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ABSTRACT

In South America, the Pleistocene was characterized by important environmental changes related to glacial cycles, which had significant eftects
on the evolutionary history of several marine species. To evaluate the pattern of demographic history and the genetic structure of striped weakfish
Cynoscion guatucupa, a 401 bp fragment of the mitochondrial Cytochrome b gene was sequenced from 92 individuals from three coastal areas in
Argentina and one in Brazil in the southwestern Atlantic. Haplotype diversity was high, whereas nucleotide diversity was low among all sampling
sites. The star-like pattern was not phylogeographically structured, in agreement with the AMOVA analysis. The Fu’s test was negative and highly
significant whereas the mismatch analysis yielded an unimodal distribution indicating population expansion. The mutation rate of Cytochrome b,
calibrated with pairs of species of Cynoscion found on both sides of the Isthmus of Panama was estimated at 0.006 substitutions per million years.
The Bayesian skyline plot was used to date changes in population size through time and revealed a coalescence time of 155,000 years. Cynoscion
guatucupa exhibited a mutation accumulation pattern associated with a rapid population growth after a period of low effective population size,

probably linked to climatic changes in the late Pleistocene.

Key words: genetic structure, cytochrome b, marine fish, Pleistocene, mutation rate

RESUMEN

Durante el Pleistoceno se registraron en Sudamérica importantes cambios climaticos relacionados con ciclos de glaciaciones que probablemente
han tenido efectos significativos en la historia evolutiva de muchas especies marinas. Para evaluar el patron de demografia histérica y la estructura
genético poblacional de la pescadilla de red (Cynoscion guatucupa) se analizé una secuencia de 401 pb del Citocromo b del ADN mitocondrial de
92 individuos de tres areas costeras en Argentina y una de Brasil en el Atlantico sudoccidental. La diversidad haplotipica fue alta y la diversidad
nucleotidica fue baja para todos los sitios de muestreo. La topologia en forma de estrella en base a los haplotipos mitocondriales muestra un patrén
no estructurado geograficamente en concordancia con el anilisis de AMOVA. El test de Fu fue negativo y altamente significativo, mientras que el
analisis de mismatch distribution produjo una distribucién unimodal, indicando expansién poblacional. La tasa de mutaciéon del Citocromo b, calibrada
a partir de la comparacién de la divergencia entre especies del género Cynoscion encontrados en ambos lados del Istmo de Panama fue estimada en
0,006 sustituciones por milléon de afios. Para datar el cambio del tamano poblacional a través del tiempo se usd Bayesian Skyline Plot estimando un
tiempo a la coalescencia de 155.000 afios. Cynoscion guatucupa mostrd un patrén de acumulacion de mutaciones asociado a un rapido crecimiento
poblacional luego de un cuello de botella, probablemente relacionado con un evento de cambio climético ocurrido en el Pleistoceno medio-tardio.

Palabras clave: estructura genética, citocromo b, peces marinos, Pleistoceno, tasa de mutacion

Fecha de recepcién: 22/12/2014
Fecha de aceptacién de versién final: 27/04/2015
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8 GENETIC STRUCTURE OF CYNOSCION GUATUCUPA

INTRODUCTION

Marine fish characterized by high dispersal usually
display a weak phylogeographic structure (Avise, 1987);
isolation by distance only occurs at large geographical
scales (Matschiner ef al., 2010). This pattern is associated
with the general absence of dispersive barriers as well
as with the high level of spatial connectivity among
environments (Grant and Bowen, 1998). However, the
climatic changes associated with glaciations produced
variations in sea temperature, current changes and/or
loss of coastal habitats, which played a key role in the
evolutionary history of marine species (Hewitt, 2000;
Rabassa et al., 2011). During the Pleistocene, 10,000 years
- 2 million years ago, global glaciation cycles affected the
genetic structure of terrestrial as well as of marine species
(Hewitt, 2000). In South America, three major glaciations
occurred in the last 250,000 years (Rabassa et al., 2005;
2011).These climatic changes in the southwestern Atlantic
affected the distribution patterns and abundance of marine
fishes. Earlier studies using mitochondrial DNA sequences
(control region and Cytochrome b) in South American
coastal fishes account for phylogeographic patterns that
are not geographically structured in Cynoscion acoupa
(Rodrigues ef al., 2008), Macrodon ancylodon (Santos et
al., 2006), Pagrus pagrus (Porrini et al., 2015) and Eleginops
maclovinus (Ceballos et al., 2012) or with a moderate or low
genetic structuring in Odontesthes argentinensis (Beheregaray
and Sunnucks, 2001), Brevoortia aurea (Garcia et al., 2008),
Micropogonias furnieri (Pereira et al., 2009), and Paralichthys
orbignyanus (Fernandez Iriarte ef al., 2014). Likewise, there
is clear evidence of population expansion, in several cases,
related to the climatic and geographic changes that took
place in marine and coastal regions during the Pleistocene.

Striped weakfish Cynoscion guatucupa Cuvier 1830, is
a widely spread demersal fish predominantly found on
southwestern Atlantic coasts, ranging from Rio de Janeiro,
Brazil (22° S), to Chubut province, Argentina (43° S). It
inhabits coastal areas and part of the continental shelf,
and is found in sea and estuarine waters, being typically
caught in Brazil, Uruguay and Argentina (Cousseau and
Perrotta, 2004). Argentine landings are from catches made
from two main fishing areas: the Argentine-Uruguayan
Common Fishing Zone (34° S to 39° S), and the southern
area of Buenos Aires province (El Rincén, 39° S to 41°

S), being the second most important species (Ruarte et

al.,2004). Earlier studies focusing on Argentine samples of
C. guatucupa and using the mitochondrial Control Region
postulate that there is no pattern of genetic structure
among Argentinean populations, though an historical
population expansion would have occurred (Sabadin ef al.,
2009; Fernandez Iriarte ef al.,2011).

The objectives of this study were: (i) to analyze C.
guatucupa genetic structure using Cytochrome b marker
across its distribution in the southwestern Atlantic,
including a sample from Brazil (reaching most of the
species distribution), (ii) to calibrate the mutation rate for
this mitochondrial gene fragment using this data set, and
(iii) to infer the main historical demographic events in the

species.

MATERIALS AND METHODS

Sampling, DNA extraction, PCR amplification and sequencing
Samples of muscle tissue kept in ethanol were obtained
from adult individuals caught in El Rincén (39° S; 61°
W) (n= 25), Mar Chiquita (37° S; 57° W) (n= 21), and
Samboromboén (36° S; 56° W) (n= 28) on Buenos Aires
province coast (Argentina) and in Ubatuba (23° S; 45°
W) (n= 18) on the Brazilian coast (Figure 1). Specimens
were obtained from local fishermen and/or from landing
samplings collected from different ports. DNA was
extracted using Chelex 100 method (Estoup et al., 1996).
A small muscle piece of each individual (100-150 mg) was
incubated with 500 pl of Chelex 100 at 10 % solution
and 25 pl of Proteinase K (20 pg/pl) for 1 hour at 56 °C
followed by 100 °C for 15 min. The amplification of a
partial fragment of Cytochrome b (Cyt b) was conducted
using primers Glu-L-CP and CB2-H (Aboim et al., 2005).
PCR conditions using 50 pl reaction volumes were: 5 pl
of 10X bufter, 3.6 pl of CI2Mg (25 mM), 5 ul of each
primer (200 mM), 6 ul of ANTPs (100 mM), 1 pl of Taq
polymerase (5 U/ul), and 5 pl of genomic DNA. The
reaction volume was completed with water. PCR was
performed in a GeneAmp PCR system 2700 thermocycler
(Applied Biosystems) at 94 °C for 4 min, followed by 30
cycles at 94 °C for 50 s, 50 °C for 30 s and 72 °C for 1
min, with a final extension of 72 °C for 5 min. The PCR
product was purified and sequenced in MACROGEN

Korea (http://www.macrogen.com/).
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Figure 1. Study area and sampling sites of Cynoscion
guatucupa from Southwestern Atlantic: 1, Ubatuba;
2, Samborombadn; 3, Mar Chiquita; 4, El Rincén.

Population genetic analysis

Sequences were manually aligned using PROSEQ
(Filatov, 2002). For each sampling site, haplotype (k) and
nucleotide (17) diversity were estimated using DNAsp v5
(Librado and Rozas, 2009). Likewise, to detect historical
demographic changes, the D (Tajima, 1989) and F (Fu,
1997) neutrality tests were calculated to discriminate
mutation/drift equilibrium and to evaluate the hypothesis
of population expansion through the significant excess
of low-frequency haplotypes. These parameters were
calculated using ARLEQUIN 3.11 (Excoffier et al., 2005).
Mismatch distribution was also estimated with DNAsp,
and it was compared with the distribution expected under
a model of sudden population expansion. Deviations from
the model were evaluated by calculating the R, index
(Ramos-Onsins and Rozas, 2002). Those populations that
have undergone large expansion are expected to exhibit
unimodal mismatch distributions with a low R, value;
while stable populations produce a variety of multimodal

distributions with a high R index. The significance of D,

F and R, indices was evaluated on 10,000 simulations.
The genetic structure of C. guatucupa was assessed by the
Analysis of Molecular Variance (AMOVA), and pairwise
genetic distances were estimated to assess fixation indices
(Fg,) among all population pairs (10,000 permutation)
in ARLEQUIN. The haplotype median-joining network
was constructed using Network 4.6 (Bandelt ef al., 1999).

Molecular clock and coalescence time

The pair of Cynoscion species found on both sides of the
Isthmus of Panama has evolved in isolation for about 3.5
million years (Coates ef al., 1992), and could be used to
calibrate the molecular clock (Bermingham and Lessios,
1993). Hence, by comparing the variations within and
among Cynoscion genus species for Cyt bsequence (Vergara-
Chen et al.,2009),less biased estimates of the mutation rate
could be calculated, and historical demographic changes
occurring in the glaciations could be inferred with greater
precision. Cyt b sequences were obtained from GenBank
for C. reticulatus Glinther, 1864 (GQ220005.1), C. nothus
Holbrook, 1848 (GQ220006.1), C. phoxocephalus Jordan
and Gilbert, 1882 (GQ220010.1) and C. leiarchus Cuvier,
1830 (GQ219999.1). The molecular clock was calculated
from the sequences of Cynoscion genus using Kimura
2-parameter distance (Kimura, 1980).

Expansion time was directly estimated from mismatch
distribution with the statistic T (tau) and translated into
absolute time in years (t), using the equation t = T/2pk,
where p is the mutation rate per year and k 1s the number
of nucleotides of the sequence analyzed. Confidence
intervals for t estimates were obtained using a parametric
bootstrap approach in ARLEQUIN. On the other hand,
the substitution model of Cyt b in C. guatucupa was
determined using jModelTest 0.1.1 (Posada, 2008) and,
based on such model, expansion time was calculated using
the Bayesian Skyline Plot (BSP) in BEAST (Drummond
and Rambaut, 2007). BSP analysis was performed using a
relaxed molecular clock, with three runs of 10 million steps
(MCMC) each, where trees and parameters were sampled
every 1,000 steps. The fact that the ESS values estimated
with Tracer were > 200 (Drummond et al., 2012) allowed
determining that the two independent runs converged on
the same distribution in the MCMC run. Only one of the
three runs was plotted. To estimate coalescence time, the

calibrated mutation rate was applied.
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RESULTS

Molecular diversity, demography and network

A 401 bp fragment of the mitochondrial Cyt b gene
was sequenced for 92 individuals. Thirty one different
haplotypes (GenBank Accession numbers KR086363-
KR086393), 27 and 5

transversions) were observed. The average number of

substitutions (22 transitions
nucleotide differences between pairs of sequences (k) was
1.504 (Table 1). The molecular diversity patterns for all
individuals revealed a haplotype diversity (k) (mean + SD)
= 0.822 £ 0.034 and a nucleotide diversity (TT) (mean
+ SD) = 0.004 + 0.003 (Table 1). Haplotype diversities
decreased from South to North ranging from 0.903 +
0.001 in RIN to 0.569 £ 0.018 in UBA, respectively.

The statistical test of neutrality (D) was negative and
significant for each site except for Samboromboén when
all samples were analyzed together; the Fu’s Fwas negative
and statistically significant in all sites and at a total level
(Table 1).The global mismatch analysis yielded a unimodal
distribution curve (Figure 2) associated with the low R,
value (R, = 0.026, P <0.05).

GENETIC STRUCTURE OF CYNOSCION GUATUCUPA

The network of Cyt b haplotypes displayed no evidence
of a phylogeographic structure and showed a star-like
pattern with two highly represented central haplotypes,
differentiated from each other by a single mutation step
(Figure 3). AMOVA indicated that the largest genetic
variation was within groups and not among them (F . =
-0.011, df = 3, 88, P = 0.81). Additionally, no significant f
¢ Values (P > 0.05) were noticed among site pairs: UBA-
SAM (F, = -0.013), UBA-MCH (F,, = -0.010); UBA-
RIN (F, = -0.007), SAM-MCH (F_, = -0.010), SAM-
RIN (F = -0.010) and MCH-RIN (F . = -0.014).

Mutation rate, Tau and BSP

Regarding C. reticulatus - C. nothus sequences, the genetic
distance was of 0.052 and for C. phoxocephalus - C. leiarchus,
it was of 0.034, thereby yielding a mean genetic distance of
0.043 between species. A mutation rate of 1.2 % between
species of the Cynoscion genus was estimated on the basis
of such distance. Given the fact that the mutation rate
within lineages is half the rate between lineages (Bowen et

al., 2006), a mutation rate of 0.6 % per million years was
established.

Table 1. Genetic diversity and demographic parameter for 401 bp fragment of the mitochondrial Cyt b
gene from Cynoscion guatucupa in Ubatuba (UBA), Samborombén (SAM), Mar Chiquita (MCH)
and El Rincén (RIN): sample size (n), number of haplotypes (N,,), number of polymorphic sites (N,),
average number of nucleotide differences between pairs of sequences (k), haplotype diversity (h);
nucleotide diversity (1), Tajima’s D, Fu's F_and R,

Sample n Ny Ny k h (sd) 7 (sd) D F, R,

UBA 18 7 8 1.203 0.569 (0.018)  0.003 (0.002) -1.678* -3.11* 0.098*
SAM 28 11 9 1.217 0.796 (0.003)  0.003 (0.002) -1.496 -7.57*%  0.063**
MCH 21 13 13 2.029 0.886(0.003)  0.005(0.003) -1.571* -9.15%*  0.065*
RIN 25 13 12 1.647 0.903 (0.001)  0.004 (0.003) -1.637* -9.48**  0.061**
ALL 92 31 27 1.504 0.822(0.034)  0.004 (0.003) -2.176** -36.87 ** 0.026*

*P < 0.05, **P < 0.001.
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The t (fau) parameter, in turn, was 1.55 (confidence
interval, a = 0.050: 1.15-1.99), estimating the expansion
time at 320,000 (230,000-410,000) years ago.

