios
derivados de los polikétidos, con efectos estrogénicos y anabdlicos (Pereyra y
Acosta, 2014). El estado sexual del patdogeno, es mas comun en las zonas frias y
hamedas. Estudios han demostrado que para ambas especies de Fusarium la
resistencia para podredumbre de espiga es de tipo cuantitativa y no se ha
observado evidencia de resistencia cualitativa a los patégenos/enfermedades
(Pérez-Brito et al., 2001; Robertson-Hoyt et al., 2006; Ding et al., 2008; Chen et
al., 2012; Maschietto et al., 2017, Giomi et al., 2016). Los valores de heredabilidad
varian entre 0,24 a 0,46 (Nankam y Pataky 1996; Pérez-Brito et al., 2001) para FV,
y de 0,50 a 0,80 para FG (Miedaner et al., 2015; Kebede et al., 2016).

HIPOTESIS

La resistencia genética a las principales enfermedades de maiz presentes
en la regidn maicera ndcleo de argentina, en un panel de lineas endocriadas de
maiz pertenecientes al programa de mejoramiento de INTA Pergamino, es

heredable.

OBJETIVO GENERAL

Determinar la heredabilidad en sentido amplio de resistencia a roya comun,

estria bacteriana, tizon foliar del norte y del sur y fusariosis de espiga en un panel
de lineas endocriadas de maiz pertenecientes al programa de mejoramiento de

INTA Pergamino.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Ajustar modelos estadisticos para analizar el comportamiento de un panel de

lineas endocriadas de maiz frente a roya comun, estria bacteriana, tizon foliar del

norte y del sur y fusariosis de espiga.

- Estimar los componentes de varianza y calcular la heredabilidad en sentido
amplio de los caracteres de resistencia a roya comun, estria bacteriana, tizon foliar
del norte y del sur y fusariosis de espiga en un panel de lineas endocriadas

evaluado en multiples ambientes en Argentina.






MATERIALES Y METODOS

Material vegetal y evaluacion a campo

Los datos fenotipicos utilizados en esta tesis fueron obtenidos por el grupo
de mejoramiento de maiz de INTA Pergamino y corresponden a un set de 87
lineas endocriadas de maiz estabilizadas pertenecientes al programa de
mejoramiento de INTA Pergamino. Las lineas fueron evaluadas a campo en
diferentes localidades durante diversas campafias bajo infeccidén natural y artificial
por su comportamiento frente a seis enfermedades foliares y de espiga (Tabla 1).
En cada localidad, el equipo evaluador aseguré un suficiente nivel de enfermedad
para llevar adelante la evaluacion. Para la evaluacién a campo se utiliz6 en todos
los casos el mismo disefio en bloques completos aleatorizado con dos
repeticiones. La unidad experimental consisti6 en una parcela de dos surcos de 5
m de longitud, distanciados a 0,7 m entre si. La densidad de siembra fue de 5 pl/m
lineal de surco. Se realizaron evaluaciones visuales cuali-cuantitativas del perfil
sanitario de los genotipos para cada enfermedad considerada segun las escalas
que se presentan en la Tabla 2. Las técnicas de evaluacién utilizadas, inoculacién
y aislamientos fueron previamente validados por el equipo de trabajo (Iglesias et
al., 2010; Kistner et al., 2018; Montenegro et al., 2019).



Tabla 1: Listado de enfermedades, localidades, provincias, épocas y afios

donde se realizo la evaluacion fenotipica.

