UNIVERSIDAD DE LA REPUBLICA
FACULTAD DE AGRONOMIA

IDENTIFICACION DE QTLs ASOCIADOS A TOLERANCIA/SENSIBILIDAD AL
DEFICIT HIDRICO EN Lotus japonicus

por

Francisco José FRANCO PICCIOLI

TESIS presentada como uno de
los requisitos para obtener el
titulo de Magister en Ciencias
Agrarias opcion Ciencias
Vegetales

MONTEVIDEO
URUGUAY
(Diciembre 2015)



Tesis aprobada por el tribunal integrado por Ing. Agr. (PhD.) Clara Pritsch
(Presidente), Ing. Agr. (PhD.) Guillermo Galvan (Vocal), Ing. Agr. (PhD.) Victoria
Bonnecarrere (Vocal) el 17 de diciembre de 2015. Autor: Ing. Agr. Francisco Franco.
Director Ing. Agr. (PhD.) Omar Borsani, Co-director PhD. Jorge Monza.



A mis padres y abuelos...

A Mariana...



AGRADECIMIENTOS

A mi tutor Omar Borsani por haberme guiado en todo este proceso, por sus
correcciones y aportes, por su buena voluntad y el apoyo brindado. A mi co-tutor
Jorge Monza, por haberme dado un lugar en el laboratorio, por el apoyo en todas
las etapas de la tesis y particularmente en la escritura. A Gastén Quero por su
colaboracién desde el disefio y analisis estadistico de los experimentos hasta la
identificaciéon de QTLs y sus aportes como integrante del comité de seguimiento. A
Pedro Diaz por incluirme en su proyecto y la colaboracién en los ensayos. A Lucia
Gutiérrez por su asesoria en el mapeo de QTLs y sus aportes como integrante del
comité de seguimiento. A Pilar Irisarri por sus aportes como integrante del comité
de seguimiento. A Santiago Sigfiorelli por su colaboracién en la determinacién de
respuestas bioquimicas asociadas al déficit hidrico. A Manuel Diez por su
colaboracién en la construcciéon de la curva de retencién del sustrato. A mis
companeros del laboratorio Mariana, Martha, Esteban, Leticia, Maximo, Florencia,
Pamela, Yolanda y los que nombré anteriormente, por las cosas que me ensefiaron
y por el compafierismo.

A las agencias financiadoras: Agencia Nacional de Investigacidn e Innovacién
(ANIl), por el proyecto Fondo Clemente Estable (FCE) "Impacto del déficit hidrico
sobre la eficiencia de uso del nitrégeno: Analisis de componentes bioquimicos
fisiolégicos" y una beca de posgrado nacional. A la Comisién Sectorial de
Investigacion Cientifica (CSIC) por el proyecto "Busqueda de marcadores de

tolerancia/sensibilidad a sequia en plantas".



TABLA DE CONTENIDO

Pagina

PAGINA DE APROBACION .......ccoimimicnincnisninsisssisessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens I
AGRADECIMIENTOS .....ccieuiiiiieiiiieeiiiieeiiieniiieeeisienessiesesisiesssssienesssnensssssennsans v
RESUMEN w....cuuiiiiiiiiniieiectnninsncsssiissnsses s ssssssssssssssssssass s ssssss st sss sassassnsssssssssssssans IX
SUIMMIARY ...ttt i e arissns s sesse e rsa s e e st e as e asesansanansssansensnsanensaranses X
1. INTRODUCCION .....covrvrviriisnsinesssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssasssnes 1
1.1. ESTRES POR DEFICIT HIDRICO ......covuetruruincnciisinsenecnsssssseessssssssenens 1

1.2. ADAPTACIONES A LA SEQUIA ....ooveereereeeeereereereeseeseesessesseeseessessesseseenes 3

1.2.1. Respuestas morfo-fisiolOgicas ......cccccevvriiciiiiiunnnrnnnreeeeeiiiiiiiicnnn, 4

1.2.1.1. Desarrollo vegetatiVo ......ccccceereenrreeenceriennerrenencereenneenennneens 4

1.2.1.2. Regulacion de la pérdida de agua por los estomas ............. 5

1.2.2. Respuestas bioquimicas .......ccccceeiiiiiiiiiiiiunnneneeeiieiiiiisnccsssnnnnnens 8

1.2.2.1. Defensa antioxidante enzimatica y no enzimatica ............ 8

1.2.2.2. La acumulacion de prolina como indicador de déficit

hidriCo cooviiii 12
1.3. MEJORAMIENTO GENETICO DE RASGOS CUANTITATIVOS ................. 14

1.3.1. Estrategias de seleccidn de genotipos tolerantes a sequia ........ 15

1.3.2. MapPeEO de QTL .ccceueruireirerrenrereernereereeraerseresressessessessassassassassassanse 16

1.3.2.1. Datos eNOtiPiCOS ....ccccerrirrrnnniiiiiinnnnnniiisnineennnsesesseennnnnens 18
1.3.2.2. Datos fenotipiCos .cccceerrennceieeenerrenniertennneerennseeseenseseensnnns 24
1.3.2.3. Principios del analisis de QTLS ...cc..ccceeeicirrmnciieeenccrennnncnnens 26
1.3.2.4. Métodos para detectar QTLS .....ccceeeeiiriiemnnnccinnnnennnnsennnns 28

1.3.2.5. Factores que influyen en la deteccién de QTLs ................ 29

1.3.2.6. Analisis multi-trait multi-environment ....................ccccc.... 30

1.4. Lotus japonicus COMO LEGUMINOSA MODELO .......ccccoeurerenncrenncrennes 32
1.5. HIPOTESIS Y OBJETIVOS .....ccveereererrereeneereereessessessesessessessessessessessensens 35

R B 5 [ o Yo L =] P 35



1.5.2. ODBJELIVOS ...eviiiiiiiiiiiiiiiiiiinirrrreesssssssssssssss s s s s s s s s s assasaaes 35
1.5.2.1. Objetivo general ........cccovveveeiiiiiiiinnnniiiiiiinnnnissinnnnennen. 35
1.5.2.2. Objetivos especifiCos .......ccccerrireriiiiiiieennniiiiiiiennnccicennnenn 35

2. MULTI-TRAIT AND MULTI-ENVIRONMENT QTL  ANALYSES FOR

TOLERANCE/SENSITIVITY WATER DEFICIT RESPONSES IN Lotus japonicus .......... 36
2 T L 13 12 36
2.2. INTRODUCTION .....ccoeiiiinmnnnnnnnneneieiiiniiiissssssssssseeeeeeesissssssssssssssssseees 37
2.3. MATERIALS AND METHODS ........coiiuumrrrniniiniiininissssssnsssessssssssssssas 39

2.3.1. Plant material .......ccceerermmemmmmmmnninienieiei 39
2.3.2. LINKAZE MAP ...cuvvrermrrririiiiiiiiiiiiiiinnnenteeeeeiensissssssssnsssssseseseesenns 39
2.3.3. Experimental conditions ...........eeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiinnnnnnneeenn, 40
2.3.4. GroWth PArameters ....cceceveereireireireireireireirereereresressessessassassenses 40
2.3.5. Developmental parameters .........ccccceviiiiiiiiiiiiiiiiniiieieeeeeeeeeeneene. 41
2.3.6. Correlation analysis ........ccccceeeeiiiiiiiiiiiiinnnnneneeeeecnee, 41
2.3.7. Statistical @NalYSes ....cceuireiieiiireiieitecreirre et e raeerenns 41
2 B 1] U N 1N 43

.................................................................................................. 43
2.4.2. Phenotypic COrrelation ....cciceveereireireireireireirerenresessesensensansenes 46
2.4.3. Identification of QTL related to tolerance/sensitivity to water

deficit reSpoNSes .......cccvviiiiiinnnennrtiet 47

2.4.3.1. Multi-trait and multi-environment QTL analysis for growth

and development parameters ........ccceeiiieeiinienniiiiecniniennen, 48
2.5. DISCUSSION .....ccuireuireeereneenirensressreserasesssesssssssasssssessssssssessssssssssesssssssas 51
2.5.1. Correlation among growth and development parameters ........ 51

2.5.2. QTL related to tolerance/sensitivity water deficit responses in

2.5.3. QTL effects on growth and development parameters ............... 53

VI



2.6 CONCLUSIONS ......cooiiiiiiiniiniiieneeeeeeiinniiisssneesssesssssssssssssassssssssanes 54

2.7. ACKNOWLEDGEMENTS .....ceeuuiirimniirinniiiiineiiinineiinieeiinieninienesneenes 55
2.8. REFERENCES ....cccuuiiiiiimmmnniiiiiiiinnnniiniinnneiiiiiiieessiiieeesssseeeesssees 56
2.9. ADDITIONAL MATERIAL .....ccovrrtmmunniiriinnnnniiiniiinnnssiinneensssssseesssssees 60

2.9.1. Multi-trait and multi-environment QTL analysis for shoot growth

parameters in a RIL population of Lotus japonicus derived from a cross

between ecotypes Gifu B-129 and Miyakojima MG-20 .........cccceuveeeee. 60

2.9.2. Multi-trait and multi-environment QTL analysis for root growth

parameters in a RIL population of Lotus japonicus derived from a cross

between ecotypes Gifu B-129 and Miyakojima MG-20 .........cccceeeue... 61

2.9.3. Multi-trait and multi-environment QTL analysis for development

parameters in a RIL population of Lotus japonicus derived from a cross

between ecotypes Gifu B-129 and Miyakojima MG-20 .....cc.ccceeeveurennens 62

3. RESPUESTAS ASOCIADAS AL DEFICIT HIDRICO EN RILS CONTRASTANTES DE

Lotus japonicus (Gifu X MG-20) ....cccceeeuireeirrneirennirensiersesseasssrsssssssssessssrsssssssssssnsens 63
0 I 3 ] N 63

3.2, SUMMARY ...cuttturniiiiiiiiiiiiiiiiiiiinississssssieieeeeieiimesmmmsssssseeseenes 64

3.3. INTRODUCCION ....ccceeeurreeenerreessesssessessessesssessesssesssssssssessesssessesssessees 65

3.4. MATERIALES Y METODOS .....cccveeuerruerrerreessesseessnsssessessssssssssesseesasssenss 67

3.4.1. Material vegetal .......ccccceviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiineneennen e 67

3.4.2. Condiciones de crecimiento ........ccccceeeeeeiiiiiiiciiiinnnnnneneneeeeiennnn. 67

3.4.3. Temperatura fOliar .cc.cceieeireireireireireireireereereereereeraersssassasasansans 68

3.4.4. Cuantificacion de proling ..........cceeeeiiiiiiiiiniiiinneneeenenieninicsccnnn, 68

3.4.5. Determinacion in situ de superdxido y peroxido de hidrégeno ..68

3.4.6. Peroxidacion lipidiCa ....ccccceereeirmmrenireeireernncenireesreesrnnernseennsennnens 69
3.4.7. Busqueda de genes asociados @ Un QTL .....cceueveeieerenieeecreneennennns 69
3.5. RESULTADOS .....cuuuuuinnnnntiitiiiiiiiiiiiiisinssissssssssssssssssesesessssssssssssssssssss 69
3.5.1. Seleccidn de RIL sensibles y tolerantes ...........cccceevuuunnnnrereeennen. 69

VII



3.5.2. Produccion de biomasa @rea .....cc..eeereerrerrenrrenrrnerrnneeessenssansennes 70

3.5.3. Temperatura fOliar ......ccoceimieiiieciieciiniereieecreeereeerneesnseessenesenss 71

3.5.4. Acumulacidn de prolina durante el déficit hidrico ......c..cccceuueee.. 72

3.5.5. Deteccién de 0,", H,0, y peroxidacion lipidica .......c..cccevevenene 73

3.5.6. Genes asociados a Un QTL de iNterés .....c.ccceveeereeerencrnvencrencranens 74

3.6. DISCUSION ....cveeieneeieneeiieresieeeessesesseesessesessnessssesessessssesssssessssessnsesenne 76

3.7. AGRADECIMIENTOS ...ctuitirireierereerecerecesroseerecessesessessssessssssassssassesanes 80

3.8. BIBLIOGRAFIA .....couriericrrienresreissesssessssssssesssesssesssessssssssssssssssesssesssens 81

3.9, ANEXOS ...ceieieiiieeeieieietrerererererecesesasesesesesssssassssessseresesssasnsssanssssserasases 87

3.9.1. Curva de retencion del sustrato arena vermiculita (1:1) ............ 87

B, DISCUSION ....cueviurienriiriieeesseesseesseesssesssesssesssesssesssessssesssssssessssssssssssssssesssesssens 88
5. CONGCLUSIONES ....ceueturenerenereneenssencrancreseeasssssrsssrssssssssssssssssssssssssssasssssssnssssssans 89
6. BIBLIOGRAFIA ....cceeeeeeeeeeeeeeeesseeseseessssesssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssnsesssssssnnnenes 90

VI



RESUMEN

La identificacidn de loci de expresidn cuantitativa (QTLs) asociados al déficit hidrico
es de utilidad para definir estrategias de mejoramiento. En este trabajo se realiz6 el
fenotipado de 100 lineas endocriadas recombinantes (RILs) de la leguminosa
modelo Lotus japonicus derivadas de MG-20 x Gifu, en un sistema de hidroponia
bajo condiciones de déficit hidrico y dos disponibilidades de nitréogeno. Se
identificaron 20 QTLs asociados a parametros de crecimiento y desarrollo. Dos QTLs,
uno en el cromosoma 3 y otro en el 6 co-localizaron para parametros de
crecimiento de la parte aérea y raiz, lo que sugiere que el crecimiento de la parte
aérea v la raiz pueden ser controlados por los mismos loci. En tanto, un QTL en el
cromosoma 2 co-localizé para parametros de crecimiento de raiz y de desarrollo, lo
gue evidencia que el crecimiento de raiz y el desarrollo pueden estar genética o
pleiotropicamente ligados. A partir de la informacion de los efectos de los QTLs se
seleccionaron RILs tolerantes y sensibles a déficit hidrico y se realizdé una evaluacion
de respuestas bioquimicas vy fisiolégicas implicadas en la superacion del déficit
hidrico. Este trabajo permitid identificar regiones gendmicas asociadas a
crecimiento y desarrollo en condiciones de déficit hidrico. Los QTLs identificados
pueden ser incorporados en estrategias de mejoramiento, mientras que la
informacién de sus efectos contribuye al conocimiento de la tolerancia a la sequia
en L. japonicus y es de utilidad para la seleccién de lineas contrastantes. Por otra
parte, la evaluacidn de respuestas bioquimicas vy fisioldgicas en RlILs contrastantes,
permitid observar que las lineas tolerantes presentan estrategias diferentes en la
superacién del déficit hidrico, por lo que serian un material de interés para estudiar
la tolerancia a sequia. El analisis in silico de la region gendmica de un QTL para tasa
de crecimiento relativo asociado al marcador TM0186 permitié identificar cuatro

genes relacionados con respuestas a estrés abidtico.

Palabras clave: déficit hidrico, Lotus japonicus, RILs, QTL, MTME



IDENTIFICATION OF QTLs ASSOCIATED WITH TOLERANCE / SENSITIVITY TO
WATER DEFICIT IN Lotus japonicus

SUMMARY

QTL detection for drought tolerance is useful to define breeding strategies. In this
study, the phenotyping of 100 RILs of the model legume Lotus japonicus (MG-20 x
Gifu) was performed in a hydroponics system under conditions of drought and two
conditions of nitrogen. 20 QTLs associated with growth and development
parameters were identified. Two QTL, on chromosome 3 and 6 co-localized for
growth parameters shoot and root, while a QTL on chromosome 2 co-localized for
root growth parameters and development, suggesting that growth shoot and root
can be controlled by the same loci and root growth and development traits could be
genetically linked. Tolerant and sensitive to water deficit RILs were selected from
the QTL effects information and an evaluation of biochemical and physiological
responses involved in overcoming the water shortage was performed. This study
allowed the identification of genomic regions associated with growth and
development in water deficit conditions. QTL detected can be incorporated into
breeding strategies, while their effect information contributes to the understanding
of drought tolerance in L. japonicus and is useful for selecting contrasting lines.
Moreover, the evaluation of biochemical and physiological responses in contrasting
RILs, allowed to observe that tolerant lines have apparently different strategies in
overcoming water deficit, so that would be a material of interest to study drought
tolerance. The in silico analysis of the genomic region associated with TM0186,

allowed the identification of four genes related to abiotic stress.

Keywords: water deficit, Lotus japonicus, RlLs, QTL, MTME



1. INTRODUCCION

1.1. ESTRES POR DEFICIT HiDRICO

El estrés abidtico es la principal causa de pérdida en los cultivos en todo el
mundo y puede reducir su rendimiento en mas del 50% (Bray et al., 2000, Boyer,
1982). Entre los factores que generan estrés abidtico a las plantas se encuentran la
sequia, el anegamiento, la salinidad, las temperaturas extremas y la toxicidad por
distintos productos quimicos que pueden desencadenar dafo oxidativo. La sequia
es uno de los estreses que frecuentemente afecta el rendimiento de los cultivos y se
produce por insuficiencia de lluvias y por alteraciones en los patrones de
precipitacion (Toker et al., 2007). En la ultimas dacadas se constatan mayores
superficies de tierras dridas y desertificacion, con una reduccién en el area
cultivable (Lobell et al., 2011). En este sentido, se prevé que la ocurrencia de sequia
aumentara significativamente a nivel mundial en muchas regiones agricolas como
consecuencia del cambio climatico (Reynolds y Ortiz, 2010, Collins et al., 2008).

La sequia determina una disminucion del potencial hidrico () del suelo, y
en esa condicion la planta debe evitar la pérdida de agua e incrementar su
absorcion para mantener su estado hidrico (Verslues et al., 2006). La magnitud del
estrés generado por la sequia depende de la etapa del cultivo en que esta se
impone, de su duracion y de su intensidad (Serraj et al., 2005).

Las plantas pueden adaptarse a la sequia por la puesta en marcha de
respuestas bioquimicas, fisioldgicas y morfoldgicas. En lo que se refiere a las
adaptaciones de las plantas para resistir a la sequia se ha establecido lo que se
conoce como estrategias de escape, evasion y tolerancia (Fig. 1) (Turner, 1986),
aunque en la realidad las plantas presentan una combinacién de esas estrategias
(Ludlow, 1989).

Las plantas que escapan a la sequia presentan un alto grado de plasticidad
en su desarrollo y son capaces de completar su ciclo de vida antes de que ocurra un

déficit hidrico severo, por lo que dependen de una reproduccion exitosa. Esta



respuesta observada en cereales (Bruce et al.,, 2002) y en algunas leguminosas
(Chaves et al., 2002) esta relacionada con la capacidad de almacenar reservas y su

posterior movilizacién para la produccion de semillas.

e Escape \
* Alto grado de plasticidad del desarrollo

* Removilizacion de reservas para produccion

de semillas
- s
* Evasion

* Sistema radicular profundo y ramificado

* Regulacion de la conductancia estomatica

* Cambios en tamaiio y numero de estéomas

* Enrollamiento foliar, pubescencia foliar,
cuticula y capa de cera epicuticular gruesas

* Tolerancia

* Ajuste osmatico
* Defensa antioxidante

+ Dehidrinas, LEA
* Transportadores de membrana

Figura 1. Mecanismos de las plantas para superar la sequia. Las plantas presentan distintas

estrategias que le permiten adaptarse a la sequia y que implican distintos niveles de respuesta.

