EL FUTURO DE MAIZ

MAPEO DE NUCLEOTIDOS DE CARACTER CUANTITATIVO (QTN)
ASOCIADOS AL INDICE DE SEVERIDAD DE LA ENFERMEDAD CAUSADA POR
EL VIRUS DEL MAL DE RiO CUARTO (MRCV) EN UN PANEL DE LiNEAS
PUBLICAS DE MAIZ (ZEA MAYS L.) TEMPLADO
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ABSTRACT

Diseases caused by plant viruses are responsible for significant crop production losses
worldwide. In Argentina, Mal de Rio Cuarto (MRC) is an endemic disease caused by the
Mal de Rio Cuarto virus (MRCV) and primarily transmitted by the planthopper
Delphacodes kuscheli Fennah. Under severe epidemics, this viral disease can cause
substantial grain vyield losses. To investigate the genetic architecture of MRCV
resistance, we conducted a genome-wide association study (GWAS) using 45,852 SNP
markers and disease severity index (DSI-MRC) data collected across four environments
in a panel of 165 INTA Pergamino maize inbred lines. Using IIVmrMLM, we identified 16
quantitative trait nucleotides (QTNs) and 7 QTN-by-environment interactions (QEls)
distributed across chromosomes 1, 3, 5, 6, 7, 8, and 10. Together, they explain 18.87%
of DSI-MRCI phenotypic variance, with individual SNP effects ranging from 0.28 to 5.20
(R2%). These results revealed that resistance to MRCV in temperate maize germplasm is
a highly polygenic trait with a strong environmental component. This improved
understanding of DSI-MRC genetic architecture supports the use of genomic prediction
as a suitable strategy for accelerating the development of MRCV-resistant germplasm.
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Introduccién

El Mal de Rio Cuarto (MRC) es una de las enfermedades virales mas importantes
del maiz en Argentina (Lenardon, 1998). Es causada por el virus del Mal de Rio Cuarto
(MRCV) y transmitida principalmente por Delphacodes kuscheli Fennah (Remes Lenicov,
1985; Ornaghi, 1993). Esta enfermedad puede ocasionar la pérdida total del
rendimiento en los lotes afectados, generando dafios econdmicos que alcanzan cientos
de millones de ddlares (Lenardon, 1998). El sintoma caracteristico de la enfermedad es
la presencia de enaciones (protuberancias) en las nervaduras del envés de las hojas,
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pero también se observa enanismo, malformacién de hojas, panojas y espigas y
acortamiento de entrenudos (Ornaghi, 1999). La Figura 1 ilustra los sintomas
caracteristicos asociados al MRC.

Figura 1. Sintomas Caracteristicos Asociados al MRC. A. Presencia de enaciones, protuberancias sobre
las nervaduras en el envés de las hojas. B. Enanismo y acortamiento de entrenudos. C. Malformacion de
panoja. D. Malformacion de espigas. Nota: imagenes tomadas en los ensayos evaluados en este estudio.

Las condiciones predisponentes para que se produzca la enfermedad estan
determinadas por la interacciéon de diversos factores que incluyen el estadio de
desarrollo de la planta cuando es infectada, poblacion estacional del vector, carga de
virus dentro del vector, estrés a los cuales pueda estar sometido el cultivo,
comportamiento del genotipo frente a MRC y malezas o cultivos hospedantes
circundantes (Giménez Pecci, 2012; Ornaghi, 2011). Esta compleja interaccién puede
representarse en un tetraedro de la enfermedad (Figura 2).

Figura 2. Tetraedro de la enfermedad del
MRCV. El tetraedro resalta la importancia de las
interacciones entre el vector (D. kuscheli), el
patégeno (MRCV), la planta hospedante (maiz) y
el ambiente. Adaptado y modificado de
Redinbaugh & Pratt, 2009

Ambiente Maiz

Dado que uno de los factores que predisponen al desarrollo de la enfermedad es
el comportamiento de distintos genotipos frente a MRCV, comprender sus bases
genéticas es esencial para la implementaciéon de un plan de mejoramiento. En este
contexto, Rossi (2020) identificd asociaciones entre 54 polimorfismos de nucleétido
simple (SNP) y el indice de severidad de la enfermedad (ISE-MRC) en un grupo de lineas
tropicales de maiz exdticas, pertenecientes al Centro Internacional de Mejoramiento de
Maiz y Trigo (CIMMVYT). Sin embargo, hasta la fecha no existen estudios publicados que
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exploren la diversidad genética presente para este cardcter en mapeos por asociacién a
genoma completo (GWAS) en germoplasma templado argentino.