Nombre de la enfermedad | Localidad Provincia Epoca Ao
Roya comun Pergamino | Buenos Aires | intermedia | 2016/17
Roya comun Pergamino | Buenos Aires | intermedia | 2017/18
Roya comun Pergamino | Buenos Aires tardia 2017/18
Roya comun Pergamino | Buenos Aires | temprana | 2018/19
Roya comun Pergamino | Buenos Aires | intermedia | 2018/19

Estria bacteriana Pergamino | Buenos Aires | temprana | 2018/19
Estria bacteriana Pergamino | Buenos Aires | intermedia | 2018/19
Tizon del norte Pergamino | Buenos Aires tardia 2018/19
Tizén del norte Manfredi Cérdoba temprana | 2018/19
Tizon del norte Manfredi Cérdoba intermedia | 2018/19
Tizén del sur Leales Tucuman temprana | 2016/17
Tizén del sur Leales Tucuman temprana | 2017/18
Fusarium (FG) Pergamino | Buenos Aires | intermedia | 2016/17
Fusarium (FV) Pergamino | Buenos Aires | intermedia | 2016/17




Tabla 2: Escalas utilizadas para la medicién de cada enfermedad evaluada
(Adaptado de Defacio et al., 2018).

, Estria . Fusariosis
Roya comun . Tizones .
bacteriana de espiga
Escala Tipo de Tipo de
Severidad p. 3 Severidad [ Severidad p. , Severidad
lesién lesién
. ausencia de . Ausencia
1% area P 1% area .
. sintomas, . . L, sin de
1 foliar foliar infeccion leve . .
puede haber sintomas | sintomas
afectada afectada .
HR visibles
pustulas ndmero hojas con
5% area errumpentes, | 5% area ) 1-3% de
) . ) moderado de <10 .
2 foliar con o sin foliar . . espiga
lesiones en lesiones
afectada puntos afectada . . ” afectada
o hojas inferiores | cloréticas
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Analisis estadistico de los datos fenotipicos

Primero se visualizé la distribucién de los datos mediante la construccion de
histogramas de frecuencia y diagramas de caja y bigote (Box plot), para identificar
valores atipicos (outliers). En caso de identificar algin valor atipico se inspeccioné
la base de datos original, para constatar si se correspondia a un error o si habia

algin comentario en relacién a esa parcela, que justificara remover o no el valor.

El andlisis de los datos se llevo adelante utilizando modelos lineales mixtos
generales univariados para cada una de las enfermedades. Todas las

enfermedades se analizaron utilizando el siguiente modelo lineal mixto:
Yik=H+ G+ Ej + G X Ej + by + E,
donde:

- Yii €s el valor de severidad de la enfermedad del genotipo i, en el ambiente j, y

bloque k.

-1 es la media poblacional.

-G; es el efecto del genotipo i, i=1...87.
-E; es el efecto del ambiente j, j = 1...5.

-GixE; es el efecto de la interaccion genotipo-ambiente asociado con el genotipo i

en el ambiente j.
-b, es el efecto del bloque k dentro de cada ambiente |, k = 1,2.
-Eii es el error asociado al genotipo i, ambiente j, y bloque k.

Un ambiente se considerd6 como la combinacion de afo, localidad y época

de siembra.

Cada enfermedad se analiz6 considerando primero al efecto del genotipo
como un efecto fijo y demas factores como aleatorios y luego considerando todos

los factores como aleatorio. El primer andlisis se utilizd para estimar componentes



de varianza y BLUEs (best linear unbalanced estimator) de los genotipos para
calcular la heredabilidad a través de la metodologia propuesta por Piepho y
Mohring, (2007). El segundo modelo se denominard modelo con genotipo como
efecto aleatorio y el objetivo fue estimar componentes de varianza y BLUPs (best
linear unbalanced predictor) de los genotipos para calcular las heredabilidades a
través de la metodologia Standard (Hallauer y Miranda, 1988) y la propuesta por
Cullis et al., (2006).

Los residuales de cada modelo fueron inspeccionados a través de la
visualizacion de graficos diagnostico, para asegurar el cumplimiento de los
supuestos estadisticos: normalidad, homogeneidad de Ila varianza e
independencia. Con ese objetivo se graficaron Q-Q plots, histogramas de las
frecuencias y graficos de dispersion de residuos sobre predichos. El supuesto de
independencia se asegurd con la aleatorizacion de los genotipos dentro de cada
bloque. Los valores de la variable severidad para TFS fueron transformados
mediante el método de box-cox de manera que conduzca al cumplimiento de los

supuestos.

