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F Introduccion

a soja [(Glycine max) (L.) Merrill] es un

cultivo leguminoso de gran relevancia

nutricional y econémica y Argentina se
destaca como el tercer productor mundial en
superficie, volumen de produccion y exporta-
cion de ese producto. El cultivo de soja se
encuentra arraigado en el Noroeste Argentino
(NOA), siendo vital para la economia y agroin-
dustria regional. No obstante, el cultivo
enfrenta desafios climaticos, plagas y enferme-
dades fungicas, como la mancha ojo de rana
(MOR) causada por el hongo Cercospora
sojina K. Hara (C. sgjina). Esta enfermedad
constituye uno de los grandes desafios para el
mejoramiento genético y desarrollo de varieda-
des, ya que afecta significativamente el
rendimiento del cultivo. Las pérdidas pueden
oscilar entre 10 y 60% debido principalmente a
la reduccioén del area fotosintética y/o defolia-
cion prematura (Akem & Dashiell 1994). En

Mejoramiento genético
para la resistencia a la

mancha 0jo de rana
en‘el programa de
mejoramiento genético
de soja de la EEAOC

Argentina, durante la campana 1998/1999 la
enfermedad se presentd con intensidad
severa en el NOA, principalmente en Tucuman
y Salta, donde se registraron pérdidas de
rendimiento de 25 a 48% en cultivares
susceptibles (Ploper et al., 2001). Esta
patologia se presenta en la region especial-
mente en condiciones célidas y humedas, las
cuales son predisponentes para la infeccion
en conjunto con la susceptibilidad del cultivar.
Esta enfermedad aun mantiene su impacto en
la regién y durante la campafa 2021/2022
alcanz6 una incidencia del 40% (Claps et al.,
2022). Este dato resalta la presencia y
relevancia de la enfermedad, subrayando la
necesidad continua de abordar sus efectos
perjudiciales en la produccién agricola de la
region.
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Epidemiologia y manejo de la mancha
F ojo de rana

as lesiones en las hojas presentan

formas circulares o angulares, con

diametros que oscilan entre 1 mmy 5
mm. Estas manchas inicialmente se originan
COMO areas oscuras que evolucionan hacia
centros claros con bordes oscuros (Figura 1).
Los sintomas emergen hacia el final del ciclo
del cultivo, durante los estadios reproductivos,
induciendo la marchitez foliar y la defoliacion
temprana. C. sojina es un hongo necrotrdfico,
capaz de subsistir en tejidos muertos y de
naturaleza policiclica, presentando multiples
generaciones a lo largo del ciclo de cultivo. Su
micelio sobrevive de una campana a otra en el
rastrojo, dispersandose por la accion de la
lluvia o el viento.

Figura 1. Sintomas de la mancha ojo de rana. A, Sintomas
foliares: manchas marrones rodeadas por margenes de
color marrén rojizo oscuro. B, Conididforos sobre la lesion
C, Sintomas en vainas y tallo. D, Conidiéforos y conidios de
C. sgjina. Tomado de Luque, 2009

Para el manejo de la enfermedad se recomiendan
diversas medidas como la utilizacion de semillas
libres del patdgeno, la rotacion de cultivos y la
aplicacion de fungicidas foliares. A pesar de ser
esta Ultima la estrategia mas efectiva, el uso
excesivo de fungicidas conlleva el riesgo de
seleccionar patdgenos resistentes, como sucedid
en 2010 en Estados Unidos, donde el uso
repetido de fungicidas resultd en la aparicion de
poblaciones de C. sgjina resistentes al grupo de
las estrobirulinas (Qol) debido a mutaciones en el
gen citocromo b (G143A mutation) del patdégeno
(Zhang et al., 2012; Neves et al., 2020).

La emergencia de estas variantes ha resaltado la
importancia de los cultivares con resistencia
genética. Por ende, una estrategia mas solida y
sostenible para el control de la mancha ojo de
rana es el empleo de cultivares resistentes.