La estrategia de evasidn consiste en el mantenimiento del Y, relativamente
bajo de los tejidos y se asocia con varias caracteristicas de adaptacion. Una de las
mas eficaces es contar con un sistema radicular profundo y ramificado capaz de
explorar un gran volumen de suelo (Bacelar et al., 2012). A nivel de hojas, para
mantener la turgencia las plantas reducen la pérdida de agua mediante la
disminucion de la conductancia estomatica (Farooq et al., 2009). A su vez, las hojas
en crecimiento pueden desarrollar estomas mas pequeiios, pero mas densamente
distribuidos, que les permite reducir la transpiraciéon por una regulacion mas rapida
(Bacelar et al., 2012). Otras adaptaciones a nivel de la hoja para evitar la pérdida de
agua son el enrollamiento, la pubescencia densa, cuticula y capa de cera
epicuticular gruesas, células del meséfilo esponjoso con espacio intercelular
pequefio (Bacelar et al., 2012). Plantas de Lotus creticus sometidas a déficit hidrico
mostraron un aumento en la densidad de los estomas y una reduccion del area

foliar, en comparacion con plantas en condiciones no limitantes, asi como un



incremento de pelos radiculares y del nUmero de vasos del xilema en tallo y raiz
(Bafion et al., 2004).

Otra estrategia para superar el estrés es la tolerancia (Farooq et al., 2009)
gue se asocia principalmente con mecanismos de ajuste osmético mediante la
acumulacién de solutos (iones y osmolitos compatibles), mecanismos de control de
los niveles de especies reactivas del oxigeno (ROS, reactive oxygen species) (Khan et
al.,, 2010), sintesis de proteinas de bajo peso molecular (dehidrinas y LEA - late
embryogenesis abundant) y de transportadores de membrana (acuaporinas)
(Ingram vy Bartels, 1996). En base a las respuestas observadas, la tolerancia a la
sequia es un rasgo cuantitativo complejo de dificil interpretacion debido a que es un
caracter de base multigénica, resultado de una interrelacion entre distintos

mecanismos bioquimicos vy fisioldgicos (Fleury et al., 2010, Barnabas et al., 2008).
1.2. ADAPTACIONES A LA SEQUIA

Las plantas presentan diferentes tipos de respuestas para superar el estrés
causado por el déficit hidrico tanto morfo-fisiolégicas como bioquimicas. En este
sentido la diferencia entre un genotipo sensible a la sequia respecto a uno

tolerante, depende de su capacidad de adaptarse a la situacion de estrés (Fig. 2).

Sequia

Qe
*z?fﬂ’x Pk
* Conductancia estomatica - wj‘
Y >

+ Cambios relacién R/PA

*Ajuste osmético
* Defensas antioxidantes

* Acuaporinas
* Proteinas de proteccién

Figura 2. Respuestas morfo-fisioldgicas y bioquimicas para superar la sequia. Las respuestas mas
comunes para superar el déficit hidrico son la regulacién de la conductancia estomatica, el desarrollo
de un sistema radicular denso y profundo, la defensa antioxidante, el ajuste osmético y la sintesis de

proteinas de proteccién.



1.2.1. Respuestas morfo-fisiologicas

1.2.1.1. Desarrollo vegetativo

La modificacion de las prioridades de crecimiento y la reducciéon del
rendimiento fotosintético en condiciones de sequia, generan variaciones en la
particion de carbono entre los tejidos fuente y fosa (Roitsch, 1999). Esto conduce a
una disminucién del crecimiento de la parte aérea y un crecimiento selectivo mayor
de las raices, lo que favorece la absorcién de agua (Leport et al., 2006). Por lo tanto,
los carbohidratos destinados al crecimiento de la parte aérea en condiciones
normales, pasan a estar disponibles para la sintesis de solutos que participan en el
ajuste osmatico (Xue et al., 2008) y para el crecimiento de la raiz principal (Xiong et
al., 2006). Los cultivos que presentan mayor capacidad de regular el patron de
crecimiento de sus raices, logran extraer agua de todo el perfil del suelo y resisten
mejor la sequia (Yamauchi et al., 1996).

La relacidn raiz/parte aérea es utilizada para comparar genotipos sensibles y
tolerantes a sequia, debido a que ocurre una reduccién diferencial del crecimiento
de la parte aérea con respecto a las raices en condicion de déficit hidrico en
distintas especies. Yousfi et al. (2010) evaluaron dos especies del género Medicago
y asociaron una mayor relacion raiz/tallo a una mayor tolerancia a la sequia. De
Souza y Da Silv (1987) interpretaron como una adaptacién a la sequia la mayor
relacion raiz/parte aérea en plantas de algoddén explicada por la particion de los
asimilados hacia el sistema radicular con su consecuente mayor crecimiento.
También en trigo se observdé menor crecimiento de las raices en genotipos sensibles
respecto a genotipos tolerantes a la sequia (Piro et al., 2003). Del mismo modo, los
genotipos de mani con mayor exploracién radicular alcanzaron mayores
rendimientos en condicién de sequia (Jongrungklang et al., 2011). En el género
Lotus se ha utilizado la relacién raiz/parte aérea para comparar respuestas de
distintos genotipos frente a la sequia y otros estreses (Quero et al., 2014, Quero et

al., 2013, Melchiorre et al., 2009, Carter et al., 1997).



1.2.1.2. Regulacion de la pérdida de agua por los estomas

En raices en condicién de déficit hidrico se induce la sintesis de acido
abscisico (ABA), que es transportado a las hojas donde contribuye al cierre de los
estomas. Esto genera una disminucién de la pérdida de agua por transpiracion y
también del ingreso de CO,, por lo que se tiende a mantener el contenido hidrico de
la planta pero desciende la fijacién de carbono a través de la fotosintesis (Fig. 4A)
(Chaves et al., 2009). Sin embargo en plantas de Medicago truncatula resistentes a
la sequia, sometidas a una condicion de déficit hidrico severo, la disminucién en la
conductancia estomatica les permitié mantener una elevada tasa de asimilacion de
CO, (Nunes et al., 2008). En este sentido, Yousfi et al. (2010) evaluaron lineas del
género Medicago adaptadas a regiones con condiciones de sequia frecuente y
encontraron que la linea con mayor tolerancia presenté la menor conductancia
estomatica y la menor reduccién en la tasa de asimilacion de CO, respecto a las
demas.

Por otra parte, algunas plantas en condicion de sequia mantienen los
estomas abiertos conservando una elevada conductancia, de manera que la
fotosintesis y el suministro de nutrientes no se ven limitados, pero se pone en
riesgo la pérdida de turgencia. Para evitar esto, las plantas sintetizan osmolitos a
partir de fotoasimilados, que ayudan en la prevencidon de la pérdida de agua
(Tardieu, 2012, Sade et al., 2012). En este tipo de plantas se ha observado que en
condiciones de estrés presentan una elevada conductancia estomatica, mayor tasa
de crecimiento y produccién de biomasa (Tardieu, 2012, Munns et al., 2010). Asi, en
genotipos de trigo con respuestas de tolerancia contrastantes al estrés salino se
observd una relacién positiva entre la conductancia estomatica y la tasa de
crecimiento relativo (James et al., 2008). En sintesis, estrategias que involucran la
reduccion de la conductancia estomatica o su mantenimiento, a pesar de ser
opuestas pueden conducir a tolerancia a la sequia, dependiendo de la duracion e
intensidad del evento. La estrategia mas conservadora es ventajosa en escenarios

de sequias mas severas y largas. En cambio la estrategia que implica el



mantenimiento del crecimiento vegetativo y reproductivo permite un mayor
rendimiento en escenarios de sequia mads leves, pero con riesgo de fracaso
reproductivo bajo estreses graves (Tardieu, 2012).

La conductancia estomatica se determina experimentalmente en forma
directa mediante el porémetro, que tiene la ventaja de ser una técnica sencilla y no
destructiva. Sin embargo, cuando es necesario analizar muchas muestras, el tiempo
gue insume esta técnica es una limitacién debido a que la conductancia estomatica
varia sensiblemente con las horas. Mediante el uso de porémetro Sanjuan y Rebuffo
(2010) determinaron en condicién control mayor conductancia estomatica en L.
corniculatus cv. San Gabriel respecto a los ecotipos Gifu y MG-20 de L. japonicus, y
en condicién de déficit hidrico un mayor cierre estomdtico en L. corniculatus
respecto a los mencionados ecotipos. Sin embargo estos autores observaron que la
determinacién de la conductancia estomatica en lotus tiene dificultades en la
reproducibilidad debido a tamafo del foliolo y al tiempo insumido cuando son
muchas muestras.

La conductancia estomatica también se puede determinar a través de la
relacion isotdpica de carbono C/*C o discriminacion isotépica del carbono
(A13C/12C). La ABc/*C permite estimar de manera indirecta el intercambio de CO, a
través de los estomas. Cuando los estomas estan abiertos el **CO, difunde mas
rapido hacia el interior de la hoja que la fraccién pesada Bco,, y ademads en el
proceso bioquimico la RubisCO discrimina en contra de la fraccién *CO, (O’Leary,
1981). Cuando los estomas se cierran por el déficit hidrico la discriminacion en
contra del CO, disminuye y los cambios en Ac/*C en los tejidos reflejan la
historia del estado hidrico ocasionado por las condiciones ambientales (Yousfi et al.,
2012, Farquhar y Richards, 1984, O’Leary, 1981). La A™C/™C también ha sido
utilizada como indicador de la eficiencia de uso del agua (EUA) que es la relacion
entre la materia seca acumulada y el agua transpirada para comparar especies de
Lotus con distinta tolerancia/sensibilidad a la sequia (Fig. 3) (Sanjuan y Rebuffo,

2010).
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Figura 3. Ranking de diferentes genotipos de Lotus spp. en funcién de la EUA 'y A"c/*C. Tomado de
(Sanjuan y Rebuffo, 2010).

El cierre estomdtico también se puede determinar a través de la
temperatura foliar a partir de imdgenes termograficas. Esto es posible por la
estrecha relacion entre la temperatura de la hoja y la conductancia estomatica
(Zaman-Allah et al., 2011, Sirault et al., 2009), debido a que esta ultima es el
principal mecanismo de regulacion de los cambios en la temperatura de las hojas
(Jones, 2004). Si bien la termografia no es una determinacién directa, se ha
convertido en una herramienta atil para estimar diferencias en la conductancia
estomatica (Merlot et al.,, 2002) y se ha utilizado para comparar genotipos de
trébol, poroto, garbanzo y maiz con diferente tolerancia-sensibilidad a sequia (Zia et
al., 2013, Zaman-Allah et al., 2011, Reynolds-Henne et al., 2010).

Una ventaja del analisis de imagenes termograficas es que se pueden evaluar
poblaciones, mientras que la porometria se adapta mejor a un numero de
ejemplares reducido debido a que la conductancia se determina en plantas
individuales. Ademas, cuando se mide la conductancia estomdatica con porémetro
puede ser altamente variable (Jones, 1987), debido a que es sensible a la luz, al
déficit de presion de vapor y a la concentracion de CO,, por lo que necesitan ser
controlados. Esto es particularmente problematico cuando se mide en cdmaras de
crecimiento, debido a que en espacios pequeiios, el CO, respirado aumenta su

concentracion y causa cierre de los estomas (James et al., 2008). El impacto en la



conductancia de algunos de estos factores se puede minimizar utilizando
termografia infrarroja para estimar la conductancia estomatica en el laboratorio

(Sirault et al., 2009) y en campo (Jones et al., 2009).

1.2.2. Respuestas bioguimicas

1.2.2.1. Defensa antioxidante enzimatica y no enzimatica

En las plantas, al igual que en otros organismos, se producen altos niveles de
ROS en las mitocondrias y peroxisomas de sus células. A su vez, debido a las
alteraciones metabdlicas que ocurren en condicién de sequia, los cloroplastos
presentan una menor actividad del ciclo de Calvin por la disminucién del CO,
interno como resultado del cierre estomatico. Esto lleva a una acumulacion menor
consumo de NADPH, y como consecuencia de la disminucion de la actividad
fotosintética se genera un exceso de poder reductor que incrementa la produccién
de ROS como el perdxido de hidrégeno (H,0,), el radical superéxido (0,7), el
oxigeno singulete (*0,) y el radical hidroxilo (-OH). Estas ROS causan dafio a lipidos,
proteinas y ADN (Fig. 4B) (Dat et al., 2000, Hodges et al., 1996, Smirnoff, 1993).

La peroxidacion de los acidos grasos insaturados es uno de los dafios mas
importantes generados por las ROS (Hartley et al., 1999) y su cuantificacion a través
de la determinacion de sustancias reactivas con el acido tiobarbiturico (TBARS) es
utilizada como indicador del dafio oxidativo a nivel celular (Shulaev y Oliver, 2006).
En diferentes especies de leguminosas como L. japonicus (Diaz et al., 2010, Sainz et
al., 2010), L. uliginosus (Ferrés, 2008), L. corniculatus y Trifolium pratense (Signorelli
et al., 2013b), los TBARS han sido utilizados para estimar el dafio oxidativo ocurrido
cuando las plantas son sometidas a sequia. La formacién de aldehidos también se
ha utilizado para determinar el grado de dafio oxidativo de manera semicuantitativa
en raices y hojas mediante el uso de reactivo de Schiff (Signorelli et al., 2013d,

Airaki et al., 2011).
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Figura 4. A. Regulacién de la pérdida de agua a través de los estomas. La sequia induce el cierre
estomatico por lo que disminuye la pérdida de agua y el ingreso de CO, a la hoja, esto permite a la
planta mantener la turgencia pero ocurre una disminucion en la fijacion de CO,. B. Produccion de
ROS en cloroplastos. Clr, clorofila; Clr*, clorofila excitada; FC, ficocianina; Fd, ferredoxina; FSI,
fotosistema I; FSII, fotosistema II; Cit, citocromo; PQ, plastoquinona, O,", superéxido; H,0,, perdxido
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de NADPH. La falta de NADP" y una alta intensidad luminica hace que la fotosintesis contintie activa 'y



el flujo de electrones produce la acumulacién de ROS. El 0,” es producido por transferencia
electrénica de la Fd reducida. El H,0, se produce por dismutacién del O, catalizado por la
superdxido dismutasa (SOD), o de forma espontanea. El *OH se genera por homdlisis del H,0, en
presencia de luz UV-Vis, o por reaccion de Fenton en presencian de Fe®. El 1Oz, se genera por
transferencia de energia de clorofilas excitadas. C. Nitracion de residuos de tirosina. *NO, dxido
nitrico, ONOO’, peroxinitrito, ONOOH, peroxinitroso; CO;", radical carbonato; *NO,, diéxido de
nitrogeno; Tyr, residuo de tirosina; *Tyr, radical tirosilo; NO, Tyr, 3-nitrotirosina. En condicion sequia
se generan especies reactivas del nitrégeno (RNS), como el éxido nitrico (+NO) y el peroxinitrito
(ONOO), que se produce a partir del 0, y el *NO. Este reacciona con CO, y puede producir radical
carbonato (CO;") y diéxido de nitrégeno (+NO,). Su forma &cida (peroxinitroso, ONOOH) produce de
forma espontanea *OH y *NO,. Los radicales *NO,, *OH y el CO;" producidos a partir del
peroxinitrito pueden producir la nitracidon de proteinas, uniéndose a residuos de tirosina (Tyr ) para
producir el radical tirosilo (*Tyr) que se puede unir a una molécula de *NO, para formar 3-

nitrotirosina. Adaptado de Signorelli (2014).

En condicion de sequia también se generan especies reactivas del nitrégeno
(RNS, reactive nitrogen species), como el 6xido nitrico (+NO) y el perdxinitrito
(ONOQ), un potente oxidante que se produce a partir del O," y el :NO. El ONOO"
reacciona con CO, y puede producir radical carbonato (CO3") y diéxido de nitrégeno
(*NO,). Su forma acida (peroxinitroso, ONOOH) produce de forma espontanea :OH y
‘NO,. Los radicales ‘NO,, -OH y el COs;" producidos a partir del peroxinitrito son
capaces de oxidar a los residuos de tirosina (Tyr) y formar el radical tirosilo (-Tyr), a
partir del cual se forma la 3-nitrotirosina por adicién de un -NO, (Fig.4C) (Begara-
Morales et al., 2013, Chaki et al., 2013, Corpas y Barroso, 2013). La nitracion de
residuos de tirosina puede llevar a la pérdida de la funcién de proteinas, y en el caso
de las enzimas a inactivarlas (Corpas y Barroso, 2013, Souza et al., 2008). En plantas
de L. japonicus se observé que la sequia produce un mayor estrés oxidativo en hojas
gue en raices. Sin embargo en raices se identificé un patrén especifico de nitracion
de proteinas y se concluyé que el dafio nitrosativo es mayor que en las hojas
(Signorelli et al., 2013d).

Cuando las ROS y RNS son generadas de manera tal que sus concentraciones

superan la capacidad de los sistemas antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos, se
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genera estrés nitro-oxidativo que causa dafios a nivel celular. Pero por otra parte,
hay que tener presente que a bajas concentraciones las ROS y el +NO funcionan
como moléculas sefializadoras para la aclimatacidon a distintos estreses abidticos
(Mittler et al., 2011, Molassiotis et al., 2010, Dat et al., 2000). Por ejemplo, el H,0,
funciona como una de las principales moléculas senal en plantas (Miller et al., 2008)
y se cree que la expresion de al menos el 2% de los genes de Arabidopsis dependen
del mismo (Desikan et al., 2001). A su vez el +NO ha sido relacionado con procesos
de sefalizacion, movimiento estomatico, senescencia, respuesta a estrés abidtico,
entre otros (Leodn et al., 2014).

Las enzimas antioxidantes juegan un papel clave en la desintoxicacién de
ROS, la superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), ascorbato peroxidasa (APX) y
glutatién reductasa (GR) se inducen en condicion de estrés (Fig. 5) (Sade et al.,
2011). Por esta razdén, estas enzimas se utilizan como marcadores de tolerancia al
estrés en varias especies (Sanchez-Rodriguez et al., 2012, Al-Ghamdi, 2009, Wang et
al., 2009).

La sintesis de antioxidantes no enzimdaticos como glutatién, ascorbato,
carotenoides y tocoferol también se inducen en sequia (Zhang et al., 2004). Estas
moléculas son preferentemente oxidadas por las ROS respecto a otras biomoléculas
(Barroso et al., 2006).

