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RESUMEN

El género Lotus comprende un heterogéneo grupo de especies, que incluyen genotipos
de interés agrondmico y especies modelo que pueden ser usadas para trabajos de genética
cuantitativa. En este trabajo, para establecer mltiples condiciones de intensidad y tiempo de
estrés salino y osmotico, se utilizaron cuatro sistemas experimentales diferentes: placas, pouch,
hidroponia y macetas. Estos permitieron discriminar respuestas fisiolégicas, basadas en
parametros de crecimiento y desarrollo, en los genotipos Lotus japonicus (ecotipos MG20 y Gifu)
y Lotus burttii. Esta informacion fue utilizada para caracterizar las respuestas frente a estas
condiciones y tipos de estrés de una poblacion de lineas recombinantes puras (RILs), producto
del cruzamiento de Lotus japonicus Gifu x Lotus burttii, y para identificar loci asociados a rasgos
cuantitativos (QTLs). En total se mapearon 18 QTLs, seis asociados al crecimiento del tallo, tres
al crecimiento de la raiz, cinco al crecimiento total y cuatro a la relacion tallo raiz. Del total de
QTLs detectados, cuatro fueron ubicados en el cromosoma 1, tres en el cromosoma 2, seis en el
cromosoma 3, uno en el cromosoma 4, dos en el 5y dos en el cromosoma 6. Los QTLs tuvieron
efectos distintos segun la condicién experimental ensayada. En la condicion de estrés osmético el
alelo del parental Lotus burttii fue superior en 14 de los 18 QTLs identificados, mientras que en
estrés salino el alelo de este parental fue superior en 9 QTLs. En el QTL asociado al marcador
TM0324 (0,8 cM, cromosoma 1) se observo que el alelo del parental femenino L. japonicus Gifu
tiene un efecto positivo sobre el crecimiento de la raiz en condiciones de estrés salino, en cambio
si el marcador tiene el alelo del parental L. burttii el comportamiento es el inverso. La region
cercana al marcador TM0324 parece interesante para buscar genes asociados al
comportamiento de la raiz en estrés i6nico y osmético. Este estudio provee herramientas utiles

para potenciar los programas de mejoramiento de leguminosas cultivables de interés agronémico.

Palabras clave: RILs, Lotus japonicus, Lotus burttii, sistemas de cultivo, hidroponia
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IDENTIFCATION OF QTL CONTROLLING TRAITS RELATED TO SALINE AND OSMOTIC
STRESS IN A Lotus japonicus X L. burttii MAPPING POPULATION

SUMMARY

The genus Lotus includes a heterogeneous group of species, that include genotypes of
agronomic interest and model species that can be used for quantitative genetics. In this work, four
different experimental systems were used: plates, pouch, hydroponic and pots, to establish
multiple conditions of intensity and duration of ionic and osmotic stress. These strategies allowed
discriminating physiological responses, supported in parameters of growth and development, of
the genotypes Lotus japonicus (ecotypes MG20 and Gifu) and Lotus burttii. This information was
used to characterize the responses against these conditions of stress of a population of
recombinant inbred lines product of the cross of Lotus japonicus Gifu x Lotus burttii, and to identify
associated-QTLs (quantitative trait loci) . A total of 18 QTLs were mapped, six associated to the
growth of stem, three to the growth of the root, five to total growth, and four to the stem root
relation. Among the total of QTLs detected, four were located in chromosome 1, three in
chromosome 2, six in chromosome 3, one in chromosome 4, two in 5 and two in chromosome 6.
QTLs had different effects according to the experimental condition tested. Under osmotic stress
condition the parental allele of Lotus burttii was superior in 14 of 18 QTLs identified, whereas in
salt stress the allele of this parental was superior in 9 QTLs. The QTL associated to marker
TMO0324 (0.8 cM) showed that the parental allele of Lj. Gifu has a positive effect on the growth of
root under salt stress conditions, however if the marker is the parental allele of L. burttii the
behavior was the inverse one. The region near the marker TM0324 is a potential candidate for
stress gene browising. This study provides useful tools to harness the breeding programs of

cultivated legumes of agronomic interest.

Key words: RILs, Lotus japonicus, Lotus burttii, growth system, hydroponia



1 INTRODUCCION

1.1 ESTRES ABIOTICO

El estrés abidtico es la principal causa de pérdidas en la productividad de los cultivos a
nivel mundial. Aproximadamente el 37% de las pérdidas potenciales en la produccién se deben a
problemas relacionados con la sequia y/o la salinidad (Athar y Ashraf, 2009, Munns y Tester
2008, Flowers, 2004, Zhang et al., 2001). Actualmente, el 10% de las tierras cultivables estan
afectadas por procesos de sequia y/o salinizaciéon y se estima que para el afio 2050 este
porcentaje aumente a méas del 50% (Athar y Ashraf, 2009, Wang et al., 2003, Munns, 2002). Por
esto, la obtencién de cultivares productivos y tolerantes a estas condiciones es importante para
mitigar los efectos del estrés abidtico y obtener una produccién agropecuaria sustentable en el

contexto del cambio climético global.

1.1.1 Mecanismos de respuesta de las plantas a salinidad y sequia

Los dafios causados por sequia y/o salinidad tienen caracteristicas comunes. Esto llevo a
suponer que las vias de sefializacion celular y las respuestas implicadas son similares para
ambos de tipos de estrés (Mazzucotelli et al., 2008, Munns et al., 2002, Zhu, 2001). Ambos
estreses se manifiestan como estrés osmotico, que lleva a un cambio en la homeostasis celular y
generalmente, se desencadena dafio oxidativo (Munns y Tester, 2008, Wang et al., 2003, Borsani
et al., 2001). Las respuestas de tolerancia / sensibilidad a sequia y salinidad, como a otros tipos
de estrés abidtico, involucran mecanismos morfoldgicos, fisiolégicos y bioquimicos que tienen
como objetivo mantener procesos claves, como la respiracion, la fotosintesis y el transporte de
nutrientes (Diaz et al., 2005).

Dentro de los mecanismos de tolerancia al estrés, los que regulan la homeostasis ionica
e hidrica parecen ser los mas importantes. Las respuestas de tolerancia requieren de la
integracion a nivel de planta, de ajustes a nivel molecular, celular y tisular. Sin embargo el
mejoramiento de la tolerancia esta basado principalmente en la manipulacion de genes que
protegen y mantienen la estructura y funcionalidad de los componentes celulares (Athar y Ashraf,
2009, Wang et al., 2003, Hasegawa et al., 2000).



Los genes asociados a las respuestas de tolerancia se pueden agrupar en tres
categorias, la primera esta constituida por genes que participan en las cascadas de sefiales y en
el control de factores transcripcion, la segunda por genes relacionados a proteinas de proteccion
de membranas, y la tercera por genes asociados a transportadores iénicos y acuaporinas (Wang
et al., 2003, Gong et al., 2001). Los genes incluidos en estas categorias y los mecanismos

bioquimicos asociados estan esquematizados en la Figura 1.

1.1.1.1 Estrés por sequia

La sequia causa estrés en las plantas por falta de agua disponible en el suelo, en la
atmdsfera, o en ambos. La disminucién en la cantidad de agua disponible en el suelo se traduce
en una disminucion del potencial hidrico (yw), frente al cual la planta procura mantener el estado
hidrico evitando la pérdida de agua o incrementando su entrada desde el suelo (Verslues et al.,
2006). Si el estrés es de moderada intensidad o de corta duracion, se produce un desbalance
hidrico que es corregido mediante el cierre de estomas, y el desarrollo radicular. Este tipo de
repuestas son conocidas como estrategias de escape o evitacion de la sequia (Khan et al., 2010,
Mitra, 2001).

No obstante si el déficit hidrico es severo o prolongado en el tiempo, se genera un
proceso de deshidratacion para el cual se necesitan mecanismos adicionales que permitan
mantener la homeostasis. En este punto, la supervivencia de la planta depende de la capacidad
de ajuste osmotico, y los solutos osmocompatibles juegan un rol central (Ashraf y Foolad, 2007).
Esta respuesta se conoce como tolerancia a la sequia, la cual requiere de cambios metabdlicos
como la sintesis de proteinas de proteccién, como las dehidrinas y proteinas LEA (/ate-
embryogenesis-abundant), y el control de los niveles de especies reactivas del oxigeno (EROs) a

través de sistemas antioxidantes (Khan et al., 2010).

Las repuestas al déficit hidrico asi planteadas resumen un proceso que en realidad es
producto de la integracion e interrelacion de mecanismos bioquimicos y fisiolégicos de base
multigénica, esto hace que la tolerancia a la sequia sea un rasgo cuantitativo complejo de dificil

interpretacion.
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Figura 1. Respuestas de la planta a estrés abi6tico. El estrés primario, como sequia o salinidad estdn generalmente
interconectados, y causan un estrés secundario, como ser el estrés osmético y oxidativo, que lleva al dafio celular.
La sefial inicial del estrés (efecto osmotico e ibnico) dispara downstream una serie de procesos de sefializacion
secundaria y de control transcripcional. Estos procesos activan mecanismos de respuesta al estrés, como la
proteccién y reparacion de proteinas y membranas, tendientes a restablecer la homeostasis celular. Una respuesta
inadecuada a uno o varios de estos pasos puede resultar en dafios irreversibles a proteinas funcionales y
estructurales y membranas, lo cual finalmente lleva a la muerte celular (Adaptado de Wang et al., 2003).



1.1.1.2 Estrés salino

La salinidad afecta diferentes aspectos de la fisiologia de la planta, y en términos
generales la respuesta de los cultivos al estrés salino causado por altas concentraciones de NaCl
se da en dos fases. En la primera se produce estrés osmético, respuesta no especifica causada
por la diferencia de potencial hidrico generado por la concentracion de sal fuera de la raiz. En la
segunda fase se produce un estrés iénico, producto del desbalance de la relacion K*/Na* y del
aumento a niveles letales de Na*y CI-. Esta respuesta es exclusiva del estrés salino y se debe a
la toxicidad del NaCl (Munns y Tester, 2008, Diaz et al., 2005, Borsani et al., 2003, Munns, 2002).

El crecimiento y sobrevida de las plantas en este punto, depende principalmente de la
capacidad de restablecer la homeostasis idnica (Borsani et al., 2001). Para entender los
mecanismos responsables de la tolerancia a la salinidad se debe conocer como y cuando el
crecimiento de la planta se altera por el efecto toxico y osmotico del NaCl (Verslues et al., 2006,
Zhu, 2001).

En general las plantas utilizan dos tipos de mecanismos frente al estrés salino. En las
plantas sensibles a la salinidad, se reduce la toma de NaCl y se produce un ajuste osmético
mediante la sintesis de solutos compatibles como la prolina, glicinbetainas y polioles, mientras
que en las plantas tolerantes el NaCl se compartimentaliza en vacuolas, manteniéndose una alta

relacion K*/Na* en el citoplasma celular (Shabala y Cuin, 2007, Yamaguchi y Blumwald, 2005).

Las plantas tolerantes a estrés salino poseen mecanismos de control a diferentes niveles.
A nivel celular la tolerancia esta determinada por la exclusion del Na* desde el citoplasma hacia
la vacuola, proceso controlado por canales de transporte idnico, como son los canales de alta
afinidad regulados por K* y los canales de baja afinidad regulados por Ca?*, mientras que a nivel
de planta entera la tolerancia se define por la capacidad de excluir y traslocar Na*. Asi, una
relacion tallo/raiz alta, como una alta tasa de crecimiento es necesaria para mantener bajos los

niveles de Na*en hoja (Yamaguchi y Blumwald, 2005, Munns et al., 2002).



A nivel de planta entera la respuesta a la salinidad debe ser observada a través del
tiempo. La primera etapa, fase osmotica, que comienza inmediatamente después de que la
concentracion de sal se incrementa sobre cierto nivel umbral. En esta primera etapa la tasa de
crecimiento cae abruptamente (Figura 2). Esta respuesta se debe en gran parte al efecto del
NaCl fuera de las raices, aqui el crecimiento de la parte area se ve mas afectado que el
crecimiento radicular. En la segunda etapa, fase iénica, la planta comienza a acumular iones en
hojas viejas, y estas comienzan a morir. Si la tasa de muerte de hojas viejas es mayor que la tasa
en la cual hojas nuevas son producidas, la capacidad fotosintética de la planta cae, lo cual lleva a

una reduccion de la tasa de crecimiento (Munns, 2009, Munns y Tester, 2008).

Un incremento en la tolerancia al estrés osmatico no necesariamente va asociado con un
incremento en la tolerancia ionica, la cual aparece de manera tardia (Figura 2A y B). La tolerancia
a ambos estreses puede observarse en plantas que mantienen relativamente la misma tasa de
crecimiento durante todo el periodo de estrés (Figura 2C).

A tolerancia B tolerancia c tolerancia
osmética ionica ibnica y osmotica

o — z z
: T ......... i T \ ) T
NaCl NaCl NaCl
Fase Fase Fase Fase Fase Fase
osmobtica l6nica osmatica Iénica osmotica l6nica

tiempo (semanas)

Figura 2. Tasas de crecimiento relativo de la planta en estrés salino. El estrés salino afecta la respuesta de
crecimiento de la planta en 2 fases: Una rapida respuesta al incremento en la presién osmoética externa (Fase
osmotica), y una lenta respuesta debido a la acumulacién de Na+ en hojas (Fase idnica). La linea solida representa
cambios en la tasa de crecimiento relativo de tallo (TCRt) luego de la adicion de NaCl. La linea a trazos representa la
respuesta de la planta en condiciones sin estrés. La linea punteada representa la respuesta de plantas tolerantes al
estrés. A) La linea punteada representa la respuesta hipotética de una planta con tolerancia al componente osmético
del estrés salino. B) La linea punteada representa la respuesta hipotética de una planta con tolerancia al componente
iénico del estrés salino. C) La linea punteada representa la respuesta hipotética de una planta con tolerancia a
ambos componentes, ionico y osmético, del estrés salino (Adaptado de Munns y Tester, 2008).



1.1.2 Mejoramiento frente a estrés abidtico

En el mejoramiento de la tolerancia al estrés abioético se pueden emplear dos
aproximaciones. Una esta dirigida a explorar y aumentar la variacion genética existente en los
cultivos de interés agricola, ya sea por cruzamientos intra e inter-especificos, donde estas nuevas
combinaciones de genes deben ser introducidas en los germoplasmas existentes en los distintos
programas de mejoramiento (Ashraf, 2010, Flowers, 2004). La otra es la generacion de cultivos
tolerantes producto de la seleccion, a través de genes especificos, o de la generacion de plantas
transgénicas que tienen en su genoma genes que confieren tolerancia a estrés (Yamaguchi y
Blumwald, 2005). En ambos casos es fundamental conocer los determinantes genéticos
asociados a las distintas respuestas de tolerancia. En este sentido, la evaluacion fenotipica de la
respuesta de tolerancia es clave y debe hacerse simultaneamente con la generacion de

informacion del genoma de las especies involucradas (Munns et al., 2002).

Si bien los mecanismos basicos de la tolerancia al estrés abiotico han sido descritos en
numerosos trabajos, los determinantes génicos en general permanecen sin conocerse (Munns y
Tester, 2008, Apse et al., 2007, Wang et al., 2003, Zhu, 2001). Por lo tanto, encontrar genes
asociados a estas respuestas fisiologicas es fundamental para mejorar el comportamiento
productivo de los cultivos en zonas agricolas marginales (Botella et al., 2005). En este punto, el
desafio esta en tratar de disminuir la brecha existente entre los experimentos ecofisiolégicos
realizados en cultivos de interés agrondmico, con aquellos realizados en organismos modelos y
que tienen como objetivo la elucidacion de mecanismos moleculares involucrados en la
percepcion y respuesta al estrés abiotico (Verslues et al., 2006). Asi, para el mejoramiento de la
tolerancia al estrés abiotico en cultivos de interés agricola parece razonable combinar el

mejoramiento convencional con técnicas de genética molecular.

1.1.2.1 Mejoramiento y seleccion de plantas tolerantes a sequia
El desarrollo de lineas o cultivares tolerantes a la sequia a través de la seleccién y el
mejoramiento es un desafio para incrementar la produccion en areas con bajas precipitaciones o

sin posibilidad de implementar sistemas de riego (Athar y Asrhaf, 2009).



Algunos de los caracteres que tradicionalmente se han utilizado para seleccionar plantas
tolerantes a la sequia son la produccion de semillas, el indice de cosecha, el yu, y el ajuste
osmético de la hoja, la acumulacion de prolina, la eficiencia en el uso de agua y la fluorescencia
de clorofila (Ashraf, 2010). Sin embargo la mayoria de estos métodos insumen mucho tiempo y
tienen un costo elevado, lo cual los hace poco eficientes y/o caros cuando se requiere hacer un

Screening a un gran numero de plantas en poblaciones segregantes (Athar y Asrhaf, 2009).