The substitution rate of Cyt b using Akaike information
criterion was adjusted to the Hasegawa, Kishino and Yano
model (HKY) more the proportion of invariable sites
(I). BSP, using a mutation rate of 0.006 substitutions per
million years, revealed a significant reduction in population
size followed by an expansion about 155,000 years ago
(Figure 4).

Moreover, for BSP construction, confidence intervals
for estimates of this marker in several fish species (1-1.8
%) (Pteiler et al., 2008) were used. These substitution rates
of 0.009 substitutions per million years (maximum) and
0.005 substitutions per million years (minimum), yielded
coalescence values ranging from 105,000 to 185,000 years,
respectively (Figure 4).

05

04 -

R,=0.026*

Frequency

Pairwise nucleotide differences

Figure 2. Mismatch distribution (observed values: closed
squares; expected values: open circles). R2
(raggedness index), * P < 0.05.

Figure 3. Mitochondrial DNA network of Cyt b sequences for Cynoscion guatucupa.
Circle size is proportional to haplotype frequency in each sample site:
Ubatuba (light grey), Samborombdén (white), Mar Chiquita (dark grey) and
El Rincon (black), respectively. Line length is proportional to the number of
mutations separating the haplotypes (one or two mutations in this case).
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Figure 4. BSP based on mitochondrial Cyt b haplotypes. The y axis represents the product of the effective
population size (Ne) and generation length (t) in a log scale. The black solid lines are median
estimates under the assumed mutation rate of 0.006 substitutions per million years, and the dotted
lines indicate 95 % highest density regions. The thin top solid line shows the median obtained under
the mutation rate of 0.005, while the thin bottom line depicts the median obtained under the

assumption of a mutation rate of 0.009.

DISCUSSION

The absence of a genetic structure across C. guatucupa
distribution in the southwestern Atlantic may be explained
by the fact that this species is characterized by high dispersal
and weak barriers to gene flow. Population expansion,
estimated by means of the substitution rate of Cyt b,
showed demographic processes of low population size
after one of the largest Pleistocene glaciations. AMOVA
indicated absence of genetic differentiation among
sampling sites but most genetic variation among the Cyt
b haplotypes was distributed within sites. These results
are consistent with those accounted for by Sabadin ef al.
(2009), which found no differences in two microsatellite
loci in individuals from Samborombén and El Rincén.
The same result was achieved in the study conducted
for the mtDNA control region (Fernandez Iriarte ef al.,

2011), which reported lack of genetic structuring among

Samboromboén, El Rincon and Mar Chiquita. The absence
of the genetic differentiation is evident in the haplotype
network, in which no genetic structure is observed and
individuals from all sites share common haplotypes. This
pattern is common in many marine fish species given
their life history, characterized by high dispersal and
absence of natural barriers (Zane et al., 2006; Pfeiler et al.,
2008). When evaluating the individuals from the different
sampling sites, no qualitative differences were observed in
the molecular diversity values analyzed (h and @) taking,
for both cases, a high i (> 0.5) and a low @ (< 0.005) as a
cut-off point (Grant and Bowen, 1998). Pi (w) values, both
at a global and at each sampling site level, were similar
and low, while h values were high but showed a pattern of
decreasing variability from South (RIN) to North (UBA).
The sample from Ubatuba represents the most northern
distribution of the species with temperatures that could

represent a less favorable habitat. The high haplotype

Journal of Basic & Applied Genetics | 2015 | Volume 26 | Issue 2 | Article 1 - research
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and low nucleotide diversities of Cynoscion guatucupa
characterize species that have undergone a historical
bottleneck, followed by population expansion with
accumulation of mutations (Type 2; Grant and Bowen,
1998).This pattern was observed in species not genetically
structured as C. guatucupa (Fernandez Iriarte et al., 2011),
Eleginops maclovinus (Ceballos et al.,2012) and Pagrus pagrus
(Porrini ef al., 2015). On the contrary, it is considered
that those species with low haplotype and nucleotide
diversity have undergone a recent bottleneck or founder
effect (Type 1, Grant and Bowen, 1998). This pattern was
observed in species such as M. furnieri (Pereira et al., 2009)
and P, orbignyanus (Fernandez Iriarte et al., 2014).

The molecular diversity values are also consistent with
the unimodal distribution curve and, together with the
low R, value and the negative Fs values, could indicate
that the species underwent demographic expansion.
The starting period of population expansion difters
depending on the method. The value calculated from t
was of 320,000 years (240,000-410,000) and from BSP, of
155,000. Despite the fact that it has been suggested that T
tends to underestimate coalescence time, this parameter
is very sensitive to mismatch curve variations; thus, small
variations could have a great effect on expansion time
estimates (Schneider and Excoftier, 1999). Another point
in this regard is the heterogeneity of the substitution
rate along the analyzed sequence and its relevance when
expansion time is calculated. . In view of the fact that BSP
uses the substitution model under which the sequence
mutates to calculate population expansion, the value
obtained would be more representative. The data obtained
from BSP for Cyt b (155,000 years) is in agreement with
that estimated for the mtDNA control region (190,000
years; Fernandez Iriarte ef al., 2011). In this sense, changes
in population size estimated with Cyt b associate better
with the Quaternary climatic changes with a population
expansion time that would correspond to the end of the
most extensive glaciation event recorded in the last 250,000
years (140,000-180,000 years ago) (Ruzzante et al., 2008).
Recent studies using Cyt b in the Patagonian blennie
fish Eleginops maclovinus Cuvier and Valenciennes 1830,
from the southwestern Atlantic estimate a coalescence of
125,000 years (Ceballos et al., 2012), also associated with
the end of such cold period.

The substitution rate of Cyt b in fishes was five to ten
times lower than that of the control region (Bargelloni et

al., 2003), while in C. guatucupa this value was 8.3 times

smaller. In general, the mean mutation rate of the estimated
control region was 0.05 substitutions per million years
(Bowen et al.,2006; Ruzzante et al.,2008; Fernandez Iriarte
et al., 2011). In this sense, the mutation rate reported here,
calibrated by the divergence between species, increases the
reliability of the estimated times, and is consistent with that
used for other fish groups, being very similar to that applied
to Cyt b in E. maclovinus (0.0056), in line with the fossil
record. Even though the real starting period of population
expansion may be slightly different, present data suggests
that the glacial period could have been particularly relevant
for the distribution and abundance of marine species in the

southwestern Atlantic.
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ABSTRACT

Introduced in Argentina from the British Isles in 1879, the Angus progressively became the most popular beef cattle breed in the country. In
this article the analysis of genealogical and molecular information generated in the registration process of progenies from an Angus seedstock herd
is presented. The objectives were to analyze the genetic structure of the herd, and to use the acquired information to get insight of the history of
the Angus breed in Argentina. Pedigree information from 16,611 individuals born between 1954 and 2012 was analyzed, including Black and Red
Angus. Also available were genotypes of 17 microsatellites from 470 individuals born between 2005 and 2012. Identification of the most influential
ancestors showed a trend that is consistent with the evolution of selection objectives, mostly associated with changes in body size. Generation
intervals in the male pathways also reflected drastic changes in selection objectives over time. Molecular kinship and genealogical average relatedness
have been steadily increasing. Molecular F  was -0.023, indicating that matings were planned in order to avoid inbreeding, which increased 0.70%
per Equivalent Generation. Genetic distance showed that Black and Red Angus are two separated lines within this herd. Molecular and genealogical
information jointly allowed for a reliable characterization of the genetic structure of the herd, a strategy that should be extended to the entire breed

to monitor genetic variability and to help in breeding decisions.

Key words: population structure, coancestry, microsatellites, inbreeding

RESUMEN

La raza Angus fue introducida en Argentina desde las Islas Britanicas en 1879 y progresivamente se convirtié en la principal raza para carne del
pais. En este trabajo se analiza informacion genealdgica y molecular generada en el proceso de inscripcion de reproductores de un plantel Angus
Puro de Pedigree, con dos objetivos: analizar la estructura genética del plantel y en funcién de la misma, revelar aspectos relevantes de la historia
de la raza en el pais. Se utilizaron registros genealogicos de 16.611 animales (Negros y Colorados) nacidos entre 1954 y 2012 y los genotipos
de 17 microsatélites en 470 animales nacidos entre 2005 y 2012. La identificacién de ancestros mas influyentes y la estimacion de intervalos
generacionales mostraron una tendencia consistente con la evolucién de los objetivos de seleccién asociados a cambios en el tamafio a través del
tiempo. La coancestria molecular y el parentesco estan aumentando en forma sostenida, pero el incremento en consanguinidad fue s6lo 0.70% por
generacion equivalente. El F; molecular igual a -0.023 indica que los apareamientos se planean para minimizar la consanguinidad. Las distancias
genéticas entre Angus Negro y Colorado muestran que ambos se manejan como lineas separadas. La utilizacién de informacién genealdgica y
molecular permitié la caracterizacion de la estructura genética del plantel, y esta estrategia deberia extenderse a toda la raza para monitorear el

incremento de la consanguinidad y la pérdida de variabilidad y ayudar en las decisiones de seleccidén.

Palabras clave: estructura poblacional, coancestria, microsatélites, consanguinidad
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INTRODUCTION

Introduced in Argentina from the British Isles in 1879,
the Angus breed was very successful and progressively
became the most popular beef cattle breed in the country.
Currently, approximately 50% of the stock corresponds to
pure-blood Angus and another 20% to crosses (Argentinean
Angus Association, 2014). In this process, Angus breeders
had to adapt to several changes in selection objectives, to
the point of having to reverse the path taken, as it was the
case of the selection for higher growth rate and body size
that dominated selection objectives in the 1970s-1980s
and which led to the production of extremely large
animals that performed poorly in extensive production
systems (Molinuevo, 2005). Since then, breeders have been
successfully working on the definition of a local biotype,
adapted to the prevailing production systems and markets.

The process of registration of all cattle breeds in the
Argentinean Herd Book requires paternity confirmation
(Sociedad Rural Argentina, 2014). Parentage verification
was originally based on blood groups analysis, but this
system was replaced by the use of molecular markers in
2005. Since then, more than 135.000 animals of different
breeds have been genotyped and these procedures have
contributed to the creation of an extensive database
of genomic information that it is not used for other
than administrative purposes. Conversely, genealogical
information generated by the registration process is more
valued by breeders because it is a key resource for genetic
evaluation programs (estimation of Breeding Values).
However, other applications of this information are still
underappreciated (for example, monitoring trends in
inbreeding and genetic variability).

The purpose of this work was therefore twofold: to
analyze the genetic structure of a traditional Angus
seedstock herd, taking advantage of two sources of
information (genealogical and molecular) that are available
with no additional costs but which are currently not fully
appreciated, and secondly to use these results to obtain

insight of the history of the Angus breed in Argentina.

MATERIAL AND METHODS

Genealogical information
The pedigree information from the Angus Herd Book was
provided by the Argentinean Rural Society (“Sociedad

Rural Argentina”, SRA) with consent of the herd
owner. Unlike other countries, in Argentina the Angus
Association considers the Black and Red Angus as two
varieties of a single breed, and both were included in
the files. Information was checked for consistency with
the program Pedigree Viewer (Kinghorn and Kinghorn,
2014). Inconsistent information corresponding to sex,
birth dates, or paternity were confirmed at the SRA web
browser (http://www.sra.org.ar/rrgg/) and manually
edited. Animals with pending registration but with
genotype information (see below) were manually added
to the pedigree files. The final pedigree included 16,611

animals born between 1954 and 2012.

Genealogical analyses

For each individual, the number of fully traced generations
(those with 2¢ ancestors known, where ¢ is the number of
generations back), the maximum number of generations
traced (from the individual to the furthest ancestor) and
the equivalent complete generations (computed as the sum
of %" over all known ancestors, where n is the number
of generations separating the individual and the known
ancestor) were computed.

Genealogical information was analyzed to obtain the
full coancestry matrix (Malecot, 1948), the individual
coefticient of inbreeding (F) (Wright, 1969) and the average
relatedness coefficient (AR) (Goyache ef al., 2003). The AR
was defined as the probability that an allele randomly chosen
from the whole population belonged to a given animal. The
AR of an individual can be computed as the average of the
coeflicients in the row corresponding to the individual in
the numerator relationship matrix (Gutierrez et al., 2003).
The AR is twice the average genealogical coancestry. The
coefticient of coancestry (f;) between individuals i and j is
defined as the probability that at a neutral, autosomal locus
an allele drawn randomly from individual i is identical by
descent (IBD) to an allele drawn randomly from individual j.
The inbreeding coefticient of an individual i (F),is defined as
the probability that the two alleles carried by this individual
at a given locus are IBD. Effective population size and
increase in inbreeding (AF) were estimated by computing
the regression of the individual inbreeding coeflicient over
the number of equivalent generations, where the regression
coefficient b is the increase in inbreeding between two
generations and N_= 1/2b (Gutierrez and Goyache, 2005).
The genetic contribution of ancestors to the herd was
estimated according to Boichard et al. (1997).
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Generation intervals were defined as the average age of
parents at the birth of their progeny kept for reproduction.
They were calculated for the four pathways of selection:
sires to produce sires (SS), dams to produce sires (DS), sires
to produce dams (SD) and dams to produce dams (DD)
(Marquez and Garrick, 2007). All the pedigree analyses
were conducted using the Endog v4.8 program (Gutierrez
and Goyache, 2005).

Molecular analyses

The Laboratory of Applied Genetics of SRA provided all
the genotypes corresponding to animals from the herd
that were available by the end of 2012, alongside of an
independent sample of 200 Angus individuals to be used
as a reference of the breed. Total DNA was isolated from
tail hair and semen samples following standard procedures.
A set of 12 STR markers from the International Society
of Animal Genetics (ISAG) core panel and 5 additional
microsatellites were analyzed: BM2113,BM1824,INR A23,
BM1818,TGLA227, TGLA126,ETH225,CYP21,SPS115,
TGLA122, ETH10, BRR, ETH3, TGLA53, BMS510,
BL1043 and RME40.The PCR fragments were separated
by electrophoresis in a 3730 XL ABI Sequencer (Applied
Biosystems). Alleles size were scored against GeneScan™
500 LIZ® Size Standard (Applied Biosystems) using the
Data Collection v3.0 software (Applied Biosystems).

Pedigree information and birth dates were checked and
a file with the molecular information of 470 animals born
between 2005 and 2012 was created. Because this group
had both genealogical and molecular information, it was
used as a reference population when needed.

Basic descriptive parameters of population genetics:
Number of alleles per marker (Na), effective number of
alleles (Ne), observed (Ho) and expected heterozygosity
(He), significance of Hardy Weinberg Equilibrium
departures (HWE), polymorphic informative content
(PIC) and Fixation index (F) were estimated with the
Genalex 6.5 software (Peakall and Smouse, 2006). The PIC
refers to the value of a marker for detecting polymorphism
within a population (Botstein et al., 1980). It was computed
as n-1 n

PIC=1-Ypi-) Y 2p;ip;

i i=1 j=1+1

where p and p;are the frequency of alleles i and j of a
given locus.