De los modelos ajustados, utilizando el genotipo como efecto aleatorio, se
obtuvieron los componentes de la varianza. La significancia de las varianzas se
evaluo realizando un ANOVA del modelo completo comparandolo con el mismo

modelo sin la variable a evaluar.

Se compararon tres metodologias para calcular las heredabilidades, dos de

las cuales suponen una mejor estimacion al utilizar datos desbalanceados.

En primer lugar, se estimé la heredabilidad mediante la metodologia

standard:

2
H? = o

2 2
2, 9Gxg | 0¢
9%+t g T ER



Donde oZ es la varianza genotipica, a2, €s la varianza de la interaccién
genotipo por ambiente, 62 es la varianza del error, E es el nimero de ambientes

testeados y R el nimero de repeticiones por ambiente.
Posteriormente se estimo la heredabilidad segun Cullis et al. (2006).

YBLUP

Hc=1-
20¢

Donde 9BLUP es la varianza media de una diferencia de dos BLUP

genotipicas.
Y ademas se estimo la heredabilidad segun y Piepho y Méhring, (2007).
¢

o2 + ﬁBéUE

Hp =

Donde YBLUE es la varianza media de una diferencia de dos BLUE

genotipicas.

Todos los andlisis fueron llevados a cabo mediante el software estadistico
R(R Core Team 2019) a través de la funcién H2cal() del paquete INTI (Kistner &
Lozano-Isla, 2020).



RESULTADOS Y DISCUSION

En el analisis exploratorio de los datos (histograma / diagrama de caja y
bigote) (Anexo, Figuras 1 y 2), permitid visualizar la calidad de datos crudos,
identificando valores atipicos y verificando la distribucion de las variables. Todas
las variables presentaron una distribucion continua. Ademas, se observo que el
grupo de lineas evaluado mostro gran variabilidad en su respuesta para todas las

enfermedades, abarcando todos los valores de las escalas de evaluacion.

En primera instancia se procedi6 a verificar el cumplimiento de los
supuestos estadisticos (distribucibn normal de los errores y homogeneidad de
varianza) de los modelos seleccionados, pudiéndose observar en dichos gréficos
gue los modelos para todas las enfermedades cumplen con dichos supuestos

(Figura 1).
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Figura 1. Q-Q plots, histogramas de las frecuencias y graficos de
dispersion de residuos sobre predichos.
RC= roya comun, BLS= estria bacteriana, TFN= tizon foliar del norte, TFS= tiz6n foliar

del sur, FV=Fusarium verticillioides, FG= Fusarium graminearum.

En la Tabla 3 se muestran las medidas resumen para los BLUPs
genotipicos para cada una de las enfermedades evaluadas, y también pueden

observarse dichos datos en las Figuras 2 y 3.



Tabla 3: Medidas resumen de los BLUPs genotipicos de cada enfermedad.

BLUPS RC BLS TEN TES FV FG
n 87 87 87 82 79 78
Min 1,13 0,95 1,43 1,55 2,39 2,81
Max 4,39 4,59 4,86 4,43 6,58 6,58
Mediana 2,29 1,63 3,58 3,75 5,28 5,05
Media 2,35 1,96 3,56 3,54 5,15 5,05
sd 0,71 1,01 0,90 0,78 0,85 0,73
of 0,50 1,02 0,81 0,61 0,72 0,53

n=numero de BLUPs, min=valor minimo, max=valor maximo sd=desvi6 standard, RC=
roya comun, BLS= estria bacteriana, TFN= tizén foliar del norte, TFS= tizdn foliar del sur,

FV= Fusarium verticillioides, FG= Fusarium graminearum.

