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ABSTRACT

Segregating progeny from the tomato Second Cycle Hybrids (SCH) that were obtained from crossing RIL (Recombinant Inbred Lines)
allows the detection of new genetic combinations that could increase genetic variability in F, populations. The objectives of the present study
were to evaluate eleven tomato quality traits in a segregating F, population obtained from a SCH and, then, to characterize the molecular
diversity by six AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) primer combinations. Different multivariate analyses were used to assess
the degree of concordance among these two approaches to detect genetic variability. Sixty-nine F, plants were obtained by selfing the SCH
(TOUNR 18xToUNR1).The parental RIL were derived from an interspecific cross between S. lycopersicum cv. Caimanta and the accession LA722
from S. pimpinellifolium after five cycles of antagonist and divergent selection for fruit weight and fruit shelf life. Principal Components Analysis
(PCA) was applied to these data and we found that the first two components explained 77 % of variability. The molecular characterization showed
62 % of polymorphic bands. The Principal Coordinate Analysis (PCoA) showed that the first ten coordinates explained 75 % of variability. The
Generalized Procrustes Analysis (GPA) showed a consensus between morphological and molecular data of 65 %. High values of broad sense
heritability (H?) were found for all traits together with a high level of molecular polymorphism. The morphological and molecular data showed a
high consensus proportion suggesting that it could be possible to detect QTL for these fruit traits exploring this new population.

Key words: plant breeding, plant genetic resources, fruit quality, AFLP, multivariate analysis

RESUMEN

Las generaciones segregantes de Hibridos de Segundo Ciclo (HSC) de tomate, obtenidos por cruzamiento entre RIL (Lineas Endocriadas Re-
combinantes), constituyen otro acervo genético que permitiria detectar nuevas combinaciones genéticas. Once caracteres cuantitativos de los frutos
se evaluaron en una poblacién F, obtenida a partir de un HSC y luego se caracterizo la variabilidad molecular mediante seis combinaciones de
iniciadores de AFLP (Polimorfismo para Longitud de Fragmentos Amplificados). Se utilizaron sesenta y nueve individuos F, obtenidos por autofe-
cundacién del HSC (ToUNR 18xToUNR1). Las RIL parentales fueron obtenidas a partir de un cruzamiento interespecifico entre S. lycopersicuni cv.
Caimanta y la introduccién LA722 de S. pimpinellifolium luego de cinco ciclos de seleccion divergente y antagonista para peso y vida poscosecha de
los frutos. El Anilisis de Componentes Principales mostré que los primeros dos componentes explicaban 77 % de la variabilidad, la caracterizacién
molecular reveld 62 % de bandas polimérficas, y el Analisis de Coordenadas Principales evidenci6 que las primeras diez coordenadas explicaban 75
% de la variabilidad. E1 Analisis de Procrustes Generalizado mostr6 un consenso entre la informacién fenotipica y molecular de 65 %. Para la mayoria
de los caracteres se encontraron valores altos de heredabilidad en sentido amplio junto con el alto nivel de polimorfismo molecular. Este alto con-
senso entre la informacidn fenotipica y molecular sugiere que seria posible la deteccion de QTL para estos caracteres relacionados a calidad de fruto.

Palabras clave: mejoramiento vegetal, recursos genéticos vegetales, calidad de fruto, AFLP, analisis multivariado

Fecha de recepcién: 20/12/2015
Fecha de aceptacion de version final: 22/11/2016
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INTRODUCTION

The cultivated tomato (Solanum lycopersicum L.) is an
economically important crop over the world but the
migratory process during domestication together with
crop improvement have reduced the genetic variability of
cultivated germplasm (Blanca ef al., 2015). Nevertheless,
some increase of genetic variation is present due to the
introgression of genes for biotic stress resistance from
wild species (Sim ef al., 2012). On the other hand several
experiments have showed that wild genotypes have also
difterential fruit quality traits. Zorzoli et al. (1998) showed
that fruits from wild tomato species (S. pimpinellifolium)
had longer shelf life than commercial genotypes. Pratta
et al. (1996) have evaluated different tomato wild and
cultivated accessions for fruit shelf life and they have found
that the accession LA722 (Tomato Genetic Resources
Centre, Davis, USA) was an appropriate genotype to be
crossed with an Argentinean cultivar of S. lycopersicum (cv.
Caimanta) to improve fruit shelf life. From this approach
seventeen RIL (Recombinant Inbred Lines) were obtained
(Rodriguez et al., 2006). For the present experiment, a
Second Cycle Hybrid (SCH) was obtained by crossing
some of the selected RIL (Kearsey and Pooni, 1996). As
De Toledo ef al. (1984) have pointed out, these SCH could
be an interesting genetic material, with novel genotypes
which could have a better performance than the best
of the recombinant inbred lines or even the original F,.
In the segregating progeny of the SCH, new genetic
combinations can be found, which can be identified by
DNA markers. In this way, molecular and morphological
information could be a previous step to QTL detection.
In another experiment in tomato, Marchionni Basté et
al. (2010) found positive General Combining Aptitude
values in a diallel analysis for three RIL, including
ToUNR18 and ToUNR1. These results have suggested
that these RIL could be potential parents to improve
important tomato fruit traits such as weight, shelf life,
colour, soluble solids content and firmness. The objectives
of the present study were to evaluate eleven phenotypic
fruit traits in the segregating F, population from the SCH
(ToOUNR18xToUNRT1) and, then, to characterize the
molecular diversity in this generation by AFLP patterns.
We consider that multivariate analyses applied on this
information could be the first step to assess putative QTL

for the evaluated traits in this genetic material.

MATERIAL AND METHODS

Plant material

The assay was carried out at the experimental field
station “J.EVillarino”, Universidad Nacional de Rosario,
Argentina (33° S, 61° W). Sixty-nine F, plants were
obtained by selfing the SCH (ToUNR18xToUNRT1).
After five cycles of antagonist and divergent selection
for weight and fruit shelf life (Rodriguez et al., 2006),
parental RIL, TOUNR1 and ToUNR18 were derived
from an interspecific cross between S. Iycopersicum cv.
Caimanta (C, a commercial Argentinean genotype) and
S. pimpinellifolium LA722 (P, a wild genotype accession,
TGRC, Davis, USA). Both RIL and their SCH (the
uniform second cycle genotypes, USCG) together with
C, P and their interspecific F, CxP (the uniform first
cycle genotypes, UFCG) were included in the assay as
testers.

Phenotypic traits

Fruit traits were evaluated at two different stages: a) breaker
(first visible carotenoid accumulation (Giovannoni, 2004)):
Weight (W, in g), Height (H, in c¢m), Diameter (D, in
cm), Shape index (S) as the ratio between H and D and
fruit Shelf Life (SL, in days) as the number of days from
harvest to fruit softening stored at 25 = 3 °C ; b) ripening
(approximately 90 % red surface): Firmness (F) measured
on two opposite equatorial sides with a digital firmness
tester (Durofel, DFT 100), pH, from the fruit juice, Soluble
Solids (SS, in Brix degrees) as the percentage of fructose
and glucose, titratable acidity (TA, in g) as the g of citric
acid in 100 g of the homogenized juice, the Reflectance
Percentage (L) and the Absorbance Index (a/b) as the ratio
between the absorbance at 540 nm (a) and the absorbance
at 675 nm (b). The L, a, and b traits were measured with a

chromameter (Konica-Minolta).

Molecular data

Young leaves were collected from the F, generation and
all tester plants. DNA was extracted using a commercial
kit (Wizard ® Genomic DNA Purification Kit). The
DNA quality and concentration was checked on 1 %
agarose gel and compared with the A phage. The AFLP
technique was applied following a standard protocol
(Blears et al., 1998) with minor changes. The genomic

DNA was digested using two restriction enzymes: EcoRI

Article 1 - research
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BAG

and Mesel. For ligation, double-stranded nucleotide

adapters complementary to the restriction sites (Msel
and EcoRI Adapter) were used. The pre-amplification was
made using Msel+1 (5-GATGAGTCCTGAGTAAC-3’)
and EcoRI+1 (5-GACTGCGTACCAATTCA-3’). Six
AFLP primers combinations were used for the selective
amplification. These combinations were selected because
they produced high number of bands and a large percentage
of polymorphism in the testers (Cabodevila et al., 2013).
The combinations were:

F: 5’-GATGAGTCCTGAGTAACGT-3’/
5-GACTGCGTACCAATTCACT-3’;
J:5-GATGAGTCCTGAGTAACTA-
3’/5GACTGCGTACCAATTCAGA-3’;
H:5’-GATGAGTCCTGAGTAACAG-
3/5GACTGCGTACCAATTCACT-3’;
HH:5’-GATGAGTCCTGAGTAACTA-
3’/5GACTGCGTACCAATTCATT-3;1I:
5-GATGAGTCCTGAGTAACTG-3/5’-
GACTGCGTACCAATTCATT-3" and JJ:
5’-GATGAGTCCTGAGTAACGT-3’/5’-
GACTGCGTACCAATTCATT-3". A PCR touchdown
was used. Separation of the amplification fragments was
done in 6 % polyacrylamide gels and the visualization

was made using silver staining (NO,Ag).

Data analysis

The normality of phenotypic traits distribution was
verified by the Shapiro-Wilk’s test. Parental means were
first compared between them and, then, each of them was
compared with their hybrid using the Duncan’s test. The
dominance degree (d/a) was calculated in UFCG and in
USCG for those traits that showed significant differences
between parents. Also phenotypic distribution was
explored for all quantitative traits. Broad sense heritability
(H?) was estimated according to Mather and Jinks (1971),
to assess the degree of genotypic component in this new
phenotypic variance. A Principal Component Analysis
(PCA) was performed for the F, individuals including all
morphological fruit traits. Following Pratta et al. (2000),
data were not standardized. Molecular characterization
included the total number of bands, the polymorphic
bands and the de novo bands; following, the degree
of polymorphism (in percentage) was calculated. We
considered that F, de novo bands were those which were
either present (1) or absent (0) in both RIL but either

absent or present, respectively, in the SCH. Bands either
absent or present in both RIL and in the SCH, but with
10 % or more of either presence or absence in the F,, were
considered F, de novo bands. The X* test was used to verify
the Mendelian segregation of the polymorphic bands.
Bands were tested under the 3:1 segregation hypothesis
(3 present: 1 absent or 3 absent: 1 present, for presence
in one of the RIL and in the F,, or absence in one of
the RIL and also in the F)). The de novo bands in F, were
contrasted to a 1:1 segregation. The de novo bands in F,
were contrasted to a 3:1 segregation (3 present: 1 absent
or 3 absent: 1 present for more presence than absence or
more absence than presence in F)). A Principal Coordinate
Analysis (PCoA) was carried out using all the bands that
had a Mendelian segregation and with the Jaccard (1-S)
distance (Jaccard, 1901). A Generalized Procrustes Analysis
(GPA) was performed using the Gower distance (Gower,
1966; 1975), in order to measure the consensus between
the morphological and molecular information. The PCA,
PCoA and GPA were performed using InfoStat (Di
Rienzo et al.,2016).

RESULTS

Significant differences between C and P genotypes were
found for all fruit traits, excepting SS and pH traits. Also in the
UFCG group significant differences were found for L, TA, D,
H,W and F traits between these parents and their interspecific
CxP F, progeny (see Figure 1 Sections A and B). As it can be
seen in Table 1, complete dominance was observed for a/b, S
and SL traits, whereas partial dominance was observed for TA,
D, H,W and E Only for the L trait a negative overdominance
was detected.

Regarding to the USCG, significant differences between
the parental RIL (TOUNR18 and TOUNR 1) were observed
for L, SS, TA, D, H and S traits. Only for H trait a significant
difference was observed between these parental RIL and
their F (ToOUNR18xToUNR1) (Figure 1 Sections A and
B). Hence, the dominance degree in the USCG indicated
a complete dominance for L, SS, TA, D, and S. A negative
overdominance was found for H.

Transgressive segregation was observed for all traits in the
F, progeny as it can be seen in Figure 1 Sections A and B. As
Singh et al. (2013) have pointed out, transgressive segregation

is an indicator of the broadening of the genetic variance.

Article 1 - research
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The C and P genotypes, which had the highest and
lowest values for the W, D and H traits, were never surpassed
by any F, individual. For the SL, F and S traits, we found
F, genotypes that surpassed the average values of genotype
C; for the TA trait, some genotypes had values below P;
for the L trait, some genotypes had values above CxP and,
finally, for the a/b trait, some genotypes had values below
P and CxP.

All traits were normally distributed in the F, except for
the TA trait. This trait was transformed for this analysis by
the Log, . Broad sense heritability (H?) values for all traits
are shown in Table 1. The TA, SS and pH traits had the
higher values (0.98, 0.94 and 0.90, respectively).

The segregating F, generation analysed by PCA for all
fruit traits showed that the first two components accounted
for 77 % of the variation (PC1= 41 %, PC2= 36 %).The
PC1 was mainly explained by the F trait and the PC2 by
the SL and W traits (Figure 2a). The cophenetic correlation

coefficient was 0.93. The molecular characterization

showed 68 out of a total of 110 bands were polymorphic
(62 %). A section of a polyacrylamide gel is shown in
Figure 3. There were 51 de novo bands only in the second
cycle genotypes: 25 of them were de novo in the F, (bands
that were present in the RIL and absent in the F , or absent
in the RIL and present in the F ) and the other 26 bands
were de novo in the F, (either present or absent in the RIL
and F , and with 10 % or more of absence or presence in
the F)). Twenty-nine of the 68 polymorphic bands adjusted
to the expected Mendelian segregation (43 %).The PCoA
using the Jaccard distance (1-S) for the six AFLP primer
combinations and the bands with the expected segregation
showed a large variation (Figure 2b); as a consequence, ten
coordinates were necessary to explain75 % of the variability
(see the wide distribution of genotypes in Figure 2b).