Observed heterozygosity was estimated as Ho = (No.
of Heterozygotes /N) and expected heterozygosity was

estimated as He = 1 - Zp> where p._is the frequency of
the i" allele for the population and Zp? is the sum of the
squared population allele frequencies.
The Fixation index, which is equivalent to F  of
Wright (1969), was computed as F = 1 - (Ho / He).
Other

information were conducted using the Molkin v3.0

analyses  corresponding to  molecular
program (Gutierrez et al.,2005). The molecular coancestry
matrix among genotyped individuals was computed. The
molecular coancestry (or kinship), fMij between individuals
1 and j at a given locus is the probability that two alleles
at the locus taken at random from each individual are
equal (identical by state, IBS): fMij’L =% [, +1,+1L,
+ L,]. I_is 1 when allele x on locus L in individual i
and allele y in the same locus in individual j are equal,
and zero otherwise. Molecular coancestry between two
individuals was obtained by averaging f, ., over L analyzed
loci. Molecular mean kinship (Mk) was computed as the
average molecular coancestry of each individual with the
rest of the population.

The molecular coancestry of an individual i with itself
is the self coancestry (si) which is related to the coefficient
of inbreeding of the individual (F) by the expression F =
(2s) =1 (Toro et al., 2011).

For individual pairwise comparisons the proportion
of shared alleles was estimated as P W Zu S/ 2u, where
the number of shared alleles S is summed over all loci u.
Distance between individuals / and j was estimated by D "
=1-Pg, (Chakraborty y Jin, 1993). Based on the D,
matrix, an unrooted Neighbor Joining tree was constructed

using the program Mega 6.0 (Tamura ef al., 2013).

RESULTS

The genealogy of the whole population (16,611 records)
spanned 14 maximum generations. There were 283 sires
and 4,596 dams, with maximum paternal and maternal
family sizes of 1,673 and 39 individuals, respectively.
Because we got access only to the records corresponding
to the herd under study some information was missing,
especially that corresponding to sires that were not bred
within the herd. These result affected the completeness of

pedigree information, as it can be seen in Figure 1.

Generation intervals and most influential ancestors

The estimated generation intervals (Table 1) were within
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the range of values recorded for other cattle populations
(Gutierrez et al., 2003; Marquez and Garrick, 2007,
Santana Jr. et al., 2012) with the exception of the Sire-
Son pathway, the most relevant in terms of genetic
progress, which was surprisingly long when compared to
the other three pathways. It can be seen that among the
most influential ancestors there are bulls from the 19607s
(Table 2). Moreover, one of these comparatively older
bulls, “Ankonian Big Bandoliermere 107, made the largest
contribution to the genetic pool also between 2005 and
2012. This seemingly inefficient selection strategy can be
understood if the changes that occurred in the selection
objectives over time are taken into account, as it will be
discussed later. Also related to the successive changes in
selection objectives, the comparison of influential ancestors
between the population as a whole and the reference group
showed a trend towards a higher influence of bulls bred
in local herds (Table 2). There were six local sires out of
fourteen in the first case, and four out of six in the second
case (bulls such as “Tres Marias 5887 Hornero-T/E-* and
“Moon 16621 Ritmo”).

Inbreeding

Only 86 matings between half sibs and 148 matings
between parents and offspring were detected and there
were only 640 individuals with F = 1% when the whole

dataset was considered. When the analysis was restricted

to the last three generations to have a better estimation
of recent inbreeding, 448 individuals with F = 3% were
found. The average F in each case was 0.41% and 0.38%,
respectively. The increase in inbreeding ( F) per equivalent
generation was 0.70% (N_= 71).

Molecular information

Descriptive statistics of the microsatellite panel are shown
in Table 3. Allele frequencies corresponding to the herd
under study were compared to those of an independent
sample of 200 Angus individuals, and there were no
major discrepancies between the two groups (data not
shown). Only six markers out of seventeen deviated from
HW equilibrium. Most markers tended to have negative
coefficients of fixation, which is indicative of an excess of
heterozygotes. Mean molecular coancestry and molecular
F were 0.33 and -0.023, respectively. Inbreeding estimated
from marker information (Identity by State, IBS) was 0.29.

Figure 2 shows that both average molecular coancestry
andAR (twice average genealogical coancestry) significantly
increased with respect to equivalent generations (y = 0,27
+ 0,015 x; R? = 10,11 and y = -0,004 + 0,001 x; R? =
0,21 respectively).

The estimation of genetic distances based on markers
(Figure 3) showed that almost all Red Angus individuals in
the herd were grouped together, indicating that Red and
Black Angus are most likely conducted as two separated

lines in this herd.

16,611
Animals

89.5% 87.5%
Sires Dams
18.1% 23.1% 64.1% 62.9%
PGS PGD MGS MGD
0.5% 1.3% 4.5% 4.1% 14.5% 17.1% 39.8% 38.7%
PGSS PGSD PGDS PGDD MGSS MGSD MGDS MGDD

Figure 1. Completeness of pedigree information going back three generations in the analyzed Argentinean Angus seedstock
herd. PGS = paternal grandsires; PGD = paternal granddams; MGS = maternal grandsires; MGD = maternal granddames;
PGSS = sires of paternal grandsires; PGSD = dams of paternal grandsires; PGDS = sires of paternal granddams; PGDD
= dams of paternal granddams; MGSS = sires of maternal grandsires; MGSD = dams of maternal grandsires; MGDS =
sires of maternal granddams; MGDD = dams of maternal granddams.
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Figure 2. Changes in Average Relatedness (circles) and Molecular Mean Kinship (squares) as a function
of the number of equivalent generations of 470 genotyped animals from an Argentinean Angus
seedstock herd. The arrow indicates a group of 48 animals with comparatively higher AR, all
sired by Ankonian Big Bandoliermere 10 (born in 1969).
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Figure 3. Unroooted neighbor-joining tree showing genetic distances based on (1 - Proportion of Shared
Alleles) of progenies from an Argentinean Angus seedstock herd that were genotyped with a
panel of 17 microsatellites. Only two progenies of each of 55 sires are shown. Black circles: Black
Angus. Grey circles: Red Angus.
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Angus seedstock herd under study (Adapted from the Angus Genetic Evaluation Program, Argentinean Angus
Association, http://www.angus.org.ar/)

Table 1. Generation intervals computed in four pathways of
selection in an Argentinean Angus seedstock herd.

. Interval
Pathway n (years) SD
SS 48 13.1 12.5
SD 3,317 6.4 49
DS 48 5.6 33
DD 3,257 6.1 3.0
Total 6,670 6.3 42

1SS =sires to produce sires; DS = dams to produce sires; SD = sires to produce

dams; DD = dams to produce dams.
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Table 2. Ancestors explaining 50% of the genetic variability in the whole dataset and in the group of genotyped animals of the
analyzed Argentinean Angus seedstock herd.

Name Origin® YBei?:I?f Sex Con::igt::;lon Comments 2

Whole Pedigree

Moon 4960 Bandolierpini ARG 1960 M 10.0

Moon 5825 Topequity ARG 1962 M 43 GCM 1966, S-GCM 1969

Freestate of Wye USA 1966 M 3.0 SGCF 1974

Blacklock Mc Henry 13 Y USA 1967 M 3.0 S-GCM 1974/1975, S-GCM 1977/78
Ankonian Big Bandoliermere 10 USA 1969 M 8.8

Ankonian Gay Jingo 10719 USA 1969 M 1.3

Ankonian Colossal 6360 USA 1970 M 1.3

M S U Freestate 343 USA 1973 M 4.6

Moon Reposa Trojan ARG 1974 M 1.3

Verbena 2440 Greatnorterndynamo ARG 1975 M 2.6 GCM 1977/78, S-GCF 1979

Sayre Patriot USA 1976 M 3.8

PS Power Play USA 1977 M 3.6 S-GCM 1984/1985, S-GCF 1982/1983, S-GCF 1984.
Moon 13893 Greatnorskyhigh ARG 1979 M 1.6

Primavera Gran Milagro 6970-T/E- ARG 1986 M 2.0 GCM 1987, S-GCF 1990, S-GCM 1992, S-GCF 1992
Genotyped animals (born 2005-2012)

Ankonian Big Bandoliermere 10 USA 1969 M 17.3

Primavera Gran Nahuel 7894-T/E - ARG 1991 M 4.0 S-GCF 1996

O C C Headliner 661H USA 1998 M 53 Bull with two registered clones in Argentina
Tres Marias 5887 Hornero-T/E- ARG 1999 M 7.2 S-GCM 2004, S-GCF 2007

Moon 16621 Ritmo ARG 1999 M 7.0

Cura 4925 Classic Headliner-T/E - ARG 2005 M 6.4 Son of O C C Headliner 661H

TARG: Argentina; USA: United States
2 Results of the Palermo National Livestock Show (“Exposicién Rural de Palermo”, Buenos Aires, Argentina): GCM: Grand Champion Male; S-GCM: Sire of the Grand
Champion Male; S-GCF: Sire of the Grand Champion Female (Firpo Brenta, 2012)
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Table 3. Number of genotyped animals (n), number of alleles per marker (Na), effective number of alleles
(Ne), observed (Ho) and expected heterozygosity (He), significance of Hardy Weinberg Equilibrium
departures (HWE), polymorphic informative content (PIC) and coefficient of fixation (F) for the
microsatellite panel used in Argentina for parentage verification in cattle.

Marker n Na Ne Ho He HWE ' PIC F
BM2113 470 7 53 0.837 0.809 0.79 -0.049
BM1824 470 5 3.0 0.695 0.665 0.60 -0.060
INRA23 470 5 3.4 0.702 0.710 0.67 -0.002
BM1818 469 6 3.2 0.704 0.684 0.63 -0.022
TGLA227 470 7 5.0 0.786 0.801 * 0.77 0.019
TGLA126 470 5 3.1 0.707 0.680 0.62 -0.047
ETH225 470 5 3.8 0.716 0.738 k% (069 0.035
CYP21 462 15 6.0 0.843 0.835 * 0.82 -0.016
SPS115 470 4 2.1 0.573 0.525 * 0.49 -0.089
TGLA122 470 5 1.7 0.410 0.405 0.38 -0.049
ETH10 470 5 2.8 0.700 0.638 k% (057 -0.113
BRR 468 7 3.0 0.654 0.667 0.61 0.004
ETH3 334 5 2.8 0.622 0.632 0.60 0.009
TGLAS3 316 9 4.2 0.779 0.763 0.72 -0.031
BMS510 322 7 4.0 0.777 0.754 0.71 -0.015
BL1043 338 9 2.6 0.649 0.613 0.59 -0.077
RME40 338 9 1.5 0.318 0.324 * 0.32 0.012

* p<0.01; *** p<0.001
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DISCUSSION

The main reason to choose the herd that is described
in this paper was its long tradition in breeding Angus cattle
and its influence in the evolution of the breed in its early
stages in the country.

In many breeds, the hierarchical structure of the
population and the attempts to avoid inbreeding make
many males to be usually bred in herds other than where
they were used as parents (Marquez and Garrick, 2007).
Most breeders do not produce bulls to breed bulls (SS) in
their own herds, and always new genetic lines are evaluated
together with the ones already in use. For many years,
successive changes in breeding goals were associated with
the use of foreign SS (first from the British Isles, then from
the U.S.A.) in Argentina. Yet currently there is a higher
influence of local genetic lines (Firpo Brenta, 2003). On
the contrary, most breeders keep their own replacement
females. Due to regulations of the SRA, we only got access
to information from this particular herd with previous
consent of the owner. That is why there is much more
information on the side of the pedigree corresponding to
dams, which were mostly bred within the herd (Figure
1) and not because the missing males and females were
unknown.

Consideration of the most influential male ancestors
in the herd (Table 2) provides a good description of the
history of the breed, which in turn reflects the same process
in other countries (U.S.A., Canada) (Ritchie, 2002). The
original Angus introduced in America was represented by
small-framed, early maturing animals (“Old type Angus”).
By the late 1960°s, selection of the Angus breed in the
U.S.A. moved towards the search of leaner, more efficient,
larger-framed cattle, following changes in life style and
industry needs (Ritchie, 2002). This process had strong
influence on selection trends in Argentina since the mid-
1970°s (Firpo Brenta, 2003). Since then, growth rate and
body size prevailed in the selection objective of most
breeders, with strong influence of imported germplasm.
For example, sons and grandsons of the sire “Blacklock Mc
Henry 13Y” (born 1967) (Table 2) were closely linked to
this process in its early stages; one of the sons of “Blacklock
Mc Henry 13Y”, “Verbena 2440 Greatnorterndynamo”
was himself an influential sire of the herd. The bull
“Primavera Gran Milagro 6970-T/E” (born 1986) (Table
2) that also belongs to that stage in the history of the breed,
still appeared in the local Angus Sire Summary in 2010. His

EPDs (Expected Progeny Differences) placed him among
the top 5%, 2% and 20% of all evaluated sires for Birth
Weight, Weaning Weight and Final Weight (18 months),
respectively, confirming that he was among the largest and
fastest-growing bulls in the local population.

Some of the most influential ancestors in this herd have
been widely used across the breed, and themselves and/
or their progeny excelled in the internationally renowned
“Exposicion Rural de Palermo”, the most important
livestock show of the country, showing the connection
between the herd and the local genetic pool at large (Table
2; Firpo Brenta, 2012). Despite the importance given to
objective measurements and genetic evaluation as tools
for selection, show ring results strongly influence breeding
decisions.

The selection towards larger-framed cattle following
the trend of other countries got severe criticism, because it
underestimated strong genetics X environment interactions
(Molinuevo, 2005). Extreme animals did not adapt well to
local production systems; especially those based on direct
grazing due to their higher nutritional requirements,
and also required higher slaughter weights that did not
fit the local market. Under these conditions, the genetic
flux among tiers in the population was virtually disrupted.
Therefore, selection objectives needed to be reformulated
again. The change in selection objectives along time also
provides an explanation for apparently odd results about
generation intervals (Table 1). The longest generation
intervals correspond to the most important selection
pathway (sire-son). This is because bulls born in the
1960’s matched selection criteria in recent years and the
availability of frozen semen allowed the intensive use
of them, even in present time. In fact, these bulls were
among the most influential ancestors of the herd (Table
2). “Ankonian Big Bandoliermere 107 still appeared in
the local Angus Sire Summary 2014. This bull was placed
among the top 75%, 90% and, 95% of all evaluated sires
for Birth Weight, Weaning Weight and Final Weight (18
months), respectively.

During the transition from the Old type to the New
type Angus in Argentina, the Frame Score (FS) developed
at the University of Missouri (BIE 1996) was one of the
traits with most influence on the breeding goals. For
the sake of comparison, the FS of representative Old
Type Angus, New Type Angus and current Angus males
from local seedstock herds would be around 2, 9 and 6,

respectively (Argentinean Angus Association, 2014); the
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corresponding hip heights for such FS at 18 months of age
are 118 cm, 153 ¢cm and 138 cm, respectively. These figures
are proof of the dramatic changes along time of what was
considered to be the most adequate cattle type.