En las metodologias antes mencionadas, se caracteriza la tolerancia al estrés a nivel de
planta entera, lo cual ha hecho que este rasgo sea considerado demasiado complejo y por tanto
muy dificil de manejar en los programas de mejoramiento. Una solucion a este problema es
estudiar las caracteristicas de tolerancia en parte aérea y en raiz independientemente, es decir
identificar genes responsables del comportamiento estomatico, ajuste osmético y arquitectura
radicular, para luego combinar estos caracteres en el mejoramiento de variedades (Sharp et al.,
2004). En este sentido, una caracteristica importante es la capacidad del sistema radicular de
seguir creciendo a niveles de Wy bajos. En tales condiciones, algunos sistemas radiculares
siguen creciendo a Yw menores a -1.5 MPa, a este nivel el crecimiento de tallo se ve inhibido. Por
otra parte el mantenimiento del crecimiento radicular durante el déficit hidrico permite a la planta

mantener un adecuado suministro de agua (Sharp et al., 2004).

1.1.2.2 Mejoramiento y seleccion de plantas tolerantes a salinidad

Varias estrategias pueden ser adoptadas en el mejoramiento de la tolerancia al estrés
salino; estas estrategias son basicamente las mismas que se utilizan para el mejoramiento de
tolerancia a la sequia. Sin embargo en el caso de la salinidad se presenta la dificultad de poder
distinguir lo efectos diferenciales del NaCl. En este sentido el foco esta puesto en los
mecanismos de, acumulacion y exclusion selectiva de iones, control de toma y distribucion de
Na*, compartimentalizacion de iones a nivel celular y a nivel de planta entera (Athar y Ashraf,
2009, Munns y Tester, 2008, Flowers, 2004).

Las principales limitantes en el mejoramiento de la tolerancia a la salinidad son: i) los

métodos de screening fenotipicos, ii) los genes no deseados que se transfieren ligados a genes



que codifican para rasgos de interés, y iii) las barreras reproductivas que restringen la
transferencia de alelos favorable (Athar y Ashraf, 2009).

Hasta el momento, el mejoramiento de cultivares para un rasgo cuantitativo complejo
como la tolerancia al estrés por NaCl, no ha tenido el éxito esperado (Athar y Ashraf, 2009). Esto
se debe principalmente a: i) la complejidad de los caracteres fenotipicos involucrados, lo que
hace que no haya un consenso general en la identificacion de qué rasgos fisiologicos estan
asociados a la tolerancia este tipo de estrés y ii) a que algunos rasgos de tolerancia estan
determinados por muchos de genes, que no solo presentan fendmenos de interaccion génica,
sino que ademas poseen un efecto pequefio comparado con la presion ambiental que impone el
estrés por NaCl (Cuartero et al., 2006,Flowers, 2004, Borsani et al., 2003).

1.2 SELECCION ASISTIDA POR MARCADORES Y ANALISIS DE QTLs

El rendimiento y otras caracteristicas de interés agronémicos se conocen como rasgos
cuantitativos, ya que exhiben una variacion fenotipica continua, en oposicion a los rasgos
cualitativos, como la resistencia a ciertas enfermedades, donde los fenotipos individuales son

categorias discretas (Mackay, 2001, Tanksley, 1993).

A principios del siglo XX se demostré que la variacion observada en un rasgo cuantitativo
es el resultado combinado de la accion de muchos genes y de factores ambientales particulares
(Ansins, 2002, Tuberosa et al., 2002). Desde entonces, uno de los principales objetivos en los
programas de mejoramiento vegetal, ha sido entender las bases genéticas de los rasgos

cuantitativos dentro de una poblacion de interés.

Actualmente la seleccién asistida por marcadores (MAS, marker-assisted selection)
permite examinar simultaneamente cientos de regiones en el genoma de plantas creciendo en
diversas condiciones ambientales, lo que no era posible con la herramientas y protocolos de los
programas de mejoramiento tradicionales. La aproximacion con MAS permite a los mejoradores
piramidar genes con efectos similares, y asi obtener cultivares tolerantes a distintos tipos de
estrés abioticos (Ashraf, 2010).



Las regiones del cromosoma que controlan rasgos cuantitativos como las respuestas a
la sequia y salinidad son llamados QTLs (quantitative trait loci). La ubicacion de QTLs asociados
a rasgos de tolerancia podria ayudar en identificar genes puntales que confieren tolerancia al

estrés abiotico en cultivos de interés (Ashraf, 2010).

Asi, el mapeo de QTLs es un camino efectivo en la diseccion de los componentes
involucrados en la tolerancia al estrés abiotico. Sin embargo debido a la complejidad de los
factores genéticos, e incluso a la interaccion genotipo ambiente, en la mayoria de los casos un
numero limitado de QTLs han sido detectados de manera estable a través de diferentes pools

genéticos y ambientes (Ashraf, 2010).

En las estrategias con MAS e identificacion de QTLs es necesario establecer criterios de
seleccion fenotipica y desarrollar sistemas experimentales que permitan evaluar esos criterios de

manera eficiente, rapida y sencilla (Agbicodo et al., 2009, Salekdeh et al., 2009).

La herencia de los rasgos cuantitativos es poligénica por tanto éstos estan condicionados
por la variacion alélica de varios locus. A su vez, dentro de un QTL el efecto individual de cada
locus sobre el fenotipo es relativamente muy pequefio (Asins, 2002, Doerge, 2002, Tanksley,
1993).

La identificacion (o mapeo) de QTLs es una metodologia estadistica que consiste en
detectar asociaciones significativas entre un rasgo cuantitativo de interés y el genotipo del
individuo. Segun esta idea, la identificacion de QTLs basados solo en evaluacidn fenotipica
convencional no es posible, es necesario contar con datos que brinden informacion sobre la base
genética asociada al fenotipo estudiado. Para ello se usan “sefiales” discretas en el genoma

conocidos como marcadores DNA o marcadores moleculares (Collard et al., 2005).

El principal objetivo del analisis de QTLs es determinar la posicién precisa de un QTL
dentro de un cromosoma, en el genoma de un organismo en particular. La idea de usar un
marcador genético para mapear un QTL que controla un rasgo cuantitativo fue propuesta por

Thoday en 1961. Segun este autor si la segregacion de un marcador genético puede ser
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determinada en el genoma de un organismo, entonces puede ser posible mapear y caracterizar el

o los QTLs que afectan a un fenotipo particular.

El analisis de QTLs no solo permite identificar marcadores moleculares que pueden ser
utilizados para la seleccion de individuos en los programas con MAS, sino que también son una
herramienta basica en estudios de genomica funcional en plantas, lo que es particularmente
importante cuando se realizan estudios fisiologicos sobre rasgos agrondémicos como la tolerancia

a estrés abidtico.

El éxito en la identificacién de QTLs depende no solo de la precision del modelo
estadistico utilizado, sino de otros factores como son: el disefio experimental, tipo de poblacién
de mapeo, tamafio de la poblacion, heredabilidad del caracter, nimero y contribucion de cada
QTL al total de la varianza genética, interaccion entre QTLs, interaccion de QTL con el ambiente,
numero y distancia entre marcadores consecutivos, porcentaje de marcadores codominantes,
orden de los marcadores en el mapa de ligamiento y evaluacion del rasgo cuantitativo, entre otros
(Broman y Sen, 2009, Asins, 2002, Tanksley, 1993).

Para la consideracion de todos los aspectos mencionados, vamos a definir dos,
estructuras de datos: La primera consiste en un grupo de caracteristicas observables en la
poblacién, a la que denominaremos datos fenotipicos, que incluyen rasgos cuantitativos de
interés (rendimiento, peso, longitud, etc), y covariables (condiciones ambientales, sexo, etc). La
segunda estructura, a la que denominaremos datos genotipicos, incluye un grupo de marcadores
esparcidos dentro del genoma, y el mapa genético donde se especifica la ubicacion de los
mismos marcadores, en términos de distancias genéticas, en los distintos cromosomas. El

analisis de QTLs surge de la interaccion de estas dos estructuras de datos.



11

Datos

Fenotipicos
e

LPanacién de Mapeo ‘ % ‘ QTL analisis

Datos 4

Genotipicos

Figura 3. Estructuras de datos utilizados en el analisis de QTLs. A partir de una poblacion de mapeo, se obtienen
datos fenotipicos (peso, altura, rendimiento) y datos genotipicos (alelos de cada marcador) que luego son analizados
conjuntamente para detectar posibles QTLs.

1.2.1 Datos genotipicos

1.2.1.1 Marcadores genéticos

Los marcadores genéticos representan diferencias genéticas entre individuos. Estos
marcadores se puede clasificar en tres categorias: a) marcadores morfolégicos o visibles, un
rasgo fenotipico en particular. b) marcadores bioquimicos, como las isozimas y, ¢) marcadores

moleculares, que muestran variaciones en el DNA (Collard et al. 2005).

Dentro de estas tres categorias los marcadores moleculares poseen ciertas propiedades
diferenciales, que los hacen ventajosos sobre los otros dos tipos. Estas propiedades son:1)
Neutralidad fenotipica, la mayoria de las variaciones alélicas de los marcadores moleculares son
en regiones no codificantes del genoma. 2) Polimorfismo, que permite detectar diferencias entre
individuos. Los marcadores polimérficos codominantes discriminan entre individuos
heterocigotos. 3) Abundancia, los marcadores moleculares son practicamente ilimitados en

numero, por esto es que son los mas usados (Collard et al. 2005).

1.2.1.2 Mapa de ligamiento

Un mapa de ligamiento indica la posicion y las distancias genéticas relativas entre
marcadores a lo largo de los cromosomas. En un mapa genético la distancia entre marcadores es
medida por la tasa de eventos de recombinacion o crossover en la meiosis (Broman'y Sen,
2009). Estas frecuencias de recombinacion son usadas para estimar la distancia entre

marcadores. Si dos marcadores estan separados por 5 centiMorgans (cM) significa que hay entre
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ellos un promedio de 5 crossovers cada 100 productos de la meiosis. Una frecuencia de
recombinacion del 50% indica que los marcadores estan localizados muy lejos en el mismo

cromosoma o en diferentes cromosomas (Collard et al. 2005).

En este punto el nivel de polimorfismo del marcador es importante ya que la variacion
alélica es la que permite seguir la segregacion del marcador en la progenie, y por tanto hacer los

grupos de ligamiento sobre los cuales se puedan detectar y ubicar QTLs (Margarido et al., 2007).

Segun Broman y Sen (2009), hay tres puntos fundamentales en la construccion de los
mapas de ligamientos: 1) produccién de una poblacion de mapeo, 2) identificacion de

polimorfismos, 3) analisis de ligamiento de los marcadores.

1) Poblacién de mapeo: Una poblacién de mapeo (poblacién segregante) corresponde a
un conjunto de individuos producto de un cruzamiento entre dos lineas consideradas
‘parentales”. En el caso de las plantas, las poblaciones de mapeo pueden ser obtenidas
mediante el cruzamiento de lineas puras. Una linea pura se forma mediante autofecundaciones
sucesivas hasta obtener individuos completamente homocigotos, es decir, idénticos en todas las
posiciones en ambos cromosomas. Todos los individuos en un linea pura son genéticamente
idénticos unos de otros (Broman, 2005). En un experimento tipico de analisis de QTLs las
poblaciones de mapeo mas utilizadas son, la F2, retrocuzas, dobles haploides y lineas

recombinantes puras (RILs, recombinat inbred lines).

En especies autbgamas, las poblaciones F2 y las retrocruzas son las mas utilizadas
debido a que son faciles de obtener. Sin embargo una estrategia util es usar RILs. Estas lineas
son construidas a partir de una F2, seguida por una serie de autofecundaciones, hasta construir
un nuevo panel de lineas puras cuyo genoma en un mosaico de las dos lineas iniciales (Figura
4).
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Figura 4. Representacion esquematica de los cambios en la composicion genética de los cromosomas durante el
desarrollo de una poblacién RILs obtenida por autofecundacion. Las dos lineas puras, parental 1y 2, estan
representados por los cromosomas blanco y negro respectivamente. Mediante auto fecundacién de la generacion F1
se genera variacion genética que resulta en la F2. Cada linea de la F2 a su vez es autofecundanda sucesivamente,
el resultado es la pérdida de heterocigotos en las generaciones subsiguientes. Si este proceso continua por varias
generaciones (F8-F10) se producen individuos que son completamente homocigotos en cada locus, pero con
cromosomas que son un mosaico de los cromosomas parentales (Adaptado de Broman, 2005).

| PPN - - |

Las RILs tienen ventajas importantes sobre las otras dos poblaciones se pueden lograr
mejores resoluciones del mapa genético, cada linea se tiene genotipar una sola vez, se pueden
fenotipar multiples individuos por cada linea lo cual reduce la varianza individual y ambiental
(Broman y Sen, 2009, Broman, 2005, Ansins, 2002).

2) Identificacion de polimorfismo: El segundo paso en la construccion del mapa de
ligamiento es identificar los marcadores moleculares que muestren diferencia entre los
parentales. Una vez identificado el polimorfismo de los marcadores se debe hacer un escaneo
(genotipado) en toda la poblacién de mapeo incluidos los parentales. Las relaciones de

segregacion esperadas en una poblacion RILs es de 1:1, desviaciones significativas de las
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segregaciones esperadas pueden ser analizadas usando un test chicuadrado (Broman y Sen,
2009).

3) Anélisis de ligamiento de los marcadores: El paso final en la construccion del mapa
genético involucra la codificacion de los datos de cada marcador molecular, para cada individuo
de la poblacion, y realizar el analisis de ligamiento con un software determinado (Margarido et al.,
2007, Varshney et al., 2007).

El ligamiento entre marcadores es usualmente calculado como la probabilidad de que dos
marcadores estén ligados, versus la probabilidad de que no estén ligados. Estas probabilidades
son expresadas como LOD score (Likelihood odds). Un LOD score de 3 entre dos marcadores
indica que la hipétesis de ligamiento es 1000 veces mas probable que la hipétesis de no
ligamiento. LOD score >3 son tipicamente usados para construir los mapas de ligamiento
(Margarido et al., 2007).

Los marcadores son agrupados juntos en “grupos de ligamientos” los cuales representan
segmentos de cromosomas o cromosomas enteros. El orden de los marcadores en cada grupo,
asi como la distancia genética entre ellos, estan directamente relacionados al nimero de
individuos estudiados en la poblacion de mapeo. Idealmente la poblacion de mapeo deberia
consistir en un minimo de 50 individuos para construir los mapas de ligamiento (Collard et al.,
2005).

Distintas funciones de mapeo son requeridas para convertir fracciones de recombinacion
en centiMorgans (cM), esto se debe a que las fracciones de recombinacion y las frecuencias de
crossovers no estan linealmente relacionadas. Una funcion de mapeo relaciona la longitud
genética en un intervalo, generalmente no estimable, con la fraccion de recombinacion en ese
intervalo, la cual si es estimable. Las dos funciones comunmente usadas son: la funcion
Kosambi, la cual asume que un evento de recombinacion afecta la ocurrencia del evento de
recombinacion adyacente, y la funcion Haldane la cual asume que no hay interferencia entre

eventos de crossover, es decir ocurren al azar. Bajo el modelo de no interferencia (Haldane) el
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genotipo de un marcador es independiente del genotipo de los marcadores adyacentes.
Generalmente, para simplificar los célculo, se asume un modelo de no interferencia (Margarido et
al., 2007).

En general se da el caso que las distancias en mapa de ligamiento no este directamente
relacionada con la distancia fisica entre marcadores dentro del cromosoma. En esos casos el
mapa citogenético puede brindar informacion complementaria, ya que esta basado en la

estructura fisica del cromosoma (Broman y Sen, 2009, Collard et al. 2005, Schneider, 2005).

1.2.2 Datos Fenotipicos

Si dos lineas puras crecidas en un ambiente comun muestran una diferencia fenotipica
siginificativa, se puede considerar que tales diferencias tienen bases genéticas. La identidad de
los QTLs causantes de la diferencia fenotipica entre lineas puede ser revelada analizando el
fenotipo de la progenie. Sin embargo dentro de cada linea cualquier variacion en el fenotipo no es
por causa génica, ya que todos los individuos son genéticamente idénticos, por tanto las
variaciones fenotipicas se debe mas bien a la combinacion de medidas del error, variacion

ambiental y ruido de desarrollo individual (Figura 5) (Broman y Sen, 2009).
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Figura 5. Simulacién de datos fenotipicos para dos lineas puras, para generacion F2 y para una poblacién de lineas
RILs. Los segmentos verticales dentro de cada grupo representan las medias. En este ejemplo la diferencia
genotipica entre las lineas es mayor que la diferencia dentro de cada linea. La media fenotipica de la generacion F2
es intermedia entre los dos parentales, mientras que la poblacion de RILs presenta una variaciéon mas amplia y una
media parecida al parental 1 (Adaptado de Broman y Sen, 2009).
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1.2.3 Principios del analisis de QTLs

El fenotipo esta influenciado por el QTL asociado al mismo mas posibles covariables,
como factores ambientales. Sin embargo, en la mayoria de los casos el genotipo del QTL no se
observa sino a través del genotipo de marcadores asociados (debido al ligamiento). Es el
ligamiento entre el marcador y el QTL, lo que permite asociar el fenotipo al genotipo de los
marcadores (Figura 6).