Como se menciond anteriormente, la respuesta del cultivo frente a la enfermedad
del MRC es el resultado de una compleja interaccién entre la planta, el vector, el
patégeno y el ambiente (Figura 2). Esta interaccién, sumada al hecho de que la
evaluacién de las lineas es realizada mediante infeccion natural en lotes donde la
enfermedad es considerada endémica, representa un desafio para su estudio mediante
enfoques de GWAS convencionales (Monnot, 2021). En este contexto, metodologias
avanzadas como 3VmrMLM (Li, 2022a), basadas en un modelo mixto de componentes
de varianza comprimidos, permiten identificar nucledtidos cuantitativos asociados a los
caracteres (QTNs), asi como las interacciones entre QTNs y el ambiente (QEl),
proporcionando una caracterizacion mas completa de la arquitectura genética
subyacente.

Consecuentemente, el objetivo de este trabajo fue mapear QTNs y QEls asociados
al indice de severidad de la enfermedad del MRC (ISE-MRC) en un panel de 165 lineas
endocriadas de maiz (Zea mays L.) templado pertenecientes al Programa de
Mejoramiento Genético (PMG) del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria de la
Estacion Experimental Agropecuaria Pergamino (INTA-EEA Pergamino) mediante un
GWAS multiambiental implementado en el paquete IIVmrMLM.
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Materiales y Métodos

Ciento sesenta y cinco lineas endocriadas pertenecientes al PMG del INTA EEA-
Pergamino fueron genotipadas con dos paneles SNPs, un panel de densidad media
DArtTAG (Torrent, 2026a) y un panel de densidad alta, //lumina MaizeSNP50 BeadChip
(Ganal, 2011). La informaciéon de ambos paneles SNPs fue integrada en una Unica matriz
genotipica (59.963 SNPs). Los SNPs en estado heterocigota fueron tratados como datos
faltantes.

El filtrado de la matriz genotipica se realizd con TASSEL 5.0 (Bradbury, 2007),
aplicando dos criterios. Para la inferencia de la estructura poblacional, se conservaron
los SNPs con menos del 10 % de datos faltantes y una frecuencia del alelo menor (FAM)
mayor al 5%, resultando un conjunto de 38.478 SNPs. Para el GWAS, se conservaron los
SNPs con menos del 20 % de datos faltantes y una FAM mayor al 1 %, obteniéndose un
conjunto de 45.852 SNPs.

El nimero de subpoblaciones (k) se determiné con STRUCTURE v2.3.4. (Pritchard,
2000) usando un periodo de calentamiento (burn-in) con una duracién de 10.000
iteraciones y con 10.000 iteraciones Markov Chain Monte Carlo (MCMC) posteriores.
Los valores analizados fueron de k=1 a k=15, con cinco repeticiones para cada k. El valor
de k de mejor ajuste fue determinado a través del método de Evanno (2005).

El comportamiento de las 165 lineas frente al MRCV fue evaluado por Torrent
(2026b) en ensayos realizados bajo infeccion natural en Las Vertientes (Cordoba)
durante las campafias 2019/20, 2020/21 (dos fechas de siembra) y 2021/22, mediante
el célculo del ISE-MRC definido por Bonamico (2013). Los BLUPs estimados, con
correccion espacial dentro de cada ambiente (Torrent, 2026b), fueron utilizados para los
analisis de distribuciéon fenotipica, gréficos de dispersion, correlaciones de Pearson
entre ambientes y GWAS.
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El GWAS se realizo utilizando el paquete IIIVmrMLM (Li, 2022b), considerando la
estructura poblacional como covariable. Se implementaron dos de los mddulos
disponibles: Single_env, para la identificacion de QTNs asociados dentro de cada
ambiente y Multi_env, para la detecciéon de QTNs y de interacciones QTN x ambiente

(QEI).