Las enfermedades foliares (RC, BLS, TFEN y TFS) se evaluaron con escalas
que van de 1 a 5 puntos. En este sentido, todas las enfermedades alcanzaron
niveles de infeccion apreciable, cubriendo completamente la escala de evaluacion.
La mediana de las enfermedades TFN y TFS, fue de 3,50 y 3,75, respectivamente.
Estos valores indican que méas de la mitad de los individuos estan por encima del
punto 3 de la escala (lesiones abundantes en la parte inferior, pocas lesiones en
estrato medio) y por lo tanto son levemente o completamente susceptibles.
Ademas, TFN y TFS presentaron medias que seguian la misma tendencia. Por el
contrario, las enfermedades BLS y RC, en comparacion con TFN y TFS, muestran
valores menores con una mediana de 1,63 y 2,29 respectivamente.
Aproximadamente la mitad de los genotipos tienen valores para BLS inferiores a
5% del area foliar afectada (< a 2 en la escala de 1 a 5), y RC posee valores
inferiores al 10% del area foliar afectada (< a 3 en la escala de 1 a 5), es decir que
la mayoria de las lineas son resistentes o moderadamente resistentes. Las
podredumbres de espiga FG y FV, que fueron evaluadas con una escala de 7
puntos, muestran valores de mediana y media en torno a 5, lo cual representa que
la mitad de las lineas tiene una severidad promedio de al menos entre un 26 y
50% del area de la espiga afectada, y por lo tanto siendo mayormente

susceptibles a dichas infecciones.



Estas observaciones nos permiten pensar que tanto la seleccién natural del
ambiente y el trabajo de los mejoradores ha derivado en un niamero mayor de
lineas resistentes a roya comun y estria bacteriana, que a los tizones y las
infecciones por Fusarium. Estos resultados no son extremadamente
sorprendentes, dado que la roya comdn es una enfermedad que es endémica en
Argentina desde hace muchos afios y por lo tanto es un objetivo principal de los
mejoradores (Gonzalez 2005). Por el contrario, TFN es una enfermedad
relativamente nueva y TFS no se ha reportado en Pergamino, donde las lineas se
desarrollaron (Kistner et al., 2019). Sin embargo, que existan tantos genotipos
resistentes a BLS si es sorprendente, ya que la enfermedad es de muy reciente
aparicion, lo que es un dato no menor para los mejoradores que actualmente
estdn en la busqueda de fuentes de resistencia. Ademas, las infecciones por
Fusarium fueron las Unicas inoculadas de manera artificial lo que podria explicar
los altos niveles de severidad a dicha infeccion, y no es de esperar los mismos
niveles de severidad bajo infeccion natural, aunque muestra el potencial de
infeccion de dichas lineas ante un afio desfavorable y el riesgo con respecto a la

inocuidad alimentaria.

BLS fue la enfermedad que presenté el mayor desvio estandar (1,01)
mientras que RC presenté el menor desvio estandar (0,71). Una explicacion
podria ser que la bacteria ingresa principalmente por heridas y aberturas
naturales, favorecida por la ocurrencia de lluvias fuertes lo que podria hacernos

pensar que la infeccion no fue tan homogénea (Qiu et al., 2020).
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Figura 2: Box Plots de las frecuencias de los BLUPs genotipicas para
cada enfermedad.
RC= roya comun, BLS= estria bacteriana, TFN= tizon foliar del norte, TFS= tiz6n foliar

del sur, FV= Fusarium verticillioides, FG= Fusarium graminearum.
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Figura 3: Histogramas de frecuencia de los BLUPs genotipicas para cada
enfermedad.

RC= roya comun, BLS= estria bacteriana, TFN= tizon foliar del norte, TFS= tizon foliar

del sur, FV= Fusarium verticillioides, FG= Fusarium graminearum.

Estas observaciones nos permiten concluir por un lado que para todas las
enfermedades hay un grupo de lineas resistentes que pueden ser seleccionadas
para desarrollar genotipos resistentes. A modo de ejemplo en la Tabla 4 se
muestran los 10 genotipos de mejor comportamiento para cada una de las
enfermedades, que podrian ser seleccionados.



Tabla 4: Genotipos mas resistentes para cada enfermedad con sus
respectivos valores de BLUPs.