Although the use of comparatively older sires cannot
be considered a generalized strategy, genetic trends in this
herd match those of the whole breed (Argentinean Angus
Association, 2014). Emphasis is now placed on growth
rate and muscling, trying to keep birth weight and adult
cow size unchanged at the same time (Figure 4). These
selection criteria are consistent with the search since the
mid-1990s of what was considered “a local biotype”,
which is somewhere in between the “Old type” and “New
type” Angus. The bull “Tres Marias 5887 Hornero-T/E-*
(Table 2) which belongs to a highly influential genetic line
in present time, is a good example of that new biotype.

Avoiding inbreeding has always been a major concern
in populations under selection, because it is associated
with the conservation of genetic variability and the
prevention of inbreeding depression. According to Figure
2, AR and molecular coancestry are steadily increasing in
the herd, demanding close attention to mating design to
avoid inbreeding. The increase in molecular coancestry
implies a certain degree of genetic erosion (decreasing
Caballero and Toro,

2002). In an ideal situation of random mating without

“effective number of alleles”;
population subdivision, the AR equals one half of F in
the next generation. However, the negative F ; estimated
in this case implies that the average F does not exceed
the between individual coancestry (Royo et al., 2007),
confirming that matings were properly managed in what
relates to inbreeding avoidance (resulting in an increase of
0.70% per equivalent generation).

The clear distinction between Black and Red Angus in
the analyses of genetic distance was proof of the usefulness
of marker information if genealogical information were
scarce: a relatively small set of markers has the power to
discriminate genetic lines within a breed (Figure 3). While
some local breeders pay little attention to coat color of
progenies out of black or red cows, some others keep them
as separate lines, as it seems to be the case in this herd.
The genetic distance between both varieties is especially
noticed when genetic material is imported from countries
like the U.S.A. for example, where Black and Red Angus
are two separated breeds with marked differences in
breeding goals.

Two of relatedness

assumptions of the analysis

based on pedigrees are that all founders are unrelated
and not inbred. Even if those assumptions were met,
recombination during meiosis still makes IBD probabilities
an imprecise estimation of genome sharing: human half-
sibs, for example are expected to share half of each parental
chromosome, but the actual amount shared ranges from
37% to 63% (Speed and Balding, 2015) and the individual
deviation of realized IBD becomes relatively larger for
more distant pedigree relationships. Moreover, in the
present case inbreeding could have been underestimated
to some extent due to pedigree completeness (Figure
1). For these reasons, the estimation of genome sharing
directly from molecular marker information is considered
a much more relievable option. High-density SNP panels
are now available and the analysis of runs of homozygosity
(ROH) based on SNP genotypes have been proposed as a
good indicator of individual autozygosity and potentially
inbreeding depression (Purfield et al., 2012; Speed
and Balding, 2015). However, few animals have been
genotyped with that kind of panels in Argentina, while
the information on microsatellites is already available at
no additional cost. Therefore we considered worthwhile
to evaluate the potential applications of this source of
genomic information.To our knowledge, this is one of the
first analyses that take advantage of the SRA genealogical
and molecular databases to analyze genetic structure in a
local herd in the way that is presented here.

One strong assumption when using marker information
for the estimation of relatedness is that allele frequencies
from the founder population remains unchanged (Toro
et al., 2011) whereas they are most likely modified by
drift and selection. In fact, there is evidence that genomic
regions harboring microsatellites are under selection in
beef cattle, one example being marker ETH10 (DeAtley
et al. 2011). Therefore, this molecular information should
be interpreted under the premise that F estimated
with microsatellites largely relies on IBS and probably
overestimates relatedness. Even if this were the case, in a
situation of missing genealogical information, molecular
information could be an aid to get an approximate
estimation of kinship (Figure 2) and genetic distances
(Figure 3) and also to design mating schemes that minimize
inbreeding. The estimation of inbreeding depression
(Leroy, 2014) based on either genealogical or molecular
data and using the phenotypic records from the Angus
Genetic Evaluation Program could also give an appraisal

of the usefulness of each source of information.
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In this paper we have used useful genealogical and
molecular information generated in the registration
process to characterize the genetic structure of a herd that
has been closely involved and has contributed to define
the main features of the evolution of the Angus breed in
Argentina. Cattlemen are not fully aware of the availability
and potential applications of these resources, which can be
deployed together with the better known genetic evaluation
for the estimation of Breeding Values (as Expected
Progeny Difterences). Despite the worldwide wealth of
genomic information in cattle, very few animals have been
genotyped with high-density SNP panels in Argentina so
far, making the microsatellite information a valuable asset.
An SNP panel suitable for parentage verification has already
been developed and ISAG is endorsing its application to
eventually replace the microsatellite panel (ISAG, 2012).
Fortunately, experimental strategies have been already
implemented to connect both systems (McClure et
al., 2012). Independently of the molecular basis of the
information, the rationale of the analysis described here
will remain unchanged. Moreover, it could be applied to

the entire breed.
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ABSTRACT

The massive use of reproductive breeding technologies (mainly Artificial Insemination and Embryo Transfer) resulted in an important decrease
in the diversity in many breeds, and some genetic lines have been lost. Within the Angus breed, the “New Type” gain importance since 1970, leaving
the “Old Type” to a reduced number of herds in the whole world. The objective of this work was to determine the genetic diversity in an “Old
Type” herd in Argentina. DNA samples were analyzed for sequence variation in the hypervariable region of the mitochondrial DNA (D-loop).
Sequence comparison and phylogenetic analyses revealed that haplotypes fell into European haplogroup (T3) in general, and in particular had
high similarity with British haplotypes. Six distinct haplotypes were obtained, that differed from zero to four DNA bases with respect to the nodal
sequence T3, with a nucleotide diversity of 0.442. Matrilineages genetic analysis suggested a Scottish origin of this herd. These results suggest that
this herd could be a genetic reservoir of the Old Scottish Aberdeen Angus cattle.

Key words: mtDNA, Bos Taurus, Angus, matrilineages origin, genetic diversity

RESUMEN

La diversidad genética de numerosas razas se ha visto reducida por el uso masivo de las tecnologias reproductivas (principalmente la Inseminaciéon
Artificial y la Transferencia Embrionaria), incluso a llevado a la desaparicion de algunas lineas genéticas. En la raza Angus, desde 1970 el tipo New
Type se popularizd y el luego llamado Old Type quedd reducido a pocos rodeos en el mundo. El objetivo de este trabajo fue determinar la diversidad
genética de un rodeo de Argentina considerado Old Type. La secuencia de la region Hipervariable del ADN mitocondrial (D-loop) fue analizada en
muestras de ADN obtenidas de estos animales. Los resultados mostraron que todas las secuencias fueron incluidas dentro del haplogrupo europeo
(T3) y presentaban una alta homologia con los haplotipos reportados en animales britinicos. En este rodeo se encontraron seis haplotipos distintos
que presentaban cero a cuatro bases de ADN de diferencia con el consenso nodal (T3) y una diversidad nucleotidica estimada en 0,442. El analisis
de los linajes maternos sugiere un origen Escocés de este rodeo en su genealogia materna, consistente con los registros genealdgicos. Estos resultados
son una evidencia para considerar a este rodeo como un reservorio del ganado Aberdeen Angus Escocés antiguo.

Palabras clave: ADN mitocondrial, Bos Taurus, Angus, linaje materno, diversidad genética
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INTRODUCTION

The Aberdeen Angus breed was developed at the
beginning of the 19th century in Northeast Scotland.
Due to its remarkable productive attributes, the Aberdeen
Angus breed spread quickly in Great Britain, Ireland,
United States, Canada, Australia and New Zealand. This
type of polled hardy cattle, black or red coated, was
characterized for its precocity, excellent fertility and
maternal aptitude, high growth rate and excellent meat
yield with insurmountable meat quality (Aberdeen Angus
Cattle Society, 2014). In those years, the breed stood out
because the animals were phenotypically short in height,
short from head to tail, deep from back to ribs, compact
and with large fat deposits. This animal type will be later
called “Old Type” or “Traditional Type”, standing this for
the original type that was brought from Scotland (Rare
Breeds Conservation Society of New Zealand, 2014).
Opposed to this, in the United States and Canada a “New
Type” was developed in the decades of 1960 and 1970.The
breed was selected attending to the needs of the feedlot
industry in the USA, this “New Type” includes animals
that are of a larger size, more muscular, more cylindrical
in shape, with a higher birth weight and leaner carcasses
in comparison with the “Old Type”. The “New Type”
was spread all over the world, and has influenced almost
every Angus herd, leaving Old Type animals in a reduced
number of herds (Asociaciéon Argentina de Angus, 2014).
In 1879, the breed was introduced in Argentina when
Mr. Carlos Guerrero imported the first pedigree bull
(named Virtuoso) and two heifers (Asociacion Argentina
de Angus, 2014). Initially, the Angus breed had no further
dissemination but, around 1950, the number of Angus
breeders and animals increased in all temperate regions,
being actually the most important breed in Argentina
(60% of all animals in the country). It absorbed Shorthorn;
Creole and other breeds due to its original characteristics
that made it suitable for pastures, still the most important
cattle production system in Argentina. Since 1970, as in
the rest of the world, the “New Type” gained importance
in Argentine despite the fact that this biotype was selected
for a different production system. Furthermore, with
the massive use of reproductive breeding technologies
(Artificial Insemination and Embryo Transfer), the genetic
diversity of many breeds has significantly decrease (Taberlet
et al., 2008) and some genetic lines have been lost. In this

context, few Argentinean breeders closed their herds

(with great prevalence of Scottish blood) to the influence
of the American “New Type”, preserving intact all the
characteristics of the “Old Type”, and keeping them as true
genetic reservoirs. Such reservoirs are currently used to
restore the adaptability to pasture systems, lost due to the
“New Type” influence. Even though it is quite difficult to
trace them back to the original imports to Argentina, these
herds have maintained the characteristics of the original
Angus because no blood from any other herd has been
introduced into them since the decade of 1960.
Mitochondrial DNA sequence polymorphisms have
been used to examine genetic relationship within breeds
(Giles et al., 1980; Hauswirth and Laipis, 1982; Hill et al.,
2002), among breeds (Bradley et al., 1996; Beja-Pereira et
al., 2006; Lirdon et al., 2006), and between domestic and
wild populations (Oakenfull and Ryder, 1998). In order to
establish a likely Scottish origin of some Old Type animals
kept in Argentina, the D-loop mtDNA was analyzed and
compared with previously reported Angus sequences from

various countries.

MATERIALS AND METHODS

Animals and DNA extraction

Blood samples were collected from twenty Angus animals
raised in a herd belonging to “Cabana El Hinojo de Bru”,
located in Coronel Suirez County (Buenos Aires Province,
Argentina, 37° 26’ 46” S 61° 53’ 217 W). This herd was
founded around 1960 with a pedigree of Angus Dams
(Scottish origin) and an imported Scottish bull. Thereafter,
the herd was kept close reproductively until the present,
except for some Scottish semen or bulls used to reduce
consanguinity. DNA was extracted from lymphocytes
using DNAzol® method (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

D-loop sequencing and sequence analysis

D-loop of mtDNA hypervariable region I (nucleotide
positions 16,023 -16,262) was amplified using primers
L15960 (5’-GGTAATGTACATAACATTAATG-3)
and H16334 (5-CGAGATGTCTTATTTAAGAGG-3)
as suggested by Troy et al. (2001). All sequences were
obtained for both DNA strands using the DYEnamic
ET Dye Terminator Kit (GE Healthcare, USA) in a 10ul
volume, containing approximately 40ng of purified DNA
and 5pmol of primer. Sequencing was performed using a
MegaBACE 1000 automated sequencer (GE Healthcare).
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Raw sequences were edited and aligned using MegaBACE
(GE Healthcare). The

sequences of the D-loop were then aligned with other

Sequence Analyzer resulting
67 published sequences from Argentina, Britain, Canada,
China, Japan and USA (Loftus ef al., 1994; Bradley et al.,
1996; Troy et al., 2001; Komatsu ef al., 2004; Shahid et
al., 2004; Qu et al., 2006; Meng et al., 2006; Ginja et al.,
2010), using CLUSTAL-X multiple alignment software
(Thompson et al., 1997).

Variations in the D-loop region were defined by direct
comparison with the reference bovine mtDNA sequence
(Accession No.V00654) published by Anderson et al.
(1982). This haplotype corresponds to the predominant
European T3 mtDNA haplotype as defined by Troy et
al. (2001). A Median Joining Network was constructed
using the methodology described in Bandelt et al. (1995)
using Network 4.1.1.2 (Flexus-Engeneering, 2014). Mean
number of pairwise differences and nucleotide diversity
were calculated using the algorithms implemented into

Arlequin 3.5 analysis package (Excoffier and Lischer, 2010).

RESULTS

Sequence analysis of 240bp revealed seven polymorphic
sites included, one transversion and six transitions (Table
1). Among them, one was a new polymorphic site on
16,257 (T/G) and three were only shared with the British
reported animals (16,062 A/G, 16,200 G/A, 16,208
T/C), among all Angus sequences reported up to date.
Nucleotidic diversity was 0.004, and pairwise nucleotide
difference was 1.026.

Six haplotypes were found that differed from zero
to four bases respect to the nodal sequence T3 (Table
1). Nucleotide sequence comparisons and phylogenetic
analysis assigned haplotypes to European group (T3)
in general, and in particular had high similarity with
British haplotypes. Three haplotypes were original and
appeared in low frequency; among the rest, one was the
nodal consensus (T3) and the other two had already been
observed in British populations. None of these animals
had showed haplotypes assigned to the African (T1), Near
East (T2), or Cebuine (I) haplogroups.

Comparison of 67 published Angus sequences for
D-loop and the Argentinean “Old Type” sequences are
presented in Table 2. Reported sequences are grouped by
taking into account only the region (240bp) studied here.

The Median Joining Network is also presented using that

information (Figure 1).
DISCUSSION

The fact that this population remained completely
close regarding mtDNA -no females were incorporated to
the herd for almost 60 years- is revealed by the appearance
of a low number of haplotypes. Probably the effective
founder population was small and some haplotypes could
have been lost. However, three of the haplotypes had two
to four mutations when compared with T3, and appeared
in a considerable frequency. This explained that both,
nucleotidic diversity (0.442) and mean number of pairwise
differences (3.091), were higher than those calculated for
Britain Angus (nucleotidic diversity= 0.218, mean number
of pairwise differences= 2.835), all Angus sequences
reported (nucleotidic diversity= 0.122, mean number
of pairwise differences= 3.047) and European Bos taurus
(nucleotidic diversity= 0.022, mean number of pairwise
differences= 2.529).

Most of the polymorphic sites and haplotypes found
were original or shared with the British population.
In particular, one out of seven polymorphic sites was
original, and the rest also appeared in British Angus, and
three of them were exclusive of these two populations.
The haplotypes showed a similar pattern, the three new
haplotypes had low frequencies; the other three -the
most frequent- were the consensus (T3) and two other
haplotypes had also been described by Troy et al. (2001)
for the British populations. Again, one of the haplotypes
was only shared by the “Old Type” and the British Angus.
These observations support the hypothesis of a British
origin of the population under study, at least from the
maternal side, and the lack of American genetic influence
in the herd.