The PCA and the PCoA analysis allowed to carry out the
joint analysis (GPA). The first four components explained
77 % of the variability (CP1= 35 %, CP2= 22 %, CP= 13
%, CP4= 6 %), with a consensus of 65 % (Figure 4).

Table 1. Environmental (02E), genotypic (02G) and phenotypic variances (02P), broad sense heritability
(H2) and dominance degree (d/a) for quantitative fruit traits. D: Diameter; H: Height; W: Weight;
S: Shape; SL: Shelf Life; F: Firmness; a/b: Absorbance Index; L: Reflectance Percentage; SS:

Soluble Solids; TA: Titratable Acidity.

2 2 2 2 d/a
6 E oG c P H UFCG USCG

D 0.2888 0.1022 0.3910 0.26 -0.63 -1.00 (L18)
H 0.2195 0.1490 0.3685 0.40 -0.38 -2.78
AW 48.4080 10.6337 59.0417 0.18 -0.90 -

S 0.0175 0.0036 0.0211 0.17 1.00 (P) -1.00 (L1)
SL 41.8047 31.7570 73.5617 0.43 1.00 (P) -

F 47.5928 55.5638 103.1566 0.54 -0.09 -
a/b 0.0167 0.0187 0.0354 0.53 1.00 (P) -

L 2.0233 3.1314 5.1547 0.61 -2.30 -1.00 (L1)
pH 0.0075 0.0657 0.0732 0.90 - -

SS 0.1108 1.7087 1.8195 0.94 - 1.00 (L1)
TA 0.0004 0.0188 0.0192 0.98 -0.48 1.00 (L1)

UFCG: Uniform First Cycle Genotypes; USCG: Uniform Second Cycle Genotypes; (P): the F, does not differ from S.
pimpinellifolium accession LA722; (L1): the F, does not differ from RIL ToUNR7; (L18): the F, does not differ from RIL ToUNR18;
- the parents do not differ between them.
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Figure 1 (Section A). Histograms for quantitative fruit traits in the F, population

The means for Solanum lycopersicum cv. Caimanta (C), S. pimpinellifolium accession LA722 (P), F1 CxP, ToUNR1, ToUNR18, SCH
(ToUNR18xToUNR1) and F2 from this SCH are shown in the graphics. Different uppercase letters mean significant differences between
UFCG by Duncan’s test (p<0.05). Different lowercase letters mean significant differences between USCG by Duncan’s test (p<0.05).
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Figure 1 (Section B). Histograms for quantitative fruit traits in the F, population

The means for Solanum lycopersicum cv. Caimanta (C), S. pimpinellifolium accession LA722 (P), F, CxP, ToUNR1, ToUNR18, SCH
(ToUNR18xToUNR1) and F, from this SCH are shown in the graphics. Different uppercase letters mean significant differences between
UFCG by Duncan’s test (p<0.05). Different lowercase letters mean significant differences between USCG by Duncan’s test (p<0.05).

Article 1 - research



< BAG

Journal OfB'lSIC and Applied Genetics

13

Vol XXVIII (1): 7-18; June 2017
a)
17.00
99
II-66
8.50 -
H -96
ViIlG, 7, £% 560
) VIFTT 5 V62
2 [ ]
& Vi, VIIl-1
i Sz VIHIE
[1a] 0.00 Vi-44
= i E3 RS VIII8|39 I
3] . Vi45' V-ET o 131, K i
o VI-52 . V-6 s ¥5TJV 59 |35¢H43 V-74 b
VII-10 V56" o M2 VT \s4 i s
I-70 V-69%%) cq 162 g
-8.501 55"
i7a VS -
-17.00-, . : : .
-17.00 -8.50 0.00 8.50 17.00
PC1(41.2%])
b)
0.351
w4z
e
43
e V50
0.19 po E
P Jo2
e ] B
§ ka5 57" M EE V58 ves,
o VS w39 Vil-12
oy 0.031 V40 js7 * Jv-59 IS5
[+ V143 . V74 199 :
Q . JV-65 60 E . - .N—ﬁg
- Wias, VI, sy :‘5)@ B s7
N—E:?.ﬂu.a.p-az T £ ’ -85
M7 s VLS5, o ey e
Viég
-0.13 5" 85 raa"
Is9* N,
k72 Joes2
70
3 56
-0.29
-0.36 -0.12 0.12 0.37 0.61
PCo1(32.8%)

Figure 2. Biplot of: a) first two Principal Components (PC1 and PC2) of the Principal Component Analysis (PCA); b) first
two Principal Coordinates (PCo1 and PCo2) of the Principal Coordinate Analysis (PCoA). Reflectance Percentage
(L), Absorbance Index (a/b), Soluble Solids (SS), Height (H), Shape (S), Shelf Life (SL), Diameter (D), Weight (W),
Titratable Acidity (TA) and Firmness (F).

In b) VIII-7 and VIII-8 genotypes are at the same point than VIll-g, and I-32 genotype is at the same point than? I-34.
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Figure 3. Two sections of a polyacrylamide gel of UFCG, USCG and some of the F, progeny for the J combination.

MM: Molecular marker; 1. S, lycopersicum cv. Caimanta (C); 2: S. pimpinellifolium accession LA722 (P); 3: CxP; 4: ToUNR1; 50 ToUNR18; 6: SCH:
ToUNR18xToUNR1. Black arrow=monomorphic band (present in the UFCG, USCG and F, genotypes); red arrow= polymorphic band (present in UFCG,
ToUNR18, SCH: ToUNR18xToUNR1 and in some F, genotypes); orange arrow= de novo band in F, (absent in USCG and present in some F, genotypes).
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Figure 4. Consensus for the Generalized Procrustes Analysis (GPA) for eleven quantitative fruit traits and six AFLP primer

combinations in the F_ progeny .

DISCUSSION

In the present study, the F, population of a SCH among
RIL, TOUNR 18 and ToOUNR 1 was morphologically and
molecularly characterized. The study of the association
between morphological and molecular data is a first step to
evaluate the level of agreement between the two types of
data for eventual QTL detection. According to the results
of the genetic analyses, complete and partial dominance
were the more frequent types of gene action for these
traits in the UFCG. Overdominance was only detected
for the L trait. Similar results were observed in USCG,
where complete dominance was observed in this group
for L, SS, TA, D, and S, and overdominance for H. In both
groups, UFCG and USCG, aditivity gene action seems to
be absent and overdominance was scarce. Consequently in
both, USCG and UFCG, the most frequent type of gene
action was non-additive (including complete dominance,
partial dominance and overdominance). Possibly, changes
in type of gene action over generations for different traits

could be due to the effect of selection, recombination and

chromosomal rearrangement, which could generate novel
genotypic variation. Similar results were found by Liberatti
et al. (2013) in another three SCH, where the most frequent
type of gene action was non-additive either with complete
dominance, partial dominance or overdominance.

Transgressive segregation was observed in the F,
population for all traits.Broad sense heritability exhibited
high values for all traits, with the highest values for pH, SS
and TA, and the lowest values for S and W (the method
utilized to estimate this parameter does not allowed to
obtain the standard error and, in this way, to have more
data about the reliability of these estimations).

Blears et al. (1998) indicated that one of the main
advantage of AFLP markers is the number of loci
detected per reaction. In this study, the six AFLP primer
combinations revealed 110 bands, 68 of which were
polymorphic (62 %). There were 51 de novo bands
considering only the second cycle genotypes: 25 of them
were de novo in the F, and the other 26 bands were de novo
in the F; these bands could account for genetic changes
occurring upon the crossing between cultivated and wild
germplasm and their derived generations (Ercolano ef al.,
2004;Wang, et al., 2005;Vela et al., 2011; Paule et al., 2012).
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The PCoA showed that ten coordinates were necessary
to explain 75 % of variability and, finally, the combination
of the morphological and molecular data, performed by
PGA, showed 65 % of consensus. Mahuad et al. (2013)
found 75 % of consensus between 11 quantitative traits
and molecular data (SRAP) for 18 uniform genotypes
(containing 10 SCH, five RIL and parentals of these RIL),
suggesting that the GPA allowed the verification of the
consensus between the variability of phenotypic traits
and molecular markers. On the other hand, Bramardi et
al. (2005) showed that General Procrustes Analysis was
the most precise technique to cluster entries of cucumber
(Cucumis sativus L.). In the tomato F, generation under
study, the PCA demonstrated that the first two components
explained 77 % of the observed variability. The correlation
between molecular and morphological diversity indicate
linkage disequilibrium between molecular markers and
those genes that control morphological traits (Baranger
et al., 2004). The SCH may be unique genotypes which
are capable of outperforming the best of the recombinant
inbred lines or the original F,. As we have shown, a high
level of molecular polymorphism was detected in this
experiment; moreover, the morphological and molecular
data showed a high consensus proportion. Hence QTL
detection in the SCH segregating generation through
the application of multivariate techniques would be a
good first approach for identifying chromosome regions

controlling quantitative traits.
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ABSTRACT

Accurate prediction of the phenotypical performance of untested single-cross hybrids allows for a faster genetic progress of the breeding pool
at a reduced cost.Yield data of maize hybrids were employed to predict the performance of new untested hybrids in late sowing environments.
Different groups of predictor hybrids were formed using both data from high and low relatedness between predictors and predicted hybrids and
by employing data from low and high yielding environments. A new group of hybrids were formed and evaluated in field trials to validate the
predictions. The effectiveness of the predictions was investigated by means of the correlation coefficient between predicted and observed yield
values. The best predictions of untested new hybrids were reached by using maximum relatedness information combined with data obtained in the

best yielding environments.

Key words: maize, relationship, yield, BLUP

RESUMEN

La prediccién precisa del comportamiento de hibridos de maiz no evaluados a campo permitird un mayor progreso genético y menores costos
en programas de mejoramiento genético. Datos de rendimiento de hibridos evaluados a campo se emplearon para predecir el comportamiento
de nuevos hibridos en ambientes de siembra tardia. Se conformaron grupos de hibridos predictores de manera de maximizar y minimizar las
relaciones de parentesco entre los hibridos predictores y aquellos a predecir vy, por otra parte, utilizar valores de prediccion obtenidos en ambientes
de alto rendimiento y bajo rendimiento a fin de investigar la influencia de estos factores sobre la eficiencia de las predicciones. A fin de validar las
predicciones se tomd un grupo de hibridos cuyo rendimiento en grano fue evaluado a campo, pero que no formaron parte del grupo inicial. Se
calcularon los coeficientes de correlacion entre los valores predichos y los observados para rendimiento con el fin de evaluar la efectividad de la
prediccidn realizada. La mejor prediccidon de los hibridos no evaluados, se alcanzé utilizando la miaxima relacién de parentesco entre los hibridos

combinada con datos obtenidos en el ambiente de mayor rendimiento promedio.

Palabras clave: maiz, parentesco, rendimiento, BLUP
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INTRODUCCION

Para la obtencidn de cultivares hibridos,los mejoradores de
maiz desarrollan en forma ininterrumpida gran cantidad
de lineas endocriadas a partir de poblaciones F2 generadas
por el reciclaje de lineas elite o lineas de segundo ciclo, a
partir de retrocruzas o de poblaciones con alta variabilidad
genética (Hallauer, 1990). Este proceso de endocria y
seleccidn, ha sido facilitado y acelerado en anos recientes
por la utilizacién de metodologias que permiten acortar los
tiempos para la obtencién de lineas homocigotas en maiz,
como por ejemplo, la técnica de doble haploides (Seitz,
2005). Esto lleva a que exista un gran nimero de hibridos
potenciales a obtener y probar experimentalmente a
campo, sobre todo en lo que respecta a su potencial de
rendimiento. Sin embargo, los mejoradores no pueden
practicamente evaluar todas las combinaciones simples
entre las lineas endocriadas que disponen, debido que
el nimero de cruzas posibles aumenta drasticamente al
aumentar el nimero de lineas disponibles. No obstante,
es posible evaluar un ntmero considerablemente menor
de hibridos y, en base al rendimiento de estos hibridos,
se puede intentar predecir el rendimiento de los restantes
hibridos no evaluados. Esto se puede lograr mediante el
empleo de la prediccion lineal insesgada de minima varianza
o BLUP (Henderson, 1975; 1984), Ia cual ha sido indicada
por poseer una satisfactoria precision en las predicciones
(Piepho et al., 2008). Otro factor muy importante a tener
en cuenta es que los mejoradores rara vez cuentan con
bases de datos balanceados. Frecuentemente las lineas
elite son probadas en muchas combinaciones, mientras
que otras aparecen en pocos pedigries de hibridos. En
un tipico programa de mejoramiento de maiz, grupos de
hibridos simples son evaluados en diferentes ensayos de
rendimiento, en diferentes localidades y en diferentes afos.
Los hibridos evaluados cambian constantemente, dado
que los de pobre rendimiento son descartados y nuevos
hibridos son incorporados a los ensayos de evaluacion.
Bernardo (1994; 1995; 1996a) ha indicado el empleo
de BLUP como una metodologia satisfactoria para la pre-
diccidén de hibridos simples en maiz. Para la estimacion de
la precision de las estimaciones de rendimiento, Bernardo
(1995) utiliz6 la validacién cruzada en base a la eleccion al
azar de grupos hibridos predictores. Basados en los rendi-
mientos de estos p hibridos predictores, los rendimientos

de los restantes (n — p) hibridos fueron predichos.

Bernardo (1996a) también evalud la bondad de las pre-
dicciones mediante la eliminacion del primer hibrido de
la base de datos, n hibridos simples, y predicho a partir de
los restantes n-1 hibridos simples. Similarmente evalud las
predicciones para el 2do, 3ro y restantes n-ésimos hibridos
de la base de datos empleada, mediante los n-1 hibridos res-
tantes. Este autor encontrd correlaciones entre los valores
predichos y los observados para rendimiento en grano, entre
0,583 y 0,749, a partir de un set de 67 hibridos simples
(Bernardo, 1995) y de 0,426 a 0,762, con una base de 4.099
hibridos simples (Bernardo, 1996a). Estos resultados sugirie-
ron que las estimaciones basadas en BLUP pueden ser em-
pleadas rutinariamente en la identificacién de cruzas simples
superiores antes de ser evaluadas a campo (Bernardo, 1996a).