Genotipos con mejor comportamiento para Roya comun

Genotipo | LP125R LP918 LP581 | LP1996 | LP256R LP221 LP562 133 LP521 LP598

BLUP 1,13 1,13 1,13 1,2 1,29 1,356 1,44 1,445 1,493 1,493

Genotipos con mejor comportamiento para Estria bacteriana

Genotipo B100 LP125R LP128 LP147 LP153 LP168 LP178 LP199 LP221 LP605

BLUP 0,95 0,95 0,95 0,95 0,95 0,95 0,95 0,95 0,95 0,95

Genotipos con mejor comportamiento para Tizon del norte

Genotipo B100 LP178 LP236 LP147 LP221 LP918 LP562 LP214 L5605 53

BLUP 1,431 1,489 1,509 1,774 2 2,226 2,228 2,251 2,279 2,452

Genotipos con mejor comportamiento para Tizén del sur

Genotipo LP918 LP221 LP236 67 9 LP1222 LP605 LP562 LP128 LP598

BLUP 1,551 1,741 1,741 1,985 2,2 2,2 2,2 2,202 2,419 2,419

Genotipos con mejor comportamiento para Fusarium verticillioides

Genotipo LP521 LP2541 L4637 LP1044 133 LP2 LP4703 LP2542 LP3830 LP605

BLUP 2,394 2,492 3,75 3,969 3,989 3,992 3,999 4,081 4,179 4,179

Genotipos con mejor comportamiento para Fusarium Graminearum

Genotipo L4637 LP521 LP2541 | LP923 LP59 LP2 LP598 | AX888ITB LP214 LP605

BLUP 2,814 3,206 3,677 3,756 4,109 4,148 4,148 4,187 4,226 4,226

A partir de la Tabla 4 se puede observar que existen varios genotipos
resistentes para mas de una enfermedad, ya sea foliar (LP125R, LP918, LP221,
LP562, B100, LP128, LP147, LP178, LP236), de espiga (LP2, LP2541, L4637), 0
para ambas (LP598, LP605, LP214, LP521).

La Tabla 5 muestra los componentes de varianza de la variable severidad
en cada enfermedad junto con su nivel de significancia, pudiéndose observar que
las varianzas genotipicas son significativas para todas las enfermedades, mientras
gue la varianza GXE solo es significativa para RC y TFN. En la tabla 5 también se
muestran los valores de heredabilidades de Hallauer, Cullis, y Phiepo los cuales
registraron valores elevados para todas las enfermedades. La resistencia a la
enfermedad que presenté la menor heredabilidad fue para FG con valores de 0,78
para todas las heredabilidades, no obstante, este es un valor elevado y promisorio

para la realizacion de futuros programas de mejoramiento.




Tabla 5: Valores de las varianzas para cada enfermedad junto con su nivel de
significancia (Sig) y valores de heredabilidad.

Componentes Varianza Varianza Varianza del H2. Standard H2. Cullis H2. Phiepo
de la varianza | Genotipica GXxE error ’ ’ ’ P
RC 0,56 0,15 0,31 0,90 0,88 0,89
Slg *kk *kk
BLS 1,15 0,08 0,29 0,91 0,89 0,88
Sig. NS
TEN 0,91 0,21 0,17 0,90 0,88 0,89
S|g *k*% *k*%
TES 2,2 0,24 0,27 0,86 0,81 0,83
Sig. i NS
FV 0,85 0,31 0,84 0,84 0,84
Slg *k*%
FG 0,67 0,37 0,78 0,78 0,78
Slg *k*%

*p < 0,05 * p <0,01; * p < 0,001

RC= roya comun, BLS= estria bacteriana, TFN= tizon foliar del norte, TFS= tizén foliar del

sur, FV=Fusarium verticillioides, FG= Fusarium graminearum.