La capacidad de respuesta de las plantas frente a las ROS y NOS es un
elemento a tener en cuenta para comprender la tolerancia-sensibilidad a distintos
estreses. La diferente actividad antioxidante de plantas de trébol rojo y Lotus
corniculatus contribuye a explicar, en parte, la distinta tolerancia a sequia y alta
temperatura de estas leguminosas. En L. corniculatus, que es mas tolerante a la
sequia que Trifolium pratense, aumentd la actividad SOD total (Mn, Fe y Cu, Zn) y
también fue diferente la induccion de la actividad de esta enzima. Las actividades
catalasa APX y GR también han sido utilizadas en la caracterizacion de cultivares

sensibles y tolerantes en el género Lotus (Signorelli et al., 2013b).
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Figura 5. Principales enzimas antioxidantes en plantas. SOD, superdxido dismutasa; CAT, catalasa;

APX, ascorbato peroxidasa; MHAR, monodehidroascorbato reductasa; MDA, monodehidroascorbato;
DHAR, dehidroascorbato reductasa; DHA, dehidroascorbato; GR, glutation reductasa; GPX, glutation
peroxidasa; GSH glutation reducido; glutatién oxidado, GSSG. Adaptado de Bonnecarréere (2013) y
Signorelli (2014).

1.2.2.2. La acumulacidn de prolina como indicador de déficit hidrico

El ajuste osmoético es una respuesta general de las plantas para hacer frente
a la sequia, ya que impide la pérdida de agua y el mantenimiento de la turgencia
(Parida y Das, 2005). Este mecanismo de ajuste consiste en un aumento de la
concentracion de solutos compatibles y de iones a nivel celular. Los idnes se
acumulan principalmente en las vacuolas, dado que a concentraciones elevadas en
el citosol inhiben la actividad enzimatica (DaCosta y Huang, 2006, Blum, 2005). Los
solutos compatibles en cambio son compuestos orgdnicos que a altas
concentraciones no interfieren con las funciones de las enzimas y son capaces de
proteger la membrana celular y la maquinaria metabdlica en general en condicién
de estrés (Chaves et al., 2003). Los principales compuestos osméticos sintetizados
en respuesta al déficit hidrico son algunos aminodcidos, betainas, aztucares solubles

y polioles (Ingram y Bartels, 1996).
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Sanchez et al., (2012) trabajando con L. japonicus Gifu en respuesta al déficit
hidrico, reportaron un aumento significativo de dacidos orgdnicos (succinico vy
malico), azucares (fructosa, galactosa, glucosa y maltosa), polioles (arabitol,
ononitol y galactitol) y aminodcidos (prolina, leucina e isoleucina). Por otro parte,
estos autores analizaron los cambios relativos en los pools de diferentes
metabolitos en respuesta al déficit hidrico para distintas especies de Lotus. En este
caso, para L. japonicus Gifu y MG-20 observaron un aumento significativo de acidos
organicos (succinico y malico), azlucares (galactosa y maltosa), polioles (arabitol,
inositol y galactitol) y aminoacidos (prolina) en respuesta al déficit hidrico.

La prolina es uno de los compuestos mas comunes que se producen vy
acumulan en respuesta a diversos tipos de estreses abidticos (Szabados y Savouré,
2010), uno de ellos el déficit hidrico (Signorelli et al., 2013b, Betti et al., 2012,
Sanchez et al., 2012, Diaz et al., 2010, Diaz, et al., 2005, Borsani et al., 1999). Si bien
se la ha asociado a la acumulacién de prolina con la mayor tolerancia a la sequia de
algunos genotipos (Hare et al., 1998, Al-Sulaiti et al., 1990), no ha sido comprobado
con evidencias sélidas (Choudhary et al., 2005). En L. corniculatus, L. japonicus y T.
pratense se ha observado que en condicidn de déficit hidrico la acumulacién de
prolina ocurre en etapas tempranas después de la imposicién del estrés, incluso
cuando la variacidon del contenido relativo de agua en el tejido no se puede
determinar, por lo cual se le considera un excelente indicador temprano del déficit
hidrico (Diaz et al., 2005, 2010, Borsani et al., 2008).

A pesar de que la acumulacién de prolina en condicidn de estrés se conoce
hace mucho tiempo (Barnett y Naylor, 1966), no se le ha podido asignar una funcién
en la respuesta al estrés, y se han manejado diferentes hipdtesis. Entre los roles que
se le asignaron en la respuesta a sequia en plantas, se encuentra la capacidad de
actuar como osmolito compatible y proteger las estructuras subcelulares vy
macromoléculas, reserva de carbono y nitrégeno para la recuperacion pasado el
estrés, amortiguador celular del estado redox y del pH celular (Szabados y Savouré,

2010). También se le han atribuido funciones regulatorias (Mattioli et al., 2009) y
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como antioxidante (Krishnan et al., 2008, Chen y Dickman, 2005). En muchos
trabajos se ha considerado a la prolina como un antioxidante de bajo peso
molecular (Huang et al., 2014, Semida y Rady, 2014, Wilson et al., 2014, Bandurska
et al., 2013), aunque se ha demostrado que la prolina Unicamente tiene capacidad
de captar -OH (Signorelli et al., 2013c, Signorelli, 2014), pero no protege frente al
oxigeno singulete (Signorelli et al., 2013a), superdxido, éxido nitrico, peroxinitrito ni

dioxido de nitrégeno (Signorelli, 2014).

1.3. MEJORAMIENTO GENETICO DE RASGOS CUANTITATIVOS

El mejoramiento genético de plantas tiene como principal objetivo satisfacer
las necesidades de alimento. La mayoria de los caracteres econdmicamente
importantes para el mejoramiento son de naturaleza cuantitativa mas que
cualitativa (Bernardo, 2010). Los rasgos cualitativos son aquellos en que los
fenotipos individuales se pueden clasificar en distintas categorias, como por
ejemplo la forma de las hojas o el color del grano. Estos rasgos son controlados por
uno o pocos genes y en general presentan poca interaccién con el ambiente
(MacKay, 2001).

En contraste con estos, los rasgos cuantitativos como el rendimiento o la
tolerancia a la sequia son caracterizados por una variacién fenotipica continua y
estan regulados por la accidon conjunta de muchos genes (Bernardo, 2010). Por otra
parte, la expresidon final de estos es el resultado de una serie de interacciones
causales entre la composicion genética de la planta y las condiciones en las cuales la
planta se desarrolla (Malosetti et al., 2013). Debido a la base multigénica y a la
interaccion genotipo por ambiente, es necesario contar con herramientas
experimentales y analiticas que permitan discriminar los efectos genéticos en las
bases de la expresion fenotipica continua. En los Ultimos afos se vienen
desarrollando plataformas de fenotipado y genotipado masivo que permitiran
avanzar en el mejoramiento de rasgos cuantitativos (Mir et al., 2012, Tuberosa,

2012).
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1.3.1. Estrategias de seleccion de genotipos tolerantes a sequia

En el mejoramiento de la tolerancia al estrés abidtico se pueden emplear
distintas aproximaciones entre ellas el mejoramiento convencional, la seleccidon
asistida por marcadores (MAS, marker-assisted selection), la seleccion gendmica. El
mejoramiento convencional explora la variabilidad genética de una poblacién con el
objetivo de identificar a través del fenotipo nuevas combinaciones de alelos e
incorporarlos en germoplasmas con buenas caracteristicas agrondmicas, ya sea por
cruzamientos intra e inter-especificos. En este sentido se ha progresado de forma
considerable en el desarrollo de lineas tolerantes a la sequia (Ashraf, 2010). Sin
embargo, este enfoque requiere mucho tiempo, tiene un elevado costo, esta
condicionado por la variabilidad genética de los genotipos utilizados en el programa
de mejoramiento y tiene como inconveniente, que en el proceso son transferidos
también genes no deseados. El éxito limitado en la mejora de la tolerancia a la
sequia a través de la aproximacién convencional se debe a la base multigénica de
efecto aditivo que regula este rasgo, que facilmente se confunde con variaciones
fenotipicas causadas por el ambiente (Ashraf, 2010).

Por otra parte, la MAS se basa en la identificacién de marcadores asociados
a regiones génicas de interés. Mientras que la seleccion gendmica permite llegar a
identificar genes y examinar los efectos de cada una de las regiones gendmicas de
plantas. Al obtener el valor genético de cada region se pueden organizar y agrupar
genes con efectos similares para obtener cultivares tolerantes (Ashraf, 2010). Estas
aproximaciones requieren identificar los determinantes genéticos asociados a las
respuestas de tolerancia que pueden ser utilizadas para seleccionar materiales por
sus caracteristicas genéticas, para ello es necesario contar con una adecuada

evaluacion fenotipica (Munns, 2002).
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1.3.2. Mapeo de QTL

Los rasgos cuantitativos son controlados por varias regiones del genoma que
incluyen loci con variaciones alélicas de efectos relativamente pequenos, regiones
conocidas como QTL (quantitative trait loci) (Asins, 2002, Doerge, 2002). Thoday
(1961) propuso usar un marcador genético para mapear poligenes que controlan un
rasgo cuantitativo, basandose en que si se puede determinar la segregaciéon de un
marcador genético en el genoma, entonces es posible mapear y caracterizar el o los
QTLs que afectan a un fenotipo particular. El objetivo del mapeo de QTLs es
determinar la posicidn precisa de un QTL dentro de un cromosoma y consiste en
detectar asociaciones significativas entre un rasgo cuantitativo y el genotipo, a
partir de una metodologia estadistica. Para ello se requiere de informacién
fenotipica y el uso de marcadores moleculares situados en un mapa de ligamiento
gue brindan informacién de la base genética del rasgo cuantitativo (Collard et al.,
2005).

A mediados de la década de 1980, el desarrollo de abundantes marcadores
moleculares, procedimientos estadisticos y de programas informaticos de facil uso
capaces de procesar operaciones en gran escala permitieron la deteccion de
marcadores moleculares asociados a QTLs para rasgos complejos. En este sentido,
se propuso la MAS como procedimiento para desarrollar cultivares mejorados a
partir de la informacién de los marcadores ligados a QTLs (Bernardo, 2008).

El mapeo de QTLs es un camino efectivo en la identificacién de regiones
asociadas a la tolerancia a la sequia. Sin embargo debido a la complejidad de los
factores genéticos y a la interaccion genotipo ambiente (GEI), 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). El analisis de QTL también
es una herramienta bdsica para estudios de gendmica funcional de plantas, de
particular importancia en estudios fisioldgicos sobre rasgos de interés agricola como
la tolerancia a la sequia (Mir et al., 2012). En este sentido, el mapeo de QTLs

permitiria identificar genes especificos de respuesta al estrés abidtico, como por
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ejemplo los genes involucrados en la tolerancia a la sequia (Mir et al., 2012, Ashraf,
2010).

Un mapeo exitoso de QTLs depende entre otros factores de la precision del
modelo estadistico utilizado, del disefio experimental, del tipo y tamafio de la
poblacién de mapeo, de la heredabilidad del caracter, de la GEl y de la calidad del
mapa de ligamiento (Broman y Sen, 2009, Asins, 2002, Tanksley, 1993).

El analisis de QTLs surge de la interaccién de dos estructuras de datos, la

informacién genotipica y la fenotipica (Fig. 6).

Poblacion de mapeo

3

Datos Datos
Genotipicos Fenotipicos

Informacion de Peso seco, longitud,
marcadores Rel. raiz/tallo

Analisis de QTL

Figura 6. Estructuras de datos utilizados en el analisis de QTLs. A partir de una poblacién de mapeo,
se obtienen datos fenotipicos (peso, longitud, etc.) y datos genotipicos (alelos de cada marcador)

que luego son analizados en conjunto para detectar posibles QTLs. Adaptado de Quero (2011).

La primera incluye un grupo de marcadores moleculares y la ubicacidn de los
mismos en el mapa genético en términos de distancias genéticas. El proceso de
obtencién de esta informacién es llamado genotipado y generacién de mapa de
ligamiento. La segunda estructura, consiste en un grupo de caracteristicas

observables en la poblacién, que incluye rasgos cuantitativos (peso, longitud, etc.) y
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covariables por ejemplo el ambiente. En este caso el proceso de obtencion de la

informacién es llamado fenotipado (Broman y Sen, 2009).

1.3.2.1. Datos genotipicos

Los marcadores genéticos representan diferencias genéticas entre individuos
o especies. En general los marcadores no representan a los genes en si, sino que se
encuentran en las proximidades de los mismos y estrechamente ligados sin afectar
el fenotipo del rasgo de interés. Los marcadores genéticos al igual que los genes
ocupan posiciones gendmicas especificas (loci) dentro de los cromosomas (Collard
et al., 2005).

Los marcadores se pueden clasificar en morfolégicos o visibles (un rasgo
fenotipico en particular), bioquimicos (como las isozimas) y moleculares (que
revelan variaciones en el ADN) (Jones et al.,, 1997, Winter y Kahl, 1995). Estos
ultimos poseen ciertas ventajas respecto a los dos primeros. Los marcadores
morfolégicos y bioquimicos pueden estar limitados en nimero e influenciadas por
factores ambientales y por la etapa de desarrollo de la planta. Mientras que los
marcadores moleculares son abundantes y presentan neutralidad fenotipica porque
estan generalmente ubicados en las regiones de ADN no codificante (Winter y Kahl,
1995). Los marcadores moleculares son polimdrficos cuando permiten detectar
diferencias entre individuos y especies. A su vez, los marcadores moleculares son
llamados dominantes cuando revelan un solo alelo y por tanto permiten diferenciar
entre individuos homocigotos diploides portadores o no del alelo, pero no
distinguen individuos heterocigotos. Mientras tanto, los marcadores codominantes
permiten discriminar entre homocigotos y heterocigotos (Fig 7). Estas variantes en
un marcador molecular que permiten evidenciar por ejemplo diferentes bandas en

un gel, se denominan alelos (Collard et al., 2005).
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Figura 7. Comparacién entre A) marcador codominante y B) marcador dominante en una especie
diploide. El marcador codominante permite discriminar entre homocigotos y heterocigotos mientras

que el marcador dominante no lo permite. Adaptado de Collard et al.,(2005).

Un mapa de ligamiento puede ser pensado como un mapa de ruta de los
cromosomas, e indica la posicidon y las distancias genéticas relativas entre los
marcadores genéticos a lo largo de los cromosomas (Paterson 1996). La posibilidad
de generar poblaciones biparentales con decenas a cientos de individuos en
plantas, es una herramienta que posibilita la segregacién al azar de marcadores, la
estimacion del ligamiento (distancia) entre marcadores y la construccién de mapas
de ligamientos. Uno de los usos mas importantes de los mapas de ligamiento es
identificar la ubicaciéon de genes y QTLs asociados a rasgos de interés. El mapeo de
QTLs se basa en el principio de que los genes y marcadores segregan a través de la
recombinacién cromosdmica (crossover) que ocurre en la meiosis, permitiendo asi
su analisis en la progenie (Broman y Sen, 2009).

Los genes o marcadores que estan muy juntos o ligados seran transmitidos
en conjunto desde los padres hacia la progenie con mas frecuencia que si se
encontraran mas separados. Las frecuencias de recombinacién son usadas para
estimar la distancia entre marcadores (Collard et al., 2005). El nivel de polimorfismo
del marcador permite formar los grupos de ligamiento, ya que la variacién alélica es
la que hace posible estudiar la segregacién del marcador en la progenie (Margarido

et al., 2007).
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Los tres pasos principales en la construccion de un mapa de ligamiento son
la produccién de una poblacién de mapeo, la identificacién de polimorfismos y el
analisis de ligamiento de marcadores (Broman y Sen, 2009).

La construccién de un mapa de ligamiento requiere una poblacién
segregante, es decir producida a partir de un cruzamiento entre dos lineas
parentales. En plantas autdégamas, las poblaciones pueden ser obtenidas por el
cruzamiento de lineas puras (Broman, 2005). Los padres seleccionados para la
poblacién de mapeo deberan ser diferentes para el o los rasgos de interés. Las
poblaciones de mapeo mas utilizadas son la F2, retrocuzas, dobles haploides y
lineas recombinantes puras (RILs, recombinant inbred lines).

Las poblaciones F2 y retrocruzas son las mas utilizadas, debido a que son
faciles de construir y requieren un tiempo menor para generarlas. Por otro lado, se
pueden construir poblaciones de RlLs a partir de autofecundaciones sucesivas de
plantas individuales de la F2, lineas homocigdticas que contienen una combinacidn
Unica de segmentos cromosdmicos de los parentales (Collard et al., 2005). La Fig. 8
representa la construccién de la poblacién de RILs utilizada en este trabajo. Las RILs
tienen la desventaja que requieren mayor tiempo relativo a las otras poblaciones en
su produccién, por lo general de seis a ocho generaciones. Sin embargo tienen
algunas ventajas importantes: se pueden lograr mejores resoluciones del mapa
genético, son lineas homocigotas que se pueden multiplicar y reproducir sin
cambios genéticos, cada linea se tiene que genotipar una sola vez, y se pueden
fenotipar multiples individuos por cada linea en diferentes lugares y anos, lo cual
contribuye a separar reduce la varianza individual y ambiental (Broman y Sen, 2009,

Asins, 2002).
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Figura 8. Representacion esquemadtica de los cambios en la composicion genética de los

cromosomas durante el desarrollo de una poblacién de RILs obtenida por autofecundacion. Las dos
lineas puras, parental 1y 2, estan representados por los cromosomas rojo y azul respectivamente.
Mediante autofecundacién de la generacién F1 se genera variacién genética que resulta en la F2.
Cada linea de la F2 a su vez es autofecundada sucesivamente, y el resultado es la pérdida de
heterocigosis 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 y Sen (2009).

Ademas se requiere identificar los marcadores moleculares que muestren
diferencias entre los parentales, es decir marcadores polimorficos, que seran
utilizados en toda la poblacion de mapeo (Fig 9A). Las relaciones de segregacién
esperadas en una poblacién de RILs son de 1:1, y las desviaciones significativas de
las segregaciones esperadas pueden ser analizadas usando un test chi cuadrado
(Broman y Sen, 2009). El paso final de la construcciéon de un mapa de ligamiento
implica la codificacion de los datos de cada marcador molecular, para cada

individuo de la poblacidon y la realizacién de andlisis de ligamiento utilizando
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algoritmos disponibles en programas especificos para este propdsito (Fig. 9B y C)
(Margarido et al., 2007, Varshney et al., 2007).

El ligamiento entre marcadores es usualmente calculado como el logaritmo
del ratio entre la probabilidad de que dos marcadores estén ligados, versus la
probabilidad de que no estén ligados. Estas probabilidades de ligamiento son
expresadas como LOD score (Likelihood odds) o deviance. Un LOD score de 3 entre
dos marcadores indica que la hipdtesis de ligamiento es 1000 veces mas probable
qgue la hipdtesis de no ligamiento. Para la construccion de mapas de ligamiento se
usan en general LOD scores >3 (Margarido et al., 2007). Los marcadores se agrupan
en “grupos de ligamiento” los cuales representan segmentos de cromosomas o
cromosomas enteros (Fig 9C). El orden de los marcadores en cada grupo, asi como
la distancia genética entre ellos, estdn afectados por el nimero de individuos
estudiados en la poblacién de mapeo y la calidad del genotipado. Idealmente Ia
poblacién de mapeo deberia consistir en un minimo de 50 individuos para construir
los mapas de ligamiento (Collard et al., 2005).