Esta estrategia de validacién cruzada ha sido objetada
dado que no reflejaria las circunstancias reales de un pro-
grama de mejora, donde una nueva linea podria ser cruzada
solamente con unas pocas lineas probadoras y no con todas
las disponibles (Schrag et al., 2007).

Maenhout ef al. (2008) utilizaron un esquema de vali-
dacion cruzada en el cual se simulaba la falta de informa-
cién de uno o de los dos parentales de un nuevo hibrido.
Sin embargo estos procedimientos no tomaban en cuenta la
ocurrencia de la interaccién genotipo x ambiente, es decir,
la correlacion entre los valores predichos y observados pue-
de ser influenciada por valores genotipicos marginales dados
por un ambiente particular. Para mejorar esto Maenhout
et al. (2010) utilizaron un ensayo adicional de validacion
a campo constituido por hibridos evaluados en un ensayo
perfectamente balanceado.

De acuerdo a Bernardo (1995) para utilizar la técnica de
BLUP para predicciones se necesita informacion relativa a:
datos del comportamiento de hibridos relacionados y esti-
maciones de las relaciones de parentesco entre los genotipos
evaluados. Incluso, se ha demostrado que atin con medicio-
nes incompletas y/o erroneas del coeficiente de coancestria
la técnica de BLUP es lo suficientemente robusta como para
efectuar eficientemente las predicciones de comportamien-
to (Bernardo, 1996b).

En la mayoria de las predicciones analizadas se utilizaron
bases de datos cuyos valores de rendimiento eran prome-
dios de numerosos hibridos (>100) y en base al rendimiento
medio observado en combinacién de ambientes, afios y lo-
calidades. Sin embargo, es de interés investigar como puede
afectar la prediccion el empleo de datos provenientes de di-

ferentes ambientes.
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En la zona centro norte de la provincia de Cérdoba, en
la Gltima década, las lluvias de primavera han sido erraticas
y mayormente escasas. Debido a esto, la eleccion de la fe-
cha de siembra tardia en el cultivo de maiz se estd genera-
lizando como una herramienta para diversificar el periodo
critico, para sembrar en lotes con poca agua ttil a la siem-
bra o para sembrar ambientes que por su estructura tienen
poca capacidad de retener agua. Las zonas donde mas se
ha generalizado la fecha tardia como alternativa a la fecha
temprana son: el norte de Coérdoba, La Pampa, San Luis,
Suroeste de Cordoba y Oeste de Bs. As. (Dekalb, 2010).

El objetivo de este trabajo fue estimar la precision de las
predicciones empleando un reducido nimero de hibridos
predictores y cuyo rendimiento fue evaluado en ambientes
de siembra tardia (diciembre) con diferente potencial de

rendimiento.

MATERIALES Y METODOS

Cuarenta y nueve hibridos simples de maiz se dispusieron
en ensayos en bloques completos aleatorizados, con dos
repeticiones, durante cuatro ciclos agricolas (ambientes 1
al 4). Los hibridos fueron obtenidos mediante la cruza de
lineas obtenidas por autofecundacion y seleccion siguien-
do el patrén heterdtico flint x dentado. Los ambientes de
evaluacién corresponden a la localidad del Campo Escuela
de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de Cordoba (31°
29’ S; 64° 00’ W), comprendida en un area marginal para
el cultivo de maiz (INTA, 1980). La época de siembra fue
durante la segunda quincena del mes de diciembre para
todos los ensayos. El namero de hibridos experimentales
evaluados fue variable a lo largo de las campanas, ya que
algunos fueron descartados por pobre desempeno vy, ade-
mas, se fueron agregando nuevos hibridos experimentales,
fundamentalmente en los dos Gltimos ambientes de eva-
luacion.

El tamafo de parcela en cada ensayo fue de 2 surcos
de 5 m de longitud, con una distancia entre surcos de 0,7
m. La distancia entre plantas dentro del surco fue en todos
los casos de 0,25 m. Se sembraron 2 semillas por golpe,
raleandose al estado de 2/3 hojas a una planta por golpe.
Se aplicd un herbicida de pre-emergencia (atrazina) para
control de las malezas. Después de la emergencia las male-
zas se controlaron manualmente. El rendimiento en grano
se calculd en base al peso total de la parcela ajustado a un
contenido de humedad del 14 %.

21

Para la estimacion del grado de parentesco entre los hi-
bridos se utilizd el coeficiente de coancestria de acuerdo a
la metodologia propuesta por Falconer (1981) empleando
el procedimiento ProcInbreed de SAS (2004).

Para el calculo de las predicciones se utilizo la ecuacidon
(Bernardo 1995):

Ynt= CV! (Yt - XPB)

Donde:Ynt es el vector de méritos genéticos de hibri-
dos no ensayados a campo (no evaluados); C es la matriz de
covarianza entre los hibridos presentes en el experimento
y los potenciales o no ensayados;V™": Matriz de varianzas y
covarianzas fenotipicas de los hibridos ensayados a campo;
Yt es el vector de valores fenotipicos de los hibridos ensa-
yados; y X, la esperanza de rendimiento para los hibridos
ensayados. Luego (Yt - X[3) representa los efectos de los
hibridos ensayados.

Se empled el procedimiento IML de SAS (2004) para
el computo de las diferentes matrices involucradas en la
prediccion de los valores de rendimiento de los hibridos
no testeados. Los grupos de hibridos predictores (10 hi-
bridos por grupo) se eligieron de manera de maximizar y
minimizar las relaciones de parentesco entre los hibridos
predictores y aquellos a predecir vy, por otra parte, utilizar
valores de prediccion obtenidos en ambientes de alto ren-
dimiento (3ro y 4to ambientes) y de ambientes de bajo
rendimiento (Iro y 2do ambientes) a fin de investigar la
influencia de estos factores sobre la eficiencia de las pre-
dicciones.

A fin de validar las predicciones se tomé un grupo de
9 hibridos (Identificados con 1 a 9) cuyo rendimiento en
grano fue evaluado a campo, pero que no formaron parte
del grupo inicial de los 49 hibridos. Estos hibridos fueron
evaluados a campo las campanas 2012 y 2013, en ensayos
en bloques completos aleatorizados con tres repeticiones.
Los ensayos se realizaron en el Campo Escuela de la Facul-
tad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Nacional
de Cordoba. El rendimiento de estos hibridos, ajustado al
14 % de humedad, fue el realmente observado a campo
y sobre el que se valido la prediccion realizada en base al
grupo de 49 hibridos iniciales.

Se calcularon los coeficientes de correlacion de Pearson
entre los valores predichos y los observados para rendi-
miento con el fin de evaluar la efectividad de la prediccion

realizada.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores de correlacion entre los valores predichos y
los observados a campo variaron de acuerdo a la magni-
tud de las relaciones de coancestria y si se utilizaron como
predictores valores obtenidos en ambientes de bajo o alto
rendimiento (Figura 1). La correlacidn entre los valores
predichos y observados varié entre 0,39 a 0,51, seglin se
utilizaran cruzas con el menor o mayor grado de paren-
tesco entre los grupos de hibridos predictores y aquellos a
predecir (Figuras 2 y 3). Al emplearse los valores de rendi-
miento de los hibridos predictores obtenidos en ambientes
de altos rendimientos (ambientes 3 y 4), valor medio de
los hibridos predictores 88,84 q/hq (Figura 4), y bajo ren-
dimiento (ambientes 1 y 2), valor medio de los hibridos
predictores 66,44 q/ha (Figura 5), las correlaciones entre
los valores predichos y observados fueron de 0,53 y 0,48
respectivamente.

Estos valores de correlacion son de una menor
variabilidad comparados con el rango de correlaciones
entre valores predichos y observados para rendimiento,
0,13 a 0,76 reportados por Bernardo (1996a, b). Esto
es razonable si se tiene en cuenta la disparidad en el
ntmero de hibridos evaluados, 49 hibridos evaluados
en este estudio versus 4.099 hibridos evaluados por el
autor mencionado. Este autor examind cruzas entre 10
grupos heteroticos, de los cuales el que mostré el menor
coeficiente de correlacién (0,13) correspondid al grupo
con menor numero de hibridos evaluados (62 hibridos).
Se comprobd, ademas, que cuando se utilizan lineas
parentales de hibridos de las cuales no hay informaciéon
disponible, es decir informacién de su comportamiento
en cruzas relacionadas, los coeficientes de correlacidon
entre genotipos predictores y aquellos a predecir caen por
debajo de 0,5 (Bernardo, 1996b). Esto se comprobo en este
trabajo al obtener un coeficiente de correlacién de 0,39
cuando se utilizaron hibridos predictores con la menor
relacién de coancestria con los hibridos a predecir.

El coeficiente de coancestria promedio entre los
hibridos predictores y aquellos a predecir fue de 0,141
en el caso de la menor similitud entre los hibridos y de
0,152 al considerar la mayor similitud entre ambos grupos
de hibridos. Por otra parte, las relaciones promedio entre
los hibridos empleados como predictores fueron de 0,083
y de 0,103, respectivamente. Estos bajos coeficientes no
impidieron obtener moderados coeficientes de correlacién

(0,48 y 0,53) entre las cruzas evaluadas y aquellas a predecir.

Sin embargo una pequeia diferencia en la magnitud del
coeficiente de coancestria (0,01), entre la mayor y menor
relacion posible entre los hibridos predictores y aquellos a
predecir, permitié elevar el coeficiente de correlacién de
0,39 2 0,51.

Se ha argumentado que el coeficiente de coancestria
tiende a aumentar cuando se cruzan lineas derivadas del
reciclaje de lineas elite o lineas de segunda generacion,
donde las mejores lineas son cruzadas entre si para for-
mar nuevas poblaciones base para el desarrollo de nuevas
lineas endocriadas. Como en este estudio la mayoria de las
lineas no fueron obtenidas a partir de lineas de segunda
generacidn, si no por la autofecundacién de poblaciones
mejoradas por seleccidn recurrente, esos coeficientes estan
acordes a este material (Bernardo, 1996b).

A pesar de que los coeficientes de correlacion encon-
trados en este estudio son menores que los hallados por
otros autores (Bernardo, 1995; 1996a), debe tenerse en
cuenta que se examind un namero reducido de hibridos
(49) y que las relaciones de parentesco entre ellos eran ba-
jas comparadas con los estudios mencionados. Maenhout
et al. (2010) remarcaron que el empleo de bases de datos
extensas no necesariamente implica una mejor precision
en la prediccidn, siempre y cuando los hibridos utilizados
como predictores sean del mismo grupo heterdtico que
aquellos cuyo comportamiento se intenta predecir.

Estos autores, comparando la precision de las estima-
ciones de los BLUP con la miquina vectorial de regresion
(SRV), concluyeron, con respecto al rendimiento, que éste
es el caraicter menos aconsejable para la construccidon de
un modelo de prediccion. Esto se basa en que en el ren-
dimiento a menudo la interaccién genotipoXambiente
excede la contribucién genética de los genotipos con res-
pecto a la varianza total. Si un caricter estd sujeto a una
gran interaccién genotipoxambiente, se puede esperar que
los efectos genotipicos, estimados sobre un gran ntimero
de ambientes, muestren una desviacién de una estimacion
obtenida en un ambiente en particular, lo que puede su-
ceder con los datos de validacién cruzada obtenidos en los
modelos de prediccion. Dado que el mayor coeficiente de
correlacién, 0,51, se obtuvo al utilizar los datos de rendi-
miento de los hibridos predictores en base al promedio de
los dos ambientes de mayor rendimiento y que los hibri-
dos a predecir también fueron evaluados en un ambiente
de altos rendimientos promedio, media para rendimiento
78 q/ha, esto indicaria la necesidad de evaluar los hibridos

predictores en ambientes no limitantes tendiente a evitar
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la influencia de la interaccién genotipo x ambiente como
lo manifestaran Maenhout et al. (2010), maximizando, de
esta forma, la precision de las predicciones basadas en los
BLUPs. Lo anterior seria indicado cuando el caricter a
predecir es el rendimiento, que por logica, es el caracter
final en el cual esta centrado el interés del mejorador para
descartar aquellos genotipos de menor expresion y solo
llevar a evaluacién a campo a los superiores.

Scharg et al. (2010) demostraron que de acuerdo a la
magnitud de las relaciones entre el material de cria, la uti-
lizacién de la informacién basada en el pedigri y en el
comportamiento per se dieron por resultado la mis alta efi-
ciencia en la predicciones. Agrega también que, para un
hibrido no evaluado, los datos fenotipicos de sus lineas pa-
rentales o de los hibridos que posean una linea parental en
comun, pueden ser empleados como estimadores de los
efectos totales de los genes relevantes involucrados en la
determinacién del caricter, por ejemplo del rendimiento
en grano. Solamente en el caso de que no existan hibridos
con padres en comun y tampoco informacién relativa a
los padres, la informacién molecular es indispensable para
identificar los mejores hibridos potenciales.

Se ha postulado que para que los estimadores BLUP
sean efectivos es necesario disponer de un nimero de hi-
bridos no inferior a 100, y cuanto mayor sea la cifra me-

jor sera la precision de las predicciones (Bernardo, 1996b).
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A pesar del bajo nimero de genotipos empleado en este
estudio, la correlacién entre los hibridos predictores y
aquellos a predecir fue de 0,51, valor que estd dentro del
rango hallado por los autores mencionados (0,45 a 0,75)
teniendo en cuenta la evaluacion en ambientes de mayores
rendimientos.