F Razas de C. sajina y resistencia genética

. Sojina posee una gran diversidad de

razas desde el punto de vista fitopatolo-

gico. Actualmente hay al menos 11
razas reconocidas en EE.UU. (Mian et al., 2008),
22 en Brasil y 14 en China (Grau et al., 2004).
Mediante analisis moleculares se evidencio la alta
variabilidad genética en las poblaciones de C.
sojina (Bradley et al., 2012). También se ha
demostrado que posee reproduccion sexual (Kim
et al., 2013), lo que explicaria la gran diversidad
de C. sqjina.

Los cultivares pueden presentar genes de
resistencia vertical, horizontal o ambas. En el
caso de MOR, la resistencia es vertical y mediada
por genes de resistencia mayores (genes R),
llamados Rcs (Resistencia a C. sogjina). Los genes
R son raza-especifico y confieren resistencia a
algunos patotipos del patdégeno mientras que
pueden ser susceptibles a otros. Se debe tener
en cuenta que debido a la variabilidad patogéni-
ca, la resistencia de un cultivar puede llegar a ser
superada por la aparicién de nuevas variantes del
patégeno.

Se han identificado genes que condicionan la
resistencia a una, varias o todas las razas
fisioldgicas conocidas de C. sojina. Ellos son el
gen Rcst presente en el cultivar Lincoln, el cual
fue el primer gen identificado y condiciond la
resistencia a la raza 1 (Athow & Probst, 1952). El
gen Rcsy, identificado en el cultivar Kent, confiere
resistencia a la raza 2 (Athow et al., 1962); y el
gen Rcss en el cultivar Davis, este gen confiere
resistencia a todas las razas conocidas de C.
sojina incluyendo la raza 5 que es la mas virulenta
(Boerma & Phillips, 1983; Mian et al., 2008).
Luego se identificd otro gen dominante simple,
no alélico al Rcssz en el cultivar Peking
(P117852B), llamado Rcspeking. Este gen propor-
ciond resistencia contra la raza 5 y otros 10
aislamientos de C. sojina pertenecientes a
EE.UU. Posteriormente se encontrd otro cultivar
resistente a MOR, Monte Redondo (Bulos et al.,
2004), que podria ser portador de una nueva
fuente de resistencia para MOR (Rscumit Rdo).



F Marcadores moleculares y resistencia a MOR

| proceso de obtencion de cultivos

resistentes es lento pero la biotecnologia

ha acelerado este proceso. La biologia
molecular ha permitido secuenciar el genoma de
la soja y desarrollar diversos marcadores molecu-
lares (MM). Entre ellos, los del tipo Microsatélites
(MM-SSR) se utilizan ampliamente en el cultivo de
soja y han ayudado a generar mapas de ligamien-
to que establecen relaciones entre los MM y
genes R especificos. Ademas, con estos MM es
posible la identificacion de genotipos resistentes y
llevar a cabo la Seleccion Asistida por Marcado-
res Moleculares (SAM), que permite el seguimien-
to eficaz de genes mayores en un genotipo.
Gracias a la construccion de poblaciones de
mapeo se logré posicionar de manera precisa los
genes Rcsa, RcSpeking, RSCMt Rdo, 10S que se
mostraron estrechamente ligados al MM-SSR
Satt244 (Mian et al., 1999; Yang et al., 2001;
Bulos et al., 2004). Se trataria de un grupo de
genes localizados en una region acotada del
genoma que presentan una relacion no alélica
entre si (Yang et al., 2001). La co-segregacion de
los genes con el MM Satt244 ha permitido la
identificacion precisa de fuentes de resistencia,
ademas de facilitar el seguimiento de su herencia
en diversas poblaciones derivadas.

La SAM para los genes Rcsz, RCSpeking Y RSCmt
Rdo- €S Una alternativa interesante porque reduce
la necesidad de ensayos de fenotipado exhausti-
vo durante las primeras etapas para la obtencion
de nuevas variedades de soja con resistencia a
MOR.