[ s } [Covariables}
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Figura 6. Estructura del analisis estadistico del mapeo de QTLs. Los QTLs y las covariables son los responsables de
la variacion fenotipica (indicado por la direccién de las flechas solidas). Los marcadores y los QTLs estan
correlacionados uno con otros debido al ligamiento (indicado por la flecha sélida bidireccional). Los marcadores en
general no codifican directamente el fenotipo, estos marcadores pueden ser asociados con el fenotipo via ligamiento
del QTL indicado por la direccion de la flecha punteada (Adaptado de Broman y Sen, 2009).

El anélisis de QTL esta basado en el principio de que existe una asociacion entre el
fenotipo y los marcadores (Figura 7). Los marcadores son usados para dividir la poblacion de
mapeo en diferentes grupos basados en el genotipo de un marcador en un locus particular y
determinar si existen diferencias significativas en las medias fenotipicas de cada grupo. Si los
fenotipos difieren significativamente, esto es interpretado como que los QTLs que afectan un
determinado rasgo estan ligados al marcador usado para subdividir a la poblacién (Collard et al.
2005, Tuberosa et al., 2002, Tanksley, 1993).
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Figura 7. Principios del mapeo de QTLs. Si una poblacién de mapeo se puede particionar de acuerdo al genotipo de
un marcador, y esto refleja diferencias significativas en el fenotipo, puede inferirse que el marcador esta ligado a un
QTL. En el ejemplo, el marcador 1 (M-1) est4 ligado a un QTL, porque hay diferencias significativas entre las medias
de los subgrupos de la poblacion.

1.2.3.1 Métodos para detectar QTLs

Las estrategias de mapeo de QTLs tienen como principal objetivo detectar la presencia
de un QTL asociado a un caracter fenotipico determinado. Una vez detectada la asociacion entre
el QTL y el fenotipo se intenta determinar la region en el genoma donde se ubican los QTLs.
Finalmente se trata de estimar el efecto que tiene el QTL sobre el fenotipo. Para lograr estos

objetivos se utilizan estrategias de analisis puntuales y analisis por intervalos.

En los analisis puntuales, la hipotesis nula testeada es que la media de los valores
fenotipicos es independiente del genotipo del marcador en particular. Si la hipdtesis nula es
rechazada con cierto nivel de significancia, implica que el QTL esta ligado al marcador bajo
investigacion. Cada asociacion marcador-fenotipo, es evaluado independientemente de todos los

otros marcadores (Doerge, 2002).

En los analisis puntuales estas asociaciones se determinan mediante analisis de varianza
(ANOVA,) o regresion lineal. En este tipo de andlisis se trata de determinar cuanta de la variacion
fenotipica observada puede ser explicada por los QTLs ligados al marcador, para ello

generalmente se usa el coeficiente de regresion R2 (Collard et al., 2005).

La desventaja mas importante del anélisis de regresion simple es que considera la

presencia de un solo QTL, es decir no se pueden separar QTLs ligados, no se pueden determinar
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las posibles interacciones entre QTLs y se confunde el efecto del QTL con la posicién (Broman y
Sen, 2009).

Los métodos por intervalos se pueden dividir en dos, mapeo por intervalo simple (SIM) y
mapeo por intervalo multiples (CIM). EI SIM utiliza el mapa de ligamiento y analiza
simultdneamente los intervalos entre marcadores adyacentes a lo largo del cromosoma. El uso
de marcadores ligados en el anélisis compensa la recombinacion entre los marcadores y el QTL,
y es considerado estadisticamente mas poderoso si se lo compara con los métodos puntuales ya

que permite separar posicion de efecto. Sin embargo el anélisis de hace de un QTL por vez.

En el CIM utiliza multiples QTLs (en general ya identificados previamente) para realizar el
andlisis de interacciones. La principal ventaja del CIM es que es mas preciso y efectivo en el
mapeo de QTLs comparado con los otros dos métodos anteriores especialmente cuando los
QTLs involucrados estan ligados. EI mapeo por intervalos produce un perfil de los sitios mas
probables para un QTL entre marcadores ligados adyacentes, en otras palabras el QTL es

localizado en el mapa genético (Collard et al., 2005, Tanksley, 1993).

Los resultados del test estadistico para SIM and CIM, son tipicamente representados por
el LODscore (Figura 8). Estos perfiles de LODscore son usados para identificar la posicion més
probable del QTL en relacidn al mapa de ligamiento, la cual coincide con la posicién donde él
mayor LODscore fue obtenido. El pico maximo que excede un nivel de significancia especifico
puede ser considerado como un posible QTLs. Para la determinacion de los umbrales de

significancia en general se usan test de permutacion (Broman y Sen, 2009, Jones et al., 1997).
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Figura 8. Resultado de un mapeo de QTL por intervalo compuesto (CIM). La linea punteada representa el umbral de
significancia determinado por un test de permutacién. La posicién mas probable del QTL es cerca del marcador 1, el
mejor intervalo para este QTL es el flanqueado por los marcadores 1y 2, M-1 y M-2 respectivamente (Adaptado de

Jones et al., 1997).
1.2.3.2 Factores que influyen en la deteccion de QTLs

Si los efectos de los distintos alelos de un QTL difieren en su magnitud o sentido (+/-) en
diferentes backgrounds genéticos, en diferentes ambientes o entre machos y hembras, entonces
el efecto del QTL es dependiente del contexto. Para el caso de la interaccion con el ambiente,

estos efectos contexto dependientes son formalmente identificados por métodos estadisticos

apropiados donde se analiza la interaccion genotipo x ambiente (GEI) (Mackay et al., 2009)

La GEl es un fendémeno que ocurre cuando los genotipos responden de manera
diferencial a los cambios en el ambiente. El desarrollo de modelos estadisticos para determinar la
magnitud de la GEI sobre un rasgo de interés ha sido uno de los principales desafios en los
programas de mejoramiento vegetal durante los Ultimos afios (Hageman et al., 2010). Sin
embargo pocos trabajos se han dedicado a la incorporacion de GEI en los métodos de deteccion
de QTL, es decir a la expresion diferencial de QTLs en relacion a condiciones ambientales

cambiantes, los que se conoce como interaccion QTL x ambiente (QEI) (Malosetti et al., 2004).
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Dentro de los modelos utilizados para la deteccion de QTLs, los modelos de regresién
mixtos son particularmente adecuados en el caso de situaciones complejas como es el modelado
de la QEI. La ventaja de la aproximacidn por modelos mixtos, reside en la posibilidad de modelar
la correlacion genética subyacente en los datos obtenidos en distintos ambientes, lo que permite
testear el efecto del QTL en ellos. Esta estrategia en el mapeo de QTLs es importante en

estudios de tolerancia al estrés (Malosetti et al., 2011).

1.3 LEGUMINOSAS MODELOS: HERRAMIENTAS PARA LA IDENTIFICACION DE NUEVOS
COMPONENTES ASOCIADOS A LA TOLERANCIA A ESTRES ABIOTICOS

Con mas de 700 géneros y 20.000 especies, las leguminosas pertenecen a una de las
familias mas numerosa dentro de las Angiospermas. Junto a las gramineas, las leguminosas
incluyen a los cultivos de mayor importancia econdmica en la produccion agropecuaria por su
capacidad de producir proteinas, carbohidratos y aceites, tanto para consumo humano como
animal (Singh et al., 2007).

Las leguminosas son claves en la agricultura sustentable debido a su capacidad de fijar
nitrégeno en asociacion con bacterias fijadoras de nitrégeno, colectivamente denominadas
rizobios, lo que constituye una ventaja en los cultivos en suelos poco fértiles. La produccion de la
carne y leche se basa fundamentalmente en el uso de leguminosas como forraje, ya que son la

principal fuente de proteinas, fibras y energia (Graham y Vance, 2003).

Las leguminosas pueden ser divididas en tres subfamilias: Caesalpinioideae,
Mimosoideae y Papilionoideae. La subfamilia Papilionoideae contiene a casi todos los cultivos
econdmicamente importantes, desde de los cultivos de granos como: soja (Glycine max), mani
(Arachis hypogaea), lenteja (Lens culinaris), poroto (Phaseolus vulgaris), arveja (Pisum sativum),
hasta cultivos forrajeros como: alfalfa (Medicago sativa), Trébol (Trifolium pratense) y Lotus
(Lotus corniculatus). A pesar de estar filogenéticamente muy relacionadas, estas especies
difieren enormemente en el tamafio del genoma, en nimero de cromosomas, niveles de
polipliodida, y niveles de autocompatibilidad (Figura 9) (Udvardi et al., 2005, Zhu et al., 2005,
Doyle y Luckow, 2003).
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Género Especie namero tamaiio

representativa de cromosomas (n) del génoma(C)
Caesalpinioideae ¢ Cassia Senna 28 (7) 1.76
Acacia Gum arabic 26 (13) 147
Mimosoideae

Lupinus Lupins 26 (13) 0.90
Arachis Ground nut 40 (10) 1.74
e Phaseolus Common bean 22 (11) 0.59
Papilionoideae __1—£ -g Vigna Mungbean 22 (11) 0.52
@ Glycine Soybean 40 (20) 1.10
I Cajanus Pigeon pea 22 (11) 0.86
8  Melilotus Sweet clover 16 (8) 1.10

Q@
E S Tifolum Clover 32(8) 0.96
= Medicago Barrel medic 16 (8) 047
_{: § Pisum Garden pea 14 (7) 4.34
§ Vicia Broad bean 12 (6) 13.06
e Sesbania Black locust 20 (10) 0.64
[ § Lotus Lotus japonicus 12 (6) 047

Figura 9. Filogenia de leguminosas. Se muestran las tres subfamilias, con especies representativas, particularmente
de Papilionoideae (Adaptado de Udvardi et al., 2005).

En general las leguminosas cultivables no son buenos sistemas modelo para estudios
genéticos y genodmicos, porque en general poseen genomas de gran tamafio, muchas son

tetraploides y la mayoria son recalcitrantes a la transformacién.

Debido a esto Medicago truncatula (nodulacién indeterminada) y Lotus japonicus,
(nodulacién determinada) han sido adoptadas como leguminosas modelos (Udvardi et al., 2005).
Como especie modelo L. japonicus presenta numerosas ventajas: ciclo corto de 3 meses,
genoma pequefio (2n=12; 1C=466 Mbp), autogamia, gran produccion de flores y semillas, alta
transformabilidad mediante Agrobacterium, gran nimero de EST (expressed sequences tag),
cDNA clones, mapas de ligamiento, y en la actualidad su genoma esta completamente
secuenciado (Sato et al., 2008, Gondo et al., 2007, Pajuelo et al., 2005).

En numerosos trabajos se ha demostrado la conservacion de la estructura gendmica
(sintenia) entre las leguminosas modelos y las cultivables (Nelson et al., 2010, Tsubokura et al.,
2008, Zhu et al., 2005) esto sugiere que la informacidn generada en L. japonicus puede ser

utilizada en los programas de mejoramiento de leguminosas cultivables.
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L. japonicus es una leguminosa salvaje muy relacionada con otras especies del género
Lotus como L. corniculatus, L. glabery L. uliginosus, las cuales son usadas como forraje de alto
valor nutritivo (Szczyglowski y Stougaard, 2008). Dos ecotipos de L. japonicus (Gifu y MG20) y
dos especies relacionadas L. filicaulis y L. burttii han sido propuestas como lineas parentales
para el estudio de varios aspectos genéticos (Sandal et al., 2006, Kawaguchi et al., 2005, Sandal
et al., 2002, Jiang y Gresshoff, 1997, Handberg y Stougaard, 1992).

1.3.1 Genoma de Lotus japonicus

En los ultimos afios el anélisis genético y gendmico de L. japonicus ha progresado
rapidamente. Esto incluye la secuenciacién del genoma a gran escala, la generacion de
marcadores moleculares y construccién de mapas de ligamiento de alta densidad (Ohmido et al.,
2010, Sandal et al., 2006).

El bajo numero de cromosomas de L. japonicus (n = 6) facilitd la identificacion de grupos
de ligamientos, actualmente existen dos mapas de ligamiento de alta densidad reportados para L.
Jjaponicus. El primero esta basado en la cruza intraespecifica de L. japonicus Gifu x L. japonicus
MG20 (Sato y Tabata, 2006), el segundo fue obtenido a partir de la cruza interespecifica L.
filicaulis x L. japonicus Gifu (Sandal et al., 2002). Adicionalmente un tercer mapa fue establecido
a partir de la cruza interespecifica de L. japonicus Gifu x L. burttii. Y actualmente este mapa esta

en proceso de construccion (Kawaguchi et al., 2005).

Estos mapas fueron integrados usando un set de marcadores fijos anchor marker que
fueron generados durante el proyecto de secuenciacion del genoma. Esta integracion de los
mapas permitio la alineacion de ciertos loci, lo cual facilita la transferencia de informacion entre
los mapas, especialmente en regiones donde la falta de recombinacion o altas distorsiones de
segregacion limitan la resolucion genética en algunas de las cruzas. Asi las especies diploides L.
japonicus, L. filicaulis y L. burttii forman un “triangulo” para investigaciones en genética molecular
de Lotus (Sandal et al., 2006, Sato y Tabata., 2006, Kawaguchi et al., 2005, Udvardi et al., 2005).
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1.3.1.1 Secuencias de expresion y transcriptomica

Con el objetivo de analizar la estructura del genoma de L. japonicus hace varios afios
que se viene desarrollando un proyecto de secuenciacion a gran escala. Para este proposito se
han utilizado varias tecnologias que incluyen construccion de librerias genéticas, secuenciacion
de DNA, hibridizacion por fluorescencia in situ (FISH), mapeo genético y herramientas
bioinformaticas. Estas estrategias han permitido asilar e identificar secuencias ESTs, cDNAs,
segmentos de genes y construir TAC (transformation-competent artificial chromosome) (Sato et
al., 2008, Udvardi et al., 2005).

Actualmente el 67% del genoma fisico de L. japonicus se encuentra secuenciado esto
representa el 91.3% del espacio intergénico. Este avance en el escaneo del genoma de L.
Jjaponicus ha permitido registrar en bases de DNA publicas méas de 120.000 ESTs agrupados en
28.460 secuencias unicas, incluidas 12.485 secuencias consenso (TCs). En total el 41% de las
secuencias han sido posicionadas en el mapa genético y se espera que esta proporcion aumente
sustancialmente con la continua deteccion de SNP (single-nucleotide polymorphism)
(Szczyglowski y Stougaard, 2008, Sato y Tabata, 2006).

Las ESTs y las TCs pueden ser consultadas en el website de Kazusa DNA Research

Institute (www.kazusa.or.jp) y en el Institute for Genomic Research (TIGR) Gene Index database

(www.tigr.org). A su vez, los correspondientes clones de cDNA fueron usados para construir

arrays de DNA para analisis de transcriptémica (Sato et al., 2008, Sato y Tabata., 2006).

1.3.1.2 Poblaciones de mapeo en especies modelo de Lotus spp.

Los mapas genéticos fueron desarrollados a partir de poblaciones F2 en cada una de las
cruzas. A partir de estas F2, se han desarrollado poblaciones RILs, de la descendencia de una

Unica semilla hasta la generacion F8.

Hasta el momento, se obtuvieron 79 RILs a partir de la cruza L. filicaulis x L. japonicus
Gifu, 108 marcadores microsatélites fueron usados para mapear esta poblacion. Los datos del

mapa genético estan disponibles en http://www.Lotusjaponicus.dk (Sandal et al., 2006). Un total
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de 205 RILs se obtuvieron a partir de la cruza de L japonicus MG20 x L japonicus Gifu, y 32
marcadores microsatélites se utilizaron para mapear este cruzamiento, el mapa genético esta

disponible en http://www.kazusa.or.jp. Un total de 174 RILs se obtuvieron a partir de la cruza de L

japonicus Gifu x L. burttii y 83 marcadores microsatélites estan siendo analizados para la

construccion del mapa genético (Kawaguchi et al., 2005).
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1.4 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1.4.1 Hipétesis
1. L. japonicus y L. burttii presentan diferencias en la respuesta de los parametros de

crecimiento y desarrollo frente a condiciones de estrés salino/osmético.