Las correlaciones entre hibridos predictores y aquellos a
predecir halladas en este trabajo indican que la técnica de
BLUP puede utilizarse en programas de mejoramiento
que no cuenten con gran cantidad de genotipos evaluados,
por ejemplo menor a 100 genotipos. El empleo de datos
de rendimiento obtenidos en los ambientes de mayor
rendimiento conjuntamente con la utilizacién de aquellos
genotipos que maximicen las relaciones de parentesco
permitid la mejor eficiencia en las predicciones de los
hibridos no evaluados. Aun cuando las diferencias entre
la eficiencia de las predicciones en base al empleo de
ambientes de alto y bajo rendimiento fueron pequenas en
términos del coeficiente de correlacidn (0,53 vs. 0,48), es
necesario remarcar que las diferencias cuantitativas para
rendimiento entre los ambientes no fueron considerables
(88,84 q/ha wvs. 66,44 q/ha). Sin embargo, en el caso
de emplear datos predictores a partir de ambientes con
mayores diferencias se puede justificar plenamente el uso
de datos provenientes de ambientes de maximo potencial

de rendimiento.
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Figura 1. Coeficientes de correlacién entre valores observados y predichos de rendimiento
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ABSTRACT

Melilotus albus is a legume plant naturalized in Argentina with a great potential to be used as a forage resource in restricted environments. Our
objective was to characterize 10 accessions of M. albus belonging to a collection from INTA and from the FCA-UNL by using molecular markers.
Five ISSR primers producing 52 bands, 9% of them polymorphic, were found to be equally informative. Eight SSR loci were amplified generating
30 alleles, averaging 3.8 alleles per locus, almost all of them highly informative. In numerical analysis, separation among accessions was unclear;
genotypes congregate in complex intermixed groups. The greatest proportion of the variation was registered within accessions, in accordance with
the allogamous reproductive nature of the species. Since neutral markers were used, the high variability encountered within accessions could be
related to gene flow among them and/or a similar origin of the introduced materials. Results from this study support the fact that ISSR and SSR.
markers provide complementary information and that they are valuable and effective tools to be used to characterize the available germplasm of
the species, although other markers such as the functional ones are recommended to better understand the variability in the species and its use in

breeding programs.

Key words: Melilotus, genetic diversity, microsatellite, forage

RESUMEN

Melilotus albus es una leguminosa naturalizada en Argentina con gran potencial como recurso forrajero para ser utilizado en ambientes
marginales. El objetivo de este trabajo fue caracterizar 10 introducciones de la coleccién de INTA y de la FCA-UNL mediante marcadores
moleculares. Cinco primers ISSR produjeron 52 bandas, 9% de ellas fueron polimérficas, resultando todos los primers igualmente informativos. Los
8 loci SSR amplificados generaron 30 alelos, con un promedio de 3,8 alelos por locus, siendo altamente informativos la gran mayoria de ellos. En
los analisis mediante técnicas numéricas la separacion entre grupos no fue clara; los genotipos se congregan en grupos entremezclados. La mayor
proporcidén de la variacién se observd dentro de las introducciones, correspondiendo con el modo de reproduccién aldbgama de la especie. Por
tratarse de marcadores moleculares neutrales, la elevada variabilidad comin entre introducciones podria explicarse por la existencia de considerable
flujo génico entre ellas y/o por un origen similar de los materiales introducidos. Los resultados de este estudio demostraron que los marcadores
moleculares ISSR y SSR brindan informacién complementaria y son herramientas valiosas y eficaces para caracterizar el germoplasma disponible
de esta especie, pero se precisa incluir a otros marcadores como los funcionales con el fin de tener una mejor comprension de la variabilidad
disponible y su aprovechamiento en programas de mejoramiento genético.

Palabras clave: Melilotus, diversidad genética, microsatélite, forraje
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INTRODUCCION

La producciéon ganadera en Argentina se ha visto
progresivamente desplazada en las Gltimas décadas hacia
zonas marginales de menor aptitud como ocasién de la
expansién de cultivos extensivos y los efectos del cambio
climatico (Stritzler ef al., 2007; Easdale y Aguiar, 2012).
Las especies que constituyen la base del sistema forrajero
tradicional estan en general poco adaptadas a las areas
marginales, lo que genera la necesidad de utilizar especies
mas tolerantes a estreses bidticos y abioticos como salinidad,
sequia, etc. Entre los materiales promisorios se destaca
Melilotus albus Medik., una especie aldgama perteneciente a
la familia de las leguminosas con formas anuales o bienales,
originaria de Eurasia y naturalizada en Argentina (Clarke,
1935; Turkington et al., 1978). Entre sus ventajas se citan
alta produccién de biomasa forrajera y semillas, tolerancia
a temperaturas extremas, rusticidad, calidad y altas tasas de
fijacidn de nitrogeno, caracteristicas por las cuales la forma
anual es valorada como recurso forrajero en diversos tipos
de suelo y clima (Bruno ef al., 1982; Maddaloni, 1986;
Evans y Kearney, 2003; Evans et al., 2005; Rogers et al.,
2008; Lopez et al., 2016). Actualmente esta especie esta
incluida en diversos programas de mejoramiento genético,
pero son escasas las referencias respecto a la diversidad
genética representada en colecciones de germoplasma en
Argentina.

La caracterizaciéon genotipica de las colecciones de
germoplasma es de gran utilidad para iniciar programas
de mejoramiento eficientes basados en la recombinacion
de variabilidad. Los marcadores moleculares de ADN
son ampliamente utilizados para el analisis de diversidad
genética en colecciones vegetales (Powell ef al., 1996;
Rallo et al., 2000; Bolaric et al., 2005; Xie et al., 2012). En
particular para M. albus, estudios previos han utilizado con
éxito las técnicas de marcadores ISSR (inter simple sequence
repeats) y SSR (simple sequence repeats) en germoplasma de
diverso origen (Winton et al., 2007; Aboel-Atta, 2009; Wu
et al., 2016).

El objetivo de este trabajo fue caracterizar la diversidad
genética de una coleccién de germoplasma de M. albus de
Argentina, con el fin de generar informacién de utilidad
para programas de conservaciéon y manejo productivo de la

variabilidad disponible en la especie.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se analizaron 10 introducciones de Melilotus albus (Tabla
1), nueve de ellas pertenecientes a una coleccion de tra-
bajo del INTA, a partir de la cual se inicié un programa
de mejoramiento en la especie, que fuera oportunamente
facilitada por el Ing. Agr. José Pedro de Battista (INTA
— EEA Concepcién del Uruguay). Esta coleccidon abarca
tanto introducciones cuya seleccién y multiplicacién ha
sido realizada de manera controlada (materiales comercia-
les y de semilla identificada), como asi también colectas de
poblaciones naturalizadas luego de mas de tres décadas de
polinizacién libre y resiembra natural en el ambiente local,
denominadas ecotipos. La restante introduccion aqui anali-
zada corresponde a un material pre-comercial que integra
el Banco de Germoplasma de la Facultad de Cs. Agrarias
de la Universidad Nacional del Litoral, cedido por el Dr.
Juan M. Zabala (ProDoCoVa, UNL).

Se germinaron muestras de semillas de las diferentes
introducciones en placas de Petri, sobre papel de filtro hu-
medecido con agua destilada y se incubaron en estufa a
30 °C durante dos semanas. Las plantulas se colocaron en
macetas hasta el momento de la extraccién de ADN. Cada

introduccidn estuvo representada por 10 genotipos.

Extraccion de ADN

ElI ADN total fue extraido a partir de 300-500 mg de ho-
jas jovenes frescas segiin Doyle y Doyle (1990). La calidad
y concentraciéon de cada muestra fue verificada por es-
pectrofotometria (Nanodrop, Rad® SmartSpec Plus) y se
estandarizé la concentracién de ADN final en 250 ng/pL

previo a su almacenamiento a -20 °C hasta su uso.

Marcadores ISSR

A partir de una evaluacion previa de 38 primers ISSR
en 10 genotipos, en funciéon de los patrones de bandas
generados y su repetibilidad, se seleccionaron los siguientes
cinco primers para el analisis completo: UBC809 [(AG),GI;
UBCS815 [(CT),G]; UBC836 [(AG),YA]; UBC841
[(GA),YC] y UBC848 [(CA),RG)]. Las reacciones de
amplificacién se desarrollaron en un termociclador Techne
TC-312 para un volumen final de 20 pL con las siguientes

concentraciones: 50 ng de ADN genémico, 2 mM MgCl,,
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Tabla 1. Identificacidn, tipo y origen de las introducciones de Melilotus albus analizadas.

Introduccion Id. Tipo y procedencia del material* Banco de
Germoplasma

Baralbo BA Comercial - Barenbrug-Palaversich INTA
Guasch GU Comercial — Guasch semillas INTA
Lazzero LA Semilla identificada — Procedencia campo de productor INTA
Laguna Larga LL Ecotipo — Poblacién colectada en centro de Cordoba INTA
Logrofio LO Ecotipo — Poblacion colectada en noroeste de Santa Fe INTA
La Sarita LS Ecotipo — Poblacién colectada en noreste de Santa Fe INTA
Peuser PE Semilla identificada — Procedencia campo de productor INTA
Sampacho SA  Ecotipo — Poblacion colectada en sur de Cordoba INTA
Santiago del Estero  SE  Ecotipo — Poblacion colectada en centro de Sgo. del Estero INTA

Esperanza ES Material precomercial - UNL — O. Peman & Asoc. FCA-UNL

* Origen de las introducciones conservadas en INTA seglin Lépez et al. (2016).

0,2 mM de cada ANTP, 0,5 uM de primer y 1U Taq ADN
polimerasa (Embiotec, Arg.), en 1X buffer de PCR provisto
con la polimerasa. El programa de amplificacion consistid
de 1,5 min a 94 °C, seguido de 40 ciclos de 45 s a 94
°C, 45 s a la Tm del respectivo primer y 1,5 min a 72 °C,
con una extension final de 5 min a 72 °C. Los productos
de amplificaciéon generados fueron separados mediante
electroforesis horizontal en geles de agarosa 1,2% en buffer
1X TAE, durante tres horas a 75 V constantes. En cada
ensayo se incluyd un estandar de peso molecular (100 bp
DNA Ladder, Fermentas). Los fragmentos de ADN fueron
(GelRed,

registrados

tincién fluorescente
UV vy

mediante fotografia digital para su posterior analisis.

visualizados mediante

Genbiotech) en transiluminador

Marcadores SSR

Se analizaron ocho loci SSR descritos por Winton et al.
(2007) para la especie: MaMS03, MaMS04, MaMS06,
MaMSO08, MaMS10, MaMS12, MaMS13 y MaMS15. Las
reacciones de amplificacion se realizaron en el termoci-
clador antes mencionado, en un volumen final de 20 pL y
con las siguientes concentraciones: 12,5 ng de ADN geno-
mico, 4 mM MgCl,, 0,15 mM de cada dNTP, 0,2 uM de
cada primer y 1U de GoTaq DNA polimerasa (PROME-
GA) en 1X buffer de PCR provisto con la polimerasa. El
programa de amplificacidn consistié de una primera etapa
de 11 ciclos de 20 s a 94 °C,20 s a 55 °C (decreciendo 0,5
°C por ciclo) y 35 s a 68 °C;seguida de una segunda etapa
de 26 ciclos de 20 s a2 94 °C,30 s a 50 °C y 35 s a 68 °C,
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con una extensién final de 15 min a 60 °C. La separacién
de los fragmentos generados se realiz6 mediante electro-
foresis vertical en geles nativos de poliacrilamida al 6 %
(19:1 acrilamida: bis-acrilamida) en buffer IX TBE a 45 W
constantes. Los patrones de bandas fueron visualizados me-
diante tincién con nitrato de plata (Benbouza et al., 2006)

y registrados en transiluminador de luz blanca.

Analisis de datos

Los fragmentos ISSR se registraron en una matriz binaria
como presencia (1) y ausencia (0), mientras que para los
marcadores SSR se registraron los alelos presentes corres-
pondientes a cada locus, tomando una columna por locus y
un caracter por alelo. Se estimé para cada ensayo la pro-
porcién de bandas polimérficas, el contenido de informa-
cion polimoérfica (PIC) (Powell et al., 1996) y el nimero
de bandas exclusivas de poblaciones. Para cada primer ISSR
se determiné también el porcentaje de bandas con fre-
cuencia contrastante (BFC) entre introducciones (bandas
cuya frecuencia presentd una diferencia mayor a 0,5 entre
al menos dos introducciones), mientras que para SSR se
determiné ademas el namero de alelos totales y efecti-
vos para cada locus. La comparacion entre poblaciones se
realiz6 mediante los parimetros de diversidad genética y
heterocigosidad insesgada de Nei (He) basada en los mar-
cadores SSR (Nei, 1972), siendo los valores comparados
estadisticamente mediante la prueba de Friedman.

La proporcién de la variacién dentro y entre las
introducciones se determind por analisis de varianza
molecular (AMOVA) (Excoffier et al., 1992; Peakall ef al.,
1995).Dado que las dos técnicas de marcadores moleculares
empleadas podrian presentar diferencias al estimar la
similitud, las matrices de distancia obtenidas a partir de
cada tipo marcador fueron sometidas a un Analisis de
Coordenadas Principales (ACoP) para determinar, a partir
de los graficos de dispersion, posibles configuraciones de la
variabilidad en cada grupo de datos. Ademas, se hall6 una
configuracién comun de consenso entre ambos tipos de
marcadores para armonizar las configuraciones individuales
a través de un Analisis de Procrustes Generalizado (Gower,
1975).