Para convertir fracciones de recombinacién en centiMorgans (cM) son
necesarias distintas funciones de mapeo, ya que las fracciones de recombinacion y
las frecuencias de crossovers no estan linealmente relacionadas. Una funcién 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 cominmente usadas son la funcién Kosambi, que asume que un evento
de recombinacion afecta la ocurrencia del evento de recombinacion adyacente, y la
funcién Haldane que asume que no hay interferencia entre eventos de crossover, es
decir que ocurren al azar (Hartl y Jones, 2001). Para simplificar los calculos se asume

un modelo de no interferencia (Margarido et al., 2007).
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Figura 9. Ejemplo hipotético del proceso de construccion de un mapa de ligamiento en una
poblacion de RILs. A) Genotipado: se analiza la informacién de cada marcador (MM) para cada RIL
individual y de los parentales (P1y P2). B) Codificacidén de la informacion de los marcadores. El alelo
del marcador que proviene de P1 se identifica con una A, mientras que el alelo proveniente P2 se
identifica con una B. C) Construccién de un grupo de ligamiento. A partir de la informacion
genotipica obtenida se realiza un analisis de ligamiento utilizando un sofware especifico para este
propdsito y se calculan las distancias genéticas entre los marcadores en centiMorgans (cM).

Adaptado de Collard et al., (2005).
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En general puede ocurrir que las distancias en el mapa de ligamiento no
estdn directamente relacionadas con la distancia fisica entre marcadores dentro del
cromosoma, debido a la ocurrencia de regiones cromosdmicas con mayor
frecuencia (hotspots) de recombinacién (Chen et al. 2002, Ohmido et al. 2010). En
esos casos el mapa citogenético puede brindar informacién complementaria, ya que
estd basado en la estructura fisica del cromosoma (Broman y Sen, 2009, Collard et

al., 2005).

1.3.2.2. Datos fenotipicos

Independientemente de la calidad del genotipado y de la confiabilidad de los
mapas de ligamiento, la precisiéon de la evaluacion fenotipica es un factor de gran
importancia en la exactitud del mapeo de QTLs. Un mapeo de QTLs fiable sdlo
puede producirse si se utilizan datos fenotipicos fiables (Collard et al., 2005). Si se
comparan dos lineas puras que crecieron en un determinado ambiente y a través de
un disefio experimental adecuado muestran una diferencia fenotipica significativa,
se puede considerar que la diferencia fenotipica es por causa génética. Para
identificar los QTLs causantes de la diferencia fenotipica se puede analizar el
fenotipo de la progenie resultante de su cruzamiento. Por otra parte si dentro de
cada linea existe variacion fenotipica esta no tiene base genética, sino que se debe
a la combinacion de errores de medida, variacion ambiental y en el desarrollo
individual de cada repeticiéon, ya que todos los individuos de una linea son
genéticamente idénticos (Fig. 10) (Broman y Sen, 2009).

En relacién a las respuestas de adaptacion a la sequia, se requiere una mejor
comprensién de la fisiologia y la base genética por lo cual es necesario un
fenotipado preciso (Tuberosa, 2012). Un desafio importante para incrementar la
produccidn en areas con problemas de sequia es el desarrollo de lineas tolerantes a
través de la seleccion y el mejoramiento (Athar y Ashraf, 2009). En este sentido las
estrategias con MAS e identificacién de QTL requieren el establecimiento de

criterios de seleccién fenotipica y el desarrollo de sistemas experimentales que
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permitan evaluar esos criterios de manera eficiente, rdpida y sencilla (Agbicodo et
al., 2009, Salekdeh et al.,, 2009). Tradicionalmente para seleccionar plantas
tolerantes a la sequia se han utilizado rasgos como el indice de cosecha, la
acumulacién de prolina, la eficiencia en el uso de agua, la fluorescencia de clorofila,
el Yy y el ajuste osmatico de la hoja (Ashraf, 2010). Sin embargo, la determinacion
de estos rasgos es poco eficiente cuando se requiere hacer un screening a un gran
numero de plantas en poblaciones segregantes, debido a que es costosa e insume
mucho tiempo (Athar y Ashraf, 2009). Ademas, con este tipo de informacion se
caracteriza la tolerancia al estrés a nivel de planta entera, lo que hace que sea
demasiado complejo. Para solucionar este problema se pueden estudiar las
caracteristicas de tolerancia en parte aérea y en raiz de forma independiente, y asi
identificar genes responsables del comportamiento estomatico, ajuste osmatico y
arquitectura radicular, para luego combinarlos en el mejoramiento de variedades

(Sharp et al., 2004).
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Figura 10. Simulacidon de datos fenotipicos para dos lineas puras, para generacion F2 y para una
poblacion 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 variacion mas amplia y una media parecida al parental 1. Tomado de

Quero (2011).
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1.3.2.3. Principios del analisis de QTLs

El analisis de QTL se basa, en términos simples, en la deteccién de una
asociacion entre la informacién del fenotipo con el genotipo. El fenotipo es el
resultado de los genes que controlan el rasgo de interés (QTLs) y posibles
covariables como el ambiente (Fig. 11). El genotipo y el fenotipo pueden asociarse

debido al ligamiento de los marcadores con los QTLs.

QTLs

Covariables

Marcadores == == s Fenotipo

Figura 11. 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 unos 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).

Los marcadores se utilizan para dividir la poblacién de mapeo en diferentes
grupos basados en la presencia o ausencia de un alelo de cada marcador particular
y para determinar si existen diferencias significativas entre los grupos con o sin el
alelo respecto a las medias del rasgo fenotipico evaluado. Si se observa una
diferencia significativa entre las medias fenotipicas de los grupos, indica que el
marcador esta asociado a un QTL que controla el rasgo evaluado. Cuanto mas cerca
de un QTL se encuentre un marcador, menor es la probabilidad de recombinacion
entre el marcador y el QTL. De esta forma, el QTL y el marcador serdn por lo general

heredados juntos, y la media del grupo con el marcador ligado mostrara diferencias
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significativas respecto a la media del grupo sin el marcador. Cuando un marcador no
estd asociado a un QTL segrega de forma independiente, por lo tanto no se
observan diferencias entre las medias de los grupos ya que el marcador y el QTL son
heredados de forma aleatoria. Este es el procedimiento mas simple que implica el
analisis de cada marcador individualmente, single marker analysis (Fig. 12) (Collard
et al., 2005). Procedimientos mds potentes basados en la informacién del mapa de

ligamiento se describen seguidamente.

Identificacionde QTL

A) B)
RILL RILZ RIL3 .. .. ... ... ... RILO0 RIL1 RILZ RIL3 . . . . ... .. .... RIL100
MM1| = _ Z” =E=s=- - == | = _ " =E= - - ==
A B B A A B B A B A B B A A B B A B
SDW 201 453 389 256 223 514 481 335 371 203 391 263 442 213 478 327 521 397
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P value =0.5001 = no significativo

P¥glue <0.0001 = significatjx¥®

MM 1 estd ligado a un QTL MM1 no estd ligado a un QTL

Figura 12. Principios del mapeo de QTLs. La poblacién de mapeo se particiona de acuerdo al
genotipo de un marcador MM1, si esto refleja diferencias significativas en el fenotipo indica que el
marcador estd ligado a un QTL. En el caso hipotético A) del ejemplo se observa que el marcador
MM1 esta ligado a un QTL, porque hay diferencias significativas entre las medias de los subgrupos de
la poblacién, en B) se observa que MM1 no se encuentra ligado a un QTL. Adaptado de Collard et al.

(2005).
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1.3.2.4. Métodos para detectar QTLs

El principal objetivo del mapeo de QTLs es detectar la presencia de un QTL
asociado a un cardcter fenotipico determinado. Una vez detectada la asociacién
entre el QTL y el fenotipo se intenta determinar la regién en el genoma donde se
ubica. Finalmente se trata de estimar el efecto del QTL sobre el fenotipo (MacKay,
2001).

Los métodos mas utilizados para detectar QTLs son el single-marker analysis,
simple interval mapping (SIM) y composite interval mapping (CIM). Cuando se usa el
single-marker analysis, la hipotesis nula testeada es que la media de los valores
fenotipicos es independiente del genotipo del marcador en particular. Si la hipétesis
nula es rechazada con cierto nivel de significancia, implica que el QTL esta ligado al
marcador bajo investigacion. Cada asociacién 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, o métodos no paramétricos para la comparacion de dos medias
como Kruskall-Wallis. En este tipo de analisis se trata de determinar cudnta de la
variacion fenotipica observada puede ser explicada por los QTLs ligados al
marcador, para ello generalmente se usa el coeficiente de regresion R? (Collard et
al., 2005). La desventaja mas importante del analisis de regresidon simple es que
considera la presencia de un solo QTL, es decir no se pueden separar QTLs ligados,
no se pueden determinar las posibles interacciones entre QTLs y se confunde el
efecto del QTL con la posicién (Broman y Sen, 2009).

El SIM utiliza el mapa de ligamiento y analiza simultdaneamente los intervalos
entre marcadores adyacentes a lo largo del cromosoma. El uso de marcadores
ligados en el analisis compensa la recombinacion entre los marcadores y el QTL, y es
considerado estadisticamente mas poderoso si se lo compara con el single-marker
analysis ya que permite separar posicién de efecto. Sin embargo el analisis se hace

de un QTL por vez (Collard et al., 2005).
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El CIM utiliza multiples QTLs (en general 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. El 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 y CIM son tipicamente representados por el LOD score. Estos perfiles de
LOD score son usados para identificar la posicion mas probable del QTL en relacion
al mapa de ligamiento, la cual coincide con la posicién donde el mayor LOD score
fue obtenido. El pico maximo que excede un nivel de significancia especifico puede
ser considerado como un posible QTL. Para la determinacion de los umbrales de
significancia en general se usan test de permutacidon que tienen en cuenta el

tamafio de la poblacién de mapeo (Broman y Sen, 2009, Jones et al., 1997).

1.3.2.5. Factores que influyen en la deteccion de QTLs

Dentro de los factores que influyen en la identificacion de QTLs, los mas
importantes son las propiedades genéticas de los QTLs, los efectos del ambiente, el
tamarfio de la poblacién y el error experimental.

En relacidn a las propiedades genéticas de los QTLs, ocurre que QTLs con
efectos fenotipicos pequeiios pueden caer por debajo del umbral de significacion y
no ser detectados. Por lo cual, generalmente seran detectados menos QTLs que los
existentes, pero con efectos suficientemente grandes para superar el umbral de
significancia. Ademds QTLs que estdn estrechamente ligados por lo general se
detectan como un solo QTL, en poblaciones con tamafios tipicos (<500) (Collard et
al., 2005).

Si los efectos de los distintos alelos de un QTL difieren en su magnitud o
sentido (+/-) en diferentes ambientes, entonces existe interaccion entre el efecto

del QTL y el ambiente (QEI). Durante los ultimos afios, uno de los principales
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desafios en los programas de mejoramiento vegetal ha sido el desarrollo de
modelos estadisticos para determinar la magnitud de la GEl sobre un rasgo de
interés (Hageman et al., 2012). En este sentido, es de relevancia incorporar la GEl o
QEl en los métodos de deteccion de QTL (Malosetti et al., 2004, 2013). Para
investigar dicha interaccién se deben plantear experimentos con réplicas en
distintos lugares y afios (Mackay et al., 2009). Para este fin se pueden realizar
analisis de QTLs multi-environment (ME), donde se analizan en conjunto los
diferentes ambientes evaluados para un rasgo fenotipico determinado (Alimi et al.,
2013). De esta forma se pueden discriminar los genotipos que mantienen buen
comportamiento a través de distintos ambientes, genotipos ampliamente
adaptados, de aquellos genotipos que se comportan mejor en algin ambiente en
particular, genotipos especificamente adaptados (Vargas et al., 2006). La adaptacion
de tipo especifica esta estrechamente relacionada con la QEl (Malosetti et al.,
2013). Dentro de los modelos utilizados para la deteccidon de QTLs, los modelos de
regresiéon mixtos son utilizados para el modelado de la QEl. La ventaja de esta
aproximacion, reside en la posibilidad de modelar la correlacién genética
subyacente en los datos obtenidos en distintos ambientes, lo que permite testear el
efecto del ambiente sobre la expresidon del QTL. Esta aproximacidn es importante en

estudios de tolerancia al déficit hidrico (Malosetti et al., 2008, 2013).

1.3.2.6. Analisis multi-trait multi-environment

Por lo general en los programas de mejoramiento se genera informacion de
muchos rasgos en diferentes ambientes y afios. Es importante que para un
determinado germoplasma se evalien multiples rasgos fenotipicos en simultaneo
en lugar de rasgos individuales, dado que las mejores variedades son aquellas que
combinan los valores oOptimos de varios rasgos de interés y de esta forma
maximizan la productividad y la calidad (Malosetti et al., 2008). En dicho caso, es
mas apropiado utilizar analisis estadisticos multivariados que univariados y es

incluso mds importante cuando los procesos bioldgicos son interdependientes. Si
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existen rasgos que estan correlacionados genéticamente, un mapeo de QTLs
adecuado ayuda a diferenciar si las correlaciones se deben a QTL pleiotrépicos o
QTLs estrechamente ligados. Si se analizan los rasgos correlacionados por separado,
se obtienen mayores varianzas muestrales de los parametros estimados y menor
potencia para pruebas de hipdtesis. El analisis conjunto de multiples rasgos se ha
demostrado que mejora la potencia y precision del andlisis de QTLs. Ademas
contribuye a mejorar la seleccion de algunos rasgos primarios con heredabilidades
bajas o dificiles de medir a través de sus correlaciones genéticas con otros rasgos
(Jiang y Zeng, 1995). En este sentido los analisis de QTLs multi-trait (MT) son
adecuados para el mapeo de QTLs cuando se cuenta con informacién de multiples
rasgos y son mas precisos que los analisis de QTLs de cada rasgo por separado (Alimi
et al., 2013). Como se menciond anteriormente a partir del analisis ME se puede
investigar la GEl y QEl. Para ello se analiza la informacion conjunta de los diferentes
ambientes para un rasgo fenotipico determinado (Alimi et al., 2013). Varios estudios
han demostrado que los analisis ME y MT basados en modelos lineales mixtos son
mas potentes y eficaces para mapear QTL pleiotropicos y evaluar la QEl en
comparacion con analisis de un Unico rasgo y ambiente (Korte et al., 2012,
Sukhwinder-Singh et al., 2012, Malosetti et al., 2008, Boer et al., 2007).

Otra estrategia es realizar un andlisis conjunto de los rasgos en el contexto
de la GElI y QEIl. Para ello, es posible realizar un analisis multi-trait multi-
environment (MTME) que es mas poderoso y preciso que los analisis ME y MT. El
analisis MTME es especialmente adecuado para rasgos complejos, cuyas variaciones
genéticas son generalmente debidas a un gran numero de QTLs de efectos
pequefios que podrian pasar desapercibidos con anadlisis ME o MT. Ademas permite
una mejor deteccidn de alelos en fase de repulsion, de la expresion diferencial de
los alelos de acuerdo a los ambientes y una mayor explicacidon de la varianza. Esto
lleva a una mejor prediccion del fenotipo por el genotipo (Alimi et al., 2013).

El uso de modelos mixtos es el enfoque mas utilizado en el analisis de QTLs

(Vilhjalmsson y Nordborg, 2013, van Eeuwijk et al., 2010). Estos modelos permiten
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afrontar muchos de los desafios actuales, incluyendo observaciones simultaneas de
muchos rasgos en multiples ambientes, desigual nUmero de repeticiones ya sea
debido al disefio experimental y/o a datos faltantes, y mediciones fenotipicas en
distintos tiempos (Malosetti et al., 2013). Ademas, los modelos mixtos no estén
basados en supuestos, como la no existencia de correlaciones genéticas entre los
ambientes y los rasgos, ni la varianza homogénea a través de ambientes. Estos
pueden explicar tanto la variabilidad intra e inter ensayo en la estimaciéon de los
efectos de los QTLs y en la prediccidn de los valores de los rasgos (van Eeuwijk et al.,
2010). Este enfoque se ha aplicado extensivamente en el mapeo de QTL, desde
analisis simples de un Unico ambiente o rasgo hasta en analisis mas complejos de
rasgos multiples (MTME) con interacciones entre rasgos y/o ambientes (Klasen et
al., 2012, Korte et al., 2012, Anhalt et al., 2009, Malosetti et al., 2004, 2008, Boer et
al., 2007).

1.4. Lotus japonicus COMO LEGUMINOSA MODELO

La investigacion de las respuestas asociadas a la tolerancia a la sequia
requiere de una mejor comprensiéon de la fisiologia y las bases genéticas. Si bien
existe informacidn sobre varios mecanismos fisioldgicos y bioquimicos de tolerancia
a la sequia, las bases genéticas son en general poco conocidas (Xiong et al., 2006,
Wang et al., 2003). En este sentido, encontrar genes asociados a las respuestas
bioquimicas y fisioldgicas es clave para mejorar la productividad de los cultivos
(Botella et al., 2005), pero el desafio actual consiste en acortar la brecha existente
entre los experimentos ecofisioldgicos y los realizados en organismos modelo
orientados a esclarecer los mecanismos moleculares asociados a respuestas frente
al estrés (Verslues et al., 2006).

Una de las plantas modelo mas utilizadas actualmente es Lotus japonicus
perteneciente a la familia Fabaceae (Leguminosae). La familia de las leguminosas, es
la tercera familia mas grande de las Angiospermas, comprende unos 700 géneros y

alrededor de 20.000 especies, y son el segundo grupo mdas importante para la
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agricultura después de la familia de las gramineas. Ademas cumplen un rol
fundamental para el desarrollo de la agricultura sostenible debido a su capacidad de
fijar nitrégeno en simbiosis con rizobios (Singh et al., 2007).

Arabidopsis thaliana es la planta modelo mds utilizada debido a sus
caracteristicas y a las multiples herramientas desarrolladas para su analisis. Sin
embargo, no representa un sistema adecuado para estudiar algunos procesos
fisiolégicos y de desarrollo especificos de leguminosas, como por ejemplo la fijacion
del nitrégeno.

Las leguminosas, presentan diferencias en el tamafio del genoma, en el
numero de cromosomas y los niveles de ploidia (Udvardi et al., 2005, Zhu et al.,
2005, Doyle y Luckow, 2003). Los primeros estudios de genémica en leguminosas se
realizaron en especies de importancia agrondmica como soja y poroto. Sin
embargo, no son buenos sistemas modelo para estudios genéticos y gendmicos,
dado que presentan genomas de gran tamaio y dificultades de transformacion y
regeneracion. En este sentido, dada la necesidad de contar con una leguminosa
modelo, se seleccionaron y desarrollaron dos especies: Lotus japonicus (nodulacidn
determinada) y Medicago truncatula (nodulacién indeterminada) (Udvardi et al.,
2005).

Lotus japonicus es una especie perenne nativa de Japdén, Corea y China, que
crece en regiones templadas. El género Lotus cuenta con alrededor de 200 especies
en el mundo distribuidas en una diversidad de habitats, que se dividen en dos clases
segln su centro de origen: procedentes de la region mediterranea (parte de Europa,
Africa y Asia occidental) y del oeste de América del Norte (Arambarri, 2000b,
2000a). Las especies de este género mas utilizadas como forrajeras en la agricultura
son L. corniculatus, L. tenuis y L. uliginosus (Szczyglowski y Stougaard, 2008).