La busqueda de genes candidato (GC) asociados a los QTNs y QEls se realizé en
MaizeGDB (Woodhouse, 2025) teniendo en cuenta la posicion de los SNPs significativos
en la versién Zm-B73-REFERENCE-NAM-5.0 del genoma de maiz (Hufford, 2021).

Resultados

Se identificaron dos niveles de estructura poblacional, un primer nivel de 2
subpoblaciones (k=2) y un segundo nivel de 7 subpoblaciones (k=7) derivadas de las
anteriores. La asignacion de las lineas en dos subpoblaciones (k=2; Figura 3A) reveld un
primer grupo (FA) constituido por lineas de germoplasma flint colorado argentino o
semi-flint, y un segundo grupo (BSSS) integrado principalmente por lineas con
ascendencia en el grupo heterdtico BSSS (lowa Stiff Stalk Syntetics). La asignacion de las
lineas en siete subpoblaciones (k=7; Figura 3B) permitidé una caracterizacion mas fina de
la estructura genética, identificando cinco subpoblaciones dentro del grupo FA y dos
dentro del grupo BSSS.

A FA BSSS

]

FA-I FA-II FA-I1I BSSS-I  FA-IV BSSS-Il FA-V

B.

Figura 3. Estructura poblacional del grupo de lineas endocriadas de maiz templado (n=165)
perteneciente al PMG de INTA EEA Pergamino. Cada accesion estd representada por una linea vertical
dividida en k segmentos coloreados. Los nombres de las subpoblaciones se muestran en el eje X. A.
Estructura poblacional (k=2). B. Estructura poblacional (k=7). FA=Flint colorado argentino. BSSS=lowa Stiff
Stalk Synthethic.

Los BLUPs del ISE-MRC para las 165 lineas mostraron una amplia variabilidad tanto
en los 4 ambientes individuales como en los BLUPs obtenidos a través de ambientes
(AcrossLoc; Figura 4), evidenciando la existencia de variabilidad genética para la
respuesta al MRCV en el panel de lineas evaluado y la presencia de fenotipos
contrastantes. Asimismo, esta variabilidad indica que la presién del patégeno fue
discriminante y que existieron distintas presiones de la enfermedad en los ambientes.
Los coeficientes de correlacién calculados entre pares de ambientes oscilaron entre 0,44
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y 0,79. En tanto que, los coeficientes de correlacion entre BLUPs de ambientes
individuales y el BLUP AcrossLoc oscilaron entre 0,61 y 0,92. Todas las correlaciones
fueron positivas y estadisticamente significativas (p < 0,001; Figura 4).
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Figura 4. Matriz de graficos de dispersién, distribuciones fenotipicas del indice de Severidad de MRC
(ISE-MRC, BLUPs) y correlaciones de Pearson entre ambientes. En la diagonal se muestran las
distribuciones de frecuencias fenotipicas del ISE-MRC en los cuatro ambientes (MRC_ISE_2019 1,
MRC_ISE_2020_1, MRC_ISE_2020_2 y MRC_ISE_2021_2) y a través de los mismos (AcrossLoc). Debajo de
la diagonal se presentan los diagramas de dispersidn por combinacién de pares. Por encima de la diagonal
se muestran los coeficientes de correlacién de Pearson por combinaciéon de pares. Niveles de significancia:
***p <0,001.

Un total de 16 QTNs y 7 QEls fueron identificados con asociacién significativa al
ISE-MRC en un andlisis multiambiental utilizando IVmrMLM (Figura 5). En dos
instancias, un mismo SNP presenté tanto un efecto genético principal significativo como
una interaccion genotipo-ambiente significativa, siendo detectados como QTN y QEl
simultaneamente (Figura 5, flechas negras). Por lo tanto, un total de 21 SNPs unicos
mapeados en 7 cromosomas de maiz fueron identificados en este andlisis
multiambiental. De ellos, 16 SNPs mapean dentro de secuencias génicas y 5 en
secuencias intergénicas. La anotacion funcional de los 16 genes subyacentes a los QTNs
y QEls identificados reveld diversas funciones bioldgicas, abarcando el procesamiento
de ARN, el transporte de vesiculas, la autofagia, la biosintesis de lipidos de membrana,
el transporte de metabolitos y rutas metabdlicas primarias. En conjunto, QTNs y QEls
explican un 18,87% de la variacién fenotipica del caracter ISE-MRC, con efectos
individuales que oscilaron entre 0,28-1,28 (%R?) para los 16 QTNs y 0,37-5,20 (%R?) para