De los genes mencionados, el gen Rcss, caracte-
rizado por conferir resistencia a todas a las razas
conocidas de C. sgjina, se ha utilizado de manera
efectiva y extensa para incorporar resistencia a
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MOR en programas de mejoramiento de soja
(Mian et al., 2009; Mengistu et al., 2011). Sin
embargo, la complejidad de las razas y el antece-
dente de quiebre de algunos de los genes de
resistencia a MOR han aumentado la necesidad
de identificar genes de resistencia adicionales y/o
piramidar algunos de ellos en germoplasmas élite.
El objetivo de este trabajo fue identificar en el
Banco de Germoplasma de soja (BG) de la
EEAOC genotipos portadores de los MM ligados
a genes de resistencia a MOR vy disefiar cruza-
mientos especificos para apilar los MM ligados a
los genes mencionados con el fin de obtener
genotipos con amplio espectro de resistencia.

Andlisis de presencia de los genes de
r resistencia a MOR en el BG

Genotipado de progenitores.

e seleccionaron 56 cultivares de soja

utilizados frecuentemente como progeni-

tores del BG de la EEAOC en base a su
comportamiento fenotipico frente a MOR. A partir
de material vegetal se llevd a cabo la extraccion de
ADN para el andlisis molecular, usando un protoco-
lo estandarizado para soja. La amplificacion de los
MM-SSR se realizé de acuerdo con el protocolo
publicado por Cregan et al. (1999) y la visualizacion
los fragmentos amplificados se realizaron en el
secuenciador LI-COR IRDye (LICOR Biosciences).

El MM Satt244 fue utilizado para detectar la
presencia de los genes Rcs3, RCSpeking Y RSCMt Rdo-
A partir de los perfiles de amplificacion con Satt244
en los 56 genotipos de soja se analizo la distribu-
cion de los alelos del MM. Se utilizaron como
referencia para la presencia del MM asociado a los
genes de resistencia los fragmentos de amplifica-
cion obtenidos a partir del ADN del cv. Davis (Rcss),
el cv. Peking (Rcspeking) ¥ €l cv. Monte Redondo
(Rscwmit rao) (Figura 2).

P HWAMA DM

L]
O 00 MR PRFD 1 BUosacms 3 WA TOR w0 69 04 THAD L

ss -

i
]

Figura 2. Electroforesis visualizado en un secuenciador Licor DNA analyser 4300 mostrando las bandas de ADN amplificadas del

marcador molecular Satt244 ligado a los genes de resistencia a MOR: RCS3, RSCuvt Rdo Y RCSPeng. En color se puede observar
el polimorfismo en el tamano de producto de ampilificacion presentado por los genotipos de referencia Davis (DA; 156/182pb),

Monte Redondo (MR; 170pb), Peking (PK, 195pb).
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Los resultados se analizaron como la frecuen-
cia de los haplotipos de los genes Rcss,
Reswmt.rdo Y RCSpeking €n los genotipos seleccio-
nados. El haplotipo del gen Rcs3 se presentd
con mayor frecuencia en los genotipos evalua-
dos, seguido por el haplotipo del gen Rcsm.p-
do, Mientras que el haplotipo de Rcspeking NO Se
presentd en ninguno de los genotipos analiza-
dos. En 11 genotipos de fenotipo resistente no
se detectaron los alelos de referencia Rcss,
Rcsmt.Rrdo Y RCSPeking. Esto podria indicar que la
resistencia observada no estaria asociada con
la presencia de estos tres genes y podria
deberse a alguno de los restantes genes
conocidos (Rcst y Resy), para los cuales no se
conocen MM asociados, o podria tratarse de
nuevas fuentes de resistencia a MOR.

F Apilamiento de genes de resistencia a MOR

Cruzamientos y selecciéon molecular

ara realizar los cruzamientos dirigidos
P para apilar las distintas fuentes de

resistencia a MOR se seleccionaron
como parentales los genotipos A 8000 RG,
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Figura 3. Genotipado de las plantas F1 obtenidas con el
Satt244 que muestra la presencia de los alelos del

MM ligado a los genes R. La flecha roja vertical indica los
cruzamientos efectivos. Ademas se colocaron los genotipos
parentales de cada cruzamiento. A. cruzamiento A 8000 RG
x Mt. Rdo.; B. Peking x Mt. Rdo.