2. Elfenotipado de una poblacién de mapeo RILs de L japonicus Gifu x L. burttii en

condiciones estandarizadas y controladas de estrés salino y osmético permite:

a. establecer diferencias significativas en las respuestas de crecimiento y desarrollo

frente a condiciones de estrés salino/osmético

b. identificar QTLs asociados a las diferentes respuestas de crecimiento y desarrollo

frente a condiciones de estrés salino/osmético.

1.4.2 Objetivos
1.4.2.1 Objetivo general

Identificar marcadores fisiologicos y genéticos en estrés salino y osmético en especies
modelos de Lotus que puedan ser aplicados en programas de mejoramiento asistido por

marcadores de especies de Lotus de interés agronémico.

1.4.2.2 Objetivos especificos:
1. Establecer condiciones de intensidad y tiempo de estrés salino y osmético que permitan
diferenciar las respuestas de los genotipos parentales L japonicus Gifu, L japonicus
MG20 y L. burttii.

2. Caracterizar las respuestas de crecimiento y desarrollo en condiciones de estrés salinoy

osmético de RILs de L japonicus Gifu x L. burttii e identificar QTLs asociados.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.2 EVALUACION DE LINEAS PURAS DE Lotus spp.

2.2.1 Material vegetal y condiciones de crecimiento

Se usaron tres genotipos del género Lotus: Lotus japonicus B-129-S9 Gifu (Stougaard y
Beuselinck, 1996) de ahora en adelante Lj. Gifu, L. japonicus Miyakojima MG20 (Kawaguchi,
2000) de ahora en adelante Lj. MG20 y L. burttii B-303-S9 (Kawaguchi et al., 2005) de ahora en
adelante L. burttii. Las semillas fueron provistas por la. Ing. Agr. Monica Rebuffo (INIA La

Estanzuela, Uruguay).

Las semillas fueron escarificadas mecanicamente con papel lija fino N°2, y luego
desinfectadas durante 1 min en etanol al 70% (v/v), luego se hicieron 6 enjuagues con agua
seguidos por la inmersién en un solucién 20 % (v/v) de hipoclorito de sodio comercial (55 mg de
Cloro activo) y 0.1%Tween-20 durante 10 min. Después de 6 lavados con agua estéril, se dejaron
durante 3-4 h en agua estéril, y se cultivaron en placas de Petri con 8% agar - agua donde
permanecieron hasta él traspaso a cada sistema de cultivo. En cada sistema, las plantulas se
dejaron crecer durante 7 dias (periodo de aclimatacién) en medio Broughton y Dilworth (1971)

(medio B&D) antes de aplicar los tratamientos de estres.

Todos los sistemas de cultivos fueron mantenidos en camara de crecimiento a 28 °C con
un fotoperiodo de16 h luz de 150 umol fotones m2 s y la humedad relativa ambiente se

mantuvo en un 70 %.
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2.3 SISTEMAS DE CULTIVO

2.3.1 Sistema de placas

Las semillas germinadas fueron transferidas a placas de Petri plasticas de 14 cm de
diametro con medio B&D solidificado con 8% de agar, estéril (Figura 11Ay B). Luego del periodo
de aclimatacion, las plantas fueron transferidas a placas de Petri suplementadas con 0, 50 y 150

mM de NaCl. En cada placa se colocd un promedio de 20 plantas al momento del trasplante.

Los datos se tomaron a los 0, 7 y 14 dias de tratamiento (7, 14 y 21 dias desde el cultivo

de las semillas respectivamente, Figura 10).

2.3.2 Sistema de pouches

Las semillas germinadas fueron transferidas a bolsas flexibles, pouch, (18 x 16.5 cm,
Mega International, USA) con 20 mL de medio B&D liquido. Los pouches fueron colocados de

forma vertical en un organizador, y se mantuvo oscura la zona radicular (Figura 11C y D).

Los tratamientos 0, 50 y 150 mM de NaCl fueron aplicados bajo un disefio
completamente al azar con tres repeticiones por tratamiento. En cada pouch (repeticion) se
colocaron en promedio 8 plantas al momento del trasplante. El cronograma de la toma de datos y

la aplicacion de tratamientos se describe en el apartado 2.3.1 y se muestra en la Figura 10.

Para el andlisis estadistico de los datos se utilizaron modelos mixtos con el siguiente

modelo lineal con submuestreo:

Y = genotipo + tratamiento + genotipo * tratamiento + pouch,

dénde Y es la variable analizada, y pouch fue considerado con efecto aleatorio para evaluar el
error de submuestreo. Luego se realizé un andlisis de varianza para determinar si hay diferencias
significativas entre los tratamientos, los genotipos y la interaccion entre ambos. Las medias se

ajustaron para las combinaciones de tratamiento por genotipo.
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Figura 11. Sistemas de cultivos utilizados. A y B) Sistema de placas. C y D) Sistema de pouches. E 'y
F) Sistema de hidroponia. G y H) Sistema de macetas.
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Luego se utilizo un test de comparacién de medias en base al estadistico de Tukey, para
lo cual se calcul6 un valor critico (diferencia minima significativa, DMS) para la identificacion de

diferencias significativas.

2.3.3 Sistema de hidroponia

Las semillas germinadas fueron transferidas a un sistema de cultivo en hidroponia con
aireacion continua. En cada bandeja de cultivo de 400 mL (repeticion), se colocaron en promedio
20 plantas en el momento del trasplante (Figura 11E y F). En este sistema se aplicaron
tratamientos con NaCl (estrés iénico y osmético) y tratamientos con polyetilenglycol (PEG) (s6lo
estrés osmotico). Todos los tratamientos se aplicaron en medio B&D liquido luego del periodo de
aclimatacion. Las concentraciones de NaCl ensayadas fueron 0y 150 mM, mientras que la

concentracion de PEG fue del 15 % p/v la que produce una presion osmética de (-0.85 MPa).

Los genotipos Lj. Gifu y L. burttii fueron evaluadas en un mismo ensayo, el cronograma
de la toma de datos y la aplicacion de tratamientos se describe en el apartado 2.3.1 (Figura 10).
El genotipo Lj. MG20 se evalud en un ensayo diferente y los datos se tomaron a los 7 y 14 dias

de tratamiento (14 y 21 dias desde el cultivo respectivamente, Figura 10).

Ambos ensayos de hidroponia se realizaron bajo un disefio de bloques completos al azar
con tres repeticiones por tratamiento. Para el analisis estadistico de los datos se utilizé un modelo

lineal con submuestreo:

Y = bloque + tratamiento + bandeja,

dénde Y es la variable analizada y la bandeja fue considerada con efecto aleatorio para evaluar el

error de submuestreo. El anélisis de los datos se hizo segun lo descrito en la seccion 2.3.2.

2.3.4 Sistema de macetas

Las semillas germinadas fueron transferidas a macetas de plastico de 250 mL que se
regaron por subirrigacién con medio B&D liquido. Como sustrato se us6 vermiculita expandida de

granulometria media (Figura 11G y H).
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2.3.4.1 Ensayo a corto plazo

En este ensayo solo se evalud la linea Lj. MG20. Las concentraciones de NaCl
evaluadas fueron 0, 50 y 150 mM, el cronograma de la toma de datos y la aplicacion de
tratamientos se describe en el apartado 2.3.1y Figura 10. Los tratamientos fueron aplicados bajo
un disefio completamente al azar con tres repeticiones por tratamiento. En cada maceta

(repeticidn) se colocaron en promedio 5 plantas en el momento del trasplante.

Para el andlisis estadistico de los datos se utilizaron modelos mixtos con el siguiente
modelo lineal con submuestreo:

Y = tratamiento + maceta,

dénde Y es la variable analizada, la maceta fue considerada con efecto aleatorio para evaluar el
error de submuestreo. Las medias se ajustaron para las combinaciones de tratamiento. El

andlisis de los datos se hizo segun lo descrito en la seccion 2.3.2.

2.3.4.2 Ensayo a largo plazo

Las concentraciones NaCl evaluadas fueron 0, 50 y 150 mM. Los datos fueron tomados a
los 60 dias de tratamiento. Los tratamientos antes mencionados fueron aplicados bajo un disefio
completamente al azar con 3 repeticiones por tratamiento. En cada maceta (repeticion) se

colocaron en promedio 5 plantas en el momento del trasplante.

Para el andlisis estadistico de los datos se utilizaron modelos mixtos con el siguiente
modelo lineal con submuestreo:

Y = genotipo + tratamiento + genotipo * tratamiento + maceta,

dénde Y es la variable analizada y la maceta fue considerada con efecto aleatorio para evaluar el
error de submuestreo. Las medias se ajustaron para las combinaciones de tratamiento por

genotipo. El analisis de los datos se hizo segun lo descrito en la seccion 2.3.2.
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Transplante Estrés Cosecha Cosecha

< Aclimatacion —

tiempo (dias) I { I I _____ _|_)
Edad de la planta 0 7 14 21 67
Dias de tratamiento 0 7 14 60
Sistemas:plaoas . . .
‘pouches’ * * *
hidroponia * * *
macetas
corto plazo * * *
largo plazo *

Figura 10. Cronograma de aplicacion de tratamientos en los sistemas de cultivos ensayados. * Toma de datos en
cada sistema.

2.4 PARAMETROS EVALUADOS

2.4.1 Parametros de crecimiento y desarrollo

Los datos fueron tomados de manera no destructiva mediante la toma de fotografias.

Para el analisis de imagenes se uso el software libre Imaged (http://imagej.nih.gov/ii/, 1997-2011).

Para el calculo de los parametros de crecimiento y desarrollo se us6 la longitud de tallo, raiz y

total.

2.4.1.1 Parametros de crecimiento
Crecimiento Absoluto (CA): fue calculado con la ecuacion:
CA=Ls- L,

donde Lty Li, son medidas de la longitud final e inicial respectivamente.

Tasa de Crecimiento Relativo (TCR): fue calculada con la ecuacién:
TCR=InLi=InLi/t2- 1,
donde Lty Li, son medidas de longitud final e inicial respectivamente, t2 y t1 son tiempo final en

inicial respectivamente.
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2.4.1.2 Parametros de desarrollo
Relacion Tallo/Raiz (RTR): La RTR fue calculada con la ecuacion:
RTR= L/ L,

donde Ltes la longitud del tallo y L: es la longitud de la raiz.

Tasa de Desarrollo Foliar (TDF): La TDF fue calculada con la ecuacién:
TDF= n° de trifolios / d,

donde d es el nimero de dias desde el cultivo.

N° de trifolios por tallo (Nt/T): Este parametro fue calculado con la ecuacion:
Nt/T=n° de trifolios / longitud de tallo.

2.5 EVALUACION DE LINEAS RECOMBINANTES PURAS

2.5.1 Material Vegetal y condiciones de crecimiento

Como poblacioén de mapeo se usaron lineas recombinantes puras (RILs, recombinant
inbred line) producto del cruzamiento interespecifico de L. burttii x Lj. Gifu (Kawaguchi et al.,
2005). Las semillas utilizadas fueron suministradas por la Ing. Agr. Ménica Rebuffo (INIA La
Estanzuela, Uruguay). La escarificacion, desinfeccion y cultivo de las semillas, asi como las

condiciones ambientales de crecimiento se describen en el apartado 2.2.1.

2.5.2 Sistema de hidroponia

Las semillas germinadas fueron transferidas a un sistema de cultivo en hidroponia
(descrito en el apartado 2.3). Los tratamientos aplicados fueron 0y 150 mM de NaCl o 15 % p/v
de PEG, en medio B&D liquido. Los datos fueron tomados a los 7 y 14 dias de tratamiento (14 y

21 dias desde el cultivo, respectivamente) (Figura 10).

Para evaluar la poblacion de RILs se utilizd una muestra aleatoria de 100 lineas de una
poblacion de mapeo de 171 lineas en total. Se utilizé un disefio de bloques incompletos con
arreglo factorial de los genotipos y los tratamientos de estrés. Donde cada bloque incompleto

corresponde a una bandeja con 30 genotipos a los que se les asigno un tratamiento de estrés.
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Los parametros medidos fueron TCRt, TCRr, TCRtotal y RTR, los mismos se describen

en el apartado 2.4.1.

Para el andlisis estadistico de los resultados se utilizaron modelos mixtos con el siguiente
modelo lineal:

Yik= Bi+ R; + eji

dénde Yes la observacion para la variable medida, B; es i-esimo bloque incompleto, R; es la j-
esima RIL, eix son los errores asociados a cada una de las k-esimas plantas que se midieron. Se
definié Bi como efecto aleatorio en el i-esimo bloque incompleto, perteneciente a la j-esima linea

RIL y R; como efecto fijo.

2.5.3 Genotipado
2.5.3.1 Marcadores moleculares y Mapa de ligamiento

Se trabajo sobre un mapa genético consistente en seis grupos de ligamiento que
corresponden a los seis cromosomas de Lotus japonicus segun lo descrito por Sandal et al.,
(2002) y Pedrosa et al., (2002). La informacion de los marcadores moleculares esta disponible en

el sitio http://www.kasuza.or.jp/lotus/.

Para cada marcador se analizo la distorsion de segregacion usando un test chi cuadrado
para la desviacion de la segregacion esperada 1:1 en una poblacién RILs. El mapa de ligamiento
fue verificado usando el software R/gtl (Broman et al., 2003) usando un valor de LOD= 3y una
fraccion de recombinacion r= 1/2. Las fracciones de recombinacion fueron convertidas a

centiMorgans (cM) usando la funcién de mapeo Haldane (Margarido et al., 2007).

2.5.3.2 Analisis de QTLs

En primera instancia se detectaron marcadores asociados a cada variable en cada uno
de los tratamientos ensayados. Luego se utilizaron esos marcadores como covariables en el
andlisis de QTL x Ambiente. El mapeo de QTLs en cada ambiente fue llevado a cabo en R/qtl

(Broman y Senn, 2009). El mapeo de QTL conjunto para todos los ambientes y la estimacion de
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efectos fue realizado con implementaciones propias en R (Gutiérrez et al., com. pers. 22 de
diciembre 2010) considerando la matriz de simetria compuesta como matriz de varianzas y

covarianzas entre ambientes.

El andlisis se hizo con las medias estimadas de todas las variables medidas en las 46
RILs. El método de mapeo por intervalo compuesto (CIM) con cofactores (Jansen y Stam, 1994)
fue usado para detectar, mapear y caracterizar a los QTLs. Para declarar un posible QTL, un P
valor minimo fue fijado, asegurandose un nivel de significancia del 5 %. La distancia entre

pseudo-marcadores fue de 2 cM y el intervalo entre los marcadores de flaqueo fue de 10 cM.
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3 RESULTADOS
3.1 SISTEMAS DE CULTIVO
Para establecer una estrategia experimental que permita evaluar el crecimiento y
desarrollo en Lotus, se usé como modelo a Lj. MG20 cultivado en cuatro sistemas
experimentales: placas de Petri, pouch, bandejas para sistema de hidroponia y macetas de con

vermiculita. En todos los sistemas se utilizé medio B&D como solucién nutritiva.

Para la variable Crecimiento Absoluto de tallo (CAt) la respuesta observada en placas y
pouches fue similar, mientras que en hidroponia la respuesta fue similar a la observada en
macetas. A su vez, en placas y pouches, el CAt fue marcadamente menor al alcanzado en

hidroponia y macetas (Figura 12A).

Por otra parte, cuando se analizé el Crecimiento Absoluto de raiz (CAr) y el Crecimiento
Absoluto total (CAtotal) se observd que estos pardametros fueron mayores en macetas respecto a
los otros tres sistemas (Figura 12B y C).

En cuanto a los parametros de desarrollo evaluados se observo que el nimero de trifolios
producidos por las plantas crecidas en placas fue menor respecto al alcanzado en los otros tres
sistemas (Figura 13A), mientras que la mayor Relacion Tallo/Raiz (RTR) se obtuvo en plantas

crecidas en hidroponia (Figura 13B).
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Figura 12. Crecimiento de Lj.MG20 en los distintos sistemas utilizados. A) longitud de tallo, B) longitud de
raiz, C) longitud total. Los valores son las medias ajustadas de cada variable en cada sistema
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La Tasa de Desarrollo Foliar (TDF) aumento en los tiempos iniciales de cada ensayo,

este patron de respuesta fue similar en todos los sistemas evaluados (Figura 13C). Al comparar

el nimero de trifolios por unidad de longitud de tallo (Nt/T) fue similar en todos los sistemas de

cultivo evaluados pero en los primeros dias de crecimiento en pouches, hubo una caida en el
Nt/T (Figura 13D).
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Figura 13. Desarrollo de Lotus japonicus MG20 en los distintos sistemas utilizados. A) RTR: Relacion Tallo/Raiz,
B) TDF: Tasa de Desarrollo Foliar, C) Nt/T: niumero de trifolios/longitud de tallo. Los valores son las medias
ajustadas de cada variable en cada sistema.