Los valores de heredabilidades obtenidos para RC, BLS, y FV (0,88 a 0,9,
0,88 a 0,91, y 0,84 respectivamente) fueron superiores a los reportados
previamente por los autores citados en la bibliografia (LUbberstedt et al. 1998;
Brown et al., 2001; Olukolu et al., 2016; Visentin et al., 2018; Qiu et al., 2020;
Nankam y Pataky 1996; Pérez-Brito et al., 2001), mientras que los valores
obtenidos para TFN, TFS, y FG (0,88 a 0,9, 0,81 a 0,86, y 0,78 respectivamente)
se encontraron dentro del rango de los valores reportados previamente (Welz et
al., 1999; Poland et al., 2011; Van Inghelandt et al., 2012; Wang et al., 2012; Chen
et al., 2016; Salim Shah et al., 2007; Balint-Kurti et al., 2007; Kump et al., 2011;
Zwonitzer et al., 2010; Lopez-Zuniga et al., 2019; Miedaner et al., 2015; Kebede et
al., 2016). Todos estos valores elevados de heredabilidad pueden ser debidos a la
correcta y precisa aplicacion de la metodologia de trabajo, con datos que cubrian
todas las escalas de evaluacion. Ademas, los datos presentaron una alta varianza

genética y bajos efectos ambientales que redundaron en altas estimaciones de




heredabilidad. Una posible explicacion para las diferencias en las heredabilidades
reportadas en la bibliografia puede deberse a diferencias con las metodologias de
los trabajos previos como por ejemplo en el caso de Qiu et al. (2020), donde se
utilizé la metodologia de inoculacion para BLS ademas de utilizar metodologias
diferentes para cada ubicacién de dicho estudio lo que pudo conducir al célculo de
heredabilidades que fueron demasiado bajas.

Todas las enfermedades fueron evaluadas en ensayos multiambientales. La
estimacion de la heredabilidad a través de la metodologia standard fue superior a
las heredabilidades calculadas con otras metodologias. Estos resultados son
consistentes con la bibliografia que indica que en presencia de datos
desbalanceados el método standard puede sobreestimar los valores de
heredabilidad (Schmidt et al., 2019). En nuestro caso las diferencias entre las
metodologias fueron pequefas, probablemente porque nuestra base de datos

presentaba pocos datos faltantes.

Nuestros céalculos fueron todos realizados con paquetes y softwares de libre
acceso, y en el anexo presentamos el codigo que utilizamos para que puedan ser

aprovechados por otros autores.

El desarrollo de genotipos resistentes a enfermedades requiere de
evaluaciones en multiples ambientes para seleccionar resistencia estable
(Galiano-Carneiro y Miedaner, 2017; Rivero Do Vale et al., 2001). Como se refleja
en este trabajo, estos ensayos involucran repeticiones y un nimero adecuado de
genotipos con el objetivo de garantizar suficiente variabilidad para la seleccion.
Una caracteristica muy comun es que no todos los genotipos son testeados igual
namero de veces, ya sea porque son descartados a través de los afios o porque
las parcelas se perdieron. Esto implica que los datos con los que se trabaja estan
desbalanceados. La heredabilidad es una medida muy importante para los
mejoradores porque determina la respuesta a la seleccién, sin embargo, la
metodologia tradicional para su calculo asume datos balanceados. En este trabajo
se compararon tres metodologias para calcular la heredabilidad.



A pesar de que la metodologia estandar es inapropiada para el calculo de la
heredabilidad con datos desbalanceados, es la metodologia mas difundida y
utilizada (Schmidt et al., 2019). Probablemente las demas metodologias sean
menos conocidas, y a priori parezcan mas complejas y por lo tanto menos

utilizadas.

En este trabajo se utilizaron modelos lineales mixtos para analizar los
datos. La utilizacion de modelos mixtos, a diferencia del uso del tradicional modelo
lineal, es una herramienta muy util para el mejoramiento genético ya que permite
trabajar satisfactoriamente con datos desbalanceados (Bernardo, 2020). A su vez,
este tipo de modelos permite incorporar, ademas del error, diferentes fuentes
aleatorias de variacion (Piepho et al., 2003). Como mejora, en proximos estudios
podria pensarse en la utilizacién de disefios de bloques incompletos ya sea para
evaluar un grupo de genotipos de tamafo similar o mayor al considerado en este

trabajo.