El anilisis de agrupamiento se llevd a cabo combinan-
do la informacién generada por ambos tipos de marcado-
res moleculares. Para ello se confecciond una nueva matriz
de datos, donde para cada genotipo se registraron a los
locus ISSR en como presencia (1) y ausencia (0), mientras

que cada alelo SSR se registr6 como homocigota (2), he-

terocigota (1) o ausente (0). De este modo, se minimizaron
las diferencias entre genotipos debidas a falsos negativos
en el calculo de la distancia genética a partir de la matriz
original, la cual es sensible al orden de los digitos que re-
presentan a cada alelo. Se utilizé el coeficiente de Jaccard,
estimando la distancia como D= V(1-S), y se construyeron
los respectivos dendrogramas mediante el algoritmo UPG-
MA (Sneath y Sokal, 1973).Todos los parimetros se calcu-
laron utilizando el software estadistico INFOGEN v2013p
(Balzarini y Di Rienzo, 2013).

RESULTADOS

Los cinco primers ISSR utilizados generaron en total 52
fragmentos, 90 % de los cuales resultaron polimérficos. La
proporcién de bandas polimoérficas y valor de PIC fueron
similares entre primers (Tabla 2). Aunque no se registraron
bandas exclusivas de introducciones, todos los primers pre-
sentaron un porcentaje de BFC superior al 50%.

Los ocho SSR analizados generaron productos de am-
plificacion en todos los genotipos de las 10 introducciones.
El ntimero de alelos por locus (N,) vari6 entre dos vy siete,
mientras que el nimero de alelos efectivos (Ae) presentd
un rango de 1,1 a 4,8. Los valores de PIC fueron simila-
res entre locus SSR, con la excepcion de MaMSO03, el cual
presenté menores niveles de polimorfismo y resulté el locus
menos informativo (Tabla 3). Para las introducciones GU
y LA se registrd un alelo privado para los loci MaMS13 y
MaMS15 respectivamente, estando los mismos en baja fre-
cuencia, ya que fueron registrados para un Gnico genotipo
de la correspondiente introduccion.

Todas las introducciones analizadas registraron simila-
res proporciones de loci polimérficos en ambos sistemas de
marcadores, sin presentar diferencias estadisticas significa-
tivas entre las mismas para los valores de heterocigosidad
insesgada de Nei y diversidad genética (Tabla 4).

En el anilisis de varianza molecular (AMOVA) se ob-
servo que la mayor proporcidon de la variabilidad se en-
contr6é dentro de las introducciones, tanto para cada tipo
de marcador como para el conjunto de datos moleculares
(Tabla 5).

En el ACoP basado en los marcadores ISSR, los dos
primeros ejes explican el 51,7 % de la variabilidad total
(Figura 1a). Los genotipos de SE, PE y cuatro de GU se
agruparon en el cuadrante inferior derecho. El resto de los

genotipos se presentd en una nube de puntos continua,
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donde los genotipos de LO, BA y SA se ubicaron en los

cuadrantes de la izquierda y los de ES y LS al centro del
grafico. Para el ACoP basado en los marcadores SSR, los
dos primeros ejes explican el 42,82% de la variacion (Figu-
ra 1b). Los genotipos mostraron una distribucién mas laxa
que la obtenida con los ISSR y no fue posible diferenciar
ningtn nivel de agrupamiento relacionado a las introduc-
ciones. No obstante, en el Analisis de Procrustes Generali-
zado se encontrd un 64,8% de consenso entre ambos tipos
de marcadores. Esta configuracidon tampoco conglomer6 a
los genotipos de acuerdo a su origen en grupos definidos

(datos no presentados), pero por el nivel de consenso se
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considera a ambos tipos de marcadores como informativa-
mente complementarios.

En el analisis de agrupamiento, los genotipos no se
agruparon por introduccién en el dendrograma (Figura 2),
mientras que las distancias entre genotipos de cada intro-
duccién concuerdan con los resultados del AMOVA. Los
cuatro grandes grupos indicados en la representaciéon gra-
fica no evidenciaron una diferenciacién significativa entre
si en base al contraste entre la distancia genética inter e
intra-grupo, y parecen estar conformados por multiples in-

troducciones y de procedencias geograficas muy distantes.

Tabla 2. Caracteristicas de los primers ISSR utilizados e informacién generada con cada uno de
ellos para Melilotus albus: proporcion de bandas polimérficas, de bandas con frecuencia
contrastante entre introducciones (BFC) y contenido de informacién polimérfica (PIC).

Primer Secuencia Tm Bandas Bandas BFC PIC
ISSR 5°-3" (°C) totales polimorficas (%)
(%)

UBC809  (AG)sG 42 11 100 64 0,25
UBC815  (CT)sG 40 10 90 70 0,3

UBC836  (AG)YA 44 10 80 60 0,26
UBC841 (GA)YC 43 9 100 89 0,3
UBC848  (CA)BRG 59 12 83,3 83 0,3

Promedio - 10,4 90,6 73 0,28
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Tabla 3. Caracteristicas de los SSR analizados e informacién generada: nimero de alelos por locus (NA); nimero
de alelos efectivos (Ae); heterocigosidad insesgada de Nei (He) y valor de PIC para las introducciones de
Melilotus albus.

Locus Secuencia de primers 5'- 3'* Ny Ae He PIC
SSR*
MaMS03 F: TCGTGTTTGTCATGTTTGTT b 1.06 0.06 0.05
R: ATACTCCCATGAGACTGTGG
MaMS04 F: AGAAGAAATCGTCGCTGATA 4 2,02 0.51 0.4
R: CTCCAGATCATACCGTCAAT
MaMS06 F: CTAGACCAAATGCTCCTCGAC 3 181 0.45 036
R: TTAATAGACCCGGATTCAAA
MaMS08 F: GATTAAGATTGCACGGATGT 3 1.56 036 0.58
R:CGTTTAAGTCATCAGCATCA
MaMS10 F: TCTATGCTCCTCTCATTCGT 4 2.8 0,65 0.28
R: CCACTTCCTCACTTCATCAT
MaMS12 F: AGTAGGATGTGGCATTGAAG 4 2.81 0,65 0,58
R: CAAATTTGCAGTCACTTTGA
MaMS13 F: CCACCTTGAATAATCACCAT 3 2,01 0.51 0.39
R: GCGCTATAACGTAGCAGAAT
MaMS15 F: CAACACCACTCTTCACTCAA 7 478 0.79 076
R: AATGCGTTTCTACAGTCGTT
Promedio 3,8 2,35 0,5 0,22

* Locus SSR y secuencia de primers seglin Winton et al. (2007).
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Tabla 4. Andlisis comparativo entre introducciones de Melilotus albus para proporcién de polimorfismos
en cada tipo de marcadores moleculares, y los valores de heterocigosidad insesgada de Nei (He)
y diversidad genética basados en los marcadores SSR.

Loci polimorficos (%) He Diversidad
Introduccion genética
ISSR SSR
LL 76,1 88 0,39 0,37
SE 69 75 0,39 0,37
LA 77,1 88 0,48 0,45
GU 78,9 88 0,50 0,47
SA 66,7 100 0,43 0,41
PE 76,2 100 0,50 0,48
BA 73,8 100 0,47 0,45
LO 68,2 100 0,54 0,51
LS 73,8 88 0,44 0,42
ES 73,2 100 0,48 0,46
Promedio 73,3 93 0,46 0,44
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Tabla 5. Andlisis de la varianza molecular (AMOVA) entre
y dentro de las introducciones de Melilotus albus
analizadas para cada tipo de marcadores y para
ambos marcadores.

Fuente de Variabilidad (%)
variacion ISSR SSR  Combinacién
Dentro de
introducciones 77,6 91,2 80,9
Entre
introducciones 22,4 8,8 19,1
Phi -ST 0,19
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Figura 1. Andlisis de Coordenadas Principales para cada tipo de marcadores moleculares empleados
en el andlisis de las introducciones de Melilotus albus. a) Andlisis basado en datos de ISSR; b)
Andlisis basado en datos de SSR.
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Figura 2. Andlisis de agrupamiento de las introducciones de Melilotus albus basado en
las distancias genéticas estimadas utilizando marcadores moleculares ISSR y
SSR combinados. A laizquierda se indica mediante acrénimo, la introduccién
a la que pertenecen los genotipos de esa seccion del dendrogama.
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DISCUSION

El empleo de marcadores moleculares ISSR y SSR resultd
eficaz para la caracterizacién de la coleccidn de germoplas-
ma de Melilotus albus analizada. Ambos tipos de marcadores
moleculares presentaron elevados niveles de polimorfismo
y considerable cantidad de fragmentos generados por en-
sayo, lo que permitié el anilisis genotipico del material
bajo estudio.

Las proporciones de polimorfismos detectadas mediante
ISSR en este trabajo fueron superiores a las reportadas en
otro estudio en especies del mismo género (Aboel-Atta,
2009), aunque este tipo de diferencias suelen ser relativas a
la diversidad genética propia de los materiales analizados en
cada caso y a la eleccion de los primers. Por ello, al tratarse
de una colecciéon local sin datos de referencia acerca de
la variabilidad existente, la prueba preliminar y posterior
seleccién de los primers a utilizar en la totalidad del ensayo
constituye un paso clave para obtener altos niveles de
polimorfismo. Los primers utilizados resultaron igualmente
informativos para la caracterizacidn en funcién de sus valores
de PIC,si se tiene en cuenta que el valor maximo de dicho
parametro para un marcador ISSR es de 0,5 (Henry, 1997).
Sin embargo, para estudios de la diversidad genética en M.
albus basados tinicamente en esta técnica seria recomendable
ampliar el ntmero de genotipos por introduccién y la
cantidad de primers a utilizar por tratarse de una especie
albgama y de marcadores de tipo dominante. Esto permitiria
estimar mejor las frecuencias alélicas de los materiales y un
mejor contraste entre los mismos.

La mayoria de los loci SSR analizados presentaron, en
general, una cantidad de alelos totales y promedio por locus
similares a los reportados por Winton ef al. (2007) en esta
especie. Las diferencias observadas respecto del ntimero de
alelos para algunos loci son atribuibles al diferente origen de
los materiales analizados en cada caso. La capacidad potencial
para la identificacién de variaciones genéticas relacionadas con
el origen del germoplasma analizado, resalta la utilidad de este
tipo de marcadores para comparar la diversidad existente en
diferentes colecciones vegetales (Powell ef al., 1996;Varshney
et al.,2005; Zhou et al.,2014;Wu et al.,2016). Si bien el valor
PIC promedio para los SSR analizados puede considerarse
bajo comparados con otros estudios (Liu ef al., 2007; Wang et
al.,2014), el 50 % de los loci microsatélite presentaron valores
elevados de PIC. Estas diferencias entre los SSR utilizados
permitiria seleccionar aquellos que resulten mas informativos

para futuros analisis del germoplasma.

Aunque se trata de una especie introducida y que los
materiales analizados podrian haber sufrido procesos pre-
vios de seleccion y/o de deriva genética (Lopez et al., 2016),
en el analisis de la diversidad genética todas las introduc-
ciones presentaron importantes niveles de polimorfismos y
de heterocigosidad, principalmente dentro de las mismas.
Estos resultados sugieren que esta coleccion constituye un
recurso a conservar y evaluar como potencial fuente de
variabilidad para programas de mejoramiento genético de
la especie, principalmente, por tratarse en muchos casos de
introducciones obtenidas a partir de ecotipos localmente
adaptados.

Tanto en el analisis de agrupamiento como en el AMOVA,
se evidencidé que la mayor proporcion de la variabilidad se
presenté dentro de las introducciones. Aunque la mayoria de
las bandas polimoérficas registraron frecuencias contrastantes
entre introducciones, dicho contraste no permitié agrupar
a los materiales segtin su similitud genética, debido a que
dichas diferencias de frecuencia no involucran las mismas
introducciones en todos los casos,imposibilitando asi establecer
un patron de diferenciacion entre materiales. Ademas, son
solamente dos las introducciones con alelos privados, los
cuales se presentaron en un Unico genotipo, contribuyendo
de manera escasa a la diferenciacién entre materiales. En
consecuencia, aunque algunos genotipos eventualmente se
asocian en el dendrograma segtin la introduccion de la cual
provienen, lo hacen a una distancia mayor a la mitad de la
distancia total estimada, por lo que no fue posible definir
precisamente las introducciones. Sin embargo, dado que no
hay un registro certero de los eventos de introducciéon en la
Argentina,y que algunas de las poblaciones colectadas parecen
estar naturalizadas en el lugar y se desconoce su material de
origen, no es posible descartar que la variabilidad obtenida
esté ligada al origen de los genotipos. Por ello, es posible que
la asociacion de grupos visualizada en la Figura 2 exprese la
relacion de los ecotipos con materiales comerciales antiguos
que tengan un origen comun con los materiales comerciales
actuales. De esta forma, no es posible descartar, por ejemplo,
que los genotipos de Melilotus albus del ecotipo LL, asi como
los genotipos de semilla identificada LA pudieran derivar o
estar relacionados con alglin material anterior a las semillas
del proveedor comercial GU. En estudios que caracterizan
la variabilidad de colecciones de plantas alogamas, la mayor
proporcién de variabilidad que se reporta dentro de las
poblaciones es generalmente atribuida a la existencia de
elevado fluyjo génico entre las mismas potenciado por su

modo reproductivo, y en muchos casos una base genética
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comun (Lai et al., 2001; Amel et al., 2005; Bolaric et al., 2005;
Xie et al., 2012). Estas consideraciones tendrian relevancia
similar para M. albus por tratarse de una especie naturalizada
en Argentina. Aun cuando no se conocen los origenes y tipos
de materiales inicialmente introducidos a la regidén, ni el
namero de eventos de introduccién, un elevado flujo génico
producto de la polinizacién cruzada podria haber reducido
cualquier diferenciacién entre los materiales originalmente
introducidos, resultando en poblaciones con un acervo
genético compartido, con escasa diferenciacion entre ellas,
pero con amplia variaciobn genética intra-poblacional
(Hamrick y Godt, 1989).