Monte Redondo y Peking, que presentaron los
tres genes de Rcss, RCSmt.Rdo Y RCSPeking respec-
tivamente. Los hibridos efectivos se detectaron
en base a los polimorfismos entre los parentales.
Se seleccionaron molecularmente dos familias
hibridas efectivas: AM (A 8000 RG x Mt.Rdo.;
genes Rcsa/ResmtRrdo) Y PM (Peking x Mt.Rdo;
genes RcSpeking/ReSiit.Rao.) (Figura 3).

Avance generacional

Durante las siguientes campanas 2016/2017,
2017/2018, 2018/2019, 2019/2020, 2020/2021
y 2021/2022 se seleccionaron solo las plantas
que mostraron la presencia de los dos genes de
resistencia para realizar los avances generaciona-
les a F2, F3, F4, F5, F6 y F7, respectivamente.
Finalmente se selecciond una familia AM y una
PM, que contenian la mayor cantidad de indivi-
duos homocigotas para ambos genes respectiva-
mente (Figura 4). Es importante destacar que en
cada generacion la seleccion genotipica median-
te el MM Satt244 permitié disminuir a casi la
mitad en ndmero de lineas portadoras de los MM
de resistencia a MOR apilados, que se avanzaran
a la siguiente etapa.
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Figura 4. Figura 4. Genotipado y seleccién mediante el MM
Satt244 de las plantas con los genes apilados. En azul se
muestran las plantas F2 que llevan los haplotipos de
Rcs3/RcsMt.Rdo de la familia AM.

F Consideraciones finales

xisten diversos motivos por los cuales es

importante el desarrollo de variedades de

soja resistentes a MOR. Entre ellos se
encuentran la aparicion y propagacion de cepas de
C. sojina con tolerancia a algunos fungicidas de
uso comun y la aparicion de nuevas razas debido a
la existencia de etapas sexuales en el patdgeno.

Existen antecedentes que la elevada diversidad,
junto a la complejidad de razas conocidas, ha
llevado a la evolucion de nuevas razas virulentas
que superaron algunos genes Unicos de resistencia
(genes Rcs1y 2) (Athow et al., 1962; Ross, 1968;
Phillips & Boerma, 1981; Mian et al., 2008).

Aunqgue el gen Rcss es eficaz para controlar la
enfermedad, existe la posibilidad de que este gen
sea también quebrado o pierda eficiencia en el
futuro. Por todo lo mencionado se hace evidente la
necesidad de identificar nuevos genes o alelos; o
bien piramidar en germoplasma élite aquellos ya
conocidos para incrementar la resistencia y hacer
que sea mas duradera.
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El empleo de un MM estrechamente vinculado a los
genes Rcss, ResSpeking Y RCSmt.Rdo. Tue Util en el
andlisis de los progenitores pertenecientes al BG,
ya que se pudo determinar cuales fueron los
haplotipos mas frecuentes (Rcs3), asi como el que
se encontré en menor frecuencia (RCSpeking) Y
permitio seleccionar cuales serian los genotipos
utilizados en los cruzamientos dirigidos a apilar
dichos genes. De esta forma fue posible incorporar
la fuente de resistencia RCSpeking Yy Se pudo
combinar con otras dos fuentes de resistencia
como estrategia para incrementar la efectividad y
durabilidad de la misma, lo que podria ser de gran
utilidad para el mejoramiento genético de la soja.
Estas nuevas lineas permitiran contar con una
fuente de resistencia que no se encontraba en
ningun otro genotipo.

Las lineas que se obtuvieron con los MM asociados
a la resistencia a MOR apilados podran ser utiliza-
das en el Programa de Mejoramiento Genético de
la Soja de la EEAOC como progenitores dadores
de resistencia. Esto permitira al mismo tiempo
ampliar la base genética de la resistencia y poder
mejorar el manejo de la enfermedad.
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