Lotus japonicus fue seleccionada como planta modelo debido a que presenta
un genoma relativamente pequefio de 472Mb, es diploide con seis pares de
cromosomas, autégama, con un ciclo de vida corto y gran produccion de semillas. Es

susceptible a transformaciones con Agrobacterium tumefaciens (Handberg vy
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Stougaard, 1992, Kuchuk et al., 1990). Ademads se ha demostrado la sintenia con
leguminosas cultivables (Nelson et al., 2010, Tsubokura et al., 2008, Zhu et al.,
2005), lo que hace interesante su uso como herramienta.

En los estudios gendmicos realizados en esta especie fueron incorporadas
varias tecnologias que incluyen la construccion de librerias genéticas, secuenciacion
de ADN, hibridizacion por fluorescencia in situ (FISH), mapeo genético y
herramientas bioinformadticas. A partir de estas se ha logrado aislar e identificar
secuencias ESTs, cDNAs, segmentos de genes y construir TAC (transformation-
competent artificial chromosome) (Sato et al., 2008, Udvardi et al., 2005). En 2000
se iniciéd la secuenciacion del genoma del ecotipo Miyakojima MG-20 y en la
actualidad el 67% del genoma fisico de L. japonicus se encuentra secuenciado esto
representa el 91.3% del espacio intragénico (Sato et al., 2008). Este avance ha
permitido generar mas de 120.000 ESTs agrupados en 28.460 secuencias Unicas.
Estas ESTs se han utilizado en varios analisis del transcriptoma (Sato et al., 2008,
Sato y Tabata, 2006, Asamizu et al., 2004). La informacion generada del genoma de
Lotus y las secuencias de cDNAs estan disponibles en bases de datos publicas y en el

sitio web de Kazusa DNA Research Institute (www.kazusa.or.jp) y en el Institute for

Genomic Research (TIGR) Gene Index database (www.tigr.org). Se han generado
ademads, marcadores moleculares y tres mapas de ligamiento de alta densidad; dos
a partir de las cruzas interespecificas entre L. japonicus x L filicaulis y entre L.
japonicus x L. burtii y un tercero a partir de la cruza intraespecifica de L. japonicus
Gifu B-129 (Gifu) y L. japonicus Miyakojima (MG-20), los dos materiales mas
divergentes de dicha especie (Sandal et al., 2002, Hayashi et al., 2001, Kawaguchi et
al., 2001).

La variacion natural de L. japonicus hace que pueda ser usado en la
investigacidon de caracteres de interés agrondmico a través del mapeo de QTL. En
este sentido RILs generadas a partir de la F2 de la cruza intraespecifica entre Gifu y
MG-20, han sido utilizadas en varios estudios (Striker et al., 2014, Tominaga et al.,

2012, Gondo et al., 2007, Sandal et al., 2006).
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1.5. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1.5.1. Hipétesis

El uso de RILs de L. japonicus permitird la identificacién de QTL asociados a

tolerancia/sensibilidad al déficit hidrico y relacionarlos con marcadores funcionales.

1.5.2. Objetivos
1.5.2.1. Objetivo general

Contribuir con el mejoramiento genético de leguminosas forrajeras
mediante la utilizacidn de marcadores genéticos y bioquimicos relacionados con la

tolerancia/sensibilidad al déficit hidrico.

1.5.2.2. Objetivos especificos

En una poblacién de mapeo de RIL de L. japonicus:
a) Analizar variables de crecimiento y desarrollo adecuados para fenotipar la
poblacién.
b) Detectar QTL asociados a las respuestas de tolerancia/sensibilidad al déficit
hidrico.
c) Identificar respuestas bioquimicas y fisioldgicas relacionadas con la

tolerancia/sensibilidad al déficit hidrico en lineas contrastantes.
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2.1. ABSTRACT

QTL detection for drought tolerance is critical for defining breeding strategies. To
understand the genetic basis of drought tolerance, a multi-trait and multi-
environment QTL analysis was conducted under a hydroponic growth system with a
recombinant inbred population from the model legume Lotus japonicus (MG-20 x
Gifu). Phenotypic data for shoot and root dry weight, shoot and root relative growth
rate, root to shoot ratio, and leaf development rate were collected. A total of 20
QTL were identified, some of them for different traits. A QTL close to TM1150 on
chromosome 2 co-localized for root growth and development traits, while TM0246
on chromosome 3 and TM0169 on chromosome 6 co-localized for shoot and root
growth, suggesting that shoot and root growth are controlled by the same loci and
also root growth and development traits could be genetically linked. This study
showed for the first time that this RIL population is useful for browsing genomic

regions related with growth and development traits in response to water defict.

Keywords: Lotus japonicus, recombinant inbred lines, Quantitative trait locus,

MTME, hydroponics.
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2.2. INTRODUCTION

Global climate changes are leading to alterations in rainfall patterns (Lobell et al.
2011) and drought periods are predicted to occur more frequently in many food-
producing regions (Collins et al. 2008, Bhargava and Sawant 2013). Drought
tolerance allows the plant to grow and maintain its performance under drought
conditions; it is the result of the adaptive mechanisms of plants that enables them
to resist and/or recover from stress. Crop plants show various adaptive and
acclimatization strategies to drought stress, ranging from metabolic and
morphological adjustments to major disruption of molecular mechanisms that
regulate gene expression (Bhargava and Sawant 2013).

Tolerance to drought, like tolerance to other abiotic stresses, is a
guantitative trait controlled by many minor genes that have additive effects in their
expression (Mir et al. 2012) and are subjected to genotype x environment
interaction (Malosetti et al. 2004). Phenotypic traits of drought tolerant crops are
useful for plant breeding to identify stress-tolerant genotypes and subsequent
introgression of tolerance traits into cultivated genotypes (Bhargava and Sawant
2013). QTL mapping has been successful in identifying genomic regions associated
with complex quantitative traits related to drought stress (Collins et al. 2008, Mir et
al. 2012, Bhargava and Sawant 2013). However, limitations to successful detection
of a QTL for abiotic stress have delayed the application of this approach in crop
breeding (Agbicodo et al. 2009, Salekdeh et al. 2009). Furthermore, when a
genotype is subjected to different environments it produces a range of phenotypes
which are the result of environmental effects on the genotype (Xu and Crouch
2008). To overcome these limitations, several considerations must be taken into
account. First, it is essential to have high quality phenotypic data for an effective
QTL mapping, which is necessary for an appropriate experimental system (Agbicodo
et al. 2009, Salekdeh et al. 2009, Tuberosa 2012). When a genotype is subjected to
different environments and produces a range of phenotypes, this is the result of the

environment on genotype. Therefore, breeding crops strategies require the
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evaluation of genotype x environment interactions (GElI) and therefore QTL x
environment interactions (QEI) (Malosetti et al. 2004, Vargas et al. 2006) that make
the interpretation of results obtained from different types of phenotyping systems
difficult, especially for complex traits (Mathews et al. 2008, Ashraf 2010). The
search for QTL in a multi-environment context allows the study of differential QTL
expression across the different environments (Malosetti et al. 2004).

Major QTL for shoot and root growth have been identified. Bouteillé et al.
(2012) working with Arabidopsis thaliana reported QTL for shoot and root growth
and development traits and Cogann et al. (2006) working with Trifolium repens
detected QTL for morphogenic and development traits by a multi-environment
analysis. Also, Gondo et al. (2007) and Tominaga (2012) identified QTL related to
vegetative and flowering traits and symbiotic nitrogen fixation activity traits,
respectively, working with L. japonicus (MG-20 x Gifu) RIL population. Moreover,
the growth and development traits can be associated with tolerance and sensitivity
responses to drought stress. In this way, Quero et al. (2014) working with a Lotus
japonicus x Lotus burtii RIL population identified QTL for shoot and root growth
under ionic—osmotic stress. The knowledge of genomics and genetics involved in
drought stress have significantly increased in crops, however we are not closer to
understanding the expressed phenotype (Miflin 2000, Verslues et al. 2006, Blum
2011). Adequate phenotyping is critical for reducing the genotype—phenotype gap,
especially for quantitative traits (Miflin 2000, Verslues et al. 2006, Tuberosa 2012).
In this context, the use of model plants, such as L. japonicus (a perennial temperate
pasture species that is closely related to agricultural relevant specie Lotus
corniculatus), is a useful approach for improving drought tolerance (Bhargava and
Sawant 2013). A linkage map based on the intraspecific cross of L. japonicus
ecotypes Gifu B-129 by Miyakojima MG-20 (Hayashi et al. 2001) can be used to
identify QTL related to agronomic traits (Gondo et al. 2007, Klein and Grusak 2009,
Tominaga et al. 2012, Quero et al. 2014, Striker et al. 2014).
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Our aim was to identify genomic regions associated with
tolerance/sensitivity water deficit responses by using a population of L. japonicus
recombinant inbred lines in an experimental system designed for large-scale
phenotyping taking into account genotype by environment interactions to better

understand the phenotype.

2.3. MATERIALS AND METHODS

2.3.1. Plant material

A total of 100 L. japonicus recombinant inbred lines (RIL) from a cross between the
ecotypes Gifu B-129 (Gifu) and Miyakojima MG-20 (MG-20) were used for QTL
mapping under water deficit conditions. These lines were self-pollinated up to the
F8 generation from F2 seeds developed by Dr. M. Kawaguchi (National Institute for
Basic Biology) at the Kazusa DNA Research Institute, Japan. The seeds were
obtained from the National BioResource Project, Miyazaki University

(www.legumebase.brc.miyazaki-u.ac.jp/index.jsp) (Gondo et al. 2007, Tominaga et

al. 2012).

2.3.2. Linkage map

A total of 96 microsatellite markers were selected from a genetic linkage map of L.
japonicus (Hayashi et al. 2001). The marker positions and genotypic data for each

RIL can be found on the Web site (www.kazusa.or.jp/lotus). A linkage map for the

RIL population was constructed by using the R/onemap 2.0 package (Margarido et
al. 2007) in R environment (R Core Team 2014). A two-point analysis was used for
estimating the recombination fraction of all marker-pair combinations. A
significance threshold was set at a logarithm of odds (LOD) score of 4.0 and a
maximal recombination fraction of 0.5 to assign markers to linkage groups. After
markers were assigned to linkage groups, markers were re-ordered using a LOD

score of 3.0 and the Kosambi mapping function to estimate genetic distances. The
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genome similarity matrix from each line was obtained by a simple matching with

the parental genotype using the free software Flapjack (Milne et al. 2010).

2.3.3. Experimental conditions

A Split-plot in a Randomized Complete Block Design with three replications was
used to evaluate two levels of water deficit. The main plot consisted of a tray with a
combination of nitrogen and water deficit and the split-plot consisted of individual
RIL. Seed germination of all RIL population was conducted in Petri dishes with 0.8%
(w/v) agar/water under continuous light at 28°C. Germinated seeds (radicles 2-3
mm length) were transferred to trays. Plants were grown in 1.6 L trays in a
hydroponic system supplied with a Hornum solution (Handberg and Stougaard
1992) and continuously subjected to an air flux through 0.5 cm diameter tubes
connected to a Champion® CX-0098 air pump. In each tray, twenty drilled acrylic
rulers supported the seedlings (Quero et al. 2014). After 12 days of growing, the
nitrogen treatments were established as follow: 1 and 10 mM of nitrogen as nitrate
were established adding a Hornum nutrient solution with a slight modification
consisting of KNOs as the only nitrogen source. N concentrations used were defined
based on a suitable concentration for the growth of this species and a concentration
10 times higher similar to a fertilized soil. The plants grew in these nitrogen
conditions for 14 days (until 26 days after germination). At day 26, the water deficit
treatments were established: trays were either not stressed or stressed. Drought
stress was created by the addition of polyethylene glycol (PEG) 8000 at 10% (w/v)
which generate an osmotic potential of —0.6 MPa. All the RIL were grown at these
conditions during 20 days until the assay was harvested, establishing four stress
treatments for all 100 RIL: 1 mM of nitrogen not stressed (C-1) and stressed (S-1),

and 10 mM of nitrogen not stressed (C-10) and stressed (S-10).

2.3.4. Growth parameters

In order to quantify plant growth and development, the length of plant shoots and

roots and the number of leaves were recorded at 26 and 46 days old (just before
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the addition of PEG and at the end of the assay, respectively). The plant evaluations
were conducted in a nondestructive manner by image analysis of individual plants
using the free software ImageJ (Abramoff et al. 2004). Shoot dry weight (SDW) and
root dry weight (RDW) were recorded at the end of the assay. Shoot and root

relative growth rates (RGRsnhoot, RGRroot) Were calculated as:

RGR=(InLs-In L)/(ts - t;)

where Ls and L; are final and initial length, while t; and t; are final and initial time,
respectively. Shoot and root initial and final lengths were used to calculate RGRgo0t

and RGR,qct, respectively.

2.3.5. Developmental parameters

Root/shoot ratio (RSR) was calculated as:

RSR= |-Rf/|-sf

where Lgs and Lss are the root and shoot final length, respectively. Leaf development
rate (LDR) was calculated as:

LDR= (LN¢LN;)/(t+t;)

where LNsand LN;are the final and initial number of leaves, respectively, while trand

t; are final and initial time.

2.3.6. Correlation analysis

Pearson’s Correlation Coefficients were calculated by using the R/GGally

package (Schloerke et al. 2014) of R software (R Core Team 2014).

2.3.7. Statistical analyses

A table of phenotypic means was created for each variable, by using the following
linear model:

Yijkn= u+ Bi+ Nj+ P+ Nij+ Sijk+ Gh+ NGy, + NPijn+ Eijkn
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where Yjy is the observed variable, B= is the i-th block, Nj= is the j-th nitrogen
condition, P,= is the k-th water deficit condition, NPy= is the nitrogen condition by

water deficit interaction, Sjx = is the main plot error associated to the i-th tray in the
j-th nitrogen condition and k-th water deficit treatment with Sy ~ N (0, og ), Gh=is

the n-th RIL genotype, NGj,= is the nitrogen condition by genotype interaction,
PGy,= is the water deficit by genotype interaction, NPGj,= is the nitrogen condition

and water deficit condition by genotype interaction, and gjx,= are random residual
effects with gy, ~ N (0, 6°).

Having defined the environment (E) as the combination nitrogen each level
with each level of PEG proceeded to perform a two-step analysis for QTL mapping.
First, a table of GXE phenotypic means was created for each trait (i.e. SDW, RGRghoot,
RDW, RGRo0t, LDR and RSR), and then a multi-trait multi-environment QTL mapping
(MTME) procedure was used (Malosetti et al. 2008) where trait and stress-specific
and trait and stress-general QTL were detected. A MTME was performed in R using
mixed models following Malosetti et al. (2008). In brief, the model for the genotypic
effect is partitioned into QTL main effect and residual genotypic effect. While the
Genotype by Trait and Stress interaction is partitioned into QTL by trait and stress
effect and residual genotype by trait and stress effect.

The R/qgtl package (Broman et al. 2003) was used to obtain genotypic
predictors for the RIL population at marker positions and at an additional grid of
points with a maximum spacing of 10 cM. A composite-interval mapping approach
was then followed where cofactors were chosen with a forward selection; markers
or pseudo-markers with a significant marker-trait association in a single-interval
mapping were used in subsequent rounds of the analysis as marker-cofactors to
control for background genetic loci. A window of 50 cM was used for marker
cofactors; within that window a cofactor was removed to avoid collinearity. A
R/Ime4 package (Bates and Maechler, 2010) was used to fit the linear mixed model
to detect environment-specific QTLs with a compound symmetry structure for the

VCOV across environments (stress-levels) and traits, and using markers-by-stress
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and trait (genetic predictors by stress and trait) as explanatory variables. The
threshold was defined with a corrected Li and Ji (2005) p-value with a significant
level of 0.05. As a convention, a positive effect was assigned if the superior allele
came from the L. japonicus MG-20 parent while a QTL negative effect indicated that

the superior allele came from L. japonicus Gifu.

2.4. RESULTS

2.4.1. Phenotypic response of the RIL population under water deficit

A RIL population of L. japonicus (Gifu B-129 x Miyakojima MG-20) were subjected to
control and water deficit treatments by 20 days. Water deficit reduced SDW, RDW,
RGRghoot and RGRo0t, in average across RILs, compared with controls (Fig. 1 and 2).
SDW and RGR,.t reduction was higher in RILs grown with 10 mM nitrogen as nitrate
(37 and 30%, respectively), compared to reduction with 1 mM nitrogen as nitrate
(22 and 15%, respectively). Conversely water deficit increased RSR compared with
control, while the increase in LDR was only observed in plants grown with 10 mM

nitrogen as nitrate (Fig. 1 and 2).
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Fig. 1: Variability in water deficit impact on growth and development parameters in a RIL population
of Lotus japonicus (Gifu x MG-20). C-1 indicates the control condition with 1 mM of nitrogen as
nitrate. S-1 indicates drought stress induced by the addition of 10% polyethylene glycol (PEG) with 1
mM of nitrogen as nitrate. SWD, RWD: shoot and root dry weight (mg); RGRgnoot, RGR/oor: relative
growth rates of shoot and root; RSR: root/shoot ratio, LDR: leaf development rate (number of leaves

per day).
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Fig. 2: Variability in water deficit impact on growth and development parameters in a RIL population
of Lotus japonicus (Gifu x MG-20). C-10 indicates the control condition with 10 mM of nitrogen as
nitrate. S-10 indicates drought stress induced by the addition of 10% polyethylene glycol (PEG) with
10 mM of nitrogen as nitrate. SWD, RWD: shoot and root dry weight (mg); RGRsno0t, RGRoot: relative

growth rates of shoot and root; RSR: root/shoot ratio, LDR: leaf development rate (number of leaves

per day).
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2.4.2. Phenotypic correlations

The strongest correlations were between SDW and RDW regardless of environment
(C-10, C-1, S-10 and S-1, Fig. 3). Moreover, SDW had a strong negative correlation
with RSR, regardless of environment. Correlation between RGRgho0t and LDR showed
higher levels of significance in the environments with 10 mM nitrogen as nitrate (C-
10 and S-10), regardless of the PEG concentration. At the same time, correlation
between RGRgho0t and RGR,o0t Was only significant in 10% PEG and 10 mM nitrogen
as nitrate (S-10). Moreover, correlations between RGR,yo: and LDR were significant

in 10% PEG (S-10 and S-1), regardless of the nitrate concentration.
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Fig. 3: Pearson's correlation coefficients between growth and development parameters in a RIL
population of Lotus japonicus (Gifu and MG-20). Growth conditions: (S) indicates drought stress
induced by the addition of 10% polyethylene glycol (PEG) and (C) indicates the control condition, the
numbers 1 and 10 indicate 1 and 10 mM of nitrogen as nitrate respectively. Parameters are shown in
the diagonal. Bottom left corner: diagram of correlation between parameters. Upper right corner:
correlation coefficient (*= p<0.05 **=p<0.01 ns: Non-significant). SWD, RWD: shoot and root dry
weight (mg); RGRehoot, RGRroor: relative growth rates of shoot and root; RSR: root/shoot ratio, LDR:

leaf development rate (number of leaves per day).
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2.4.3. Idetification of QTL related to tolerance/sensitivity to water deficit
responses

A total of 20 QTL were identified; six associated with RGRshoot and SDW, six

associated with RGR,,,: and RDW and eight associated with RSR and LDR (Fig. 4).
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Fig. 4: Location on the genetic map of the QTL identified for tolerance/sensitivity water deficit
responses in L. japonicus (Gifu x MG-20) RIL population. Black circles (®) indicate QTL associated with
shoot parameters: shoot dry weight (SDW) and relative growth rate of shoot (RGRy,..t); black
triangles (A) indicate QTL associated with root parameters: root dry weight (RDW) and relative
growth rate of root (RGR,.y:); black squares (m) indicate QTL associated with development

parameters: root/shoot ratio (RSR) and leaf development rate (LDR).
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We found three QTL co-located at TM1150 (Chr. 2) related to RGRy0t, RDW,
RSR and LDR, at TM0246 (Chr. 3) related to RGRsn00t, SDW, RGR;oot and RDW and at
TMO0169 (Chr. 6) related to RGRgpoot, SDW, RGR,00t and RDW (Fig. 4). QTL at TM1150
(Chr. 2) related to RDW and RGR,.,: was found in a region close to the marker,

whereas QTL related to LDR and RSR matched with the location of the marker.