Nuestros resultados muestran que las introducciones pro-
cedentes de poblaciones naturalizadas presentan similares
niveles de variabilidad genética respecto de aquellas intro-
ducciones que han sufrido un proceso de seleccion genética
por tratarse de materiales mejorados (ES, GU y BA), en los
cuales se esperaria observar menor diversidad genética. Ade-
mas, las introducciones de poblaciones naturalizadas tampoco
se diferencian significativamente entre si, aun proviniendo de
ambientes distantes que podrian haberlas sometido a presio-
nes selectivas diferentes, las que ocasionarian cambios en su
estructura genética. Resulta evidente entonces que los mar-
cadores neutrales empleados en este estudio reflejan en ma-
yor medida el acervo genético comun de las introducciones
analizadas, mas all de las variaciones producto de los procesos
de adaptacion y seleccion a los cuales cada material ha sido
sometido.

En conclusién, dentro de la coleccidon analizada de M.
albus la diversidad genética se encuentra en mayor medida
dentro de las introducciones, las cuales no pudieron ser di-
ferenciadas genéticamente mediante los marcadores molecu-
lares utilizados. Por otra parte, dada la escasa diferenciacion
entre las diversas procedencias analizadas, se estima que todo
el material disponible en la coleccion comparte un mismo
origen y se dificulta su identificacién mediante marcadores
moleculares de tipo neutral. No obstante, no se descarta la
posibilidad de que puedan ser diferenciados por otro tipo de
marcadores, como ser caracteres morfoldgicos, productivos o
fisiologicos. Finalmente, se considera que para lograr incre-
mentos significativos de la diversidad de la coleccion o para
ampliar la variabilidad en programas de mejora que utilicen
estas introducciones seria necesario recurrir a cruzamientos
con materiales de la especie externos a la coleccioén y con un

acervo genético diferente.
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ABSTRACT

There are variable responses to Serotonin Selective Reuptake Inhibitors (SSRIs) among patients treated with this medication. Polymorphisms
found in the genes coding for the serotonin transporter (5-HTT) and the serotonin 2A receptor (5-HTR2A) can be used as genetic biomarkers
capable of predicting treatment efficacy. The SLC6A4 gene has two polymorphisms: 5-HTTLPR, consisting of an insertion/deletion of 44 bp, and
5-HTTVNTR, characterized by 9, 10 or 12 copies of a region of 16-17 bp. Gene 5-HTR2A presents the 1438 G/A SNP. In order to obtain the
allelic and genotypic frequencies of the listed polymorphisms in a sample of the Mar del Plata city population, Argentina; PCR and PCR-RFLP
methodologies were applied to genotype the 5-HTTLPR and 5-HTTVNTR polymorphisms and the 1438 G/A SNP in 384 unrelated individuals.
Different primers for genotyping were compared. The allelic and genotypic frequencies obtained for polymorphism were the following: 5-HTTLPR
polymorphism L/L: 18 %; L/S: 61 %; S/S: 21 % (Freq allelic L: 49 %; S: 51 %) and the 5-HTTVNTR 12/12: 42 %, 12/10: 41 %; 10/10: 17 % (Freq
Allelic 10: 37.5 %; 12: 62.5 %). For polymorphism 1438 G/A GA: 47 % GG: 36 %, AA: 17 % (Freq allelic G: 59.5 %; A: 40.5 %). This study will
provide useful data for investigations that require the use of these polymorphisms as genetic markers linked to the response to psychoactive drugs in
our population.

Key words: serotonergic polymorphisms, population frequencies for depression, pharmacogenetics

RESUMEN

La respuesta a los ISRS (Inhibidores Selectivos de la Recaptura de Serotonina) entre los pacientes bajo tratamiento con esta medicacion es
variable. Los polimorfismos hallados en los genes que codifican para el transportador de serotonina (5-HTT) y para el receptor de serotonina 2A
(5-HTR2A) pueden utilizarse como biomarcadores genéticos capaces de predecir la respuesta al firmaco. El gen SLC6A4 presenta dos polimorfismos:
5-HTTLPR, que consiste en una inserciéon/deleciéon de 44 pb, y 5S-HTTVNTR caracterizado por 9, 10 o 12 copias de una regiéon de 16-17 bp.
El gen 5-HTR2A presenta el marcador SNP 1438 G/A. Con el objetivo de calcular las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos
mencionados en una muestra de la poblacién marplatense se pusieron a punto metodologias de PCR y PCR-RFLP que permitieron genotipificar
los polimorfismos 5-HTTLPR, 5-HTTVNTR vy el marcador SNP 1438 G/A en 384 individuos no relacionados de la poblacién marplatense.
Las frecuencias alélicas y genotipicas obtenidas fueron las siguientes: para el polimorfismo 5-HTTLPR L/L: 18 %;L/S: 61 %;S/S:21% (Frec. alélica L:
49%; S: 51%) y para el polimorfismo 5S-HTTVNTR 12/12: 42%, 12/10: 41 %; 10/10: 17 % (Frec. Alélica 10: 37,5%; 12: 62,5%). Para el polimorfismo
SNP 1438 G/A GA: 47 %, GG: 36 %, AA: 17 % (Frec. alélica G: 59,5 %; A: 405 %). Este estudio aportard datos de utilidad para investigaciones que
requieran el uso de estos polimorfismos como marcadores genéticos vinculados a la respuesta a psicofirmacos en nuestra poblacién.

Palabras clave: polimorfismos serotoninérgicos, frecuencias poblaciones para depresion, farmacogenética
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Fecha de aceptacion de version final: 22/04/2017
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INTRODUCCION

Los Inhibidores Selectivos de Recaptura de Serotonina
(ISRS) son actualmente los firmacos mas utilizados para
tratar estados depresivos y otras patologias psiquiatricas
como ansiedad, desérdenes de personalidad, esquizofrenia,
trastorno obsesivo-compulsivo (TOC), ya que generan
menos efectos secundarios en relacién a los antidepresivos
triciclicos y a los IMAO. Acttian bloqueando la recaptura o
limpieza de la serotonina (5-HT) por parte del transporta-
dor de serotonina (5-HTT), lo que incrementa el nivel del
neurotransmisor en la hendidura siniptica (Rakel, 2009;
Artiga, 1997).

A pesar de que los ISRS son mas tolerables y seguros
que otros antidepresivos, existe una respuesta variable a la
medicacion entre los pacientes bajo tratamiento. Se han
detectado casos de sindrome serotoninérgico, sindrome de
secrecion inapropiada de hormona antidiurética, arritmias
cardiacas, hipotension, convulsiones, depresion del SNC,
empeoramiento de la depresion y efectos adversos a nivel
gastrointestinal (Looper, 2007).

Si bien se han tratado de identificar predictores de
respuesta farmacologica en base a variables fenotipicas,
no se han logrado tener mediciones de estas variables que
se correlacionen de forma constante con la respuesta al
tratamiento. Los abordajes genéticos-moleculares proveen
un método novedoso capaz de predecir la respuesta al
farmaco. Esta nueva herramienta constituye la base de la
farmacogenética o medicina personalizada (Bogad, 2008).

La variabilidad genética presente en la poblacion
humana, como asi también el grado de estructuracion que
puede existir, genera que las frecuencias alélicas difieran
entre las poblaciones o grupos étnicos (Daar y Singer,
2005; Nelson et al., 2008; Perera et al., 2014). Por lo cual,
en las fases de desarrollo, las investigaciones en el area
de la farmacogenética se focalizan en obtener resultados
poblacionales (Bogad, 2008).
con qué frecuencia estin presentes en la poblacion de

Conocer qué alelos y

interés es siempre el primer paso para la aplicaciéon de la
farmacogenética (Daar y Singer, 2005; Nelson ef al., 2008;
Perera et al., 2014).

Dado que el efecto de los ISRS radica en bloquear al
transportador de serotonina, aumentando en consecuencia
la serotonina sinaptica que interactia con receptores de
serotonina pre y post-sinapticos,tanto estos receptores
como el transportador pueden contribuir a los efectos

serotoninérgicos adversos, por lo cual, los polimorfismos

hallados en los genes que los codifican pueden utilizarse
como biomarcadores genéticos capaces de predecir la
respuesta al tratamiento (Keers y Aitchison, 2011; Kohen
et al., 2008). De particular interés es el estudio de dos
polimorfismos detectados en el gen que codifica para el
transportador de serotonina (5-HTT) (Keers y Aitchison,
2011; Kohen et al.,2008; Malhotra et al.,2004) y uno en el
que codifica para el receptor de serotonina 2A (5-HTR2A)
(Keers y Aitchison, 2011; Malhotra ef al., 2004).

EL 5-HTT es codificado por el gen SLC6A4, loca-
lizado en el brazo largo del cromosoma 17 en la regién
q11.2, consta de 40 Kb y se compone de catorce exones
(Smits et al., 2004). Este gen presenta dos polimorfismos:
5-HTTPR, que consiste en una insercién/deleciéon de 44
pb en la region promotora y genera dos variantes alélicas,
una de brazo corto (S) y una de brazo largo (L) (Gonda
et al., 2006; Caspi et al., 2003) y 5-HTTVNTR caracte-
rizado por 9, 10 o 12 copias de una regidon de 16-17 bp
en el intron 2 (Smits et al., 2004); las variantes cortas se
asoclan a una menor transcripcion del gen y a una menor
concentracién y funcionalidad de la proteina (Smits ef al.,
2004; Caspi et al., 2003; Hranilovic et al., 2004; Drtilkova
et al.,2010).

El gen que codifica para el receptor 2A de serotoni-
na, 5-HTR2A, se localiza en el cromosoma 13q14-q21.
Esta conformado por tres exones y abarca 20 kb. Uno de
los polimorfismos mas estudiados en relacion a la efica-
cia del tratamiento con antidepresivos del tipo ISRS es el
SNP (polimorfismo de nucleétido simple) G/A en la po-
sicion 1438 [rs6311] de la regién promotora (Martinez-
Barrondo et al., 2005; Kim et al., 2008). Existen estudios
que asocian la variante alélica G con una disminucién de la
expresion del receptor, y a la vez,los portadores del alelo G
suelen ser los que presentan mayores efectos adversos a es-
tos farmacos (Kim ef al., 2008; Stevenson y Bishop, 2013).
Como referencia de lo que sucede en Argentina, una
investigacion reciente llevada a cabo en la ciudad de
Rosario determiné la distribucion alélica y genotipica
del 5-HTTLPR en la poblaciéon local, obteniendo una
frecuencia para el genotipo LL del 29 %, para el genotipo
SS del 23 % y para el genotipo SL del 48 % y por ende
una frecuencia del alelo S mayor (53 %) que del alelo L
(47 %) (Ostera et al., 2014). Cabe destacar que es la Gnica
publicacién encontrada hasta el momento que evalaa la
frecuencia génica de este polimorfismo en el pais.

Dada la importancia de estudios de determinacién de

frecuencias alélicas y genotipicas en investigaciones de
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farmacogenética, y dada la escasez de estudios que evaltian

la distribucién poblacional de estos polimorfismos a nivel
nacional, se plantea validar metodologias de Biologia
Molecular que permitan estudiar los polimorfismos
5-HTTLPR y 5-HTTVNTR del transportador de
serotonina y el SNP 1438 A/G del receptor 2A de
serotonina para su aplicacion en el estudio de frecuencias
alélicas y genotipicas en una muestra de la poblacidon

marplatense.

MATERIALES Y METODOS

Muestras de pacientes

Se extrajo sangre periférica de 384 pacientes ambulatorios.
La sangre fue extraida por puncién venosa (antebrazo) y
recolectada en un tubo de plastico estéril con anticoagulan-
te EDTA. Las muestras fueron elegidas aleatoriamente de
un conjunto de muestras del Laboratorio de Anilisis Fares
Taie, utilizadas para estudios genéticos desde 2013 a 2015.
La poblacién estudiada tuvo una edad media de 45 afos,
siendo 25 % hombres y 75 % mujeres. Todos los pacientes
dieron consentimiento escrito voluntario para participar de

estudios genéticos.

Extraccion de ADN

Se procedié a extraer ADN de las muestras recolectadas a
partir de 200 pl de sangre entera mediante el kit comercial
“ADN High Pure PCR Template preparation Kit” (Ro-
che, Bs. As., Argentina) segtn instrucciones del fabricante. El

ADN extraido fue conservado a -20 °C hasta su utilizacion.

Cuantificacién de ADN

Se llevé a cabo la cuantificacién de ADN presente en las
muestras extraidas mediante el equipo Quant-iT™ Pico-
Green® dsDNA Assay (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.),
utilizando el termociclador en tiempo real Rotor Gene Q
Series segtin indicaciones del fabricante. Todas las muestras
utilizadas en este estudio presentaron una concentracion de
ADN entre 8 y 140 ng/ul de ADN. En las reacciones de
PCR se utilizaron entre 20 y 50 ng de ADN.

Genotipificacién de los polimorfismos del transportador y receptor
2a de serotonina

Con el fin de estudiar los polimorfismos 5-HTTLPR
y 5-HTTVNTR vy el SNP 1438 A/G del 5-HTR2A se

comenzd por poner a punto metodologias para la deteccion
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de los mismos en base a datos bibliograficos. El primer
paso consistid en corroborar si los cebadores encontrados
en la bibliografia amplificaban especificamente la region
correspondiente al gen de interés mediante la utilizacion
del Soffware de acceso libre Primer BLAST del NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) contra

el genoma humano.