38

3.1.1 Sistema de placas

En el sistema de placas se evaluaron tres genotipos de Lotus: L. burttii, Lj. Gifu y Lj.
MG20. Estos fueron cultivados en medio B&D sélido con 0, 50 y 150 mM de NaCl durante 14

dias.

Cuando se compard la Tasa de Crecimiento Relativo de tallo (TCRt) se observé que en L.
burttii y Lj. Gifu la aplicacion de NaCl 150 mM produjo un descenso de la TCRt tanto a los 7 como
alos 14 dias. En el caso de Lj. MG20 este efecto se vio solo a los 14 dias (Cuadro 2).

Cuadro 2. Crecimiento de tres genotipos de Lotus cultivados en placas de Petri en tres concentraciones de NaCl. Los

valores corresponden a las medias de cada tasa. El tiempo corresponde a los 7 y 14 dias transcurridos desde la
aplicacién del NaCl.

, TCRt" TCRr ' TCR total "'
Linea  Tiempo

OmM 50mM 150mM OmM 50mM 150mM OmM 50 mM 150 mM
L. burttii 0,049 0,048 0,025 0,007 0012 0,011 028 0,239 0,206
Lj. Gifu 7d 0,089 0,115 0,042 0,035 0,008 0,005 0293 0,284 0,223
Lj. MG20 0,081 0,085 0,090 0049 0,052 0,03 0319 0312 0,282
L. burttii 0,045 0,03 0,032 0001 0017 0016 0,013 0,024 0,021
Lj. Gifu 14d 0,019 0,005 0,011 0,019 0,006 0009 0,019 0,006 0,010
Lj. MG20 0,026 0,024 0,001 0,017 0,002 0,03 0,019 0,008 0,028

TTCRL; tasa crecimiento relativo de tallo, TTTCRr: tasa crecimiento relativo de raiz, Tt TCRtotal: tasa crecimiento
relativo total.

La Tasa de Crecimiento Relativo de raiz (TCRr) de L. burttii se increment6 con las dos
concentraciones de NaCl en ambos tiempos. Mientras que en Lj. Gifu el NaCl produjo un
descenso de la TCRr este efecto fue negativo (Cuadro 2). A los 14 dias en NaCl 50 mM también
disminuyo la TCRr de Lj. MG20, a diferencia de lo que ocurrié en NaCl 150 mM donde la TCRr se
estimulé por el NaCl (Cuadro 2). Al analizar la Tasa de Crecimiento Relativo total (TCRtotal) se
observo que a los 14 dias, el NaCl estimula el crecimiento de L. burttii e inhibe el de Lj. Gifu. En
el caso de Lj. MG20 la respuesta de la TCRtotal fue similar a la descrita para la TCRr en este

tiempo (Cuadro 2).
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Al evaluar el efecto del NaCl sobre los distintos parametros de desarrollo se observé que
la RTR aumenté en los tres genotipos en presencia de NaCl, tanto a los 7 como a los 14 dias
(Cuadro 3). La TDF y el Nt/T de Lj. MG20 disminuyeron en NaCl 150 mM en ambos tiempos
(Cuadro 3).

Cuadro 3. Desarrollo de tres genotipos de Lotus cultivados en placas de Petri en tres concentraciones de NaCl. El

tiempo corresponde a los 7 y 14 dias transcurridos desde la aplicacién del NaCl. Los valores corresponden a las
medias de cada tasa.

, RIR' TDF Nt/ T
Linea Tiempo
OmM 50mM 150mM OmM 50mM 150mM OmM 50 mM 150 mM
L. burttii 0,320 0470 0510 0,077 0,077 0,077 0151 0,117 0,151
Lj. Gifu 7d 0414 0569 0512 0,077 0074 0077 0113 0,103 0,150
Lj. MG20 0,316 0,345 0462 0,057 0,067 0,004 0,074 0,081 0,006
L. burttii 0434 053 0571 0,05 005 0,05 0110 0,091 0,120
Lj. Gifu 14d 0415 0564 0520 0,050 0,050 0,050 0,099 0,104 0,139
Lj. MG20 0,337 0403 0,35 0,050 0,050 0,011 0,083 0,079 0,026

TRTR: Relacion longitud tallo/ longitud raiz, TTTDF: tasa de desarrollo foliar expresada en d-, TTT Nt/T: nimero de
trifolios sobre longitud de tallo.

3.1.2 Sistema de pouches

En el sistema de pouches se evaluaron tres genotipos de Lotus: L. burttii, Lj. Gifu y Lji.
MG20. Estos fueron cultivados en medio B&D liquido con NaCl 0, 50 y 150 mM durante 14 dias.

Alos 7 dias el NaCl inhibi6 la TCRt en los tres genotipos. En este tiempo, la menor TCRt
de Lj. Gifu ocurrié en NaCl 50 mM mientras que en L. burttii'y Lj. MG20 la menor TCRt se
observd en NaCl 150 mM (Cuadro 4). A los 14 dias el NaCl inhibi6 la TCRt de L. burttii, mientras
que en Lj. Gifu este efecto sélo ocurrié a 50 mM de NaCl. En el caso de Lj. MG20 el NaCl indujo
la TCRt tanto en 50 mM como en 150 mM (Cuadro 4).

A los 7 dias el NaCl inhibié la TCRr de L. burttii'y de Lj. Gifu, mientras que en este
tiempo, el NaCl estimulé la TCRr de Lj. MG20 (Cuadro 4). A los 14 dias el NaCl 150 mM inhibi6 la
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TCRr de L. burttii. En Lj. Gifu este efecto se observé en 50 mMy en 150 mM. En cambio la TCRr

de Lj MG20 fue estimulada por el NaCl en ambas concentraciones (Cuadro 4).

La TCRtotal de L. burttii y Lj. Gifu disminuy6 en NaCl 150 mM en los dos tiempos
ensayados (Cuadro 4). En Lj. MG20 el NaCl no tuvo efecto sobre la TCRtotal a los 7 dias, pero
tuvo efecto positivo a los 14 dias (Cuadro 4).

Cuadro 4. Crecimiento de tres genotipos de Lotus cultivados en pouches en tres concentraciones de NaCl. El tiempo

corresponde a los 7y 14 dias transcurridos desde la aplicacion del NaCl. Los valores corresponden a las medias
ajustadas de cada variable.

Lea  Tempo TCRt " TORr TCRtotal T

OmM 50mM 150mM OmM 50mM 150 mM OmM 50 mM 150 mM
L. burttii 0,104¢ 0,086d 0,0616 0,021¢ 0,009b 0,006a 0,037 de 0,031¢ 0,021
Lj Gfu  7d  0160g 0042a 0072c 0,032g 0,012¢ 0,010bc 0,057 0,016a 0,021b
Lj. MG20 0,149 0,063bc 0,047a 00154 0,026 0,034g 0,036d 0,036d 0,040¢
L. burtti 0,083d 0,063c 0,021a 0,020d 0,0174 0,006ab 0,036 d 0,033d 0,010 ab
Lj Gfu  14d 0,097 0,068c 0,090e 0,033¢0,006apc0,010bc 0,055¢ 0,005a 0,026 ¢
Lj. MG20 0,044b 0,091¢f 0,119g 0004a 0,029¢ 00407 0,014b 0,042 0,058

T TCR: tasa de crecimiento relativo de tallo, TTTCRr: tasa de crecimiento relativo de raiz en d-', tTTTCRtotal: tasa de
crecimiento relativo total.

La RTR de L. burttii se incremento en presencia del NaCl a los 7 y 14 dias, mientras que
en Lj. Gifu disminuyé (Cuadro 5). En Lj. MG20, la RTR no mostro una respuesta definida al NaCl
alos 7 ni alos 14 dias (Cuadro 5). En NaCl 150 mM la TDF de L. burttii disminuy6 en los dos
tiempos ensayados, mientras que la TDF de en Lj. Gifu y Lj. MG20 aumento en NaCl 150 mM en

los dos tiempos ensayados (Cuadro 5).

Alos 7y 14 dias el Nt/T de L. burttii disminuy6 en presencia de NaCl, mientras que tanto
en Lj. Gifu esta disminucion se observé solo a los 14 dias. En Lj. MG20 el Nt/T aumento en

presencia de NaCl en ambos tiempos (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Desarrollo de tres genotipos de Lotus cultivados en pouches en tres concentraciones de NaCl. El tiempo
corresponde a los 7y 14 dias transcurridos desde la aplicacion del NaCl. Los valores corresponden a las medias

ajustadas de cada variable.

Linea  Tiempo RTR oF nt ™

OmM 50mM 150mM OmM 50mM 150mM OmM 50 mM 150 mM
L. burttii 0,289¢ 0,492h 04469 0,144 0,109¢ 0,081b 0,185d 0,123b 0,131¢
Lj. Gifu 7d 0,4469 0,102b 0,075a 0,079b 0,108c¢ 0,129e¢ 0,218¢g 0,252h 0,207¢
L. MG20 0,306f 0,19¢ 0,2504 0,074a 0,133f 0,136f 0,118a 0,215f 0,358
L. burttii 0,416c¢ 0,660f 0,485e¢ 0,1164d 0,1154d 0,076a 0,152¢ 0,114a 0,134 b
Lj. Gifu 14 d 0,658f 0,172a 0,170a 0,108c¢ 0,088b 0,127e 0,212f 0,192 0,165cd
L. MG20 0,384¢ 0,278b 04514 0,078a 0,138f 0,129e¢ 0,126 ab 0,169d 0,194 ¢

TRTR: Relacion tallo/raiz, TTTDF: Tasa de desarrollo foliar en d-, TTTNt/T: N° de trifolios/longitud de tallo.

3.1.3 Sistema de hidroponia

En este sistema se realizaron dos ensayos independientes, uno con el genotipo Lj. MG20

y otro con los genotipos L. burttii y Lj. Gifu. Estos ultimos se evaluaron juntos por ser los

parentales de la poblacién RILs utilizada en la busqueda de QTLs.

3.1.3.1 Lotus japonicus MG20

Lj. MG20 fue cultivado en un sistema de hidroponia con medio B&D liquido con NaCl 0y

150 mM durante 14 dias.

La TCRt disminuy6 a los 14 dias en presencia de NaCl, mientras que en ese tiempo el
NaCl estimuld la TCRry la TCRtotal (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Crecimiento de Lotus japonicus MG20 cultivado en hidroponia en dos concentraciones de NaCl. El tiempo
corresponde a los 14 dias transcurridos desde la aplicacion del NaCl. Los valores corresponden a las medias
ajustadas de cada variable.

ToRt! ToRr 1T TCRowl T

Linea
0mM 150 mM 0mM 150 mM OmM 150 mM

Lj. MG20 0075b 0067a 0,011a 0025b 0,037a 0,041b

TTCRL; tasa de crecimiento relativo de tallo, TTTCRr: tasa de crecimiento relativo de raiz, TTtTCRtotal: tasa de
crecimiento relativo total.

A los 7 dias la RTR y TDF se vieron estimuladas por el NaCl, mientras que en este
tiempo el Nt/T se inhibi6 por el NaCl. A los 14 dias los tres parametros evaluados disminuyeron
en presencia de NaCl (Cuadro 7).

Cuadro 7. Desarrollo de Lotus japonicus MG20 cultivado en hidroponia en dos concentraciones de NaCl. El tiempo

corresponde a los 7y 14 dias transcurridos desde la aplicacion del NaCl. Los valores corresponden a las medias
ajustadas de cada variable

t 1 11

RTR TDF NYT

Linea Tiempo
OmM 150 mM OmM 150 mM OmM 150 mM

7d 0485a 0640b 0143a 0159b  0093b 0,056a
Lj. MG20

14d 0887b 0815a 0,71b 0,64a 0,078b 0,047 a

TRTR: Relacion tallo/raiz,"TTDF: tasa de desarrollo foliar en d-', TTTNt/T: N° de trifolios/longitud de tallo.
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3.1.3.2 Lotus japonicus Gifu y Lotus burttii

Los genotipos L. burttii y Lj. Gifu fueron cultivados en un sistema de hidroponia con
medio B&D liquido con NaCl 0 y 150 mM durante 14 dias. A los 14 dias el NaCl inhibié la TCRt,
TCRry TRCtotal en ambos genotipos (Cuadro 8).
Cuadro 8. Crecimiento de Lotus burttii y Lotus japonicus Gifu cultivados en hidroponia en dos concentraciones de

NaCl. El tiempo corresponde a los 14 dias transcurridos desde la aplicacion del NaCl. Los valores corresponden a las
medias ajustadas de cada variable.

TCRt T TCRr 1t TCRiotal Tt
OmM 150 mM OmM 150 mM OmM 150 mM

L burtti  0,097d 0,034a 0,053c 0001a 0,068c 0,012a
L. Gifu  0,072c¢ 0,052b 0,039c 0020b 0,050 bc 0,032b

Linea

TTCRt: tasa de crecimiento relativo de tallo, TTTCRYr: tasa de crecimiento relativo de raiz, TTTTCRtotal: tasa de
crecimiento relativo total.

En presencia de NaCl la RTR y la TDF de L. burttii disminuyeron tanto a los 7 como a los
14 dias, mientras que el Nt/T aumentd en los dos tiempos (Cuadro 7). Por otro lado, tanto la RTR
como la TDF y el Nt/T de Lj. Gifu aumentaron a los 14 dias de ensayo (Cuadro 9).
Cuadro 9. Desarrollo de Lotus burttiiy Lotus japonicus Gifu cultivados en hidroponia en dos concentraciones de

NaCl. Los valores corresponden a las medias ajustadas de cada variable. El tiempo corresponde a los 7 y 14 dias
transcurridos desde la aplicacion del NaCl.

RIR' TOF ' NyT ™
Linea Tiempo
OmM 150mM OmM 150mM OmM 150 mM
L burttii 0,787c 0,629a 0,143c 0,105a 0,097a 0,153c
' 7d
Lj. Gifu 0,708b 0,884d 0,135bc 0,127b 0,138 bc 0,124 b
L burttii 1,066c 0,798a 0,208c 0,095a 0,072a 0,109b
’ 14 d
Lj. Gifu 0,891b 1,103¢ 0,183b 0,490b 0,113b 0,130b

TRTR: Relacion tallo/raiz, TTDF: Tasa de desarrollo foliar en d-', TNY/T: N° de trifolios/longitud de tallo.
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3.1.4 Sistema de macetas

3.1.4.1 Ensayo a corto plazo

En este ensayo se evalud el genotipo Lj. MG20 cultivado en macetas con vermiculita y

regado con medio B&D liquido con NaCl 0, 50 y 150 mM durante 14 dias.

Alos 7 dias la TCRt, la TCRr asi como la TCRtotal disminuyeron por el tratamiento con
NaCl, sin embargo a los 14 dias el tratamiento 50 mM de NaCl causo un efecto positivo sobre
estas tasas (Cuadro 8). La TCRr fue la tnica variable que se vio afectada negativamente en 150
mM de NaCl a los 14 dias (Cuadro 10).
Cuadro 10. Crecimiento de Lotus japonicus MG20 cultivado en macetas de bajo tres concentraciones de NaCl. El

tiempo corresponde a los 7 y 14 dias transcurridos desde la aplicacién del NaCl. Los valores corresponden a las
medias ajustadas de cada variable.

TCRt' TCRr 't TCRtotal 7T
OmM 50mM 150mM OmM 50mM 150mM OmM 50mM 150 mM

Linea  Tiempo

14d  0109¢ 0064a 0079b 0070c 0051b 0043a 0080b 0055a 0055a
Lj. MG20

28d 0,041a 0,0567b 0,040a 0,022bc 0,037c 0005a 0,029b 0044c 0,020a

TTCRL; tasa de crecimiento relativo de tallo, TTTCRr: tasa de crecimiento relativo de raiz Tt TCRtotal: tasa de
crecimiento relativo total.

En los dos tiempos ensayados el NaCl inhibi6 la RTR, mientras que sobre la TDF este
efecto se observd solo en 150 mM (Cuadro 9). EI NaCl no tuvo efecto sobre el Nt/T en ninguno
de los dos tiempos (Cuadro 11).

Cuadro 11. Desarrollo de Lotus japonicus MG20 cultivado en macetas bajo tres concentraciones de NaCl. El tiempo

corresponde a los 7y 14 dias transcurridos desde la aplicacion del NaCl. Los valores corresponden a las medias
ajustadas de cada variable.

RTR' TDF 't NyT Tt
OmM 50mM 150mM OmM 50mM 150mM OmM 50mM 150 mM

Linea  Tiempo

14d  0529a 0556b 0670c 0162b 0,141a 0171b 0056a 0056a 0,055a
Lj. MG20

28d 0630a 0668b 0915c 01161a 0,162b 0,173¢ 0,051a 0,051a 0,051a

TRTR: Relacion tallo/raiz, TTTDF: Tasa de desarrollo foliar, TTTNt/T: N° de trifolios/longitud de tallo.