The sequences were also compared with Creole
reported sequences and haplogroups T1, T2 and I. None
of the new original sequences were assigned to those
haplogroups or this breed. Based on this observation, we
discard the possibility that the animals in this herd have
Creole ancestry in the maternal linage. This is important
because many actual older Angus herds were originally
obtained and expanded, by absorbing other breedss with
Angus bulls. Furthermore, the sequences were compared
with reported sequences of Shorthorns (Ginja et al.,

2010), and neither of the haplotypes were found in those
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Table 1. D-loop polymorphic sites founded in Argentinean Angus Old Type population

* The sequence position from BOVMT GenBank sequence is given above each column (Anderson et al., 1982).

Sequence POLYMORPHIC SITES * Number of Reference
9 16062 16109 16200 16208 16247 16255 16257 animals

T3 A T G T C T T Consensus
AAl - - - - - - G 1 This paper
AA2 - C - - - - 2 This paper
AA3 G - A C - - C 3 This paper
AA4 G - A C T - 4 Troy et al. 2001
AAS - - - - - - 5 Anderson ef al. 1982
AA6 - C - - - C 5 Troy et al. 2001

Table 2. Comparison of 67 published Angus sequences for D-loop with the Argentinean “Old Type” sequences

Sequence Pubmed ID

Papulation

with T3

16036
16042
16050
16053
18058
16057
16058
16082
168087
16068
16083
16084
18085
16086
16109

18112

18113

16119
181

18122

16127
16135

16138

16136
18141

16143
16147
16187

18200
16208
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1629
18231
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Figure 1. A reduced Median Joining Network (Bandelt et al., 1995) featuring mtDNA sequences from 87 Angus. Circles
represent sequences haplotypes: the area is proportional to the frequencies of the haplotype. Black represents
“Old Type” Angus sequences, dark gray represents British Angus, light gray represents Argentine Angus, and white
represents remaining Angus sequences. The consensus nodes T1 (African) and T3 (European) are indicated.

sequences, excluding also a male mediated absorption
from the Shorthorn breed, which was the most numerous
breed in the first half of the XX" century in Argentina.
Previous SNP genetic studies of this herd, in autosomic
genes involved in fat metabolism and growth (Villegas-
Castagnasso et al., 2000), showed important frequency
differences between this population and a sample of
Argentinean Angus obtained from several herds, most
of them classified as “New Type”. In addition, the

phenotype of this herd remains almost unchanged from

the Traditional Aberdeen Angus phenotype described
by Rare Breeds Conservation Society of New Zealand
(2014). The phenotypic and genetic data analysed suggest
that this herd could be considered as Angus “Old Type”,
and could be a reservoir of the Old Scottish Aberdeen
Angus. Even though there was an absence of “New Type”
influence with the markers employed, further studies with
other markers should be carried out to be able to consider

that this herd is of “pure Old Type” descendent.
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ABSTRACT

Triticales and tricepiros are annual forage alternatives of winter cereals for the subhumid-semiarid pampean region of Argentina. Triticale (x
Tiiticosecale Wittmack) derived from Triticum L. x Secale L. crosses in broad sense. Tricepiro is the common name of the trigeneric hybrids obtained
from crosses between triticales and trigopiros (Tfiticum L. x Thinopyrum A. Léve). The aim of this study was to analyze forage yield, genotype-
environment interaction and stability in experimental strains. Twenty-three genotypes were tested for five years in Rio Cuarto, Cérdoba and Santa
Rosa, La Pampa, Argentina, using a random complete block design. The genotype, environment and genotype-environment interaction main effects
were determined by ANOVA. All of them were statistically significant. The stability was assessed using regression analysis, Pi index and AMMI,
and SREG models. A strain of triticale had high performance and low genotype-environment interaction with all methods. Another triticale
strain showed high yield and stability in regression analysis and Pi index, high yield but low stability in AMMI, and high performance in only
one environment according to SREG. Regarding tricepiro, four strains of higher than average forage yield were stable according to the regression
method. However, the Pi index qualified only one as stable and all of them were unstable in AMMI analysis. The SREG method qualified one of
these tricepiro strains as stable with high yield, another with median stability and good yield but near the average, and the remaining two were
qualified as unstable. The combination of regression and SREG analyses was the most appropriate to analyze stability of these materials. Three strains
were identified to be released as cultivars.

Key words: hybrid triticeas, forage yield, genotype-environment interaction, stability

RESUMEN

Triticales y tricepiros son alternativas forrajeras anuales que diversifican la oferta de cereales invernales. El triticale (x Triticosecale Wittmack)
es producto de la cruza de Triticum L. x Secale L. en sentido amplio. Tricepiro es el nombre vulgar de las combinaciones trigenéricas obtenidas por
cruzamientos entre triticales y trigopiros (Triticum L. x Thinopyrum A. Love). El objetivo de este trabajo fue analizar la interaccién genotipo-
ambiente y la estabilidad del rendimiento en forraje de lineas experimentales. Se emplearon 23 genotipos evaluados durante cinco afos en Rio
Cuarto, Cérdoba y Santa Rosa, La Pampa, Argentina, empleando un disefio en bloques completos al azar. Mediante ANAVA se determinaron
los efectos principales genotipo, ambiente y la interaccion genotipo-ambiente, los cuales fueron estadisticamente significativos. La estabilidad se
determin6 mediante andlisis de la regresion, indice Pi y modelos AMMI, y SREG. Una linea de triticale resultd de alto rendimiento y escasa
interaccion genotipo-ambiente con todos los métodos, mientras que otra, de alto rendimiento y muy estable segin la regresién y el indice Pi,
resulté de muy buen rendimiento pero poco estable segin AMMI y de alto rendimiento sélo en un ambiente segin SREG. Respecto a las lineas
de tricepiro, cuatro de rendimiento superior al promedio resultaron estables segin el método de la regresion pero el indice Pi calificé como estable
a s6lo una y en el AMMI todas resultaron inestables. En el analisis SREG una resultd estable y rendidora, otra tuvo mediana interaccién genotipo-
ambiente y rendimiento superior pero muy cercano a la media, y las restantes resultaron inestables. La combinacién de regresion y SREG result6 la
mas apropiada para analizar estabilidad en estos materiales. Los analisis permitieron identificar tres lineas para su registro como cultivares.

Palabras clave: triticeas hibridas, forraje, interaccién genotipo-ambiente, estabilidad
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INTRODUCCION

Triticales y tricepiros son dos alternativas forrajeras anuales
que diversifican la oferta de los cereales invernales. El triticale
(x Triticosecale Wittmack) es producto de la cruza de Triticum
L. x Secale L. en sentido amplio, obtenido con la finalidad
de reunir la calidad del trigo con la rusticidad del centeno.
Originalmente se han desarrollado dos tipos: los 2n=8x=56
derivados de I aestivum x S. cereale (composicidn gendmica
AABBDDRR) y los 2n=6x=42 provenientes de T furgidum
x S. cereale (AABBRR). Los 6x han demostrado mejores
aptitudes agronémicas, muy buenos rendimientos de
forraje y grano, excelentes cualidades nutricionales y amplia
adaptabilidad a ambientes geograficos diversos, motivos por los
cuales se les ha dedicado el mayor esfuerzo de mejoramiento
(Varughese ef al., 1987; Mergoum et al., 2004).

El tricepiro constituye otra alternativa forrajera invernal,
mas reciente y poco difundida. Tricepiro es el nombre vulgar
aplicado por Covas (1976) a las combinaciones trigenéricas
obtenidas a través de cruzamientos entre triticales (Triticum
L.x Secale L.) y trigopiros (Titicum L.x Thinopyrum A. LSve).
Este hibrido se desarrolla buscando combinaciones de la
calidad del trigo con la rusticidad del centeno y agropiro,
con destino de uso y region de empleo similares al de
los triticales (Covas, 1976; Ferreira y Szpiniak, 1994). La
formacién mas comun es entre triticales 6x (AABBRR) y
trigopiros 8x (AABBDDYJ]J), que se estabilizan en el nivel 6x,
con introgresion de Thinopyrum en el genomio A y retencion
del genomio R del centeno (Ferrari ef al., 2005; Ferreira ef al.,
2007; Fradkin et al., 2009).

El triticale presenta variabilidad para  desarrollar
cultivares destinados a diferentes regiones y se adapta a gran
diversidad de ambientes (Dogan ef al., 2011; Arseniuk, 2013).
Tiene multiples usos potenciales y puede emplearse en la
alimentaciéon humana y animal (Pefia, 2004; Myer y Lozano
del Rio, 2004). El uso principal en la mayor parte del mundo
es como grano forrajero en la alimentacién animal. En la
Argentina se emplea para consumo fresco, henificado y como
grano forrajero. Los tricepiros tienen similar destino.

La diversificacion de cultivos en un agrosistema contribuye
a asegurar la produccion y el balance de los componentes
del mismo. Esto es particularmente valido en areas con
caracteristicas atmosféricas y edaficas subdptimas como la
regién pampeana subhtimeda seca-semiarida de la Argentina.
Triticales y tricepiros son alternativas para la diversificacidn,
aportando forraje fresco y grano en los sistemas ganaderos

durante la época invernal, de escasas precipitaciones y heladas

intensas (Covas, 1989; Grassi et al., 2011). La zona de uso
actual de estas triticeas hibridas se encuentra en el Oeste de la
provincia de Buenos Aires, Este de La Pampa, Sur de Cérdoba
y Este de San Luis, region delimitada por las isohietas de 850
mm al Este y de 400 mm hacia el Oeste y climaticamente
muy inestable.

Los triticales se han difundido en la Argentina para uso
forrajero en invernada, recria y tambo, tanto para pastoreo
directo, henificado o como grano forrajero. Se han publicado
numerosos trabajos de evaluacién del rendimiento en forraje
(Tomaso, 2008; Grassi et al., 2008; Castro et al., 2012; Kloster
et al., 2013) entre los mas recientes. Se han registrado 26
cultivares de triticale, 22 de los cuales fueron originados por
la labor de fitomejoramiento en el sector publico (INTA
y Universidades Nacionales de Rio Cuarto, Coérdoba y La
Pampa),y 4 en el sector privado, con dos de ellos inhabilitados
para su comercializaciéon (INASE, 2014). La mayoria de los
cultivares fueron registrados en las dos Gltimas décadas y
practicamente todos han sido seleccionados con objetivo de
doble propdsito.

Respecto a los tricepiros, las fuentes de germoplasma
originales se obtuvieron en la EEA Anguil (La Pampa) y la
UN de La Pampa y, posteriormente en la UN de Rio Cuarto,
habiéndose efectuado estudios que abarcan la citologia,
reselecciones del material pampeano original, obtencién de
nuevas cruzas y lineas y pruebas de producciéon de biomasa
seca (Tosso et al., 1997; 2000; Grassi et al., 2011; Castro et al.,
2012; Ferreira, A. et al., 2012; Ferreira, V. et al., 2012). El area
potencial de difusiéon y los usos posibles son muy similares
a los del triticale, pero la difusion del cultivo es atn escasa,
contribuyendo a ello la existencia de un solo cultivar, Don
René INTA, registrado en 1994 y la no disponibilidad de
semilla.

La expansién de cultivos como triticale y tricepiro en la
regiéon mencionada puede facilitarse caracterizando las lineas
experimentales por su respuesta ante diferentes condiciones
ambientales, para lo cual es necesario estudiar la interaccion
genotipo-ambiente (IGA), comiinmente conocida como la
respuesta diferencial de los genotipos frente a condiciones
estabilidad y  adaptabilidad,

particularmente importante en caracteres cuantitativos, que

ambientales  diversas, la
normalmente altera el orden de mérito de los materiales
causando dificultades en la seleccion (Flores et al., 1998).

Los ensayos comparativos de rendimiento multiambientales
contribuyen al conocimiento de la adaptacion de nuevo
germoplasma a las caracteristicas edaficas y atmosféricas de

amplios ambientes (Zobel ef al., 1988). La recomendacion
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de genotipos basados en rendimientos modelados a partir de
las observaciones en diferentes localidades y afios reducen el
error experimental que afecta la estimacion del rendimiento,
favorecen la prediccion de las futuras respuestas en cada sitio
y simplifica las recomendaciones de cultivares o lineas pasibles
de registro.

Los

la interacciéon genotipo-ambiente

procedimientos  desarrollados  para  cuantificar

(IGA) se

genéricamente como modelos para analizar la estabilidad

conocen

y, en términos agrondmicos, todos tienden a verificar el
comportamiento y poder efectuar recomendaciones sobre los
resultados de programas de mejoramiento cuando se emplean
multiples ambientes de evaluacion.

Existen diferentes criterios y métodos para analizar la IGA
y la estabilidad. Entre los métodos paramétricos univariados,
se utilizan el coeficiente b, de la regresion lineal y los desvios
§?, (Finlay y Wilkinson, 1963; Eberhart y Russell, 1966) y el
indice de estabilidad Pi de Lin y Binns (1988). Otros métodos
no paramétricos y multivariados utilizan representaciones
visuales. El modelo de Efectos Aditivos Principales e
Interacciones Multiplicativas (AMMI) representa genotipos
y ambientes en un grafico bidimensional GA biplot (Gauch,
2006), mientras la regresion por sitio (SREG) (Cornelius ef
al., 1996) expresa la respuesta en funcién de G+IGA, que se
interpreta a través de graficos GGA biplots (Yan et al., 2000).

El presente estudio fue conducido para evaluar el
comportamiento de germoplasma de triticales y tricepiros
en ensayos multi ambientales. El objetivo especifico fue
analizar la IGA vy la estabilidad del rendimiento de forraje
mediante diferentes métodos univariados y multivariados vy, a
partir de ello, contribuir a la toma de decisiones respecto a la

conveniencia de registrar alguna linea como futuro cultivar.

MATERIALES Y METODOS

Se emplearon 23 lineas experimentales o variedades (en
adelante, genotipos), 14 de triticale y nueve de tricepiro, de
diversos origenes y todos seleccionados para produccion
de materia seca. Triticales: nueve de origen CIMMYT-
México reseleccionados en Rio Cuarto, tres cultivares
nacionales registrados y dos reselecciones de cvs. registrados.
Tricepiros: ocho lineas experimentales, cuatro de origen
UN Rio Cuarto y cuatro de origen UN La Pampa y un
cv. registrado por el INTA.

Los materiales se probaron durante el periodo 2008-
2012 en las localidades de Santa Rosa (La Pampa = SR,

36° 37 S,64° 17 W) y Rio Cuarto (Cordoba = RC, 33°
04" S, 64° 38" W), lo que cual generd diez ambientes afio
por localidad. Se utilizé un disenio de bloques completos al
azar con tres repeticiones en cada sitio y afio de evaluacion.
La parcela experimental consisti6 de siete surcos de 5,50
m de largo y una separacidén entre surcos de 0,20 m (7,70
m?). Las siembras se efectuaron en la primera quincena de
marzo.