Polimotfismos del 5-HTT

Mediante una btasqueda bibliografica se eligieron diferen-
tes sets de cebadores para realizar la puesta a punto de las
amplificaciones por PCR; los cebadoresseleccionados fi-
guran en la Tabla 1. Luego de realizar pruebas de validacion
con los distintos pares de cebadores se seleccionaron para los
estudios de genotipificacion del polimorfismo 5-HTTLPR
los que amplifican un fragmento de 181 pb para el alelo
L y de 137 pb para el alelo S. En el caso del polimorfismo
5-HTTVNTR se seleccionaron para los estudios de geno-
tipificacion los que amplifican un fragmento de 386 pb para
el alelo 12y de 356 pb para el alelo 10 y 341 pb para el alelo
9. Una vez puestas a punto las reacciones de PCR para la
genotipificacién de ambos polimorfismos del transportador
de serotonina, se estudiaron 384 pacientes ambulatorios.
PCR del polimorfismo
5-HTTLPR se llevaron a cabo en un termociclador
VERITI (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.)

con una mezcla preformada (2G Kapa multiplex Biosystems,

Las amplificaciones por

Kapa Biosystems, Boston, Ma, EE.UU.) y optimizada
de todos los componentes de la reaccion, exceptuando
cebadoresmoldes y agua. El programa de ciclado consistio
en una desnaturalizacion inicial de 2 min a 95 °C y 30 ciclos
de 155295 °C,30s2a65°Cy 15sa72 °C. Mientras que
las reacciones de PCR del polimorfismo 5-HTTVNTR
realizaron en el equipo Rotor Gene (Qiagen, Hilden,
(Kapa Fast,
Biosystems, Boston, Ma, EE.UU.) y optimizada de todos

Alemania) con una mezcla preformada
los componentes de la reaccion exceptuando cebadores,
moldes, C1, Mg y agua. El programa de ciclado consistié en
una desnaturalizacién inicial de 2 min a 95 °C y 45 ciclos
de 155295 °C,20sa 61 °Cy 20 sa 72 °C. En ambos
casos el volumen final de la mezcla de reaccion fue de
20ul. Los alelos fueron distinguidos por su peso molecular
mediante electroforesis en gel de agarosa 3,5 % tefiiddo con
bromuro de etidio y revelado por luz UV. En cada reaccién
de PCR, se procesaron como controles internos muestras
heterocigotas (LS, 10:12) y homocigotas (LL y SS; 10:10 y

12:12) para ambos polimorfismos.
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Tabla 1. Pares de cebadores utilizados para la puesta a punto de la deteccién del 5-HTTLPR y 5-HTTVNTR.

Tamaifio del

amplicon esperado

Referencia

Alelo L 528 pb
Alelo S 484 pb

Alelo L 529 pb
Alelo S 491 pb

Alelo L 181 pb
Alelo S 137 pb

Martinez-Barrondo
et al., 2005

Haase et al., 2013

Hu et al., 2006

Polimorfismo Secuencia de primers (5"3")
Fw TTCACCCCTCGCGGCAT
Rv GGGGATATTGGGGGTTGCAGGG

S_HTTLPR Fw GGCGTTGCCGCTCTGAATGC

Rv GAGGGACTGAGCTGGACAACCA
Fw GCAACCTCCCAGCAACTCCCTGTA
Rv GAGGTGCAGGGGGATGCTGGAA
Fw GTCAGTATCACAGGCTGCGAG
Rv TGTTCCTAGTCTTACGCCAGTG
Fw TGGATTTCCTTCTCTCAGTGATTGG
Rv TCATGTTCCTAGTCTTACGCCAGTG
Fw ATACTGGTAGGGTGCAAGGAGA

5-HHTVNTR Rv

CTCTGAATGCCAGCACCTAAC

Alelo 9 254 pb
Alelo 10 269 pb
Alelo 12299 Pb

Alelo 9 345 pb
Alelo 10 360 pb
Alelo 12 390 pb

380 pb — no
amplifica en
intrén

Kohen et al., 2008

Maestrini et al., 1999

Drtilkova et al., 2010

Fw GTCAGTATCACAGGCTGCGAG g\llello 190229872pbb Martinez-Barrondo
elo p
Rv  TCATGTTCCTAGTCTTACGCCAGTG  Ajelo 12 302 pb et al., 2005
Fw  TGGATTTCCTTCTCTCAGTGATTGG  Alelo 9341 pb  Maestrini et al., 1999
Alelo 10356 pb
Ry TGTTCCTAGTCTTACGCCAGTG ~ Alelo 12386 pb  Kohen et al., 2008

Polimorfismo 1438 GA del receptor 2A de serotonina

El SNP 1438 A/G en el gen 5-HTR2A se analizé uti-
lizando la metodologia de PCR- RFLP mediante di-
gestion con la enzima de restriccion Mspl. Las amplifi-
caciones se llevaron a cabo con el par de cebadores Fw
5’CTGGGTGGCATATTTCTGCT 3 y Rv 5"ACCA-
AGGGACTCCTGGTTTC3 (Kim et al., 2008) en un
termociclador VERITI (Applied Biosystems, Foster City,
CA, EE.UU.) con una mezcla preformada (2G Kapa mul-
tiplex Biosystems, Wilmington, Ma, EE.UU.) y optimiza-
da de todos los componentes de la reaccion, exceptuando
cebadores, moldes y agua, en un volumen final de 20 pL.
El programa de ciclado consistid en una desnaturalizacién
inicial de 3 min a 95 °C y 30 ciclos de 25 s a 95 °C, 30 s
a 60 °C y 20 s a 72 °C. El fragmento amplificado de 513
pb fue digerido con la enzima Mspl durante 3 hs a 37
°C, verificandose previamente la presencia del amplicon
mediante una corrida electroforética con la mitad del vo-
lumen de reacciéon. Posterior a la digestion enzimatica, se

realizd una corrida electroforética en gel de agarosa 35

% tenido con bromuro de etidio y se reveld por Luz UV,
diferenciando los alelos por el patron de bandas obtenido:
dependiendo la presencia o ausencia del sitio de corte para
Mspl se obtiene un fragmento de 513 pb para el alelo A o
dos fragmentos de 331 pb y 182 pb para el alelo G. En cada
reacciéon de PCR se procesaron como controles internos
muestras heterocigotas (GA) y homocigotas (GG y AA).
Con el fin de corroborar la correcta genotipificacion,
algunos productos de PCR de 513 pb correspondientes a
pacientes con distinto genotipo segin PCR-RFLP, fue-
ron purificados y secuenciados. Las reacciones de secuen-
ciacién fueron realizadas en un equipo CEQ 2000XL de
Beckman Coulter (secuenciador de ADN de 8 capilares de
33 c¢m de longitud, 75um id), siguiendo los protocolos del
fabricante. Una vez recibidas las secuencias se analizaron
los electroferogramas mediante el programa Sequence Scan-
ner V1.0 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.).
Adicionalmente, se plane6é evaluar la utilidad de
una metodologia post-PCR de High Resolution Melting
(HRM) para la detecciéon del polimorfismo 1438 A/G
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del 5-HTR2A a partir del disefio de cebadores propios
mediante el Soffware Primer Premier (PREMIER Biosoft

International). Como primer paso, en algunas muestras

ya genotipificadas por PCR-RFLP o secuenciacidn, se
realizd una amplificacién por PCR en tiempo real con
el intercalante fluorescente Evagreen (Kapa Fast HRM,
Biosystems, Boston, Ma, EE.UU.) y con los cebadores
disenados (Fw 5’"CACTGTTGGCTTTGGATG 3 y Rv
5" TTAGGCTGAAGGGTGAAG’3)

amplificar un fragmento de 99 pb que contiene al

que permitieron

polimorfismo bajo estudio. El programa de ciclado
consistié en una desnaturalizacion inicial de 2 min de 95
°Cy 45 ciclos de 10 52 95°C, 155254 °Cy20sa 72
°C.Una vez finalizada la amplificacion se efectud el analisis

por HRM mediante el programa Rotor Gene Q Series.

Analisis estadistico

En base a los resultados obtenidos mediante la
genotipificacion de los pacientes ambulatorios se calcularon
las frecuencias alélicas y genotipicas de los tres polimorfismos
bajo estudio evaluando su apartamiento del equilibrio de
Hardy-Weinberg bajo el test de Chi-cuadrado (X?) con un

nivel de confianza del 95 % (p<0,05).

RESULTADOS

Puesta a punto de metodologias para la deteccion de los

polimorfismos del receptor 2A 'y transportador de Serotonina

Polimotfismos del 5-HTT

Para estudiar el 5-HTTLPR se comparé la utilidad de tres
juegos de cebadores. El tinico par de cebadores que per-
miti6 la correcta genotipificacién fue el utilizado por Hu
et al. (2006) que amplifican fragmentos de 181 pb para
el alelo L y de 137 pb para el alelo S. Al utilizar los ce-
badores descriptos por Haase ef al. (2013) se observaron
bandas inespecificas en todas las temperaturas del gradien-
te probado (62 °C, 63 °C, 64 °C y 65 °C). El altimo par
de cebadores probado reportados por Martinez-Barrondo
et al. (2005) mostrd inespecificidad en todas las pruebas.
Adicionalmente, mostraron inconsistencias en cuanto a
la region amplificada al estudiarlos mediante soffware de
bioinformatica o mediante analisis bioinformatico. En el
caso del polimorfismo correspondiente al VNTR del in-
tron 2 del gen SLC6A4 se utilizaron para la puesta a punto

un total de 5 juegos de cebadores. Cuatro combinaciones
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se obtuvieron por bibliografia, mientras que el quinto par,
que fue el seleccionado, se obtuvo tras combinar los ceba-
dores Forward y el Reverse de dos de los trabajos anteriores.
De los cuatro pares de cebadores analizados s6lo dos am-
plificaron la region de interés, permitiendo identificar los
distintos alelos en base a su peso molecular. Debido a la
poca intensidad de las bandas obtenidas al utilizar el set de
cebadores empleados por Martinez-Barrondo et al. (2005)
se decidi6 seleccionar para la genotipificacion el juego de
cebadores que resultd de la combinacién propia, mediante
el cual se obtuvieron bandas de 386 pb para el alelo 12 y de
356 pb para el alelo 10.A diferencia de lo que ocurrid para
el 5-HTTLPR, tras examinar el fragmento que amplifica
cada juego de cebadores mediante soffware bioinformati-
cos, se observo que el obtenido de la fuente Drtilkova ef
al. (2010), si bien amplifica una regién del gen en estudio,
no se corresponde con el segmento donde se localiza el

polimorfismo de interés.

Polimorfismo 1438 GA del receptor 2A de serotonina

Para el estudio del polimorfismo 1438 G/A del receptor
2A de serotonina en todos los pacientes, se utilizé la téc-
nica PCR-RFLP.

Como se describio en la seccion Materiales y Métodos,
se plane6 desarrollar una metodologia de HRM para la
deteccion del polimorfismo 1438 A/G del 5-HTR2A.
En la validacion de esta técnica se disenaron cebadores
propios y se evaluaron los resultados de la amplificacion
en base a los niveles de fluorescencia observados tras la
amplificaciéon PCR Real Time y ademas se corrobord la
correcta amplificacién mediante la corrida electroforética
de los productos de PCR. Una vez optimizada la reaccidn,
se llevo a cabo el analisis de melting de alta resolucion post-
PCR con un rango de temperatura de entre 75-90 °C; se
esperaba que las muestras procesadas pudieran ser clasificadas
seglin el genotipo para el polimorfismo de interés. Para el
analisis en los ensayos de HRM, como primera medida,
luego de cada amplificacion se normalizaron las lecturas de
fluorescencia. Para ello se utilizé el soffware Rotor Gene Q
Series que permitié identificar dreas de pre- y post- melting
en la zona estable de fluorescencia. Luego, se normaliz6
con respecto a un control homocigota (GG-AA) y a un
control heterocigota y el soffware Rotor Gene Q Series
estableci6 el genotipo de cada muestra analizada.

Si bien la amplificacién y el anilisis post-PCR pudo
desarrollarse, la genotipificacién por esta técnica no fue

correcta para algunas muestras. En base al analisis de la
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secuencia de estos pacientes se comprobo que aquellos que
fueron clasificados de forma errénea presentaban a 18 pb
del 1438 G/A, el SNP rs6306 (1420 T/C) el cual muestra
poca asociacién con la respuesta a los ISRS (Cusin et al.,
2002). Segtin la base de datos su frecuencia es bastante baja
a nivel mundial, varia entre el 0% y el 12 % (ALFRED,
2016a). La presencia del SNP 1420 T/C, genera un cambio
en la curva de melting semejante al generado por el SNP
1438 G/A, impidiendo la correcta clasificaciéon de las
muestras mediante HRM. De modo que la misma no
es la técnica adecuada para la genotipificacién del SNP
1438 G/A dada la presencia del otro SNP en nuestra
poblacion. Cabe recalcar que es la primera vez que se
reporta la existencia de este SNP en la poblacién argentina.

Como consecuencia de lo anteriormente descripto, para

la genotipificacion en el presente estudio se utilizd en su
totalidad la metodologia PCR-RFLP.

Determinacién de las frecuencias alélicas y genotipicas

Una vez que se pusieron a punto las metodologias para la
genotipificacién de los tres polimorfismos objeto de estudio
del presente trabajo, se obtuvieron los perfiles genéticos de
las 384 muestras procedentes de pacientes ambulatorios,
permitiendo calcular las frecuencias alélicas y genotipicas
y por ende, lograr estimar la distribucién de frecuencias de
estos polimorfismos en la poblacién marplatense (Tabla 2).
Para el 5-HTTVNTR, el alelo 9 fue hallado en un solo
paciente con genotipo 10:9, por lo cual no se tuvo en

cuenta para el calculo de frecuencias.

Tabla 2. Frecuencias alélicas y genotipicas y calculo de EWH en los polimorfismos de
transportador y receptor 2A de serotonina en la poblacién marplatense.