Finalmente, los resultados obtenidos son muy alentadores para continuar
explotandose. En este sentido, se podria buscar marcadores genéticos asociados
a la resistencia a las enfermedades, como por ejemplo a través de un estudio de
asociacion de genoma completo (GWAS), que permitiria alcanzar una mejor
comprensién de cémo los genes contribuyen a la enfermedad y desarrollar
mejores estrategias de prevencion y tratamiento. Asimismo, se podrian identificar
marcadores que se puedan utilizar para predecir genotipos resistentes, como por
ejemplo a través de la seleccién gendmica, que permitan optimizar el desarrollo de

genotipos resistentes.



CONCLUSIONES

Todas las metodologias arrojaron valores de H? altos para todas las
enfermedades. Las metodologias de Cullis y Phiepo presentaron valores
levemente inferiores, lo cual confirma que son las mas apropiadas para calcular H?
a partir de bases de datos desbalanceadas debido a que la metodologia estandar
sobreestima la estimacién de la heredabilidad. ElI uso de las metodologias
alternativas, son una alternativa superadora y no presentan una mayor

complejidad.

Los altos valores de heredabilidad y variabilidad estimados indican el
importante potencial de estos genotipos para ser utilizados en programas de
mejoramiento orientados al desarrollo de hibridos o variedades de polinizacién
abierta resistente a diferentes enfermedades. Ademas, se ofrece a los
mejoradores de maiz un listado de los mejores genotipos con resistencia a las
principales enfermedades del maiz presentes en el pais. Este listado es el
resultado de la evaluacién de las lineas a través de varios afos y localidades, por
lo tanto, representa genotipos estables que podrian ser directamente utilizados por

los mejoradores.
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ANEXO

Tabla 1: Medidas resumen de los datos en crudo de cada enfermedad.

—Eg;esl’mEd RC BLS TFN TFS FV FG
n total 884 348 522 348 166 166
n 773 291 447 253 156 156
Min 1 1 1 1 1.77 1.2
Max 5 5 5 5 7 7

Median 2 2 4 4 5.2 5

Mean 2.36 2.13 3.53 3.47 5.16 5.05
sd 1.01 1.25 1.13 1.09 1.08 1.02
NA's 111 61 75 95 10 10

n total=nimero de entradas, n=nUmero de entradas evaluadas, min=valor minimo,
max=valor maximo sd=desvio standard, NA's=valores faltantes, RC= roya comun, BLS=
estria bacteriana, TFN= tizén foliar del norte, TFS= tizon foliar del sur, FV= Fusarium

verticillioides, FG= Fusarium graminearum.
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Figura 1: Box Plots de las frecuencias de los valores de severidad para
cada enfermedad.

RC= roya comun, BLS= estria bacteriana, TFN= tizon foliar del norte, TFS= tizén foliar

del sur, FV= Fusarium verticillioides, FG= Fusarium graminearum.
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Figura 2: Histogramas de las frecuencias de los valores de severidad para
cada enfermedad.
RC= roya comun, BLS= estria bacteriana, TFN= tizon foliar del norte, TFS= tizon foliar

del sur, FV=Fusarium verticillioides, FG= Fusarium graminearum.



Paquetes y script utilizado para el calculo de las heredabilidades, BLUPs, y

BLUEs en R.
Paquetes: tidyverse, emmeans, Ime4, ImerTest, inti, y agridat.

Script:
H?<- H2cal(data =...
.effects =T
,blues=T
,trait="..."
, gen.name = "genotype"
Jloc.name ="Env"
Joc.n = ...
,rep.n= ...
, fix.model = "genotype + (1|Env) + (1|block:Env) + (1|genotype:Env) "
, ran.model =" (1|Env) + (1|block:Env) + (1|genotype) + (1|genotype:Env)"

H$tabsmr %>% knitr::kable(., caption = "Heritability summary", digits = 2)
H2$blups %>% web_table(caption = "BLUPSs", digits = 3)
H2$blues %>%knitr::kable(., caption = "BLUES")
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