2.4.3.1. Multi-trait and multi-environment QTL analysis for growth and
development parameters

Six QTL associated with RGRshoot and SDW were identified (Fig. 5A). Larger
additive effects for RGRg00: Were observed at TM0550 (Chr. 2), TM0246 (Chr. 3) and
TMO0832 (Chr. 4), while for SDW they were observed at TM0222 (Chr. 1), TM0550
(Chr. 2) and TMO0832 (Chr. 4). MG-20 provided the positive allele for QTL on
chromosomes 2 (in a region close to the marker TM0550) and 5 (marker TM0186)
for SDW and RGRgn00t- On the other hand, Gifu provided the positive allele for QTL
on chromosome 3 (marker TM0246) for SDW and RGRgno0t (Fig. 5A). In addition, MG-
20 provided the positive allele for QTL on chromosomes 1 (in a region close to the
marker TM0222), 4 (in a region close to the marker TM0832) and 6 (marker
TMO0169) for SDW, whereas Gifu provided the positive allele for RGRghoot (Fig. 5A).

QTL related to RGRshoo: Showed consistent effects across all environments;
however QTL associated with SDW showed changes of the magnitude of effects
across the environments. Overall, QTL associated with SDW presented superior
effects in control environments compared to water deficit environments for each
nitrogen concentration. In turn in most of QTL the effects were larger when
nitrogen availability was higher.

Six QTL associated to RGR,,,: and RDW were identified (Fig. 5B). Larger
additive effects for RGR,qo: Were observed at TM0194 (Chr. 4), TM0428 (Chr. 5) and
TMO0169 (Chr. 6) while for RDW they were observed at TM0805 (Chr. 1), TM1150
(Chr. 2), TM0246 (Chr. 3) and TM0194 (Chr. 4). MG-20 provided the positive allele
for QTL on chromosomes 1 (marker TM0805) and 2 (in a region close to the marker

TM1150) for RDW and RGR..t. On the other hand, Gifu provided the positive allele
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for QTL on chromosome 3 (marker TM0246) for SDW and RGRghoot (Fig. 5B). In
addition MG-20 provided positive alleles for QTL on chromosomes 4 (in a region
close to the marker TM0194), 5 (marker TM0428) and 6 (marker TM0169) for RDW,
whereas Gifu provided the positive allele for RGR,0: (Fig. 5B). QTL related to RGR g0t
showed consistent effects across all environments; however QTL associated with
RDW showed changes of the magnitude of effects across the environments. In
general, QTL associated with RDW showed larger effects in 1 than in 10 mM
nitrogen environments, when water deficit environments were compared and also
for control environments.

Eight QTL associated with LDR and RSR were identified (Fig. 5C). Larger
additive effects for RSR were observed at TM0088 (Chr. 1), TM0295 (Chr. 1) and
TMO0139 (Chr. 6) while for LDR they were observed at TM0088 (Chr.1), TM1150 (Chr.
2), TM0127 (Chr. 3) and TM0095 (Chr. 5). MG-20 provided the positive allele for QTL
on chromosome 6 (marker TM0139) for LDR and RSR (Fig. 5C). Gifu provided the
positive allele for QTL on chromosomes 1 (marker TM0088), 2 (marker TM1150), 3
(marker TM0127) and 5 (marker TM0095) for RSR, however, MG-20 provided the
positive allele for QTL for LDR (Fig. 5C). QTL for RSR showed crossover interactions
and/or differences in the magnitude of effects, however QTL related to LDR showed
only changes in the magnitude of effects (Fig. 5C). In some cases, as the markers
TMO0088 (Chr. 1) and TM1150 (Chr. 2) related to RSR, the effects were larger in
water deficit environments.

QTL on chromosomes 3 (in a region close to the marker TM0996) and 4
(marker TM0664) presented crossover interactions for RSR, where MG-20 provided
the positive allele in S-1, S-10 and C-1 whereas Gifu provided the positive allele for
C-10. However, Gifu provided the positive allele for LDR. In contrast, QTL on
chromosome 1 (marker TM0295) presented crossover interactions for RSR, but in
this case Gifu provided the positive allele in S-1, S-10 and C-1 whereas MG-20
provided the positive allele for C-10, and MG-20 provided the positive allele for LDR
(Fig. 5C).
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Fig. 5: Multi-trait and multi-environment QTL effects for growth and development traits of the Lotus
japonicus RIL population (Gifu x MG-20). (A.) shoot growth parameters: relative growth rate of shoot
(RGRghoot) @and shoot dry weight in mg (SDW). (B.) root growth parameters: relative growth rate of
root (RGR,.) and root dry weight in mg (RDW). (C.) development parameters: leaf development rate
expressed as number of leaves per day (LDR) and root/shoot ratio (RSR). Growth conditions: (S)
indicates water deficit induced by the addition of 10% polyethylene glycol (PEG) and (C) indicates the
control condition, the numbers 1 and 10 indicate 1 and 10mM of nitrogen as nitrate respectively. As
a convention, a positive effect is assigned if the superior allele comes from the MG-20 parent and a

negative effect if the superior allele comes from the Gifu parent.
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2.5. DISCUSSION

2.5.1. Correlation among growth and development parameters

The strong and positive correlations between SDW and RDW across the four
experimental environments were consistent with some of the results where the
growth of the shoots and roots were associated with the same QTL (Fig. 3). A strong
correlation between SDW and RDW in Solanum tuberosum and Vigna unguiculata
under salt stress conditions have been found (r=0.81 and r=0.77 respectively)

(Anithakumari et al. 2012, Gogile et al. 2013).

2.5.2. QTL related to tolerance/sensitivity water deficit responses in Lotus

Some QTL found in this study were previously reported using the same L.
japonicus Gifu x MG-20 RIL population as used here (Gondo et al. 2007, Tominaga et
al. 2012, Striker et al. 2014) and using RILs from the cross between L. japonicus Gifu
B-129 and L. burtti B-303 (Quero et al. 2014). A QTL close to TM0186 (Chr. 5) has
been associated with SDW (Striker et al. 2014), stem length (Tominaga et al. 2012)
and RGRgn00t (Quero et al. 2014), while we found a QTL associated with RGRgp00t and
SDW indicating that the region linked to this marker is highly associated with shoot
growth (Fig. 4). On the other hand, Tominaga et al.(2012) identified a QTL in a
region close to TM1150 (Chr. 2) associated with stem length, while we found two
co-located QTL associated to RGR,y,t, RDW and RSR, LDR, indicating that the region
linked to this marker is highly associated with plant growth (Fig. 4). Moreover, a QTL
in a region close to TM0805 (Chr. 1) has been associated with stem length
(Tominaga et al. 2012), total primary shoot length, primary shoot number and RDW
(Striker et al. 2014), while in the same region we found a QTL related to RGR,..: and
RDW. We found a QTL in a region close to the marker TM0996 (Chr. 3) related to
RSR and LDR (Fig. 4). This QTL has been associated with plant height (Gondo et al.
2007), stem length (Tominaga et al. 2012) and RGRgno0t and shoot/root ratio (Quero
et al. 2014), indicating that the region linked to this marker is highly associated with

plant length and development traits. As found earlier, in this study we identified a
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QTL at TM0127 (Chr. 3) associated with RSR and LDR (Fig. 4), that was related to
leaflet width (Gondo et al. 2007) and shoot/root ratio (Quero et al. 2014). Stem
length showed a strong correlation with leaflet width and leaflet length (Gondo et
al. 2007). This suggests that the region linked to this marker is highly associated
with plant length and leaf growth. Moreover, Striker et al. (2014) identified a QTL
associated with total primary shoot length close to TM0139 (Chr. 6), while
Tominaga et al. (2012) identified QTL for stem length at TM0088 (Chr. 1), at TM0095
(Chr. 5) and at TM0139 (Chr. 6), in the same regions, we found QTL associated with
RSR and LDR (Fig. 4), indicating that the regions linked to these markers are highly
associated with plant length and leaf development. Gondo et al. (2007) found a QTL
associated with stem thickness (strongly correlated with stem length, leaflet width
and leaflet length) in a region close to TM0295 (Chr. 1). In the same region Striker et
al. (2014), found a QTL associated with RDW, while we found a QTL associated to
RSR and LDR (Fig. 4), indicating that the region linked to this marker is highly
associated with plant and leaves growth. Striker et al (2014) found a QTL associated
with total primary shoot length, primary shoot number and RDW close to TM0222
(Chr. 1), while we found a QTL related to RGRh00t and SDW in the same region (Fig.
4), indicating that the region linked to this marker is highly associated with plant
growth. Striker et al. (2014) found a QTL related to primary shoot and the number
of secondary branches number close to TM0194 (Chr. 4) and another QTL related to
SDW, stomatal conductance and secondary branches number close to TM0428 (Chr.
5), which we found associated with RGR,,,: and RDW (Fig. 4), indicating that the
regions linked to these markers are highly associated with plant growth. We found a
QTL related to RSR and LDR TMO0664 (Chr. 4) that were previously associated to
secondary branches number (Striker et al. 2014).

In our study we found some QTL associated with plant growth and
development traits that have not been reported to date. Two co-located QTL for
RGRshoot, SDW, RGR;oot and RDW (TM0246 on chromosome 3 and TMO0169 on

chromosome 6) were detected (Fig. 4). Moreover, two QTL related to RGRsh00t and
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SDW (at regions close to markers TM0550 on chromosome 2 and TM0832 on

chromosome 4) were identified.

2.5.3. QTL effects on growth and development parameters

Plant breeders are interested in genotypes that are adapted to a range of
environments including drought and soil nitrogen content as well as those
genotypes that are adapted to specific environments. In this way, QTL effects
observed in different environments are useful to decide which regions should be
prioritized in order to include the favorable alleles from both parental lines to
maximize the adaptation to a wide range or specific environment (Malosetti et al.
2013).

In some of the genotypes we identified differential effects of drought
depending on nitrogen status. The nitrogen availability in soils affects plant growth
and it is well known that nitrogen interacts with water use efficiency (Sadras 2004,
Cao et al. 2007, Guo et al. 2008, Song et al. 2010). According to Cao et al. (2007) and
Malosetti et al. (2013), it is necessary to keep the nitrogen concentration in the
environment in mind while searching for QTL for drought tolerance.

In some cases, despite changes in magnitude of the effects related to SDW,
RDW, LDR and RSR across the environments, for breeding a specific parental allele
will always be selected for each marker. MG-20 allele must be selected for QTL
related to markers TM0550 (Chr. 2), TM0186 (Chr. 5) (Fig. 5A), TM0805 (Chr. 1),
TM1150 (Chr. 2) (Fig. 5B), and TM0139 (Chr. 6) (Fig. 5C). Gifu allele must be selected
for QTL related to marker TM0246 (Chr. 3) (Fig. 5A and B).

In other cases, MG-20 allele has to be selected to enhance the SDW, RDW
and LDR; however Gifu allele will be the choice when selecting for RGRgh00t, RGR {00t
and RSR. This was observed for QTL related to markers TM0222 (Chr. 1), TM0832
(Chr. 4) (Fig. 5A), TM0194 (Chr. 4), TM0428 (Chr. 5) (Fig. 5B), TM0169 (Chr. 6) (Fig.
5A and B), TMO0088 (Chr. 1), TM1150 (Chr. 2), TM0127 (Chr. 3) TM0095 (Chr. 5) (Fig.
50).
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Moreover, for QTL related to LDR and RSR close to markers TM0295 (Chr. 1),
TMO0996 (Chr. 3) and TM0664 (Chr. 4) (Fig. 5C), MG-20 allele has to be selected to
enhance LDR, however these QTL showed crossover interactions for RSR. In this
sense, Gifu allele has to be selected to enhance RSR in water deficit environments
and control with low nitrogen availability environment, whereas MG-20 has to be
selected in control and high nitrogen environment for QTL closed to marker
TMO0295 (Chr. 1). In contrast, MG-20 allele has to be selected to enhance RSR in
water deficit environments and control with low nitrogen availability environment,
whereas Gifu has to be selected in control and high nitrogen environment for QTL
closed to markers 1 and 2.

In general terms, the QTL effects observed for SDW were higher in water
deficit environments and at the same time when nitrogen availability was higher.
From this it can be interpreted that for most of the QTL related to SDW, an
increased availability of nitrogen determines that plants obtain greater biomass.
Moreover, the effects observed for RDW were larger in environments with a low
availability of nitrogen in water deficit and also in control environments. These
suggest that the QTL effects related to RDW determines higher root biomass with
low nitrogen availability because is promoted the root exploration to overcome the
stress condition. This may be related to greater QTL effects observed in markers
associated with RSR where an increase in water stress conditions was observed.
However only the QTL close to markers TM0996 (Chr. 3) and TM0139 (Chr. 6)
showed an increase in QTL effects in water deficit and low nitrogen availability

environment.

2.6. CONCLUSIONS

In this study genomic regions important for plant growth and development
variables were identified. Information on QTL effects found in this study contributes
to the understanding of drought tolerance in L. japonicus and is useful to select

complementary lines that include the favorable alleles from both parental lines. The
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complete sequencing of the L. japonicus genome opens the possibility of fine

mapping of the QTL and to identify the genes responsible for the QTL effects.
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2.9. ADDITIONAL MATERIAL

2.9.1. Multi-trait and multi-environment QTL analysis for shoot growth
parameters in a RIL population of Lotus japonicus derived from a cross between
ecotypes Gifu B-129 and Miyakojima MG-20

Chr1 Chr 2 Chr3 Chr 4 Chr 5 Chr6

TM0222 TMO550 TMO0246 TMO0832 TMO186 TMO0169

RGRshoot (S-1) -0.264 0.474 -0.473 -0.332 0.138 -0.216
RGRshoot (S-10) -0.264 0.475 -0.47 -0.331 0.138 -0.215
RGRshoot (C-1) -0.265 0.473 -0.473 -0.332 0.139 -0.216
RGRshoot (C-10)  -0.266 0.475 -0.473 -0.331 0.138 -0.216
SDW (S-1) 4.571 4.804 -3.127 2.58 2.237 2.19
SDW (S-10) 5.16 3.78 -2.805 4.725 2.524 2.886
SDW (C-1) 7.036 5.034 -3.834 4.473 3.66 4.262
SDW (C-10) 6.693 7.431 -3.312 6.989 4.338 4.596

Traits: RGRghoot: relative growth rate of shoot, SDW: and shoot dry weight in mg.
Growth conditions: (S) indicates drought stress induced by the addition of 10%
polyethylene glycol (PEG) and (C) indicates the control condition, the numbers 1
and 10 indicate 1 and 10 mM of nitrogen as nitrate respectively. As a convention, a
positive effect is assigned if the superior allele comes from the Lotus japonicus
Miyakojima MG-20 parent and a negative effect if the superior allele comes from

the L. j. Gifu B-129 parent.
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2.9.2. Multi-trait and multi-environment QTL analysis for root growth parameters
in a RIL population of Lotus japonicus derived from a cross between ecotypes
Gifu B-129 and Miyakojima MG-20

Chr1 Chr 2 Chr3 Chr 4 Chr5 Chr 6

TM0805 TM1150 TMO0246 TMO0194 TMO0428 TMO169

RGR o0t (S-1) 0.0073 0.0035 -0.0112 -0.0832 -0.0686 -0.0632

RGR o0t (S-10) 0.0083 0.0039 -0.0118 -0.0831 -0.0689 -0.0632

RGRroot (C-1) 0.0079 0.0047 -0.0122  -0.0831 -0.0689  -0.0621

RGRo0t (C-10)  0.0068 0.0047 -0.0123  -0.085 -0.0686  -0.0616

RDW (S-1) 0.7665 0.679 -0.6303  0.8428 0.346 0.4084

RDW (S-10) 0.6002 0.1253 -0.3932  0.2536 0.3867 0.3617

RDW (C-1) 1.1127 0.7412 -0.5773  0.8362 0.4321 0.7781

RDW (C-10) 0.5935 0.5635 -0.2305 0.3273 0.2683 0.4369

Traits: RGR,oo: relative growth rate of root, RDW: and root dry weight in mg.
Growth conditions: (S) indicates drought stress induced by the addition of 10%
polyethylene glycol (PEG) and (C) indicates the control condition, the numbers 1
and 10 indicate 1 and 10 mM of nitrogen as nitrate respectively. As a convention, a
positive effect is assigned if the superior allele comes from the Lotus japonicus
Miyakojima MG-20 parent and a negative effect if the superior allele comes from

the L. j. Gifu B-129 parent.
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2.9.3. Multi-trait and multi-environment QTL analysis for development
parameters in a RIL population of Lotus japonicus derived from a cross between
ecotypes Gifu B-129 and Miyakojima MG-20

Chrl Chrl Chr2 Chr3 Chr3 Chr4d Chr5 Chré

TMO0088 TMO0295 TM1150 TMO0996 TMO0127 TMO0664 TMO095 TMO139

LDR (S-1) 0.0356 0.0025 0.04 -0.0306 0.0337 -0.0061 0.035 0.0076

LDR (S-10) 0.0398 0.0043 0.0469 -0.0002 0.0256 -0.001 0.0409 0.0104

LDR(C-1) 0.0247 0.0181 0.0351 -0.009 0.0377 -0.0197 0.0337 0.0024

LDR (C-10) 0.0365 0.0139 0.0419 -0.0198 0.0425 -0.0062 0.0325 0.0026

RSR(S-1) -0.2546 -0.0683 -0.2385 0.1222 -0.0243 0.0754 -0.0702 0.1591

RSR (S-10) -0.274  -0.0505 -0.2352 0.0264 -0.0168 0.074 -0.0761 0.1232

RSR(C-1) -0.2359 -0.004 -0.1533 0.0472 -0.0305 0.0763 -0.0689 0.151

RSR (C-10) -0.2426 0.0042 -0.17 -0.0041 -0.0317 -0.0051 -0.0549 0.1918

Traits: LDR: leaf development rate expressed as number of leaves per day, RSR: and
root/shoot ratio. Growth conditions: (S) indicates drought stress induced by the
addition of 10% polyethylene glycol (PEG) and (C) indicates the control condition,
the numbers 1 and 10 indicate 1 and 10 mM of nitrogen as nitrate respectively. As a
convention, a positive effect is assigned if the superior allele comes from the Lotus
japonicus Miyakojima MG-20 parent and a negative effect if the superior allele

comes from the L. j. Gifu B-129 parent.
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3. RESPUESTAS ASOCIADAS AL DEFICIT HIDRICO EN RILs CONTRASTANTES DE

Lotus japonicus (Gifu x MG-ZO)b

Franco Franciscol, Monza Jorgel, Quero Gast(')nl, Borsani Omar”
!Laboratorio de Bioquimica, Facultad de Agronomia, Universidad de la Republica.
Av. Garzén 780, 12900 Montevideo, Uruguay.