Polimorfismo Frecuencia genotipica (%) Frecuencia alélica (%) EWH
SS SL LL S L ol X
S-HTTLPR
21% 61% 18% 51% 49% 1 16,65
10:10  10:12  12:12 10 12
5-HTTVNTR
17% 41% 42% 37,5% 62,5% 1 543
GG AG AA G A
1438 G/A
36% 47% 17% 59,5% 40,5% 1 047

DISCUSION

El Proyecto Genoma Humano, publicado en 2003,
permitidé conocer la secuencia completa del ADN vy realizar
estudios sobre la estructura y funcionalidad de los genes.
Con el conocimiento de la existencia de la gran variacién
interindividual, se comenzaron a analizar y comprender
por qué a pesar del desarrollo de nuevos tratamientos
farmacologicos, aparentemente mais seguros y eficaces,
sigue existiendo una gran variabilidad de respuesta entre los
pacientes. A partir de estos nuevos avances se vislumbro la

idea de comenzar a personalizar los tratamientos en base al

perfil genético del paciente, que es lo que se conoce como
farmacogenética. Dado que el area farmacogenética se
encuentra atin en desarrollo en la mayoria de las disciplinas
en las que se aplica, las investigaciones en este campo se
focalizan inicialmente en obtener resultados poblacionales
(Daar y Singer, 2005; Nelson et al., 2008; Perera et al.,2014;
Keers y Aitchison, 2011; Malhotra et al., 2004).

En el presente trabajo se lograron poner a punto
metodologias que permitieron estudiar los polimorfismos
mencionados del transportador y receptor 2A de serotonina
distinguiendo con exactitud los genotipos de todas las

muestras analizadas. Se debe recalcar la importancia de
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cumplir con todos los pasos necesarios para la optimizacion

delasreaccionesde PCR en el momento de la puestaa punto.
Los analisis bioinformaticos son fundamentales a la hora de
seleccionar los mejores cebadores para poder validar estas
reacciones. Como se describid en la seccion de resultados,
se encontraron discrepancias entre el analisis in silico y el
material bibliografico hallado para la genotipificacién de
las dos variantes alélicas del transportador de serotonina,
5-HTTLPR y 5-HTTVNTR. Ademais en este estudio
ciertos juegos de cebadores no amplificaron los productos
de PCR esperados de manera eficiente, lo que demuestra
que las condiciones Optimas de una misma reaccién, ya
sea por el tipo de termociclador o la mezcla de reaccion
utilizada, pueden no ser necesariamente idénticas entre un
laboratorio y otro.

El analisis llevado a cabo en el presente trabajo constituye
el primer trabajo en nuestro pais en el cual se estudian
simultineamente las frecuencias alélicas y genotipicas de estos
tres polimorfismos en una muestra representativa de nuestra
poblacion. Si se comparan las frecuencias alélicas encontradas
en la poblacion marplatense para cada polimorfismo
estudiado con datos hallados en la bibliografia, se puede ver
que logicamente los valores estan dentro del rango esperable
en las poblaciones americanas y europeas, pero difiere en gran
medida con los encontrados en las poblaciones africanas y
asiaticas (Sitte y Freissmuth, 2006; ALFRED, 2016b). Para
el 5-HTTLPR, si se analizan las frecuencias tanto alélicas
como genotipicas obtenidas en marplatenses en relacion
a las obtenidas para la poblacién rosarina, Gnico estudio
disponible a nivel nacional, se observa un mayor porcentaje
de heterocigotas en la poblacién marplatense, mientras que el
alelo S se ve mayormente representado en ambas poblaciones
en comparacién al alelo L (Ostera et al.,2014). Al igual que en
otras poblaciones, el alelo 9 del 5S-HTTVNTR tiene muy baja
frecuencia (Sitte y Freissmuth, 2006), por lo que se deberia
evaluar su utilidad en el desarrollo de tests farmacogenéticos
para la respuesta a los ISRS.

Serfa relevante desarrollar en un futuro un test farmaco-
genético que permita identificar el mejor tratamiento para
los pacientes en base a los polimorfismos aqui analizados, ya
que las variantes alélicas mas frecuentes en los pacientes psi-
quiatricos no respondedores se encuentran representadas en la
poblacion general. Esto estaria indicando que es probable que
un gran porcentaje de la poblacion pueda llegar a presentar
efectos adversos o no responder al tratamiento con ISRS en

caso que lo requieran en algiin momento de su vida.
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OBITUARY

Dra. Teresa E. Ciacci Angeleri de Negrotti (Tita)
Morrison, Pcia. de Cordoba 18/08/1936 — Buenos Aires 21/04/2017

Se recibi6é de médica en el afio 1962 en la UBA vy, ya mostrando su inquietud por la investigaciéon en Genética basica,
ingresé como becaria de iniciaciéon del Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas en la Facultad de
Ciencias de la UBA hasta 1964. En el periodo 1965-1967 continué su formacién en la Universidad de Londres como
becaria del CONICET, obteniendo en 1965 el titulo de Doctora en Medicina. De 1968 a 1970 fue Investigadora
Asociada en la Universidad Central de Venezuela.

En el afio 1972 comenzo las actividades en Genética Médica ingresando al Hospital de Nifios Ricardo Gutiérrez como
meédica concurrente de la Seccidn de Genética bajo la direccion del Dr.Victor Penchazadeh. También desde ese ano v,
en forma ininterrumpida, formo parte del equipo médico del Centro de Diagndstico y Tratamiento de los Problemas
de la Infancia “Dra. Lidia Coriat”. En 1977 Jefa de Genética Clinica en la Fundacion de Genética Humana, cargo que

ocupd hasta el afio 1995.
En 1978 fue invitada por el Dr. Carlos Gianantonio a formar parte como médica genetista del Departamento de Pediatria

del Hospital Italiano de Buenos Aires permaneciendo hasta 1989, lapso durante el cual también formoé parte del Equipo

Interdisciplinario de Malformaciones Craneofaciales del Departamento de Pediatria.
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En 1989 y en forma continua se desempennd como Docente de post-grado en la Asignatura de Genética Médica de la
carrera de Especializacién en Neurologia Infantil de la Facultad de Medicina de la UBA, cursandose en el Servicio de

Neuropediatria del Hospital Italiano bajo la direccién del Dr. Julio Castailo.

Siempre con ese entusiasmo por la docencia fue Prof. Adjunta en la Univ. del Salvador (1977-78 y 1982-84), Prof. Titular
de Genética Humana en la Universidad del Museo Social Argentino (1977-79). Docente de la Escuela de Capacitacion
CePA (Secretaria de Educacion del Gobierno de la Ciudad de Buenos Aires) para la formaciéon de Educadores en la

“Atencién a la Diversidad®, en favor de la integracion escolar de ninos con discapacidades (1998-1914).
Participé en mas de 100 Cursos o Seminarios como docente, coordinadora y/o directora.

Uno podria continuar con el riquisimo recorrido de Tita de su inmensa trayectoria académica, dando lugar también
a su produccidén cientifica en la cual ha sido autora de mas de 50 trabajos publicados y/o presentados en reuniones
cientificas. A nivel de pertenencia a Sociedades Cientificas fue Miembro Titular de la Sociedad Argentina de Pediatria;
Secretaria de la Junta Ejecutiva del Comité Nacional de Genética de la SAP durante tres periodos;Vocal del Comité
de Discapacidades de la SAP; Miembro Titular de la Sociedad Argentina de Genética bajo las presidencias del Dr. Alberto
Solari y posteriormente del Ing. Agr. Carlos Mezzadra. Durante el periodo 1996-99 fue Miembro de la Comisién Coor-
dinadora de la Seccién de Genética Humana de la SAG (SEGEHU). En todas las funciones que desempefid en la SAG,
su deseo mas profundo fue el de colaborar y congregar a todos los profesionales dedicados a la Genética humana del pais.
Accedi6 alos titulos de Especialista en Genética Médica del Colegio Médico de la Pcia. de Buenos Aires, 1983. Especia-
lista en Genética Médica de la Sociedad Argentina de Genética y Ministerio de Salud y Accidn Social, 1991. Revalida del
titulo de Especialista de la Sociedad Argentina de Genética, 1997. Certificacién del titulo de Especialista de la Academia
Nacional de Medicina, 1999.

Sin duda or todos conocida, “Tita” ha sido una persona excelente, integra, cuidadosa y ética con una gran vocacion
y y
e servicio y exigencia en el trabajo. Su total dedicacion al paciente la llevo a estar siempre pendiente del diagnodstico
d 1 i 1 trab Su total dedicaci | paciente la 1l tar si diente del d t
preciso y certero comprometiéndose a nivel personal y, de los profesionales médicos genetistas y de laboratorio, vincu-

lados para alcanzar tal fin.

Muchos somos los que desde distintos ambitos, tiempo y circunstancias, hemos tenido la suerte de conocerla profesional-

mente y, compartir su calidad humana. Sélo queda decir que con su grandeza y ejemplo de vida, siempre estard con nosotros.
No queda otra que agregar algunos testimonios de sus colegas:

Dr. Roberto Coco, Fecunditas, Medicina Reproductiva: conoci a Tita cuando se incorpord al Hospital de Niflos y
considero que fue una persona admirable, de conducta intachable, con el juramento hipocritico acunado a fuego en
todo su ser y que no pudo abandonarlo hasta su partida. Para mi no fue para nada sorprende que su hija Mariana me
comentara que el dia anterior de su partida le habia dejado encargado, cuando la llamara la paciente tal, a la que tenia
que asesorar, que no se olvidara de conectarla conmigo porque ella ya me habia explicado qué hacer. Recuerdo muy
bien que unos meses antes me habia llamado telefonicamente porque deseaba presentarmela personalmente, ya que su
estado de salud era muy critico. Lamentablemente su salud empeord y no pudo concretar la reunion. Todo un ejemplo

de profesionalismo, con una exquisita personalidad amigable!
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Dra. Patricia Kaminker, Hospital de Nifos Pedro Elizalde; SEGIR Centro de Reproduccion: A todo lo expresado, re-
fuerzo expresiones de afecto, profundo respeto y admiracidon que siempre senti por Tita. Respecto al dolor de su ausencia

esta todo dicho, el mismo permanece en uno.

Dra. Ana Pantano, Laboratorio Analisis Genéticos: Compartia con ella y valoraba su gran calidad humana, ademas de su
preocupacién y exigencia profesional en la veracidad de los informes genéticos que se derivaban, siempre necesarios para

un diagndstico preciso y correcto. El recuerdo de todo su quehacer me produce una gran emocion.

Dra. Rosa Nagel, ex-Invest. Principal de CONICET y ex-Prof. Titular UBA: conoci a Tita (Dra. T. Negrotti) en la
catedra de Genética de la Facultad de Ciencia Exactas y Naturales (anos 1963-1964). Ella trabajaba en Citogenética, yo
en Genética bacteriana. Aflos mas tarde (1970-1971) Tita trabajé en investigacién en mi laboratorio en la UCYV, Caracas,
y juntas publicamos un trabajo (Negrotti T' y Nagel de Zwaig R. (1972). Interactions between colicinogenic factor B and fertility factors.
Isolation of a mutant F-lac factor insensitive to the effect of ColB. Genetics, 70: 205-213). Nuestros caminos académicos se volvieron a
acercar nuevamente (1979-1985) en la Fundacién de Genética Humana, en Buenos Aires, pero esta vez, en distintas areas. Ella
estaba a cargo del area de Genética Clinica y yo, a cargo del area de Investigacién en Toxicologia Genética. Compartimos en
las distintas instancias muchas charlas de tipo profesional y académico, muchos buenos momentos y algunos también dificiles.
Ahora solo me resta expresar el mejor de los reconocimientos a quien siempre valoré como una gran profesional, gran persona

y gran amiga.

Dr. Victor Penchazsadeh, Universidad Nacional Tres de Febrero: Recuerdo a Tita Negrotti como una persona ejemplar
en lo personal, por lo dulce y suave de su interaccion con colegas y pacientes, y en lo profesional, por su interés académico
y humano por el avance de la Genética Clinica. Coincidimos en el Hospital de Nifios Ricardo Gutiérrez a comienzo de
los afios setenta, ella llegada de postgrados en Londres y Caracas, y yo viniendo de mi formacién en Genética Médica en el
Johns Hopkins. Trabajamos juntos armando el Servicio de Genética del Ninos, junto a otras jovenes pediatras interesadas
en Genética, hasta que debi partir al exilio en diciembre de 1975. Recuerdo también que, cuando retorné la democracia
y pude comenzar a venir de visita al pais, Tita era una interlocutora de lujo en temas cientificos y sociales, y participamos
juntos en muchos eventos y cursos para difundir los conocimientos de Genética entre los profesionales de Salud. Su

ausencia sera muy sentida por todos los que la conocimos.

Dra. Susana E. Sommer, profesora de Etica en la Maestria de Biologia Molecular Médica, UBA: Conoci a Tita Negrotti
en 1962 (ella era pediatra y yo estudiante de biologia) en el laboratorio de Genética de la Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales y a partir de alli compartimos distintos momentos amistosos y profesionales. Asi, fue que trabajamos en la misma
institucion, la Fundacion de Genética Humana, donde ella era jefa de clinica médica.

Tita Negrotti fue una amiga dilecta y una genetista destacada. Su inteligencia, su probidad y su calidez humana fueron

proverbiales, asi como su generosidad con los que fueron sus discipulos. No la olvidaremos!

Dra. Claudia Arberas, Genética, Hospital de Nifos “Ricardo Gutiérrez” Buenos Aires:

“Querida Tita, hace unos dias nos enteramos de tu fallecimiento. Todos los que tuvimos el placer de conocerte no podemos
quedar inertes frente a lo irreparable de esta partida. Tu gran sencillez, tu calidad como profesional y tu integridad como per-
sona son solo algunas simples palabras que intentan apenas resumir lo que fuiste. Como jefa fuiste lider, como compafiera una

amiga, como persona un ejemplo. Gracias por dejarnos tu humor, tu pensamiento sagaz, tu calidez. Hasta siempre”.

Dra. Graciela del Rey

Centro de Investigaciones Endocrinolégicas “Dr. César Bergadd”. (CEDIE). CONICET. FEI.
Divisién de Endocrinologia, Hospital de Nifios “Ricardo Gutiérrez” Buenos Aires.
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