45

3.1.4.2 Ensayo a largo plazo

En este ensayo se evaluaron tres genotipos de Lotus: L. burttii, Lj. Gifu y Lj. MG20, que
fueron cultivados en macetas con vermiculita, regados con medio B&D liquido con NaCl 0, 50 y
150 mM durante 60 dias.

En L. burttii el NaCl inhibié el CAt, CAr y CAtotal, a diferencia de Lj. Gifu donde el NaCl
estimuld las tres variables. En Lj. MG20 el NaCl estimul6 el CAt, pero inhibi6 el CAry el CAtotal
(Cuadro 12).

Cuadro 12. Crecimiento de tres genotipos de Lotus cultivados en macetas en tres concentraciones de NaCl. Los
valores corresponden a las medias ajustadas de cada variable a los 60 dias de la colocacién de las plantas en las
distintas concentraciones de NaCl.

A ATt Chlotal 11
OmM 50mM 150mM OmM 50mM 150mM OmM 50mM 150 mM

Linea

L. burttii 1283c 680b 153a 1145bcd 814b 402a 2412cd 1493bc 556a
Lj. Gifu 48,7b 1835e 2232f 1032bc 1436cde 1509de 1498bc 3250de 3730e

Lj MG20 1274c 1755e 1693de 1844de 1116bcd 881b  3124de 2815de 253,0d

TCAt: Crecimiento Absoluto de tallo (mm), TTCAr: Crecimiento Absoluto de raiz (mm), TTTCAtotal: Crecimiento
Absoluto total (mm).

En presencia de NaCl la RTR y la TDF de L. burttii disminuyeron tanto a 50 como a 150
mM, mientras que en Lj. Gifu y Lj. MG20 aumentaron. En estas concentraciones el NaCl tuvo un
efecto positivo sobre el Nt/T de L. burttii y negativo sobre el Nt/T de Lj. Gifu. En el caso Lj.MG20

el efecto negativo del NaCl solo se observd en 50 mM (Cuadro 13).
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Cuadro 13. Desarrollo de tres genotipos de Lotus cultivados en macetas en tres concentraciones de NaCl. Los
valores corresponden a las medias de cada variable a los 60 dias de la colocacion de las plantas en las distintas
concentraciones de NaCl.

Linea RTRT TDF T Nt/T T
OmM 50mM 150mM OmM 50mM 150mM  OmM 50mM 150 mM
L. burtti 146d 084c 076bc 014bc 011b 007a  007¢c 012d  0,24f
Lj. Gifu 060a 209e 226fg 013b 018cd 022d  016e 004b 005b

LiMG20 470, 223t 234g  041b 017cd 020d  007¢ 002a 008c
TRTR: Relacion tallo/raiz, TTTDF: Tasa de desarrollo foliar en d-!, TTTNt/T: N° de trifolios/longitud de tallo.

3.2 EVALUACION DE RESPUESTAS A ESTRES OSMOTICO EN SISTEMAS DE HIDROPONIA
En funcion de los resultados obtenidos en los distintos sistemas de cultivo utilizados para
evaluar las respuestas a estrés salino, el sistema de hidroponia demostro6 ser el mas adecuado
para el analisis fenotipico masivo de genotipos. En este sentido la induccion de un estrés
osmotico mediante la adicion de PEG en el medio de cultivo simularia el efecto que la sequia
puede causar en una planta y de esta forma permitiria identificar las respuestas a estrés osmético

genotipo dependientes.

3.2.1 Lotus japonicus MG20

El genotipo Lj. MG20 fue cultivado en un sistema de hidroponia con medio B&D liquido
con PEG 0y 15% (-0,85 MPa) durante 14 dias.

Alos 14 dias el PEG estimul6 la TCR, la TCRry la TCRtotal (Cuadro 14).

Cuadro 14. Crecimiento de Lotus japonicus MG20 cultivado en hidroponia en dos concentraciones de PEG. Los
valores corresponden a las medias ajustadas de cada variable, a los 14 dias desde la aplicacion del PEG.

TCRt' TCRr't TCRiotal T
0%  15% 0%  15% 0%  15%

Linea

L MG20 0,075a 0,083b 0,011a 0,029b 0,037 a 0,052b

TTCRL; tasa de crecimiento relativo de tallo, TTTCRr: tasa de crecimiento relativo de raiz, T1tTCRtotal: tasa de
crecimiento relativo total.
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EI PEG tuvo estimuld la RTR en los dos tiempos ensayados, a diferencia del Nt/T que
disminuy¢ se afect6 negativamente por el tratamiento con PEG en las dos fechas (Cuadro 15).
Por ultimo, la TDF no se vio afectada por el PEG en ninguno de los tiempos (Cuadro 15).

Cuadro 15. Desarrollo de Lotus japonicus MG20 cultivado en hidroponia en bajo dos concentraciones de PEG. Los
valores corresponden a las medias ajustadas de cada variable, a los 7 y 14 dias desde la aplicacion del PEG.

t 1

RTR TDF Tt

NYT

Linea Tiempo

0% 15% 0% 15% 0% 15%

7d 0,485a 0,613b 0,143a 0,146a 0,093b 0,041a
Lj. MG20

14 d 0887a 0918a 0171b 0,164a 0,078b 0,031a

TRTR: Relacion tallo/raiz, TTTDF: Tasa de desarrollo foliar en d-!, TTTNt/T: N° de trifolios/longitud de tallo.

3.2.2 Lotus japonicus Gifu y Lotus burttii
Los genotipos L. burttii y Lj. Gifu fueron cultivados en un sistema de hidroponia con
medio B&D liquido con PEG 0y 15% durante 7 y 14 dias.

A los 14 dias el PEG tuvo un estimulé todas las tasas de crecimiento de L. burttii, sin
embargo en Lj. Gifu el PEG inhibié la TCRry la TCRtotal, sin afectar la TCRt (Cuadro 16).
Cuadro 16. Crecimiento Lotus burttii y Lotus japonicus Gifu cultivados en hidroponia bajo dos concentraciones de

PEG. Los datos fueron tomados a los 14 dias desde la colocacién de las plantas en las distintas concentraciones de
PEG. Los valores corresponden a las medias ajustadas de cada tasa.

TCRt ' TCRr ™ TCRiotal T
0% 15% 0% 15% 0% 15%

L. burttii  0,097b 0,144c 0,053b 0,079d 0,067c 0,107d
Lj.Gifu  0072a 0,075a 0,039b 0024a 0049b 0,039a

Linea

TTCRL; tasa de crecimiento relativo de tallo, TTTCRr: tasa de crecimiento relativo de raiz, TTtTCRtotal: tasa de
crecimiento relativo total.
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En presencia de PEG la RTR de ambos genotipos disminuyé tanto a los 7 como a los 14
dias. Sin embargo, en ambos tiempos el PEG estimul6 la TDF y el Nt/T de Lj. Gifu. En L. burttii
este efecto del PEG sobre la TDF se observé sélo a los 14 dias, mientras que el PEG inhibi6 el
NU/T en este tiempo (Cuadro 17).

Cuadro 17. Desarrollo de Lotus burttii y Lotus japonicus Gifu cultivados en hidroponia en dos concentraciones de

PEG. Los datos fueron tomados a los 14 dias desde la colocacion de las plantas en las distintas concentraciones de
PEG. Los valores corresponden a las medias ajustadas de cada tasa.

RTR ' TOF ' NyT T
Linea Tiempo
0%  15% 0%  15% 0%  15%
L. burtt 0787d 0609b 0142a 0142a 0097a 0,101a
' 7d
Lj. Gifu 0708c 0581a 0135a 0,167b 0,138b 0157¢
L. burtti 1066d 0957¢ 0208b 0228bc 0,072b 00582
' 144
Lj. Gifu 0891b 0827a 0183a 0238c 0113c 0133d

TRTR: Relacion tallo/raiz, TTTDF: Tasa de desarrollo foliar en d-!, TTTNt/T: N° de trifolios/longitud de tallo.
3.3 LINEAS RECOMBINANTES PURAS (RILs)

Para la deteccion de QTLs se utilizo como poblacion de mapeo, una poblacion RILs
producto del cruzamiento interespecifico de Lj. Gifu x L. burttii. Esta poblacién se evalu6 en
hidroponia con medio B&D liquido y se definieron tres condiciones experimentales: condicion
control (solo medio B&D), NaCl (medio B&D +150 mM de NaCl), y PEG (medio B&D + 15 % de

PEG). Las plantas se sometieron a las condiciones antes mencionadas durante 14 dias.

3.3.1 Distribucion y correlacion de las variables fenotipicas analizadas

Cuando se comparo el efecto del NaCl y del PEG sobre la poblacion de RILs, se observo
que todas las variables de crecimiento y desarrollo calculadas tuvieron un rango de valores

similares en las tres condiciones (Figura 14).



49

TCRt A TCRr B
| [} L
L el = = Uy wm ] o o § O g o e o
E e ”.’i!"i’ ’:’:”;"l’l ””””” E :.ﬁ“ [ ] ’ ¢ b
_ u n 5 * e ‘ ® ®
% T =g ke ""&’.”.”.’i"i’f ¥ _'"5"6!".":6".*% """ ¢ $ e

_ 5 ® ®
N T | NS 7.4 o U
o
8 N gH .I. - . g 8 e J... ®
; . ; ; T T T T T
010 015 020 025 0.05 0.10 015 0.20 025
TCRtotal C RTR D
L 3 *
o A v @ |* . sse 3 onet
& 71" A il o *e ”0‘ LD RAPE 2 7
A - »>
g N A,,,,{,,,,‘ A?WA, ,,,,,,, ‘ ,,,,,,,, é ,,,,,, % B e _’_ _________ :___._____"’____’_!___‘____’_____’___
z Abs AA A A& A A A < w PP,
& *
ksl A A agh 2| t vt eB e o *
€ fALfi‘i%L T i e e + "Q!’c“.“: """ W o
S8 A A A 44 A O * *
T T T T T T I I I T T
001 002 003 004 005 006 0.5 08 0.7 08 0.9

Figura 14. Evaluacién de los parametros de crecimiento y desarrollo de la poblacion RILs (Lotus japonicus Gifu x
Lotus burttii) en hidroponia. Condicién control (solo medio B&D), NaCl (medio B&D +150 mM de NaCl) y PEG
(medio B&D + 15 % de PEG). A) TCRt: tasa de crecimiento relativo de tallo, B) TCRr: tasa de crecimiento relativo
de raiz, C) TCRtotal: tasa de crecimiento relativo total, D) RTR: Relacién Tallo/Raiz.
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Sin embargo, las distribuciones de frecuencia de estos parametros fueron diferentes
segun la condicién experimental analizada (Figura 15). En la condicion control la TCRt tuvo una
distribucién aparentemente normal (Figura 15A), que no se afectd por el PEG (Figura 15C), pero
con NaCl esta distribucién de frecuencia se modificd hacia una de tipo aparentemente bimodal
(Figura 15B).

Para laTCRry la TCRtotal se observé que tuvieron una distribucion de frecuencia
aparentemente normal en condicién control y en NaCl, que se afecto6 por el PEG, y se visualizd

como un cambio hacia una distribucion del tipo aparentemente bimodal (Figura 15C).

Control D:M i U:ﬁ ) 0.:2 ) 0»‘16 nls n;7 ols nis A Nac| 0:)5 ‘ u.:s ) u.lzs ola 0‘7 ols 0;9 ‘?
TCRt [ TCRt s
0.69 S I 041 || 0.79 E
N N TCRr
;: 0.74 e f:g :"guDO . 0.79 020
°J g ] o 22
'y .| TCRtotal 2 e || ToRt g
we | ekl . 041 |4 oo || woge ° I I [s
T SLaN 2 % Rt e
? | =Y o ° 00 _
°o & R ge & FE
sl C ’ I RR 2 . o RTR
24 Doacg O%C;E oo“ocoo 2] ¥ cuwo ol CE;O ° 2 D;, o
.l OZ% :; . gc:g;%ﬂo 8 = ;f:;%s o . g:’o % e s | [Fes™% e e = o '
PEG 005 010 0.5 055 065 075 Cc . . . .. . .,
e 1 ——————  Figura 15. Distribucion de frecuencia y correlacion
= entre variables fenotipicas medidas en una poblacion
. 0.61 " [= deRlILs.En ladiagonal principal se muestran los
= histogramas de frecuencia. En el lateral inferior se
B = e muestran los diagramas de correlacion entre variable
) . 0.83 y en el lateral superior los coeficientes de
=1 o0 - correlacion. TCRt: Tasa de crecimiento relativo de
84 og ® ©0° ] . v
T o Bo 00 tallo. TCRr: Tasa de crecimiento relativo de raiz.
DR ™[ TCRtotal -2 TCRtotal: Tasa de crecimiento relativo total. RTR:
° ° 7 2 Relacion raiz tallo. A) Condicion control (solo medio
W, o | gy L < B&D), B) NaCl (medio B&D +150 mM de NaCl), D)
L A °  PEG (medio B&D + 15 % de PEG).
el ¥ |lshe oo |[sess o c|| RW
21 s se e we® 4 °
81 6 S|P, G| S,
8 | 8° o 3

010 015 020 001 0.02 0.03 0.04



51

El coeficiente de correlacidn entre variables fue similar en todas las condiciones
evaluadas, salvo para la correlacion observada entre la TCRtotal y la RTR, donde la correlacion

encontrada en la condicion control, no se observé en las otras dos condiciones (Figura 15A).

3.3.2 Chequeo de datos genotipicos

Como material de base para la identificacion de QTLs se trabaj6 sobre un mapa genético
consistente en seis grupos de ligamiento, que corresponden a los seis cromosomas de Lotus
Jjaponicus, segun lo descrito por Sandal et al. (2002) y Pedrosa et al. (2002). El mapa de
ligamiento y la informacién de los marcadores moleculares esta disponible en el sitio Web

http://www.kasuza.or.jp/lotus/. En este trabajo se analiz6 la integridad de estos datos genotipicos

y se verific la posicion de los marcadores en el mapa de ligamiento.

3.3.2.1 Datos genotipicos faltantes

Como primer diagnostico se realizé un analisis de la proporcion de informacion faltante
en el genotipado de los marcadores disponibles para la poblacién de mapeo. En la matriz de
genotipos original, conformada por 166 individuos y 88 marcadores, se detectaron cinco
marcadores sin datos genotipicos en mas del 30 % de la poblacion (puntos negros en columnas
Figura 16A), también se identificaron 19 individuos con mas de 50 % de informacion faltante en el

genotipo de sus marcadores (punto negros en linea Figura 16A).

Para el posterior analisis de los datos genotipicos, aquellos individuos y marcadores que
presentaban las restricciones antes mencionadas fueron removidos de la matriz de datos. El
patrén de datos faltantes de la matriz de genotipos corregida, 147 individuos y 83 marcadores, se

muestra en la Figura 16B.



52

150 4~ "], e v i E |

1w
.'..
[
.I |1
1
o

120

s
ah In‘n"l "

.'::i-'

.
G

.':'.L

100 .

100
(o] E

60

W 'I":""!.- 'l l

50 =i 40

[
1
[
|
!

20 - -

WA

Marcadores Marcadores

Figura 16. Patrén de informacion faltante de la poblacién RILs (Lotus japonicus Gifu x Lotus burttii). Los cuadrados
negros representan datos faltantes. En la parte superior se identifican los cromosomas del 1 al 6, en la parte inferior
se ubica la posicién, en centimorgans (cM) de cada marcador dentro del respectivo cromosoma. Sobre el eje vertical
se ordenan los individuos de la poblacidn segun su identificacion (ID). A) Matriz de datos genotipicos original. B)
Matriz de datos genotipicos corregida.

3.3.2.2 Frecuencia alélica

El anélisis de la frecuencia alélica de los marcadores moleculares mostrd que las
frecuencias alélicas de cada parental fueron similares entre los marcadores de cada cromosoma
(Figura 17). Por otra parte, el numero individuos con marcadores en heterocigosis fue del 2,5 %
en todo el genoma de la poblacién, sin embargo se observo que la mayoria de los individuos de
la poblacidén mostraron homocigosis para el parental Lj. Gifu en los marcadores del cromosoma 2
(Figura 17).
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Figura 17. Frecuencia alélica de los marcadores moleculares identificados en la poblacion de RILs (Lotus japonicus
Gifu x Lotus burttii). El genotipo de los marcadores es: BB homicigota para L. burttii, GG: homocigota para Lj. Gifu,
GB: heterocigota. En la parte superior se indican los cromosomas del 1 al 6 (Cr-1, Cr-2, Cr-3, Cr-4, Cr-5, Cr-6,
respectivamente).