Correo electrdnico: ffrancopiccioli@gmail.com
3.1. RESUMEN

Se seleccionaron RlLs de Lotus japonicus (Gifu x MG-20) tolerantes (RIL43 y RIL77) y
sensibles (RIL176 y RIL51) a déficit hidrico a partir de informacidon genotipica y
fenotipica. En este material se evaluaron respuestas bioquimicas y fisioldgicas
asociadas al déficit hidrico, que se impuso a partir de los 36 dias desde la siembra.
Las determinaciones se hicieron 2 y 6 dias después de impuesto el déficit hidrico.
Las RIL sensibles en condiciones de déficit hidrico tuvieron menor peso fresco y
mayor temperatura foliar que sus controles sin estrés hidrico, probablemente
asociado a un cierre estomatico rdpido y sostenido evaluado. La acumulacidn de
prolina y el dafio oxidativo indican que las RIL sensibles se mantuvieron estresadas
durante el periodo evaluado. Las RILs tolerantes presentaron comportamientos
diferentes. La RIL43 en condicidon de déficit hidrico tuvo menor diferencia en el peso
fresco respecto a su control que la RIL77. La RIL43 presentd un cierre estomatico
inicial, que se revirtié en el tiempo final. Ademas, presentd un aumento del dano
oxidativo a los dos dias que disminuy6 a los seis dias, lo que interpretamos como la
adaptacion a la condicion de estrés. La RIL77 presentd un comportamiento similar a
las lineas sensibles respecto al peso fresco y dafio oxidativo, pero mantuvo los
estomas abiertos y acumuld prolina al tiempo inicial, que disminuyd en el tiempo
final. La RIL43 y la RIL77 presentarian estrategias diferentes para adaptarse a

eventos de sequia de distinta intensidad y duracién. La regién del cromosoma 5

® Articulo a publicar en: Agrociencia Uruguay
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asociada al marcador TM0186, identificado como QTL para tasa de crecimiento, se
analizd mediante una aproximacién in silico. El analisis de la regidén, permitio

identificar cuatro genes relacionados con respuestas a estrés abiotico.

Palabras clave: déficit hidrico, RILs, Lotus japonicus

3.2. SUMMARY

Tolerant (RIL43 and RIL77) and sensitive (RIL176 and RIL51) to water deficit RILs of
Lotus japonicus (Gifu x MG-20) were selected from genotypic and phenotypic
information. In this material were evaluated biochemical and physiological
responses associated to water deficit, which was imposed after 36 days of growth.
The determinations were made 2 and 6 days after the drought imposed. Sensitive
lines under water deficit had lower fresh weight and greater leaf temperature than
their controls due to rapid stomatal closure and sustained. Proline accumulation
and oxidative damage indicate that the plants were kept stressed during the
evaluation period. Tolerant RILs showed different behaviors. The line RIL43 in water
deficit condition had lower fresh weight reduction relative to control condition due
to initial stomatal closure, which was reversed in the final time. This line also
presented an initial increase of oxidative damage that then decreased, which can be
interpreted as adaptation to the stress condition. The line RIL77 presented a similar
behavior to sensitive lines respect to the fresh weight and oxidative damage, but
remained open stomata and the proline accumulation to initial time, decreasing the
latest in final time. The RIL43 and RIL77 could present two different strategies that
would allow them to adapt to different drought intensity and duration. The in silico
analysis of genomic region associated with TM0186 marker, allowed to identify four

genes related to abiotic stress responses.

Keywords: water deficit, RlLs, Lotus japonicus
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3.3. INTRODUCCION

Las leguminosas son fuente de proteinas en la dieta humana, en la
alimentacion del ganado (Graham y Vance, 2003) y para mejorar la fertilidad del
suelo (Howieson y Ballard, 2004). El género Lotus es utilizado en el mejoramiento
de pasturas en regiones con periodos de déficit hidrico, donde otras leguminosas
forrajeras no tienen éxito (Dear et al.,, 2003). Lotus corniculatus, L. tenuis, L.
uliginosus y L. subbiflorus son especies de importancia agrondmica utilizadas como
forrajeras en todo el mundo, con capacidad de crecer en suelos de baja fertilidad en
ambientes desfavorables (Diaz et al., 2005). La sequia es el estrés abidtico que con
mas frecuencia afecta la productividad de los cultivos (Toker et al., 2007) y en el
contexto mundial actual, se prevé un aumento significativo en la ocurrencia de
sequia en muchas regiones agricolas. Por esto es necesario mejorar la tolerancia de
las leguminosas a esta condiciéon de estrés (Reynolds y Ortiz, 2010).

Las plantas pueden superar el déficit hidrico a través de respuestas
adaptativas como el escape, la evasidn y la tolerancia (Turner, 1986). La plasticidad
en el ciclo de vida de algunas plantas les permite escapar a periodos de sequia a
través del adelanto de la floracién. También pueden evadirla regulando la absorcion
y pérdida de agua a través de cambios en la arquitectura de la planta, reduccién del
crecimiento de hojas, cierre estomdatico y senescencia prematura (Tardieu y
Simonneau, 1998).

El mantenimiento de una alta conductancia estomatica permite el
crecimiento en condicion de déficit hidrico y es favorable cuando el estrés es leve o
moderado, pero desfavorable cuando es severo y terminal. Las plantas cierran los
estomas para minimizar la pérdida de agua, lo que conduce a una disminucion de la
tasa de crecimiento por reduccion de la fotosintesis. Algunas plantas tienen una
estrategia diferente, mantienen el crecimiento vegetativo con elevada conductancia
estomadtica, y arriesgan su sobrevivencia en estrés severo (Tardieu, 2012). De esta
forma, el mejoramiento de cultivares para afrontar el cambio climatico requiere

conocer las estrategias de las plantas para afrontar la sequia (Harb et al., 2010).

65



La acumulacion de solutos compatibles como aminoacidos, betainas,
azUcares y polioles es un mecanismo para evitar la pérdida de agua y mantener la
actividad metabdlica (Parida y Das, 2005). La prolina es uno de los compuestos que
mas se acumulan en las células vegetales en respuesta a diferentes estreses
abidticos (Szabados y Savouré, 2010), y en L. corniculatus es un buen indicador de
sequia (Diaz, et al., 2005). Su acumulacidn se asocia a diferentes funciones, como
mantener el equilibrio redox celular, amortiguar el pH, estabilizar estructuras
subcelulares y ser una fuente de nitrégeno y carbono (Szabados y Savouré, 2010,
Verbruggen y Hermans, 2008).

Cuando la acumulaciéon de solutos no es suficiente para evitar el déficit
hidrico, se induce a nivel celular una sobreproduccién de especies reactivas de
oxigeno (ROS) que pueden generar dafio oxidativo (Mittler, 2002). En condicién de
déficit hidrico, en hojas de plantas del género Lotus se ha evidenciado la
acumulacién de ROS, por lo que la defensa antioxidante debe ser considerada en la
tolerancia a este tipo de estrés (Signorelli et al., 2013, Sainz et al., 2010). A su vez,
los sistemas de defensa antioxidante se inducen y sobreexpresan en cultivares
tolerantes al déficit hidrico y que dicha induccién se asocia a la aclimatacion al
mismo (Wang et al., 2012, Sdnchez-Rodriguez et al., 2012).

L. japonicus, relacionada taxondmicamente con especies de Lotus de uso
agronémico (Young et al., 2003), es utilizada como leguminosa modelo (Pajuelo y
Stougaard, 2005). En este sentido, se estdn desarrollando un conjunto de recursos
genéticos y herramientas para el mejoramiento de Lotus que incluyen la generacidn
de poblaciones de RILs (recombinant inbred lines) interespecificas e intraespecificas
(Sandal y Sato, 2014) que se utilizan para el mapeo de QTLs asociados a distintas
condiciones ambientales (Quero et al., 2014, Striker et al., 2014, Tominaga et al.,
2012). También Chen et al. (2013) y Yousfi et al. (2012) caracterizaron RILs con
respuestas contrastantes seleccionadas en base a su fenotipo. Esta estrategia les
permitid aportar al conocimiento de respuestas de sensibilidad/tolerancia al déficit

hidrico. Por tanto, el mapeo de QTLs permite identificar marcadores que pueden ser
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utilizados para la seleccion de genotipos por caracteres complejos. De esta forma,
se pueden utilizar QTLs de efecto mayor para ser introgresados en otro
germoplasma, asi como también utilizar varios QTLs de efecto menor como base
para la acumulacion de efectos favorables en germoplasma de elite (Bernardo,
2008). Es posible entonces, seleccionar RILs con comportamientos contrastantes a
partir de la informacién fenotipica y de la presencia/ausencia de los alelos
favorables de los QTLs identificados (Agarwal et al., 2014).

Con el objetivo de identificar respuestas bioquimicas y fisiolégicas que
expliquen la tolerancia a sequia, evaluamos de RILs de L. japonicus contrastantes,
seleccionadas en base a la informaciéon de QTLs asociados a déficit hidrico y a
informacién fenotipica. Asimismo, en la regién del cromosoma 5 en la que se
identificd un QTL asociado al marcador TM0186 se analizé in silico la presencia de

genes candidatos.

3.4. MATERIALES Y METODOS

3.4.1. Material vegetal

Se usaron RILs, provenientes de la cruza intraespecifica de Lotus japonicus
Gifu B-129 (Gifu) y Lotus japonicus Miyakojima MG-20 (MG-20), desarrolladas por
M. Kawaguchi (National Institute for Basic Biology) en el Kazusa DNA Research

Institute, Japon (www.legumebase.brc.miyazaki-u.ac.jp/index.isp). A partir de la

informacién de los QTLs identificados por Franco et al. (Cap. 2), se seleccionaron

lineas tolerantes (RIL43 y RIL77) y sensibles (RIL176 y RIL51) al déficit hidrico.

3.4.2. Condiciones de crecimiento

Las semillas se escarificaron con papel lija fino, se esterilizaron segln Batista
et al. (2013) y se transfirieron a placas de Petri con agar-agua 0.8% (p/v) estéril. La
germinacion se realizé a temperatura ambiente y en oscuridad, hasta que el largo
de radicula fue de 2-5 mm (1-2 dias). Las semillas germinadas se sembraron en

macetas con una mezcla de arena:vermiculita (1:1) y crecieron a 23-25 2C con 16 h
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luz (150 pumol fotones - m™ - s') y humedad relativa ambiente de 50%. Como
soluciéon de riego se usé medio Hornum (Handberg y Stougaard, 1992) modificado,
con KNOs como unica fuente de nitrégeno.

Las lineas seleccionadas como sensibles y tolerantes a sequia fueron
evaluadas en un ensayo con un disefio completamente al azar con 3 repeticiones y
en cada maceta (repeticion) se sembraron cuatro plantas. A los 36 dias de
crecimiento se impuso la condicion de déficit hidrico, que consistid en mantener el
contenido volumétrico de agua del sustrato entre un 3 y 5% (Anexo 1). Los controles
se mantuvieron a capacidad de campo a lo largo de todo el ensayo. Las plantas se
cosecharon 2 y 6 dias después de impuesto el déficit hidrico, considerados como

tiempo inicial y final respectivamente.

3.4.3. Temperatura foliar

La temperatura foliar se determind con una cdmara termografica (FLIR E50).

Las imagenes obtenidas se analizaron con el sofware FLIR Tools (www.flir.com). Se

tomaron registros térmicos de cada linea, en 5 hojas de cada repeticion

seleccionadas al azar, en condicidn control y en déficit hidrico en cada tiempo.

3.4.4. Cuantificacion de prolina

La prolina se extrajo de 100 mg de hojas con etanol-cloroformo-agua, segun
lo descrito por Charest y Phan (1990) y se cuantificé de acuerdo a Borsani et al.

(1999).

3.4.5. Determinacion in situ de superodxido y perdxido de hidréogeno

La deteccion del radical superdxido (O,") se realizd segun Jabs et al. (1996).
Se colectd una hoja de cada maceta, la tercera desde el apice, y se infiltraron en una
campana de vacio, en oscuridad durante 5 min, con 3 mL de buffer fosfato de
potasio pH 7.8 10 mM, NaN; 10 mM, nitro blue tetrazolium (NBT) 0.1% (p/v) y

Tween 20, 0.05% (v/v). Las hojas se expusieron a un tubo luz (20 W) durante 30 min.
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La deteccidn de H,0, se realizé segun Thordal-Christensen et al. (1997). Se
colectd una hoja de cada maceta, la tercera desde el apice y se infiltraron en una
campana de vacio, en oscuridad durante 5 min, con 3 mL de buffer fosfato de
potasio pH 7.8 10 mM, NaN3 10 mM y 3,3'-diaminobencidina (DAB) 0.1% (p/v).

Las hojas tratadas con NBT o DAB se decoloraron con acido tricloroacético
0.15% (p/v) en etanol:cloroformo 4:1 (v/v) a las 24 y 48h. Seguidamente se lavaron
con etanol 50% (v/v) y se incubaron en glicerol en agua 70% (v/v) durante

aproximadamente 1 h.

3.4.6. Peroxidacion lipidica

La extraccién se realiz6 de muestras de 100 mg de hoja, que se maceraron
en frio, y se analizaron 3 réplicas de cada una. Los lipidos peroxidados se
determinaron como sustancias reactivas al acido tiobarbiturico por determinacidn
de molonaldehido midiendo la absorbancia a 532 nm segun Minotti y Aust, (1987).
La concentracion se determiné usando un coeficiente de extincién de 156 mM™-cm’

! (Rusterucci et al. 1996).

3.4.7. Busqueda de genes asociados a un QTL

La busqueda de genes reportados para L. japonicus en la region del
marcador molecular seleccionado se realizd en la base de datos Kazusa DNA

Research Institute (www.kazusa.or.jp/lotus). Los genes candidatos se clasificaron en

categorias funcionales mediante el software Blast2GO (Conesa et al., 2005) de
acuerdo a la informacién de L. japonicus Gene Ontology (GO), obtenida de la

plataforma Legume IP (plantgrn.noble.org/LegumelP) (Li et al., 2012).

3.5. RESULTADOS

3.5.1. Seleccidn de RIL sensibles y tolerantes

A partir de 100 RILs utilizadas en la identificacion de QTLs relacionados con

la tolerancia al déficit hidrico (Cap. 2) se seleccionaron dos lineas tolerantes (RIL43 y
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RIL77) y dos sensibles (RIL176 y RIL51). Para realizar esta seleccidn primero se
generd un ranking de la poblacién de RILs segln el nimero de alelos favorables de
marcadores asociados a la tasa de crecimiento del tallo. Las lineas con mayor
numero de alelos favorables fueron consideradas tolerantes y las lineas con mayor
numero de alelos desfavorables fueron consideradas sensibles (Cuadro 1). Ademas,
se considerd para la seleccidn la magnitud del efecto de los alelos. Finalmente, se

seleccionaron las cuatro lineas utilizando la informacion fenotipica.

Cuadro 1. Marcadores utilizados para la seleccion de RlLs sensibles y tolerantes.

Chr1 Chr 2 Chr3 Chr 4 Chr5 Chr 6
Marcador | TM0222 *TMO0550 *TMO0246 *TMO0832 TMO0186 TMO0169
RIL176 B A B A B B
RIL51 B B B B B A
RIL43 B B A A A A
RIL77 A B A A B B

A: alelo aportado por el parental Gifu. B: alelo aportado por el parental MG-20.
Se indican los alelos favorables (blanco) y desfavorables (gris) para tasa de

crecimiento relativo de tallo. Los * indican alelos con mayor efecto.

3.5.2. Produccidon de biomasa aérea

En el tiempo inicial (dos dias después de impuesto el estrés) las lineas
sensibles RIL176, RIL51 y la tolerante RIL77 presentaron menor peso fresco de la
parte aérea que los respectivos controles, pero la linea tolerante RIL43 presento el
mismo peso fresco en ambas condiciones (Fig. 1A). La biomasa aérea en el
tratamiento control fue la mayor para las lineas sensibles RIL176 y RIL51 y la linea
RIL77 (tolerante), mientras que la biomasa aérea de la linea tolerante RIL43 fue

menor y sin diferencia significativa de la RIL51.
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Figura 1. Peso fresco de la parte aérea. A. Tiempo inicial: 2 dias después de impuesto el estrés. B.
Tiempo final: 6 dias después de impuesto el estrés. RIL176, RIL51 sensibles y RIL43, RIL77 tolerantes.
Barras negras condicién control y blancas déficit hidrico. La comparacién de medias se realizé

mediante contrastes, letras diferentes indican diferencias significativas (p> 0.01).

En el tiempo final todas las lineas en condicidn control tuvieron mayor peso
fresco que las que estaban en condicidn de déficit hidrico. Si se compara la biomasa
de los controles, en este tiempo la RIL43 presenté menor peso fresco que las demas
lineas (Fig. 1B). Esta RIL presenté la menor tasa de reduccidn del peso fresco (41%).
Las RIL176, RIL51 y RIL77 presentaron una reduccién del peso fresco de 55, 61 y

57%, respectivamente.

3.5.3. Temperatura foliar

Las lineas sensibles RIL176, RIL51 y la linea tolerante RIL43 presentaron en el
tiempo inicial mayor temperatura foliar en condicién de déficit hidrico respecto a
cada control. El aumento de la temperatura foliar en la linea tolerante RIL77 no fue
significativo (Fig. 2A). En el tiempo final, sélo las lineas sensibles en condicion de
déficit hidrico mostraron mayor temperatura foliar respecto a sus controles (Fig.

2B).
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Figura 2. Temperatura foliar. A. Tiempo inicial: 2 dias después de impuesto el estrés. B. Tiempo final:
6 dias después de impuesto el estrés. RIL176, RIL51 sensibles y RIL43, RIL77 tolerantes. Barras negras
corresponden a la condicién control y blancas a la condicién de déficit hidrico. La comparacién de

medias se realizd mediante contrastes, letras diferentes indican diferencias significativas (p> 0.01).