Se cosecharon los 5 m® centrales de cada unidad
experimental con motosegadora manual. La altura de
corte fue a nueve cm del suelo cuando el promedio de
los participantes alcanzd alrededor de 25 cm de altura; se
realizaron tres cortes durante el ciclo productivo. En cada
corte se extrajo una alicuota de 200 g de materia verde que
se llevé a estufa de aire forzado a 60 °C hasta peso constante.
El peso seco resultante se proyectd a materia seca en kg ha™'.
La Materia Seca acumulada durante el ciclo productivo se

analizd con la suma de los tres cortes.

Analisis estadistico
Los efectos principales genotipo (G), ambiente (A) y la
interacciéon genotipo x ambiente (IGA) del rendimiento
de forraje de los genotipos (efectos fijos) se analizaron
mediante ANAVA vy prueba de diferencias minimas
significativas al 5 %. La adaptabilidad y estabilidad de los
genotipos en los distintos ambientes se estimd por anilisis
de la regresion, indice de superioridad Pi, el modelo
AMML, (GA biplot) y el modelo SREG (GGA biplot).
El modelo de analisis de regresiéon de Eberhart y Russell
(1966) estY, =t Bllj +t donde:
Y, = media del genotipo i (i =1,2,.....v) en el ambiente
jG=12,...n);
p = media del i-ésimo genotipo en el j-ésimo ambiente;
B, = coeficiente de regresion; mide la respuesta del
i-ésimo genotipo a la variaciéon ambiental;
L= indice ambiental obtenido como el promedio de
todas las variedades en el j ambiente menos la media
general, y
0. = desviaciéon de la linea de regresion del i-ésimo

j

genotipo sobre L en el j-ésimo ambiente.

Finlay y Wilkinson (1963) sostienen que, en la regresion
lineal, los genotipos con b, < 1 tienen estabilidad inferior a
la media y se adaptan a ambientes de baja calidad; los que
tienen b. > 1 presentan estabilidad superior al promedio y
se adecuan a ambientes de alta calidad, y aquellos que con

b. =1 exhiben una estabilidad promedio y tendran buena o
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mala adaptacién segiin presenten alto o bajo rendimiento.
Eberhart y Russell (1966) agregan al método los desvios
de la regresion “S*d”” para contemplar el componente no
lineal del ambiente y sugieren que un genotipo es estable
cuando tiene b. = 1y $?d. = 0 pero pueden darse diferentes
situaciones respecto a la adaptabilidad y estabilidad segin
los valores de bi y la significacion de los desvios, que se

describen a continuacion.

b, S%, Adaptacion Estabilidad
>1 ns ambiente de alta calidad estables
>1 ** ambiente de alta calidad inestables
=0 ns general atodos los ambientes estables
=0 ** general atodos los ambientes inestables
<1 ns ambientes pobres estables
<1 ** ambientes pobres inestables

El Indice P. de Lin y Binns (1988) se calculé como P, = Y,
(Y, - Mj)z/Za, donde:
P = indice de estabilidad y superioridad del genotipo i;
Y, = rendimiento del i-é&imo genotipo en el j-ésimo
ambiente;
Mj = rendimiento medio maximo en el j-esimo
ambiente;

a = cantidad de ambientes.

La expresion Piincluye en el primer término la suma de
cuadrados del efecto principal G y en el segundo la suma
de cuadrados de la IGA cuando se comparan dos cultivares.
La expresion M, representa el miximo rendimiento
encontrado y Pi el cuadrado medio de los desvios de cada
valor respecto al maximo. Por ello, el menor Pi identifica
el mejor genotipo porque es el que menos se aleja del
maximo y revela superioridad en términos de adaptabilidad
general dado que se mide empleando todos los ambientes
(Lin y Binns, 1988).

El modelo de Efectos Principales Aditivos e Interaccion
Multiplicativo (AMMI) (Gauch y Zobel, 1996) essY, = u
tg tet 2o T Rij’ donde Y, = rendimiento del

i-ésimo genotipo en el j-ésimo ambiente.

Los parametros aditivos son:
u = media general;
g, = desviaciéon de la media de los genotipos, y

e= desviacion de las medias de los ambientes.

Los parametros multiplicativos son:

A, = valorsingular para cada Analisis de Componentes
Principales (ACP);
n = namero de componentes principales retenidos
en el modelo;
Oy Vi =
eje del i-ésimo genotipo y j-ésimo ambiente

calificacién del ACP para el k-ésimo

respectivamente, y

le = residual del modelo.

Los modelos AMMI se basan en anilisis estadisticos
combinados. Primero se realiza un ANAVA y luego se
efectia el analisis de componentes principales (ACP).
Mediante el primero se estudian los efectos principales
de genotipos (G) y ambientes (A), en tanto que la IGA se
analiza de forma multivariada a través de la representacion
simultinea de genotipos y ambientes en un grafico
bidimensional o biplot (Gauch y Zobel, 1996; Gauch,2006).

Los genotipos o ambientes que tienen coordenadas
altas, positivas o negativas para el primer CP hacen un
aporte mayor a la IGA que aquellos con valores cercanos
a 0. El efecto de interaccidén entre un genotipo y un
ambiente esta dado por la proyeccion ortogonal del vector
del genotipo sobre la direccién determinada por el vector
del ambiente. Aquellos vectores de ambientes y genotipos
que presentan la misma direccidén tienen interaccidn
positiva, es decir dichos ambientes son favorables para
esos genotipos; por el contrario los vectores ambientes
y genotipos en direcciones opuestas indican interaccidon
negativa, resultando ambientes desfavorables para esos
genotipos (Gauch y Zobel, 1996; Gauch, 20006).

El modelo SREG (GGA biplof) (Cornelius et al., 1996;
Gauch y Zobel, 1997) es:

Y, =pt+ +3 .t donde:

Y, = rendimiento del genotipo i en el ambiente j;

1 = media general;

.= efecto del sitio;

5]

A1 = valor propio del eje k de componentes principales;

= los vectores propios unitariosambientales asociados a

a k;

¢ — son los vectores propios unitarios genotipicos
asociados a |,y

.= error del genotipo 1 en el ambiente j.
el
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El modelo SREG adiciona los efectos lineales de
genotipos al término multiplicativo de la IGA. Los
graficos GGA biplots permiten visualizar los patrones de
comportamiento de los genotipos mis la interaccién GA
y, basindose en el anilisis de componentes principales,
muestran graficamente cual de los genotipos tiene mejor
comportamiento en cada localidad. Las representaciones
graficas ubican a los genotipos menos sensibles a las
variaciones ambientales cerca del origen (Yan et al., 2000;
Yan, 2001).

Los datos se procesaron con el software estadistico
Info-Gen (Balzarini ef al., 2005).

RESULTADOS Y DISCUSION

El promedio general de los genotipos para la produccioén de
materia seca acumulada fue de 3.188 + 193,6 kg ha™', con
rango de variacién entre 2.949 y 3.601 kg ha'' (Tabla 1).
Los rendimientos promedio de triticales y tricepiros fueron
3.161 £ 177,6 y 3.230 *+ 220,4 kg ha! respectivamente, con
diferencia estadistica no significativa entre ambos (t = -0,82
ns). Las diferencias fueron altamente significativas (p<<0,01)
tanto para los efectos principales G (F= 2,1), A (F= 150,9)
como para la IGA (F= 3,3), con coeficiente de variacion
22,4 %.

Apnalisis mediante la regresion
Los valores de rendimiento de materia seca promedio,
coeficiente de regresion y sus desvios se resumen en la Tabla
1 mientras que en las Figuras 1 y 2 se grafican los mismos
considerando en ambos casos una banda de confianza de
un desvio estandar. El rango de valores de b, result6 amplio
(0,86 - 1,33) pero con diferencias estadisticas altamente
significativas (p=<0,01) sélo para dos de los 23 genotipos
analizados, lo que indica que la respuesta de la mayoria a los
cambios ambientales se ajusta al modelo de regresion lineal.
Las lineas de triticale 8 (C95/68),7 (C95/46),9 (C95/88),
2 (C49/510) y 1 (C94/404), en ese orden, mostraron
rendimientos de materia seca acumulada superiores a la
media general (Figura 1) y sus coeficientes de regresion
se ubicaron dentro del intervalo de confianza. Ademas,
resultaron de estabilidad altamente pronosticable dado que
los desvios de la regresiéon no difieren significativamente
de cero (Figura 2). Dentro de ese grupo, sobresalieron la
entrada 8 (C95/68) y 7 (C95/46) por su rendimiento de
3.526 y 3.435 kg ha".

Respecto a los tricepiros, la linea 22 (TCP LP 116),
la de mayor rendimiento (3.601 kg ha™), resultd estable y
recomendable para ambientes de alta calidad agronémica
debido a que tuvo coeficiente de regresion significativamente
mayor que 1 y desvios no significativos. La entrada 23,
una reseleccion del material original de Covas (1976)
denominada 3/40-50, también present6 alto rendimiento y
adaptable a ambientes de alta calidad; sin embargo, el analisis
la ubica fuera de la banda de confianza de los desvios de
la regresion, por lo que se comporta en forma inestable.
Las entradas 20, correspondiente al cv. Don René INTA
y las lineas experimentales 18 (TCP LP 114), 16 (LF 65
x Horovitz/4) y 21 (TCP LP 115) tuvieron rendimiento
superior al promedio el rendimiento y comportamiento
estable.

Los métodos para analizar la IGA vy la estabilidad tienen
ventajas y desventajas. La regresion (Eberhart y Russell, 1966)
conjuga el empleo del coeficiente de regresion lineal bi, que
estima adaptabilidad, con los desvios S°d. de la regresion,
indicadores de estabilidad. Por ello resulta agronémicamente
muy util, es de sencilla interpretacién y fue el método mas
empleado en diferentes cultivos y ambientes durante varias
décadas (Flores et al., 1998).

La comparacion de 22 métodos uni y multivariados para
analizar la IGA en ensayos multi ambientales en haba (Vicia
faba L.) y arveja (Pisum sativum L.) efectuada por Flores et
al. (1998), incluyen este método en un grupo de métodos
que sblo hacen énfasis en la estabilidad pero aclaran que
ignoraron la pendiente de la regresion debido a que la
heterogeneidad de los valores de bi resultd no significativa,
por lo cual s6lo emplearon los desvios S*d..

Otro antecedente de empleo de la regresion refiere al
analisis de la estabilidad del rendimiento en grano realizado
en la regiéon del Mirmara, Turquia, que permitié elegir
lineas por su estabilidad y buena adaptabilidad a todos los
ambientes empleados (Dogan et al., 2011).

El método tiene, sin embargo, varias objeciones
estadisticas. Entre ellas se sefiala que los indices ambientales
no son independientes de los genotipos probados dado
que se obtienen a partir de los propios datos. Esto
implica una dependencia entre el indice ambiental y la
productividad media de cada genotipo cuya estabilidad se
quiere determinar; de este modo, no respeta el principio
de independencia de las variables. Ademas, la estabilidad de
un determinado genotipo depende del comportamiento del
grupo de genotipos con el que esté comparado y también

pueden ocurrir errores al estimar la media ambiental y falta
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de homogeneidad de la variancia del error entre ambientes
(Becker y Leon, 1988).

Analisis por indice P de Lin y Binns
La calificacion del material en prueba se basa en los valores
del indice Pi, que permite analizar la contribucién de cada
genotipo a la suma de cuadrados de la IGA en todos los
ambientes asociando mayor productividad con mayor
estabilidad. El punto de corte para Pi fue 102,3 y para el CM
(GA) 105,1. El ordenamiento de los genotipos de triticale
revel6 que las lineas de triticale 8 (C95/68) y 7 (C95/46)
presentaron valores de Pi por debajo del punto de corte,
resultando las de mayor adaptabilidad con rendimientos
superiores a la media general (Tabla 2); mientras que,
entre los tricepiros, la linea 22 (TCP 116) fue la de mejor
adaptabilidad y rendimiento, coincidiendo parcialmente con
la regresion.

Fuera del punto de corte pero con valores de Pi cercanos
y buenos rendimientos se ordenan el triticale 9 (C95/88) y
las lineas de tricepiro 16 (LF 65 x Horovitz/4),21 (TCP LP
115) y 18 (TCP LP 114). Por otro lado, tomando en cuenta
el CM (GA), todos los materiales estuvieron por debajo del
punto de corte, salvo el tricepiro 15 (LF 65 x Horovitz/2).
Esto Gltimo estd indicando que el indice de superioridad
Pi resultd poco eficaz para calificar los materiales. Al
respecto, Flores et al. (1998) comparando 22 métodos
uni y multivariados para analizar la IGA en ensayos multi
ambientales de haba (Vida faba L.) y arveja (Pisum sativum
L.), concluyen que el indice Pi estuvo mas relacionado con

el rendimiento que con la estabilidad.

Analisis AMMI,, (GA biplot)

Los dos primeros componentes principales del analisis
AMMI, explicaron el 78,6 % de la variabilidad debida a la
interacci6n GA (CP1 52,3 % y CP2 26,3 %) (Figura 3).

El ambiente SR 2010 tuvo una importante contribucién
positiva a la interaccién (alto valor positivo en el CP1) y
presenta mayor asociacioén con las selectas doble propdsito
13 (reseleccion Gena HA), 5 (C95/8), 6 (C95/28)
y 4 (C95/140). Los ambientes SR 2009 y RC 2009
contribuyeron negativamente a la interacciéon (valores
negativos en CP1) y se asociaron positivamente con todas
las lineas experimentales de tricepiro excepto Don René
INTA (entrada 20).La contribuciéon del ambiente RC 2010
es altamente significativa en el CP2 y se asocia a la linea 23
(TCP 3/40-50).

Por otro lado, de acuerdo al modelo de anilisis, los

genotipos mas estables y por lo tanto menos sensibles a la
influencia ambiental son los que se encuentran cercanos
al punto de origen; tal es el caso de la linea de triticale 8
(C95/68), también destacada en los analisis anteriores.

La representacién grafica simultinea de genotipos y
ambientes facilita la interpretacion de los resultados y los
métodos que la utilizan son muy empleados en la actualidad.
El analisis AMMI incluye efectos no lineales y revela un
componente de interacciéon altamente significativo que
tiene un claro sentido agronémico y no tiene requisitos
de disefio experimentales especificos, a excepcién de una
estructura de datos de dos vias (Zobel et al., 1988). Ademas,
tiene la ventaja de la ausencia de correlaciones entre los
componentes principales y permite observar las diferencias
entre ambientes, el grado de interacciéon de los genotipos
con el ambiente, la estabilidad y las adaptaciones especificas
de algunos genotipos a determinados ambientes (Gauch y
Zobel, 1996; Gauch, 2006).