3.3.2.3 Dobles crossovers

Una forma de detectar posibles errores en el genotipado de los marcadores es la
identificacion de dobles crossovers en regiones muy cercanas del genoma. Para cada marcador
en cada cromosoma se calculd la probabilidad (LOD score) de que el marcador tenga el genotipo
incorrecto versus la probabilidad que tenga el genotipo correcto. A su vez, esta probabilidad se
comparo con la probabilidad de error en el genotipado de los otros marcadores dentro del

cromosoma, este LOD score se utilizé para deteccion de doble crossover muy cercanos.

En la matriz de datos analizada sélo se detectaron errores (LODscore > 5) en los
cromosomas 1 2, en cinco y dos marcadores respectivamente (Figura 18A y B). También se
pudo establecer que el numero minimo de crossover requeridos para explicar los datos

observados fue en promedio de 8,5 por cada genotipo de la poblacion de mapeo (Figura 18C).
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3.3.2.4 Fraccion de recombinacion estimada

Luego de examinar el patron de datos faltantes y corregir la matriz de genotipos original,
se estim¢ para cada par de marcadores la fraccion de recombinacion entre ellos (r) y se calculd la
probabilidad (LOD score) para el test de r= %2. La r estimada entre los marcadores se encuentra
en parte superior de la diagonal y el LODscore en la parte inferior de la diagonal. Los puntos rojos

indican marcadores ligados y los puntos azules indican marcadores no ligados (Figura 19).

Los puntos rojos por fuera de la diagonal principal en los cromosomas 1y 2 indican que

algunos marcadores asignados a esos cromosomas podrian estar ligados con marcadores
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asignados a otros grupos de ligamiento. Sin embargo, el analisis muestra que asignacion de los
marcadores en el mapa de ligamiento es adecuada y por lo tanto éste es confiable para lograr los

objetivos planteados.

Marcadores

20 40 60 80
Marcadores

Figura 19. Fraccién de recombinacion estimada para todos los pares de marcadores de la poblacion de lineas
recombinantes puras (Lotus japonicus Gifu x Lotus burttii). La fraccion de recombinacion (r) se dibujoé en la parte
superior de la diagonal principal y la probabilidad (LODscore) para el test Ho: r=1/2 en la parte inferior de la diagonal.
Los puntos rojos indican pares de marcadores que parecen estar ligados (r pequefias o LODscore grandes). Los
puntos azules indican pares de marcadores que parecen no estar ligados(r grandes o LODscore peguefios)

3.3.2.5 Mapa de ligamiento

Para verificar la posicion de los marcadores dentro de cada grupo de ligamiento, se
estimd la distancia entre marcadores a partir de los datos genotipicos observados. Cuando se
compararon estas distancias con las distancias originales, se observé que el mapa estimado es
ligeramente mayor al mapa original. La mayor diferencia se observé en el cromosoma 1 (Figura
20).
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Figura 20. Mapa genético de la poblacidn RILs Lotus japonicus Gifu x Lotus burttii), comparado con el mapa
estimado a partir de los genotipicos. Para cada cromosoma la linea de la izquierda es el mapa original de los datos,
la linea de la derecha es el mapa estimado a partir de los datos originales. Las lineas entre los segmentos conectan
las posiciones de cada marcador.

3.3.3 Anaélisis de QTLs

El andlisis de QTLs se hizo mediante el anélisis de intervalo compuesto (CIM). Ademas,

para cada variable fenotipica medida se analizé la interaccion genotipo x ambiente (GEI). Por
convencion se establecié que QTLs con efectos positivos marcan superioridad del alelo L. burttii

mientras que QTLs con efectos negativos marcan superioridad del alelo Lj. Gifu.

En total se detectaron cinco posibles QTLs (-log10 > 1,3) para la variable TCRt. En la
Figura 21A se muestra la posicion de los QTLs, y los marcadores moleculares asociados. En el

cromosoma 5 se identificaron dos marcadores, TM0186 y TM0299, asociados al mismo QTL.
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Figura 21. Resultado del andlisis de QTLs para la variable tasa de crecimiento relativo de tallo (TCRt) en la
poblacion de RILs (Lotus japonicus Gifu x Lotus burttii). En A se muestra la ubicacion de los QTLs. Los resultados
se muestran como un perfil de valores P (en escala —log10) en el que cada pico que excede la linea horizontal (-
log10 > 1,3) muestra una asociacién significativa para el rasgo cualitativo analizado. En B se muestra la magnitud

del efecto del QTL en cada uno de los ambientes. El efecto positivo indica superioridad del alelo del parental L.
burttii.

El alelo del parental L. burttii fue superior en el tratamiento de PEG en todos los QTLs
detectados, mientras que en NaCl la superioridad del alelo del parental L. burttii se observé solo
en la mitad de los QTLs. En la condicién control el alelo del parental Lj. Gifu fue superior solo en
el QTL asociado al marcador TM0996 del cromosoma 3. Este fue el unico QTL donde el alelo del

parental Lj. Gifu fue superior tanto en control como en NaCl (Figura 21B).
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Para la variable TCRr se detectaron tres posibles QTLs (-log10 > 1,3). La posicién de los
QTLs y los marcadores moleculares asociados se muestran en la Figura 22A. En la condicion
control el alelo del parental L. burttii fue superior solo en el QTL asociado al marcador TM0324
(Figura 22B), mientras que en PEG la superioridad del parental L. burttii se observo en los QTLs
asociados a los marcadores TM0324 y TM0058. Por el contrario, el efecto superior sobre estos
QTLs (TM0324 y TM0058) en NaCl fue del parental Lj. Gifu (Figura 22B).
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Figura 22. Resultado del andlisis de QTLs para la variable tasa de crecimiento relativo de raiz (TCRr) en la
poblacion RILs (Lotus japonicus Gifu x Lotus burttii). En A se muestra la ubicacidn de los QTLs. Los resultados
se muestran como un perfil de valores P (en escala —log10) en el que cada pico que excede la linea horizontal (-
log10 > 1,3) muestra una asociacion significativa para el rasgo cualitativo analizado. En B se muestra la
magnitud del efecto del QTL en cada uno de los ambientes. El efecto positivo indica superioridad del alelo del
parental L. burttii.
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Para la variable TCRtotal se detectaron cinco posibles QTLs (-log10 > 1,3). La posicion
de los QTLs en cada cromosoma y los marcadores moleculares asociados, asi como los efectos
de cada uno de ellos se muestran en la Figura 23A y B. En la condicién control el alelo del
parental L. burttii fue superior en tres de los cinco QTLs detectados. Sin embargo para estos
mismos QTLs se observé una superioridad del parental Lj. Gifu en NaCl. Los marcadores
asociados a estos QTLs fueron TM0002, TM0803 y TM0406 (Figura 23A). En PEG se observd

una superioridad del alelo del parental L. burttii para cuatro de los cinco QTLs detectados.
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Figura 23. Resultado del andlisis de QTLs para la variable tasa de crecimiento relativo de total (TCRtotal) en la
poblacion lineas recombinantes puras (Lotus japonicus Gifu x Lotus burttii). En A se muestra la ubicacion de los
QTLs. Los resultados se muestran como un perfil de valores P (en escala —log10) en el que cada pico que
excede la linea horizontal (-log10 > 1,3) muestra una asociacion significativa para el rasgo cualitativo analizado.
En B se muestra la magnitud del efecto del QTL en cada uno de los ambientes. El efecto positivo indica
superioridad del alelo del parental L. burttii.
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Para la variable RTR se detectaron cuatro posibles QTLs (-log10 > 1,3) tres de los cuales
se ubican en el cromosoma 3. La posicion de los QTLs en cada cromosoma y los marcadores
moleculares asociados, asi como los efectos de cada uno de ellos se muestran en la Figura 24A
y B. Los QTLs asociados a los marcadores TM0049 y TM0616, tuvieron un efecto similar en las
tres condiciones, con superioridad del alelo del parental L. burttii sobre el alelo del parental Lj.
Gifu. En el QTL asociado al marcador TM0859 se una superioridad del alelo del parental Lj. Gifu
en las tres condiciones... En NaCl las superioridad del alelo del parental Lj. Gifu sélo se observd
en el QTL asociado al marcador TM0859 (Figura 24B).
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Figura 24. Resultado del andlisis de QTLs para la variable relacién tallo raiz (RTR) en la poblacién lineas
recombinantes puras (Lotus japonicus Gifu x Lotus burttii). En A se muestra la ubicacion de los QTLs. Los
resultados se muestran como un perfil de valores P (en escala —log10) en el que cada pico que excede la linea
horizontal (-log10 > 1,3) muestra una asociacion significativa para el rasgo cualitativo analizado. En B se
muestra la magnitud del efecto del QTL en cada uno de los ambientes. El efecto positivo indica superioridad del

alelo del parental L. burttii.
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Del total de dieciocho QTLs detectados, cuatro fueron ubicados en el cromosoma 1, tres
en el cromosoma 2, seis en el cromosoma 3, uno en el cromosoma 4, dos en el 5y dos en el
cromosoma 6 (Figura 25). Los QTLs tuvieron efectos distintos segun la condicion experimental

ensayada.

El QTL asociado al marcador TM0859 en el cromosoma 3, fue el Unico con superioridad
del alelo del parental Lj. Gifu en las tres condiciones experimentales (control, PEG y NaCl), solo
para la variable RTR, mientras que la superioridad del alelo del parental L. burttii en las tres
condiciones se observo en cinco marcadores, tres para la variables TCRt (TM1418, TM0186 y
TM0299) y dos para la variable RTR (TM0049, TM0616)(Cuadro 18).

Se observaron seis QTLs, donde el alelo del parental Lj. Gifu fue superior solo en NaCl,
en tanto que en la condicidn control y PEG el alelo superior fue el del parental L. burttii. Los
marcadores asociados fueron TM0406 y TM0140 para la variable TCRt, el marcador TM0324
para la variable TCRry los marcadores TM0002, TM0406 y TMO0803 para la variable TCRtotal
(Cuadro 18).

Tres QTLs fueron detectados para mas de una variable. En primer lugar el QTL asociado
al marcador TM0406 se detecto para las variable TCRt y TCRtotal, en ambas variables el alelo
del parental L. burttii fue superior en la condicion control y PEG en tanto que en NaCl, el alelo del
parental Lj. Gifu fue superior al alelo del parental L. burttii (Cuadro 18). En segundo lugar, el QTL
asociado al marcador TM0324 fue detectado para las variables TCRry RTR. Para la TCRr el
alelo del parental L. burttii fue superior en control y PEG, mientras que en NaCl fue superior el
alelo del parental Lj. Gifu. Para la RTR el comportamiento observado fue el inverso, Lj. Gifu fue

superior en control y PEG mientras que en NaCl el alelo superior fue el del parental L. burttii.

En tercer lugar para la TCRry TCRtotal, se detectdé un QTL asociado al marcador
TMO0065. En ambas variables el alelo del parental Lj. Gifu fue superior en control y PEG, en tanto

que el alelo del parental L. burttii fue superior en NaCl (Cuadro 18).
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ElI QTL asociado al marcador TM0996 para la variable TCRt, y el QTL asociado al
marcador TM0582 para la variable TCRr. Son los unicos QTLs en los cuales la superioridad del
alelo del parental L. burtti.se observo solo en PEG, para estos QTLs el alelo del parental Lj. Gifu
fue superior en control y NaCl (Cuadro 18). EI QTL asociado al marcador TM0219 detectado para
la variable TCRtotal fue el unico QTL en la cual la superioridad del alelo del parental Lj. Gifu se
observo solo en la condicidn control (Cuadro 18).

Cuadro 18. Marcadores moleculares asociados a variables de crecimiento en tres condiciones experimentales. Se
muestran los alelos favorables en cada condicién experimental.

. Condicién experimental
Variable  Cromosoma  Marcador P

Control PEG NaCl
1 TM1418 BB BB BB
3 TM0996 GG BB GG
TCR 3 TM0406 BB BB GG
5 TMO0186 BB BB BB
5 TM0299 BB BB BB
6 TM0140 BB BB GG
1 TM0324 BB BB GG
TCRr 2 TMO0065 GG GG BB
6 TM0582 GG BB GG
1 TM0002 BB BB GG
2 TM0065 GG GG BB
TCRbotal 2 TM0803 BB BB GG
3 TM0406 BB BB GG
4 TM0219 GG BB BB
1 TM0324 GG GG BB
RTR 3 TM0859 GG GG GG
3 TM0049 BB BB BB
3 TM0616 BB BB BB

TCRt: Tasa de crecimiento relativo de tallo. TCRr: Tasa de crecimiento relativo de raiz. TCRtotal: Tasa de
crecimiento relativo total. RTR: Relacién raiz tallo. Control (solo medio B&D), NaCl (medio B&D +150 mM de NaCl),
D) PEG (medio B&D + 15 % de PEG). La condicién NaCl y PEG imponen la misma presion osmotica (-0,85 MPa)...
BB: alelo en homocigosis para el parental L. burttii. GG: alelo en homocigosis para el parental Lj. Gifu.
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Figura 25: Posicién sobre mapa genético de todos los QTLs detectados de la poblacién RILs Lj. Gifu x L. burttii. Las
variables analizadas fueron Tasa de crecimiento relativo de tallo, raiz y total (TCRt, TCRr y TCRtotal

respectivamente) y la relacion tallo raiz (RTR).
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4 DISCUSION

El fenotipo de una planta a lo largo de su desarrollo resulta de la interaccion de su
genoma con diferentes condiciones ambientales. Esto involucra complejos procesos de
regulacion génica a nivel transcripcional post-transcripcional, traduccional y postraduccional.
(Mazzucotelli et al., 2008 Ansins, 2002, Tuberosa et al., 2002). La determinacion del fenotipo es
de fundamental importancia, ya que el mismo expresa la productividad de las plantas y por ende
de alimentos. En el actual contexto de crecimiento demografico y cambio climatico global la

produccion sustentable de alimentos es un objetivo principal de la biologia vegetal.

En los ultimos afios el gran esfuerzo puesto en estudios gendmico/genéticos, incrementd
enormente la generacion de informacién de recursos genéticos en amplio rango de especies
(Miflin, 2000). Inicialmente, las investigaciones se enfocaron en el estudio de la funcion de cada
gen en particular, utilizando abordajes de genética directa y genética reversa, desarrollandose
para esto métodos de transgénesis para sobreexpresion, silenciamiento de genes y bancos de
mutantes obtenidos de diferentes formas. Asimismo, en los ultimos afios se ha revalorizado el
aporte de la genética cuantitativa asistida por marcadores moleculares en el estudio de
determinantes de caracteres complejos de la productividad bajo condiciones adversas (Mackay et
al., 2009).

Sin embargo, todo este esfuerzo puesto en la gendmica no se correspondi6 con similares
esfuerzos en el entendimiento del fenotipo correspondiente, lo cual ha llevado a incrementar, lo
que se conoce como phenotype gap (Versaules et al., 2006, Miflin, 2000). Por lo que, contar con
sistemas de fenotipado robustos y confiables, que permitan realizar caracterizaciones de
parametros morfoldgicos, fisioldgicos y bioquimicos frente a diferentes condiciones ambientales
es de crucial importancia para el aprovechamiento de las diferentes herramientas genéticas y
gendmicas (Melchiorre et al., 2009). Esto permitira establecer las correlaciones entre variables

genotipicas y fenotipicas tendientes a identificar los determinantes de las respuestas de interés.



65

En este contexto, la utilizacidn de plantas modelos ha sido de fundamental importancia.
Inicialmente, dentro de leguminosas las plantas modelo fueron Lotus sp. y Medicago truncatula
(Udvardi et al., 2005). En Lotus un mejor entendimiento de las especies modelos diploides del
género aportaran valiosa informacion a los programas de mejoramiento de las especies
tetraploides de Lotus como cultivo forrajero (Hougaard et al., 2008, Kawaguchi et al., 2005,
Flowers, 2004, Sandal et al., 2002). En este sentido, hay comparativamente poca informacion
sobre la caracterizacion fisioldgica bajo estrés salino y osmatico en los Lotus modelos (Sanchez
et al., 2010, Melchiorre et al., 2009).

En el presente trabajo se llevd a cabo el fenotipado, caracterizando parametros de
crecimiento y desarrollo, de tres genotipos de Lotus: Lotus japonicus (MG20 y GIFU) y Lotus
burttii y de una poblacién de RILs producto del cruzamiento interespecifico de Lotus japonicus

Gifu x Lotus burttii frente a condiciones de estrés salino y osmotico.