los 7 QEls.
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Figura 5. Graficos de Manhattan para indice de Severidad de Mal de Rio Cuarto (ISE-MRC). A. QTNs
detectados en el andlisis multiambiental B. QTN x ambiente (QEls) detectados en el analisis
multiambiental. El eje Y izquierdo muestra los valores logio(P-valor) de la primera etapa de analisis del
HIVmrMLM, mientras que el eje Y derecho muestra los valores LOD de los QTNs significativos y sugeridos
identificados en una segunda etapa (LOD=3.0; linea negra discontinua). Los valores LOD>20 fueron
transformados como LOD'=20+(LOD-20)/100. Los valores LOD para los QTNs y QEls significativos estan
resaltados en fucsia. Flechas negras: indican SNPs detectados simultaneamente como QTN y QEl. Flechas
fucsias: indican la deteccién del mismo SNP en al menos un anélisis individual de ambientes. Se destacan
tres GC posicionales en los cromosomas 3 y 5.

Discusién

El GWAS es una herramienta que utiliza el desequilibrio de ligamiento (DL), con el
fin de detectar asociaciones significativas entre SNPs y caracteres cuantitativos
complejos (Yu & Buckler, 2006). En maiz, se ha utilizado con éxito para identificar
regiones gendmicas y GC posicionales asociados a la tolerancia a diversas enfermedades
gue afectan el cultivo (Li, 2023; Xiao, 2017).

El alto numero de QTNs y QEls identificados, su distribucidn a lo largo del genoma
de maiz, y la magnitud de sus efectos individuales, indican que el ISE-MRC en
germoplasma templado argentino es un caracter altamente poligénico, determinado
por loci de efecto menor, con un marcado componente ambiental. Esto es consistente
con estudios de mapeo previos realizados en germoplasma de maiz exdtico, en
poblaciones biparentales derivadas de lineas dentadas de origen estadounidense
(Bonamico, 2012) y paneles de lineas tropicales del CIMMYT (Rossi, 2020), como
también mapeo de QTL en familias F,:Fs derivadas de la autofecundacion del hibrido
comercial argentino resistente DK664 (Kreff, 2006).

En una primera aproximacién, se evalud la anotacién funcional de los genes
sobre los cuales mapearon los QTNs y QEls identificados. De este analisis, surgieron tres
GC que destacan por la plausibilidad biolégica de estar involucrados en la resistencia al
MRCV. En primer lugar, el gen Zm00001eb221610 que codifica una proteina capaz de
unir ARN doble cadena (DRB). Las proteinas DRB son componentes centrales del
silenciamiento por ARN, principal mecanismo antiviral en plantas (Niehl & Heinlein,
2019; Moon & Park, 2016). Y en segundo lugar dos genes, Zm00001eb155310 y
Zm00001eb254950, que codifican una proteina SNARE y una proteina EXOC3/SEC6,
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respectivamente. Estas proteinas estan involucradas en distintas etapas del tréfico de
membranas, proceso celular que desempeia un papel vital en la respuesta rapida a la
infeccidn por patégenos (Zheng, 2022; Deng, 2026).

Una posible aplicacion de los QTNs y QEls identificados es su incorporacion en
modelos de prediccion gendmica (PG) asistida por GWAS. Este enfoque integrador
aprovecha SNPs previamente asociados significativamente a los caracteres que se
buscan predecir, permitiendo desarrollar modelos de PG mas eficientes (Zhao, 2026).
Usando este enfoque, SNPs significativamente asociados a la resistencia a la roya del Sur
fueron incorporados en modelos de PG como factores fijos logrando un incremento
superior al 11% de la precision predictiva (Li, 2023). De esta manera, los QTNs y QEls
asociados al ISE-MRC identificados en este estudio constituyen un conjunto de
marcadores candidatos para su incorporacién en modelos de PG. Ademas, los QEls
pueden ser Utiles para predecir el comportamiento de las lineas endocriadas de maiz en
ambientes especificos, con distintas presiones de la enfermedad. Dada la compleja
arquitectura genética del ISE-MRC, su utilizacién podria acelerar el desarrollo de
materiales de maiz con resistencia amplia y durable frente al MRCV.
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