Anilisis efectuados en diversos cultivos sugieren la
utilidad del método AMMI. Asi, el analisis del rendimiento
en ensayos de soja [(Glicine max (L.) Merr.] mediante AMMI
revel6 un gran componente de la IGA de claro significado
agronémico (Zobel et al., 1988), mientras que Moreno-
Gonzilez y Crossa (1998), buscando desarrollar nuevos
modelos de analisis, emplearon ensayos de triticale granifero
para comparar los resultados con los obtenidos con diferentes
modelos AMMI, concluyendo que, dentro de los diferentes
modelos de efectos principales aditivos y la interaccion
multiplicativa, el AMMI, como el aqui empleado, result6
el mejor predictor. Mas recientemente, Namorato ef al.
(2009) concluyen que es mas eficiente que la regresion para
determinar la estabilidad en genotipos precoces de maiz
(Zea mays L.), dado que explican mucho mayor proporcién
de la suma de cuadrados de la IGA,. Por su parte, Rueda
Puente et al. (2011) comprueban que AMMI fue muy eficaz
para identificar variedades de alto rendimiento en grano de
trigo (Triticum aestivum L.), aunque concluyen?verifican que
no todos los caracteres pueden analizarse con ese modelo.

Elmétodo AMMI hasido empleado en formassatisfactoria
por Lozano del Rio et al. (2009) para analizar la produccion
de materia seca por corte y acumulada de triticales forrajeros
en 6 localidades del Norte de México durante 4 afos. El
material estuvo constituido por 20 lineas F, 'y dos cvs. del
programa de cereales de la Universidad Autdnoma Antonio
Narro. El analisis por corte agrup6 en forma eficiente a los
genotipos por su produccidn y estabilidad segin el habito

de crecimiento.
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Analisis SREG (GGA biplot)

El modelo SREG aplicado a los valores del caricter en
analisis generd el biplot de la Figura 4. Los dos primeros
componentes principales explicaron el 76,6 % de la
variabilidad debida a la interaccion GA (CP1 49,1 % y CP2
27,5 %), valores similares a los obtenidos con AMMI.

Seis de los 10 ambientes, SR 2008, SR 2011, SR 2012,
RC 2008, RC 2011 y RC 2012, se ubicaron cercanos al
origen (0,0) indicando tener una baja participacion en
la contribuciéon a la interaccion GA o sea que resultaron
ambientes no favorables para analizar la IGA. En el sector
derecho superior se ubicé el ambiente SR 2009 como de
alta participacion en el modelo y las lineas de tricepiro
18 (TCP LP 114),22 (TCP LP 116) y 21 (TCP LP 115)
fueron las que tuvieron mayor respuesta en la produccion
de materia seca total en ese ambiente.

El ambiente RC 2009 se ubica en el sector derecho
inferior con similar contribucién al modelo, destacindose
las lineas de triticale 14 (Quiné RA) y los tricepiros 17
(Lasko x Horovitz/11) y 19 (TCP LP 117) en ese ambiente.
En el sector izquierdo se ubica el ambiente SR 2010 con
dos lineas experimentales asociadas: los triticales 13 (Gent
HA) y 5 (C95/8). El genotipo 16 de tricepiro (LF 65 x
Horovitz/4) tuvo alto rendimiento (alta puntuacién en
el CP1) y muy baja o nula interaccion GA (puntuaciéon
cercana a 0 en el CP2) (Yan et al., 2000).

El anilisis efectuado por SREG sugiere, coincidiendo
con los métodos anteriores, tener en cuenta como pasibles
de registrar a las entradas de triticale 8 (C95/68) y 7
(C95/46), ambas de origen CIMMYT vy seleccionadas en
Rio Cuarto para doble propoésito. La primera resultd la mas
apropiada para los ambientes considerados, dado que tiene
el mayor rendimiento entre las lineas ubicadas dentro del
rango de estabilidad, mientras que la segunda fue la mas
estable aunque con un rendimiento promedio de materia
seca alrededor de 80 kg ha menor que la primera (Tabla
1).

Por otra parte, los tricepiros 18 (TCP LP 114),21 (TCP
LP 115) y 16 (LF 65 x Horovitz/4) con rendimientos
superiores al promedio y medianamente estables, pueden
tenerse en cuenta como progenitores en un programa
de mejoramiento y registrarse para ampliar la oferta de
cultivares, dado que Don René INTA es el inico registrado
en la Argentina y que, a pesar de la intensa seleccién, atin
mantiene inestabilidad fenotipica (Ferreira et al., 2007).

El empleo de los graficos GGA biplot se consideran una

herramienta visual muy util para genetistas, agronomos

y mejoradores (Yan y Kang, 2003) porque permiten
determinar qué genotipo tiene el mejor comportamiento
en un ambiente especifico y a su vez identificar el ambiente
mas adecuado para determinado genotipo. El genotipo
ideal resulta aquel con alta puntuacién en el CP1, asociado
a alto rendimiento, y puntuacién cercana a 0 en el CP2 que
revela buena estabilidad del material probado a través de los
diferentes ambientes.

El empleo del modelo SREG y su representacion grafica
GGA biplot también se emplea con frecuencia. El método
permitié identificar claramente el genotipo de trigo
mas rendidor en cada afio y ambiente (Yan et al., 2000);
Sabaghnia et al. (2008) identifican variedades de lenteja (Lens
culinaris Medick) de alto rendimiento y amplia adaptacidn,
y Laquez et al. (2010) en soja y una gran diversidad de
ambientes verifican que la IGA fue mais importante que
los genotipos para explicar las variaciones del rendimiento;
ademas, en los dos Gltimos casos se verificd que la suma de
la CP1 y CP2 explicaron 70 % o mas de la variacién total.

El modelo de regresiéon por sitio puede resultar muy
atil cuando se conducen ensayos en una amplia region
porque permite disminuir los ambientes de evaluacién al
dividirlos en subregiones relativamente homogéneas. Por
lo tanto, se pueden ver los ambientes similares, los mejores
genotipos adaptados para esos ambientes, la estabilidad que
presentaron y recomendar variedades o genotipos para
cada uno de ellos.

La utilizacién del modelo SREG resulta aconsejable
cuando los sitios (o ambientes) constituyen la fuente de
variacién mas importante en relacion a la contribucién de
los genotipos y la IGA sobre la variabilidad total, situaciones
comunes en la practica (Balzarini ef al., 2005). Este método
multivariado requiere mucha diversidad ambiental para
que se manifiesten sus ventajas. Resulta muy probable
que el nimero de localidades y afios aqui considerados
no haya permitido la expresion plena del potencial de esta
herramienta de analisis.

Varios autores han comparado métodos para analizar la
estabilidad. En el caso de triticale, Goyal et al. (2011) analizan
biomasa total y otros caracteres de 27 introducciones origen
CIMMYT, durante 3 anos en dos localidades canadienses,
empleando los métodos de la regresion y SREG. Los
resultados fueron coincidentes entre la regresion de Finlay
y Wilkinson y el modelo SREG al identificar una misma
linea como la mas estable y rendidora, mientras que por
el método de Eberhart y Russel se identifico una linea

diferente para los mismos atributos.
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Los genotipos ensayados han sido seleccionados con
objetivo de doble propédsito para la alimentacién animal,
contemplando el aprovechamiento del recurso tanto para
el consumo del pasto fresco o conservado como del grano
para suministro directo o en raciones. Todos los triticales han
sido seleccionados en el ambiente Rio Cuarto (Cordoba),
en tanto que los tricepiros LP fueron seleccionados en
el ambiente Santa Rosa (La Pampa), el cv. Don René en
Anguil (La Pampa) y los restantes en Rio Cuarto.

Gran parte de los estudios sobre produccion de forraje
efectuados en el pais contienen resultados que constatan la
presencia de IGA (Grassi et al., 2008; 2009; 2011; Ferreira
et al., 2012). El efecto de la IGA altamente significativa
pone de manifiesto la dificultad para detectar genotipos
con rendimientos estables y predecir su comportamiento.
Generalmente, los programas de mejoramiento se ejecutan
en una localidad y luego se prueba la adaptacion del material
experimental a diferentes ambientes vy, cuando se pretende
seleccionar genotipos de amplia adaptacion, se debe buscar
aquellos de alto efecto G y fluctuaciones tan bajas como sea
posible (baja IGA) que alteren lo minimo posible el orden
de mérito de los materiales (Flores et al, 1998).

Triticales y tricepiros son altamente autdégamas vV, en
general, se tiende a fundar las lineas experimentales y
cultivares a partir de una linea pura definida por seleccion
individual en F, o a partir de un nimero muy limitado de
lineas puras. Sin embargo, debido a la condicién de hibridos
intergenéricos de escasa historia evolutiva, mantienen cierto
grado de inestabilidad feno-genotipica. Esto puede deducirse
de las entradas 13 y 14 derivadas de los cultivares Gen y
Quinié-UNRC vy resulta mucho mas evidente en el tricepiro
Don René INTA, fenotipicamente muy variable a partir del

cual se han efectuado varias reselecciones (Grassi ef al., 2009).

Los resultados de la aplicacion de los diferentes métodos
de andlisis fueron coincidentes en identificar la linea 8 de
triticale (C95/68) como de alto rendimiento de forraje y
con escasa IGA, mientras que el TCP 23 (TCP 3/40-50),
de alta capacidad forrajera, result6 inestable. El triticale 7
(C95/46), de alto rendimiento y muy estable segiin método
de la regresion e indice Pi, resulta ser de muy buen rinde
en materia seca pero poco estable segin AMMI y de alto
rendimiento sélo en un ambiente especifico segin SREG.

Respecto a las lineas experimentales de tricepiro, las
entradas 16 (LF65 x Horovitz/4), 18 (LP 114),20 (D. René
INTA), 21 (LP 115) y 22 (LP 116) resultaron estables segin
Eberhart y Russel y de rendimiento superior a la media, el
AMMLI las califica como variables, mientras que el SREG
define a la entrada 16 como estable y de buen rendimiento,
a la 21 como de mediana interaccion GA y rendimiento
superior pero muy cercano a la media, mientras que las
lineas 18 y 22 resultan mas rendidoras pero poco estables.
El indice Pi sdlo es coincidente en calificar como de alta
adaptabilidad a la linea 22 de tricepiro.

A modo de conclusiéon general, los resultados de la
aplicacién de los diferentes métodos son parcialmente
coincidentes, en particular entre regresion y SREG, pero
ninguno por si solo deberia tomarse como un indicador
totalmente confiable para la toma de decisiones referente
a recomendaciones de lineas a registrar como futuros
cultivares para ambientes especificos. Sin embargo, resultan
herramientas muy fttiles para orientar las evaluaciones
multiambientales imprescindibles cuando termina el
proceso de seleccidon en programas de fitomejoramiento.
Los analisis permitieron identificar dos lineas de triticale y

una de tricepiro para su registro como cultivares.

Journal of Basic & Applied Genetics | 2015 | Volume 26 | Issue 2 | Article 4 - research



INTERACCION GENOTIPO-AMBIENTE EN TRITICEAS HIBRIDAS 45

14 -
0
[7)]
12 -
N I SO N T S R
g | :
s 16062 | o7 8
o 10 13 $21 *9
I I
2 09 .,’15 ol
2 SRR Lo K 1 T (- DO & <L A
3 08 A
(& ]
0,7 T T T 1
2800 3000 3200 3400 3600 3800

Materia Seca acumulada (kg ha™)

Figura 1. Relacion: coeficientes de la regresion vs. rendimiento promedio de Materia Seca acumulada de 23
genotipos de triticales y tricepiros en Rio Cuarto (Cérdoba) y Santa Rosa (La Pampa), Argentina,
durante 2008-2012, con una banda de confianza de un desvio estdndar segiin modelo de Eberhart-
Russell (1966).
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Figura 2. Relacién: desviaciones de la regresién vs. rendimiento promedio de Materia Seca acumulada de 23
genotipos de triticales y tricepiros en Rio Cuarto (Cérdoba) y Santa Rosa (La Pampa), Argentina,
durante 2008-2012 con una banda de confianza de un desvio estédndar seglin modelo de Eberhart-
Russell (1966).
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Figura 4. GGA biplot para la identificacién de los mejores genotipos de triticales y tricepiros
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oscuros representan genotipos y puntos claros sitios.
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Tabla 1. Parametros de estabilidad en la Materia Seca acumulada de triticales y tricepiros en Rio
Cuarto (Cérdoba) y Santa Rosa (La Pampa), Argentina, durante el periodo 2008 a 2012 de
acuerdo a la metodologia de Eberhart y Russell (1966). Genotipos ordenados por rendimiento.

. 2
Genotipo Género Procedencia Rendimiento bi S°d;
Promedio (coeficiente (desvios de la
(kgha) deregresion) regresion)

22 TCPLP 116 TCP UNLPam (Argentina) 3.601 a 1,33 * 9,18 ns
8 C95/68 TC CIMMYT (México) 3.526 ab 1,09 ns -16,30 ns
23 TCP 3/40-50 TCP UNRC (Argentina) 3.454  abc 1,31 *-1,57 %
7 C95/46 TC CIMMYT (México) 3.435 abc 1,07 ns -11,40 ns
9 C95/88 TC CIMMYT (México) 3.345 abcd 1,03 ns -16,80 ns
20 Don René INTA TCP UNLPam (Argentina) 3.302 abcde 0,87 ns -12,20 ns
2 C94/510 TC CIMMYT (México) 3.295 abcde 1,07 ns -13,90 ns
16 LF 65 x Horovitz/4  TCP UNRC (Argentina) 3271 abcde 1,08 ns -13,30 ns
18 TCPLP 114 TCP UNLPam (Argentina) 3.271 abcde 1,16 ns -9,10 ns
21 TCPLP 115 TCP UNLPam (Argentina) 3.228 bcde 1,02 ns -11,10 ns
1 C94/404 TC CIMMYT (México) 3.199 bcede 091 ns -15,10 ns
13 Genu HA TC UNRC (Argentina) 3.173  bede 0,89 ns -13,20 ns
10 Genu UNRC TC UNRC (Argentina) 3.127  cde 093 ns -16,60 ns
11 Tizné UNRC TC UNRC (Argentina) 3.097 cde 0,97 ns -1530 ns
5 C95/8 TC CIMMYT (México) 3.064 cde 0,86 ns -14,70 ns
4 C95/140 TC CIMMYT (México) 3.041 de 091 ns -16,10 ns
17 Lasko x Horovitz/11 TCP UNRC (Argentina) 3.037 de 0,89 ns -8,70 ns
12 Yagéan INTA TC INTA (Argentina) 3.024 de 0,97 ns -17,00 ns
3 C94/528 TC CIMMYT (México) 2.984 de 093 ns -16,50 ns
6 C95/28 TC CIMMYT (México) 2.975 e 0,92 ns -1480 ns
14 Quifié RA TC UNRC (Argentina) 2.975 e 0,88 ns -16,10 ns
15 LF 65 x Horovitz/2 ~ TCP UNRC (Argentina) 2.954 e 093 ns -1,17 *
19 TCPLP 117 TCP UNLPam (Argentina) 2.949 e 0,89 ns -13,30 ns
Promedio general 3.188+193,6 1,0+0,1 -12,8 £4,4
Promedio Triticales 3.161 £177,6
Promedio Tricepiros 3.230 £ 2204
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Tabla 2. Pardmetros de estabilidad en la Materia Seca acumulada de triticales y tricepiros en Rio
Cuarto (Cérdoba) y Santa Rosa (La Pampa), Argentina, durante el periodo 2008 a 2012 de
acuerdo a la metodologia de Eberhart y Russell (1966). Genotipos ordenados por rendimiento.