3.5.4. Acumulacion de prolina durante el déficit hidrico

Las lineas sensibles RIL176, RIL51 y la linea tolerante RIL77 en el tiempo
inicial en condicidn de estrés acumularon mas prolina en hojas que sus respectivos
controles, pero en la RIL43 no se incrementd la concentracién de prolina (Fig. 3A).
En el tiempo final, las lineas sensibles en condicién de déficit hidrico acumularon
mas prolina que sus controles, mientras que en las lineas tolerantes no se

incrementd su concentracién (Fig. 3B).
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Figura 3. Concentracion de prolina en hojas. A. Tiempo inicial: 2 dias después de impuesto el estrés.
B. Tiempo final: 6 dias después de impuesto el estrés. RIL176, RIL51 sensibles y RIL43, RIL77
tolerantes. Barras negras condicion control y blancas condicion de déficit hidrico. La comparacién de

medias se realizé mediante contrastes, letras diferentes indican diferencias significativas (p> 0.01).
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3.5.5. Deteccion de O,", H,0, y peroxidacién lipidica

La acumulacién de O," y H,0, en hojas se realiz6 mediante aproximaciones
in situ. En el tiempo inicial el O, se incrementd en la condicién de déficit hidrico en
las RIL51 y RIL77, pero no en las RIL176 y RIL43 (Fig. 4A). En el tiempo final las
RIL176, RIL51 y RIL77 acumularon mds O," en condicién de déficit hidrico, mientras

qgue no hubo acumulacién de O, la RIL43 (Fig. 4B).
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Figura 4. Dafio oxidativo en hojas estimado a través de TBARS. A. Tiempo inicial: 2 dias después de
impuesto el estrés. B. Tiempo final: 6 dias después de impuesto el estrés. RIL176, RIL51 sensibles y

RIL43, RIL77 tolerantes. Barras negras condicidn control y blancas déficit hidrico. Las imagenes
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muestran, para cada tiempo, la acumulacién de 0," y de H,0, en foliolos evidenciadas mediante
tinciones con NBT y DAB respectivamente. La comparacién de medias se realizd mediante

contrastes, letras diferentes indican diferencias significativas (p> 0.01).

En el tiempo inicial la acumulacion de H,0, fue evidente sélo en la RIL176 en
condicién de déficit hidrico (Fig. 4A). En el tiempo final, la RIL176, RIL51 y RIL77
acumularon H,0, en condicién de déficit hidrico, mientras que la RIL43 no acumulé
(Fig. 4B).

Para estimar la peroxidacién lipidica se determind la concentraciéon de
TBARS. En el tiempo inicial en condiciéon de estrés la concentracién de TBARS se
incrementd en la RIL176, RIL43 y RIL77 (Fig. 4A). Por otra parte, en el tiempo final y
en condicion de estrés, la concentracidon de TBARS en la RIL43 fue la misma que el

control (Fig. 4B).

3.5.6. Genes asociados a un QTL de interés

La regidn del cromosoma 5 asociada al marcador TM0186, identificado como
QTL para tasa de crecimiento relativo de tallo, se analizé mediante una
aproximacion in silico. En relacién a la produccién de biomasa, temperatura foliar,
dafio oxidativo y acumulacion de prolina, la RIL43 presentd un comportamiento
diferente a las otras lineas y fue la Unica en la que el alelo del marcador TM0186 lo
aporto el parental Gifu (Cuadro 1). Esto hizo que resultara interesante la busqueda
de genes relacionados con la tolerancia al déficit hidrico en la regién del marcador.
La busqueda se hizo en la base de datos de Kazusa DNA Research Institute y se
encontraron 42 genes presentes en la region del contig definido por el marcador
TMO0186. Seguidamente se realizd una caracterizacion funcional de estos genes a
partir de la informacion de L. japonicus Gene Ontology (GO). Este analisis permitid
agruparlos en distintas categorias seguin los procesos bioldgicos a los que estan
relacionados (Fig. 5A).

Las categorias que agruparon mayor numero de secuencias fueron cellular

process, single-organism process y metabolic process seguidas por response to
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stimulus, biological regulation, developmental process y cellular component

organization or biogenesis.

cellular component
//—— organization or biogenesis
(8)
Other (33) /—{ceﬂular process (20)\

§—{developmental process (8)|

|response to stimulus (9)}—/
single-organism process
|biofogical regulation (8)}—/ S~ sing J (19) P

|metaboiic process (1 9)}——/

Figura 5. Categorizacién funcional de genes ubicados en la regién del marcador TM0186, basada en

la ontologia de genes, segln proceso bioldgico. Forma grafica generada por el software Blast2GO.

Dentro de la categoria response to stimulus, que incluye a los genes
asociados a respuestas a estrés, se encontraron 4 genes implicados en esa funcion

(Cuadro 2).

Cuadro 2. Genes asociados a respuestas de estrés

L. japonicus ID A. thaliana ID % similitud A. thaliana: anotaciones funcionales
(Ge et al., 2015, Liu
Lj5g3v1329790.1 AT3G04580.2 56.4 Receptor de etileno (EIN4) y Wen, 2012)
Fosfoenol piruvato carboxilasa kinasa (Lehmann et al.,
Lj5g3v1341940.1  AT3G04530.1 55.4 (PPCK2) 2009)
Lj5g3v1356090.2 AT1G32450.1 42.9 Transportador de nitrato (NRT1.5) (Chen et al., 2012)
Lj5g3v1355050.1 AT1G03220.1 60.3 Aspartil-proteasa (Jiang et al., 2007,

Betti et al., 2012)
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3.6. DISCUSION

Para seleccionar las RILs tolerantes y sensibles a déficit hidrico se parti6 del
resultado del andlisis de QTLs realizado por Franco (Cap. 2), en el que se utilizd
como método de fenotipado para poblaciones de mapeo el sistema propuesto por
Quero et al. (2013). El criterio de seleccidn utilizado se basé en el nimero de alelos
favorables de QTLs asociados a la TCRt, la magnitud de sus efectos (Cuadro 1) y la
informacién fenotipica. La evaluacién de las RILs seleccionadas se realizd en un
ensayo macetero, para que las condiciones de crecimiento en déficit hidrico fueran
similares a las que ocurren en el campo.

Una de las adaptaciones mas frecuentes de las plantas para enfrentar el
déficit hidrico es minimizar la pérdida de agua mediante cierre estomatico (Nunes
et al., 2008, Chaves et al., 2003), lo que genera disminucion en la fijacion de CO, y
del crecimiento de la planta (Yousfi et al., 2010, Nunes et al., 2008). La RIL43 en
condicién de déficit hidrico a tiempo inicial se comportd como tolerante, dado que
el peso fresco de la parte aérea fue igual al control a capacidad de campo. Sin
embargo, la linea tolerante RIL77 al igual que las sensibles, presentd menor peso
fresco que los respectivos controles (Fig. 1A). El peso fresco de la RIL43 a tiempo
final fue menor que el del control, pero la diferencia fue inferior a la observada en
la otra tolerante, RIL77, y en las sensibles RIL176 y RIL51 (Fig. 1B).

La temperatura foliar puede ser utilizada como criterio para comparar la
respuesta al déficit hidrico entre genotipos, dada su alta correlacion con la
conductancia estomatica (Zia et al., 2013). La RIL43 a tiempo inicial en condicion de
déficit hidrico presenté mayor temperatura foliar que el control, lo que indica un
mayor cierre estomatico. A tiempo final no se observaron diferencias entre ambos
tratamientos, lo que indica que la RIL43 se adapté a la condicién de déficit hidrico a
través de la regulacion estomatica. Yousfi et al. (2010) observaron que en condicién
de déficit hidrico hubo menor reduccién del peso seco de la parte aérea en plantas

de Medicago tolerantes respecto a las sensibles y que el cierre estomatico habria
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determinado la disminucién de la asimilacién de CO, y la menor produccién de
biomasa.

Adicionalmente, el déficit hidrico conduce a situaciones de estrés oxidativo,
generado por la sobreproduccién de ROS (Gill y Tuteja, 2010). La RIL43, que en
condicidn de déficit hidrico en el tiempo inicial aumentd la temperatura foliar como
consecuencia del cierre estomdtico (Fig. 2A), presentd dafio oxidativo estimado a
través de TBARS (Fig. 4A). Sin embargo en el tiempo final, al igual que la
temperatura foliar, el contenido de TBARS fue igual al control (Fig. 2B y 4B). El
hecho que en condicién de déficit hidrico y a tiempo final la RIL43 tenga la misma
temperatura foliar y concentracion de TBARS que el control, evidencia la capacidad
de esta linea de adaptarse a la condicion de estrés. También la menor biomasa
aérea a tiempo final en la condiciéon control puede representar una ventaja
adaptativa para esta RIL, porque reduciria la pérdida de agua por transpiracion (Fig.
1B y 2B), pero tendria menor productividad. Esta estrategia es comun en plantas de
ambientes xerdéfilos que resisten al déficit hidrico, que presentan una tasa de
crecimiento y biomasa relativamente bajas (Sinclair y Muchow, 2001). Esas plantas
aumentan la absorcién de agua y minimizan las pérdidas por transpiracion a través
de adaptaciones morfoldgicas como mayor relacién raiz/tallo, menor nimero de
hojas y area foliar, estomas mas pequefios pero densamente distribuidos y mayor
resistencia cuticular (Sinclair y Muchow, 2001).

La RIL43 también presentd un comportamiento particular en la acumulacién
de prolina, ya que en ninguno de los tiempos hubo diferencias con el control sin
estresar (Fig. 4A y B). La acumulacidn de prolina es una respuesta temprana a déficit
hidrico, comun en especies del género Lotus (Diaz et al., 2010, Borsani et al., 1999).
La RIL43 en condicidon de déficit hidrico tendria una cinética de pérdida de agua
diferente a las otras, lo que explicaria que durante este periodo de estrés no se
observe acumulacién de prolina.

En contraste con la RIL43, las RIL176 y RIL51 consideradas sensibles a déficit

hidrico, presentaron en los dos tiempos evaluados menor peso fresco, mayor
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temperatura foliar y mayor acumulacion de prolina respecto a sus controles (Fig. 1A
y B; 2Ay By 3Ay B). Esto indica que son lineas sensibles al déficit hidrico, dado que
en condicién de estrés tuvieron mayor temperatura foliar que el control como
consecuencia de una baja conductancia estomatica, lo que explica la menor
produccién de biomasa aérea. El hecho que la concentracion de prolina en foliolos
se mantenga, indica que la situacidn de estrés se establece tempranamente vy
permanece en el tiempo, al igual que el dafio oxidativo observado en el tiempo final
(Fig. 4B).

La RIL77, considerada tolerante, tuvo un comportamiento similar a las lineas
sensibles en cuanto al peso fresco y dafio oxidativo (Fig. 1A y B; 4A y B). Esta RIL
mantuvo los estomas abiertos, dado que la temperatura foliar fue la misma que la
del control y la acumulacién de prolina fue mayor al inicio del estrés, con reduccion
en el tiempo final. El descenso de la concentracién de prolina en condicidén de estrés
seria consecuencia de la inhibicidn de su sintesis, del aumento de su oxidacion, o de
la traslocacidn a la raiz.

La acumulacién de biomasa estd intrinsecamente ligada a la transpiracidn, ya
gue la apertura de los estomas y el area foliar determinan las tasas de ambos
procesos. Cuando la sequia es severa y de larga duracion, los genotipos que reducen
la transpiracion y el crecimiento de las hojas se encuentran en ventaja, ya que
ahorran agua en el suelo para las fases posteriores del ciclo de cultivo. Sin embargo,
si el suelo vuelve a su condicidn original, disminuye la acumulacién de biomasa
durante las fases posteriores respecto a las plantas que no redujeron su
transpiracion durante el estrés (Tardieu, 2012).

En este sentido, la RIL43 parece presentar una respuesta estomatica rapida
qgue le permite mantener su estado hidrico. Esto puede representar una desventaja
si ocurre un estrés de corta duracién, porque podria limitar la asimilacién de CO,. La
RIL77 presentaria una respuesta estomatica menos eficiente en el control del agua,
riesgosa en el caso de una sequia severa, pero representa una ventaja en el caso de

un periodo de sequia corto. Ademads, esta estrategia de evasion favorece la
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disminucién de la temperatura foliar mediante la disipacién de la energia incidente,
y contribuye a evitar el estrés por calor (Tardieu, 2012).

La RIL43, que presentd un comportamiento distinto a las otras RILs, fue la
Unica en la que el alelo del marcador TM0186 lo aportd el parental Gifu, con un
efecto negativo sobre la tasa de crecimiento relativo de tallo (Cuadro 1). Sin
embargo el crecimiento menor de esta RIL por la presencia del alelo Gifu le confiere
ventajas para superar el déficit hidrico. Esto llevo a que se realizar la busqueda de
genes que pudieran estar relacionados con la tolerancia al déficit hidrico en la
region del marcador, en el genoma de L.j. MG-20. La categorizacion funcional de los
42 genes ubicados en la region asociada al marcador TM0186 (Fig. 5A) mostré que
algunos de ellos estan relacionados a respuestas de estrés abidtico (Cuadro 2). Los
genes Lj5g3v1329790.1, Lj5g3v1341940.1, Lj5g3v1356090.2 y Lj5g3v1355050.1
presentan homologia con genes que en A. thaliana estan relacionados con
respuestas vinculadas al estrés abidtico (AT3G04580.2, AT3G04530.1, AT1G32450.1
y AT1G03220.1). El gen AT3G04580.2 codifica para un receptor de etileno (EIN4) y
participa en la via de sefializacidn del cierre estomdatico dependiente de etileno (Ge
et al.,, 2015, Liu y Wen, 2012). El gen AT3G04530.1 codifica para una
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PPCK2) que se induce en respuesta al estrés
oxidativo (Lehmann et al.,, 2009). El gen AT1G32450.1 codifica para un
transportador (NRT1.5) de células xilematicas involucrado en el transporte de
nitrato desde las raices a los tallos y esta relacionado con mecanismos de tolerancia
a la sequia y al estrés salino (Chen et al., 2012). El gen AT1G03220.1 codifica para
una aspartil-proteasa, y ha sido relacionado a respuestas de estrés salino en A.
thaliana (Jiang et al., 2007) y a sequia en L. japonicus (Betti et al., 2012).

A partir de la informacién generada en un ensayo hidropdnico con 100 RILs
Gifu x MG20 en el que se evaluaron parametros de crecimiento (Franco et al., Cap.
2), se identificaron RILs contrastantes en su respuesta a déficit hidrico. Esas lineas,
crecidas en un ensayo macetero y evaluadas en respuestas bioquimicas y

fisiolégicas implicadas en la superacién del déficit hidrico permitieron identificar
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diferentes estrategias para superar dicha condicion. Esto confirma la utilidad del
sistema propuesto por Quero et al. (2013) como un método efectivo para identificar
QTLs a partir de parametros facilmente medibles.

Las RILs seleccionadas como tolerantes al parecer presentan estrategias
diferentes para superar el déficit hidrico, por lo que serian un material de interés
para estudiar la tolerancia a sequia y permitirian establecer si los genes presentes
en la regiéon del marcador TM0186 estan relacionados con el comportamiento
diferencial de las lineas.

Algunos marcadores moleculares basados en la amplificacidon en cadena de
la polimerasa (PCR) desarrollados a partir de L. japonicus (Gifu x MG-20) se
probaron en el genoma de L. corniculatus, L. tenuis y L. uliginosus y en muchos
casos los productos se amplificaron correctamente. Por lo tanto, dado el grado de
sintenia del genoma de L. japonicus con especies del género utilizadas en
agricultura, hace potencialmente Utiles a esos marcadores para ser incorporados en

estrategias de mejoramiento de Lotus (Sato et al., 2008a).
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3.9. ANEXOS

3.9.1. Curva de retencion del sustrato arena:vermiculita (1:1)
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4. DISCUSION

El fenotipado de 100 RILs en un sistema de hidroponia bajo condiciones de
déficit hidrico y dos condiciones de nitrégeno permitié identificar 20 QTLs asociados
a parametros de crecimiento y desarrollo. Seis se asociaron a parametros de
crecimiento de la parte aérea, seis a parametros de crecimiento de la raiz y ocho a
parametros de desarrollo. Dos QTLs co-localizaron para parametros de crecimiento
de parte aérea y raiz mientras que un QTL lo hizo para parametros de crecimiento
de raiz y de desarrollo. Varios de los QTLs identificados en este trabajo fueron
previamente asociados a parametros de crecimiento y desarrollo, sin embargo
algunos de ellos no han sido reportados hasta el momento. Los marcadores
moleculares desarrollados a partir de L. japonicus (Gifu x MG-20) son
potencialmente Utiles para ser incorporados en estrategias de mejoramiento de
Lotus dado que el genoma de L japonicus presenta sintenia con L. corniculatus, L.
tenuis y L. uliginosus

A partir de analisis multi-trait multi-environment, se cuantificaron los efectos
de los QTLs en los ambientes evaluados, informacién de utilidad para decidir que
regiones deberian ser priorizadas para incluir los alelos favorables de ambos
parentales y maximizar la adaptacion en un ambiente especifico o rango de
ambientes. En este sentido, a partir de la informacién de los efectos de los QTLs se
seleccionaron RILs tolerantes y sensibles a déficit hidrico. La evaluacién de dichas
lineas se realizd en un ensayo macetero, para que las condiciones de crecimiento en
déficit hidrico fueran mas similares a las que ocurren en el campo. De esta forma se
pasé de un sistema hidropdnico de un sustrato sélido y de un déficit hidrico
impuesto por el agregado de un agente osmético a un déficit hidrico generado por
reduccion del suministro de agua. A partir de la evaluacién de respuestas
bioquimicas vy fisioldgicas implicadas en la superacion del déficit hidrico, se observd
que las RILs seleccionadas como tolerantes al parecer presentan estrategias
diferentes para superar el déficit hidrico, por lo que serian un material de interés

para estudiar la tolerancia a sequia. En un ensayo en macetas, la RIL43 que presentd
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un comportamiento diferente a las otras RILs evaluadas en cuanto al efecto del
estrés hidrico sobre la biomasa y en las respuestas bioquimicas y fisioldgicas
evaluadas. Esta respuesta diferencial se asocia con que fue la Unica RIL evaluada en
la que el alelo del marcador TM0186 lo aporté el parental Gifu. Esto llevd a realizar
un analisis in silico de la regién asociada al marcador TM0186 que permitid
identificar genes relacionados con respuestas al estrés que podrian estar

involucrados con el comportamiento diferencial de las lineas.

5. CONCLUSIONES

En este trabajo fueron identificados importantes regiones gendmicas
asociadas a crecimiento y desarrollo, la informaciéon de los marcadores puede ser
incorporados en estrategias de mejoramiento. La informacién de los efectos de los
QTLs contribuye al conocimiento de la tolerancia a la sequia en L. japonicus y es de
utilidad para la seleccién de lineas contrastantes. El secuenciado del genoma de L.
japonicus posibilita el mapeo fino y la identificacion de genes responsables de los
efectos de los QTLs.

A partir de la informacién generada en un ensayo hidropdnico, en el que se
evaluaron pardmetros de crecimiento, se identificaron RILs contrastantes en su
respuesta a déficit hidrico. Esas lineas, crecidas en un ensayo macetero y evaluadas
en relacidn a respuestas bioquimicas vy fisioldgicas implicadas en la superacién del
déficit hidrico permitieron identificar diferentes estrategias para superar dicha
condicion. Lo anterior confirma la utilidad del sistema de hidroponia como un
método efectivo para identificar QTLs a partir de pardmetros facilmente medibles.
Por otra parte, a partir de los resultados del andlisis in silico realizado, es posible

profundizar en el estudio de los genes asociados al marcador TM0186.
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