4.1 COMPARACION DE DIFERENTES SISTEMAS DE FENOTIPADO EN ESTRES SALINO
Con el objetivo de realizar un estudio comparativo de diferentes sistemas de cultivo para
el fenotipado de Lotus spp. frente a diferentes condiciones se analizaron variables de crecimiento
y desarrollo de Lotus japonicus (MG20 y Gifu) y Lotus burttii cultivado en placas de petri
agarisada, pouches, hidroponia y macetas con vermiculita, conteniendo todos los sistemas la

misma solucién mineral nutritiva en presencia o no de NaCl.

Los resultados de este estudio comparativo mostraron que los patrones de respuestas de
la planta, a condiciones control y de estrés, fueron similares en los distintos sistemas,
obteniéndose cambios relativos en parametros de crecimiento y desarrollo similares entre los

diferentes sistemas de cultivo ensayados.

Cada sistema de cultivo tuvo efectos diferenciales sobre los crecimientos absolutos de
raiz, tallo y planta entera. Particularmente en macetas el tamafio final alcanzado fue mayor al que
se logr6 en cualquiera de los otros sistemas. Esto permite suponer que la maceta es el sistema

que menos condicionantes impone al crecimiento de la planta.
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Los sistemas de placas, pouches e hidroponia, en contraposicion al sistema de macetas,
permiten realizar muestreos no destructivos de pardmetros de crecimiento y desarrollo. Esto
posibilita obtener cinéticas de crecimiento frente a diferentes estreses; pudiéndose asi determinar
condiciones discriminantes de intensidad, dadas por el tiempo y el nivel de estrés, en las cuales
los genotipos evaluados muestran las méximas diferencias en los parametros de respuesta
seleccionados. Estos estudios cinéticos permiten definir la etapa del desarrollo de la planta que
es mas sensible a la condicion de estrés, que es lo que se conoce como periodo critico, el que en
forrajeras estaria dado por la etapa de crecimiento vegetativo exponencial. Esto es importante ya
que las respuestas de la planta al estrés abidtico, como sequia y salinidad, estan directamente
relacionadas con la intensidad de estrés y el estado de desarrollo de la planta (Khan et al., 2010,
Munns, 2009, Melchiorre et al., 2009, Versuales et al., 2006).

Por otro lado los distintos sistemas imponen limitaciones en el numero de plantas que se
pueden evaluar por “recipiente” y por ensayo. Esto es determinante al momento de elegir el
disefio experimental y el andlisis estadistico mas adecuado para la validacion de los datos
obtenidos. En nuestra experiencia, luego de experimentar con distintos sistemas de fenotipado,
concluimos que el sistema de hidroponia aporta ventajas en este punto, ya que se pueden
cultivar simultaneamente un numero elevado de plantas/genotipos, en un espacio relativamente
reducido, lo que permite disminuir considerablemente las variaciones dadas por el error

experimental del sistema y la varianza genética sobre las variables de respuestas estudiadas.

Estas caracteristicas del sistema de hidroponia, permite aplicar disefios experimentales
mas complejos, que aquellos que se pueden aplicar en los otros sistemas de cultivo, pudiéndose
utilizar modelos lineales mixtos que permiten determinar los efectos de cada tratamiento en el
contexto de los disefios experimentales de cada ensayo. Otra de las ventajas del sistema de
hidroponia para fenotipado frente a condiciones de estrés salino y osmatico; es que permite tener

concentraciones de sales y presiones osméticas exactas del medio.
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Todas estas caracteristicas nos permiten postular al sistema de hidroponia como un
sistema Optimo para la caracterizacion de las respuestas frente a condiciones de estrés salino y

osmético de genotipos parentales, lineas puras y poblaciones de mapeo como las RILs.

4.2 CARACTERIZACON FENOTIPICA DE DOS GENOTIPOS DIPLOIDES DE LOTUS: Lotus
japonicus GIFU y Lotus burttii EN ESTRES SALINO Y OSMOTICO

Cuantificar el estrés en especies muy relacionadas es particularmente dificil, sobretodo
porque el efecto del estrés sobre el crecimiento cambia segun el tiempo en el cual las plantas

estuvieron sometidas a la condicion de estrés (Munns, 2002).

En todos los sistemas ensayados el NaCl inhibi6 el crecimiento del tallo tanto en Lotus
japonicus Gifu como en Lotus burttii. Sin embargo, salvo en placas, el crecimiento del tallo de Lj.
Gifu fue mayor a L. burttii. La respuesta en estrés osmético fue inversa, observandose las

menores tasas de crecimiento de tallo en Lj. Gifu que en L. burttii.

Segun Munns (2009) el NaCl impone un estrés osmético y idnico. En este sentido la
respuesta de tolerancia al NaCl observada en Lj. Gifu podria estar asociada a una tolerancia
ionica ya que en estrés osmético, este genotipo mostré menores tasas de crecimiento del tallo.
Por otra parte la TDF aumentd en Lj. Gifu y disminuyé en L. burttii, lo cual sugiere un efecto

diferencial de la salinidad sobre el desarrollo de estos dos genotipos.

En la evaluacion de las respuestas al estrés es importante considerar la escala temporal
ya que los mecanismos que controlan el crecimiento en cada especie pueden ser diferentes
(Munns, 2002). En este sentido se observd que en ensayos a largo plazo el NaCl tuvo un efecto
inductor sobre el crecimiento de la raiz y total de Lj. Gifu, en tanto que en L. burttii el efecto del
NaCl fue inhibitorio. En este ensayo a largo plazo, se observo una alta RTR en Lj. Gifu en tanto
que el L. burttii esta relacion fue menor a uno. La alta RTR observada en Lj. Gifu indica que la
estrategia de tolerancia al NaCl de este genotipo puede estar asociada con la homeostasis i6nica
en tallos hojas y raices (Yamaguchi y Blumwald, 2005). Estos resultados coinciden con lo

reportado por Melchiorre et al. (2009) donde se muestra que el genotipo Lj. Gifu acumula
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significativamente més cantidad de iones Na* en tallo de los que acumula L. burttii, sin embargo,

también mostrd menores relaciones sodio potasio y una mayor proporcion del Na* total en raiz.

Asimismo, en L. burttii el estrés salino indujo cambios redox tempranos que podrian estar
implicados con la sefializacion e induccion de la actividad del sistema antioxidante en
tratamientos de larga duracién (Melchiorre et al., 2009). En la actualidad esta ampliamente
aceptado que el mantenimiento de altas relaciones esta directamente relacionado con la
tolerancia a la salinidad (Munns y Tester, 2008, Shabala y Cuin, 2007). La relaciéon K*/Na*
mantiene una homeostasis iénica que permite la actividad de enzimas citosoélicas, el potencial de
membrana plasmatica y condiciones osmoticas implicadas en la regulacion del volumen celular
(Yamaguchi y Blumwald, 2005, Munns et al., 2002)

La niveles de K* citoplasmico pueden ser mantenidos evitando la salida inducida por
NaCl a través del incremento de la actividad de las H*/ATPasas, lo que regula los canales voltaje
dependientes de salida de K*, esto mantiene el potencial de membrana necesario para el
transporte activo secundario de iones y facilitando la extrusion de Na* del citoplasma al apoplasto
por antitransporte de Na*/H* (Shabala y Cuin, 2007).

Las respuestas frente a estrés osmotico de estos genotipos fueron opuestas a las
observadas frente a estrés salino. El estrés osmatico indujo las tasas crecimiento tanto de tallo
como raiz de L. burttii, mientras que no tuvo efecto sobre el crecimiento de tallo, pero si afecto
negativamente el crecimiento de raiz de Lj. Gifu. Estos efectos diferenciales sobre los
crecimientos de raiz y tallo, determina que: a) la tasa de crecimiento total de L. burttii aumente
mientras que la Lj. Gifu disminuya, y b) que la RTR de L. burttii no se afecte y que la de Lj. Gifu
disminuya frente a estrés osmotico. Por otra parte la TDF incremento en ambos genotipos bajo
estrés osmotico, siendo mayores los valores observados en Lj. Gifu. La aceleracion de la
fenologia parece ser una respuesta comun de Lj. Gifu frente a condiciones de estrés osmotico y

salino.
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Este conjunto de resultados sugeririan que Lj. Gifu tendria mayor nivel de tolerancia a

estrés salino, mientras que L. burttii seria un genotipo con mayor tolerancia al estrés osmatico.

4.3 MAPEO DE QTLs ASOCIADOS A LA TOLERANCIA A ESTRES SALINO Y OSMOTICO EN
UNA POBLACION DE LINEAS RECOMBINANTES PURAS DE Lotus japonicus Gifu x Lotus
burttii.

El éxito en el mapeo de QTLs requiere una alta calidad en los datos tanto genotipicos
como fenotipicos, para ello se deben identificar y corregir errores en los datos antes de comenzar

con la busqueda de QTLs.

Identificar la informacién faltante en genoma de la poblacion de mapeo puede ayudarnos
a detectar regiones donde futuros marcadores deben ser etiquetados. Asimismo, la falta de
informacion genotipica en algunas regiones puede generar evidencias de ligamiento falsos por
tanto la evaluacion del patron de datos faltantes permite identificar posibles problemas en la
deteccion de QTLs (Broman y Sen, 2009).

Luego de remover los marcadores e individuos con un porcentaje muy alto de datos
faltantes (mas de 30y 50 % respectivamente), se observé un patron aleatorio en la distribucion
de datos faltantes en la matriz de datos genotipicos, este es un punto critico en el mapeo de
QTLs (Bromany Sen, 2009).

Otro punto importante en el chequeo de la informacion genotipica es verificar la
segregacion de todos los marcadores, es decir que el genotipo de los marcadores aparezca en la
proporcion esperada (1:1 para una poblacién RIL), distorsion en la frecuencia de segregacion
esperada puede indicar errores en el genotipado de los marcadores (Broman y Sen, 2009,
Broman, 2005).

El ultimo paso en el chequeo de los datos genotipicos es verificar la posicion de los

marcadores dentro de cada grupo de ligamiento, para ello se usan funciones (Haldane y



70

Kosambi) (Margarido et al., 2007) que convierten el frecuencias de recombinacion observadas en

distancias entre los marcadores en cada cromosoma.

Una vez realizados todos los chequeos antes mencionados se pudo constatar que el
mapa de ligamiento, que surge a partir de los datos genotipicos, puede ser utilizado en estudios

exploratorios de mapeo de QTLs.

Cuando se analizd la respuesta fenotipica de la poblacién RILs, en la condicién control se
observé una distribucién de frecuencia del tipo normal, mientras que en estrés salino la Tasa de
Crecimiento Relativo de tallo (TCRt) mostro una distribucion de frecuencia del tipo binodal. En el
caso del estrés osmatico este comportamiento se observé para la Tasa de crecimiento de raiz
(TCRr). Este resultado es interesante ya que como cada RIL es un genotipo individual, este
comportamiento puede ser asociado a una caracteristica genética particular (Collard et al. 2005,
Tuberosa et al., 2002, Tanksley, 1993).

Si los efectos de los distintos alelos de un QTL difieren en su magnitud o sentido (+/-) en
diferentes backgrounds genéticos, entonces el efecto del QTL es dependiente del contexto
(Mackay et al., 2009). Sin embargo pocos trabajos se han dedicado a la incorporacion de la

interaccion genotipo ambiente (GEI) en los métodos de deteccion de QTL (Malosetti et al., 2004).

Dentro de los modelos utilizados para la deteccion de QTLs, los modelos mixtos son
particularmente adecuados en el caso de situaciones complejas como es el modelado de la GEI
(Malosetti et al., 2011). En esta tesis el uso de modelos mixtos permitié identificar los efectos

especificos de cada QTLs en cada una de las condiciones experimentales ensayadas.

Asi en algunas condiciones el alelo del parental Lj. Gifu confiere una ventaja sobre el
alelo del parental L. burttii y en otros el alelo de L. burttii fue superior al alelo de Lj. Gifu. Por lo
tanto se puede suponer que la mejor constitucion genotipica es condicion dependiente. Un
ejemplo de esto seria la region del cromosoma 1 cercana al marcador TM0324 (0,8 cM). En esta
region se observo que si el QTL asociado a este marcador tiene el alelo del parental femenino Lj.

Gifu la raiz crece menos en control y estrés osmético, sin embargo crece mas en estrés salino.
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En cambio si el marcador tiene el alelo del parental L. burttii el comportamiento es el
inverso, crece mas en control y estrés osmatico y menos en estrés salino. Estos efectos se
comprobaron para las variables TCRr y RTR. Por lo tanto, para buscar genes asociados al
comportamiento de la raiz en estrés idnico y osmatico la region cercana al marcador TM0324 se

presenta como una region a ser investigada con mas detalle.

En términos generales, se podria establecer que L burttii aporta alelos que explican
mayoritariamente las respuestas a estrés osmético mientras que los alelos de Lj. Gifu aportan a
explicar las respuestas a estrés salino. En este contexto, de los 18 QTLs identificados, 14 son
superiores para el alelo del parental L burttii en las respuestas a estrés osmotico, mientras que 9

muestran una superioridad del alelo del parental de Lj. Gifu en las respuestas a estrés salino.

Este aporte diferencial de los alelos de L. burttii y Lj. Gifu en QTLs relacionados a estrés
osmatico y salino, respectivamente, es coherente con los resultados obtenidos en la

caracterizacion de estos genotipos parentales en estos estreses.

Las condiciones estrés osmatico/hidrico inhiben el crecimiento celular por elongacion, la
tasa fotosintética y aumentan en la generacion de especies activas del oxigeno y el dafio
oxidativo asociados a las mismas. Las respuestas de las plantas a estas condiciones implican
repuestas de evitacion escape y tolerancia aumentos de ABA, cierre estomatico,
osmorregulacién, aumento de la defensa antioxidante y retardo de procesos asociados a la
senescencia (Khan et al., 2010, Ashraf y Foolad, 2007).

Estas repuestas estan moduladas por los diferentes niveles de regulacion génica. En la
actualidad existen varias estudios de transcriptomica, proteémica y metabolomica asociados a la

respuesta a estrés hidrico (Mazzucotelli et al., 2008, Wang et al., 2003).

Trabajos del grupo de Dr. Monza muestran plantas de Lotus japonicus sometidas a estrés
hidrico mostraron aumentos del dafio oxidativo, expresado por las peroxidacion lipidica, y de la

actividad de algunas enzimas antioxidantes. Asimismo, demostraron que tanto el estrés hidrico
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como el salino inducen la acumulacion de prolina (Diaz et al., 2005) respuesta que también

ocurre Lj. burttii con Lj. Gifu bajo estrés hidrico (datos no mostrados).

En estudios previos de caracterizacion de estos genotipos frente a estrés salino, donde
se determinaron niveles de Na*, K* y sus relaciones; Lj. Gifu mostré mayores niveles de Na*y
mayores relaciones K*/Na* tanto en raiz como en tallo (Melchiorre et al., 2009). Asimismo, Lj.
Gifu fue el unico genotipo que mostré diferencias en la relacion glutation reducido glutation
oxidado en ensayos de corta duracién (Melchiorre et al., 2009). Esta dupla redox es un
determinante principal del estado redox celular, el cual modula diversas respuestas de
aclimatacion y tolerancia a condiciones de estrés (Maggio et al., 2007, Cuartero et al., 2006).
Relacionado con esto en los ensayos de larga duracion en estrés salino, se pudo observar que Lj.
Gifu fue el que mostré los mayores niveles de actividad de enzimas antioxidantes, como

superoxido dismutasa, glutation reductasa y ascorbato peroxidasa (Melchiorre et al., 2009).

Todos estos resultados parecen sugerir que Lj. Gifu desarrollaria un proceso de
aclimatacion frente a estrés salino, sustentado en parte en la osmorregulacion por acumulacion
de iones (Na* y K*), presumiblemente en vacuola, y acumulacién de prolina en citoplasma; y por
otra parte en el sensado de cambios redox tempranos e induccion de la defensa antioxidante. En
consecuencia una de las perspectivas que surgen de este trabajo es ver silos QTLs asociados a
la tolerancia a la salinidad aportado por alelos de Lj. Gifu, estarian relacionados con la
osmorregulacion, la homeostasis iénicas y con eventos de sefializacidn redox y defensa
antioxidante. En tanto que la superioridad de los alelos del parental L. burttii puede deberse a una
mayor produccion de compuestos osmocompatibles y sintesis de proteinas de proteccion, como
las dehidrinas y proteinas LEA (late-embryogenesis-abundant) (Khan et al., 2010, Ashraf y
Foolad, 2007).
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Como perspectiva general de este trabajo surge la necesidad de identificar, los genes
codificados en los QTLs asociados a la tolerancia al estrés osmotico y salino. Inicialmente se
plantea una identificacion in silico de estos genes que posteriormente posibiliten el estudio de su
funcidn por genética reversa y directa. En tal sentido, en esta tesis se establecieron las
condiciones experimentales y las estrategias de analisis que permitiran seguir las perspectivas

planteadas.
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