Genotipo Rendimiento Promedio  Pi CM(GA)
(kgha) 10000 10000
8 C95/68 3.526,3 ab 92,6 37,2
22 TCP116 3.601,3 a 92,7 44,9
7 C95/46 3.4354 abc 100,1 34,7
9 C95/88 3.345,1 abcd 108,9* 29,7
16 LF 65 X Horovitz/4 3.270,8 abcde  115,7* 52,9
21 TCP115 3.227,6 bede 117,0* 35,2
18 TCPLP114 3.271,2 abcde 117,6%* 38,6
23 TCP 3/40-50 3.453,7 abc 122,6* 43,2
20  Don René INTA 3.302,1 abcde  139,7* 68,8
2 C94/510 3.295,7 abcde  144,9%* 63,5
11 Tizné UNRC 3.097.4 cde 149,3* 44 .4
10  Genu UNRC 3.126,7 cde 157,5%* 553
13 Genu HA 3.173,2 bcde 160,1%* 71,7
12 Yagan INTA 3.023,8 de 160,4* 48,5
1 C94/404 3.199,0 bede 172,5% 79,6
14  Quiié RA 2.975,2 e 173,6* 53,9
4 C95/140 3.041,4 de 182,7* 68,4
5 C95/8 3.063,7 cde 185,0* 76,4
17 Lasko x Horovitz/11 3.037,2 de 192,3* 73,5
19 TCPLP117 2.949.2 e 193,3* 68,7
3 C94/528 2.984.6 de 202,8* 81,9
6 C95/28 2.957,7 e 218,9* 73,9
15 LF 65 X Horovitz/2 2.951,1 e 236,8* 110,0*
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ABSTRACT

Soybean Glycine max [L. (Merrill)] is the most important crop in Argentina, where soil salinization is increasing. Development of salt tolerant
cultivars is an effective approach to expand the crop area and minimize yield loss in saline soils. The aim of this work was to screen commercial
soybean cultivars for chloride tolerance in three experiments. In the first experiment 37 cultivars were placed in paper rolls wetted with 50 mM
NaCl. Germination speed and hypocotyl and radicle length were registered. Twelve cultivars were chloride tolerant as suggested by their hypocotyl
and radicle length. In the second experiment, seven cultivars were grown under greenhouse conditions in containers with sandy soil, nutrients and
50 mM NaCl solution. Leaf scorch (LS) and leaves chloride content (LCC) were determined.Variability among cultivars was determined for both
characteristics. In the third experiment, 13 cultivars were placed in paper rolls wetted with 100mM NaCl. Germination speed, hypocotyl and radicle
length, and fresh plant weight were measured. Five cultivars were chloride tolerant as suggested by their fresh plant weight. Although 100 mM
NaCl was the most restrictive treatment for seed germination, common chloride tolerant soybean cultivars were found in the three experiments.
Therefore, genetic improvement for soybean chloride tolerance can be promising in Argentina.

Key words: soybean, chloride tolerance, germination, screening, variability, Glycine max [L. (Merrill)].

RESUMEN

La soja Glycine max L. (Merrill)] es el cultivo mas importante en Argentina, donde estd aumentando la salinizacién del suelo. El desarrollo de
cultivares tolerantes a la salinidad es una forma efectiva de expandir el drea de cultivo y minimizar la pérdida de rendimiento en suelos salinos. El
objetivo de este trabajo fue probar la tolerancia de distintos cultivares de soja al ion cloruro en tres experimentos. En el primer experimento se
utilizaron semillas de 37 cultivares, colocandolas en toallas de papel enrolladas y embebidas en una solucién de 50 mM de NaCl. Se registraron
velocidad de germinacién y largo de radicula e hipocotile. Segin estas dos Gltimas variables, 12 cultivares resultaron tolerantes. En el segundo
experimento se utilizaron siete cultivares y se dejaron crecer en inverniculo en macetas con suelo arenoso, regado con solucién nutritiva y 50
mM de NaCl. Se determinaron indice de acorchamiento (IA) y el contenido de cloruros en hoja (CCH). Fue posible detectar variabilidad entre
cultivares para las dos caracteristicas. En el tercer experimento se colocaron a germinar semillas de 13 cultivares en toallas de papel enrolladas y
embebidas en una solucién salina de 100 mM de NaCl. Se determinaron velocidad de germinacion, largo de raiz e hipocotile y peso fresco de las
plantas, detectandose cinco cultivares tolerantes segtin su peso fresco. Se encontraron genotipos tolerantes comunes en los tres experimentos, por lo

que el mejoramiento genético para tolerancia a los cloruros es promisorio en Argentina.

Palabras clave: soja, tolerancia a cloruros, germinacién, variabilidad, Glycine max [L. (Merrill)].
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INTRODUCCION

To achieve global food security by 2050, primary production
must almost be doubled. Climate change continues and good
arable land is becoming scarce. There are about 1000 million
hectares of saline soils worldwide. Salt stress is reported to
inhibit soybean germination and plant growth, nodulation,
seed yield and it can also cause severe leaf chlorosis, leaf
bleaching and leaf scorching by chloride accumulation in the
leaf (Abel and Mackenzie, 1964; Wang and Shannon, 1999;
Banzai et al., 2002; Singleton and Bohlool, 1984; Parker et
al., 1983; Katerji et al., 2003; Abel, 1969; Yang and Blanchar,
1993). Soybean is salt sensitive (Luo ef al.,2005).The threshold
salinity for soybean is 5.0 dS m™ (Chinnusamy et al., 2005).
Salt tolerance is thought to be primarily related to the ability
of plants to limit accumulation of Na* and Cl in leaves by
exclusion (Abel, 1969; Lauchli and Wienecke, 1979; Essa,
2002). Genotypic tolerance of the chloride excluders to the
acutely toxic effects of chloride per se, is based on visual leaf~
scorching ratings and/or reduced chloride levels in the leaf
(Parker et al., 1983; Shao ef al., 1995;Yang and Blanchar, 1993).
Substantial genetic variation exists for chloride tolerance
among cultivars, breeding lines, some accessions of the wild
progenitor of soybean (G. soja Sieb abd Zucc) and among
the more distantly related perennial accessions (Li ef al., 2000;
Pantalone et al., 1997;Wang et al., 1997; Zhang et al., 1999).
In Argentina, the third country in the world with soils
affected by salinity after Russia and Australia, 19 million ha
are cultivated with soybean, which is the major crop in the
country. Soybean is cultivated throughout the country, from
N to S, and soils aftected by salinity include those in arid and
semiarid environments with and without irrigation and those
soils in humid environments (Lavado, 2007). Development of
salt tolerant cultivars may substantially expand the land’s food
producing area. Information on plant response to varying
salinity levels is important to recommend tolerant cultivars
as parents in breeding programs. The objective of this study
was to screen Argentinian commercial soybean cultivars for

chloride tolerance under varying salinity levels.

MATERIALS AND METHODS

Experiments, cultivars and experimental design

Three experiments were conducted, two in growth
chambers and one in a greenhouse at the Unidad Integrada
Balcarce, located at 38° S and 58° W/, in Argentina.

The first experiment was carried out in 2010 in a growth
chamber (25° C, 16/8 h light/dark photoperiod, irradiance
of 1300 lux). Thirty seven soybean commercial cultivars (cv)
(listed in Table 1) were randomly selected for the trial; twenty
seeds of each cv were placed in rolls of germination paper
wetted with 50 mM commercial NaCl This concentration
was used because the responses of the different cultivars were
unknown and we wanted to make sure that germination
occurred. A control with distilled water (OmM) was used. A
randomized complete block design replicated five times with
blocking in time (every 14 days) was utilized. Germination
speed, hypocotyl and radicle length were determined.

The second experiment was carried out in greenhouse
and it was started on August 14™, 2011. Seven commercial
soybean cultivars (listed in Table 2) were selected. Seeds
from certain cultivars included in the first experiment were
unavailable. The new seed included though, are widely
distributed in the southeast of Buenos Aires and they belong
to the same maturity groups (III and IV) used in this region.
Three cultivars which were salt tolerant when exposed to 50
mM NaCl concentration as suggested by hypocotyl length
(NA 4413), or by radicle and hipocotyl length (NA 3520)
(experiment 1) were included in this experiment. Five seeds
from each cv were planted in 8.7 cm tall plastic cones filled
with 150 g of a sandy soil with nutrients (according to PC
method by Lee ef al., 2008) in two replications (one seed per
cone). Cones were placed in plastic trays filled with 20 I tap
water to keep plant moisture. A 50 mM of NaCl salt solution
was added to the plastic trays at the V2 to V3 seedling stage
(Fehr and Caviness, 1977), and it was refilled with water and
nutrients so that the trays water content of the trays reached
one third of the height of the cones. Electrical conductivity
(EC) was monitored daily with a Mettler Toledo MC226
Model with temperature probe conductivity meter. EC was
0.6 mS cm™ and 6.6 mS cm™ for the OmM and 50 mM,
respectively. Greenhouse temperature was recorded daily
every 15 min. In Figure 1, daily average temperatures are
presented from the beginning of the salt treatment until day
number 11 of salt treatment. The experimental design was
split plot, where NaCl level was the whole plot treatment and
each cultivar (as a group of five seedlings) was randomized
within the whole plot. Chloride content was measured with
an Orion chloride ion selective electrode (ISE), 14 days after
the initial NaCl treatment (when seedlings were harvested)
(Pantalone et al., 1997), and leaf scorching was determined
according to Lee ef al. (2008).

Once the first trial had been conducted, we were able to
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see that the different cultivars responded to 50 mM NaCl. So,
we decided to increase the salinity level because in Argentina
soils can even be more saline. The third experiment was
carried out in 2012 in a growth chamber (25° C, 16/8 h
light/dark photoperiod, irradiance of 1300 lux). Thirteen
soybean commercial cultivars (listed in Table 3) were selected
for the trial; twenty seeds of each cv were placed in rolls of
germination paper wetted with 100 mM commercial NaCL
A control with distilled water (OmM) was used. Cultivars
which were salt tolerant as suggested by hypocotyl length

55

(NA 4413 and NA 3933) and radicle and hipocotyl length
(A 3302 RG and NA 3731) in the first experiment in 2010,
were included in this trial and some cultivars belonging to
the second experiment (DM 4250, NA 4413, NA 4990,
DM 4210 and NA 4613), too. There are new seeds because
some of the varieties used in the previous experiments were
unavailable. Germination speed, hypocotyl and radicle length
and plant fresh weight were determined. A randomized
complete block design replicated three times with blocking

in time (every 14 days) was utilized.

Table 1. Radicle and hypocotyl length in 37 Argentinian soybean cultivars exposed to 50 mM NaCl salt concentration as

compared to the control.

Radicle lenght (cm)  Hypocotyl length (mm)
Cultivar ;
OmM 50mM Slz)i) OmM 50mM S&i

A 3289 10.16*  7.09° 3020 2.65° 220° 16.90
A 3302 RG 6.36% 7.33% 15.00 323* 259* 19.80
ACA 360 13.63% 9.32° 31.60 3.83% 3.51% 830
ALM 3530 6.63 790" 19.00 2.13* 2.88* 35.00
ALM 4200 11.38* 12.7* 11.50 2.61* 2.33* 10.70
ALM 4930 13.77%  9.11° 3380 2.71* 229% 1540
ARECO04330 11.07* 7.86% 29.00 2.62° 1.81" 30.90
AS 4201 13.74% 830° 39.60 2.66° 3.54% 33.00
AS 4810 14.26% 7.57° 4690 232% 227% 4.00
Champaqui 11.19* 7.70° 31.30 2.09* 2.01*% 3.80
DL 401 RG 7.69% 9.59% 2470 3.76% 2.09° 44.40
DM 3700 11.06* 580° 47.50 2.40% 227*% 540
DM 4200 3.06°  7.13° 4540 3.61* 323 10.50
DM 4670 11.96* 550° 5400 4.09° 2.76° 32.50
DM 4930 18227 10.36° 43.10 2.59* 1.67" 35.50
FN 360 13.52% 9.60° 29.00 3.52% 2.82% 19.90
FN 485 13.70* 12.06* 11.09 3.13* 2.77% 11.50
NA3520 RG 7.34%  7.04* 400 244°* 2.19% 10.20
NA 3731 12.43* 12.46* 020 3.73% 3.12% 16.30

Cultivar Radicle lenght (cm) Hypocotyl length (mm)

OmM  50mM S(](:’)/S OmM 50mM S(];)F;

NA 3933  17.52° 12.92° 262 295* 2.93° 0.67
NA 4209 11.56* 12.07* 0.44 4.00* 3.65° 8.75
NA 4413 1463 7.22° 506 4.01° 3.32° 17.20
NA 4553  13.35% 7.05° 47.0 2.76* 2.26° 18.10
NK 3200 11.11* 852° 233 208° 191° 8.10
NK 3500 12.09" 6.98° 422 4.57% 251° 2.06
NS 4903  6.80% 637 630 337" 212° 37.10
RM 039  7.82% 814" 4.09 3.10° 2.14° 3090
RM 048 13.66° 5.88° 569 281" 228" 1880
SP4500 16.29" 9.89° 393 446" 333° 2530
SP4X4  13.88% 6.78° 51.1 5.00° 2.18°  56.40
SPS4X0 10.40° 11.37% 930 2.86* 220"  23.00
SRM 3402 12.43°% 14.50° 16.6 3.14* 2.69° 14.30
SRM 4205 13.85% 820° 40.8 290" 1.55°  46.50
TJ2049 10.85* 8.16° 248 1.07* 1.62% 51.40
TI2136 7.61* 876" 150 341° 260" 23.70
TI2139  11.41* 1142°% 0.01 3.10° 2.69" 13.20
TI2145 1278 1028° 19.5 268" 2.67° 0.37

Note: Means between columns (treatments) followed by the same letters are not significantly different at P=0.05.
"SDE (%): salt detrimental effect: character value at 0mM NaCl minus character value at 50 mM NaCl/character value at omM NaCl * 100. In bold, negative SDE

values
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Table 2. Leaf chloride contents (g/kg™) (LCC) and leaf scorch
score (LSS) in seven Argentinian soybean cultivars.

Cultivar LCC LSS
DM 4250 5.94¢ 1
NA 3520 7.86° 1
NA 4413 8.79" 2
NA 4990 10.37° 2
DM 4210 11.86° 2
RA 424 16.79* 3
NA 4613 17.08" 3

Data collection

First experiment

Germination speed was registered every 24 hours until full
germination (Maguire, 1962), and hypocotyl and radicle length
were measured at day 14 from the beginning of experiment
(Yaver et al.,2009). Each replication lasted 14 days.

For more details about germination speed, it was calculated
by dividing the number of seedlings per 20 seeds obtained at
each counting in the germination test by the number of days
seeds have been in the germinator until full germination. The
values obtained at each count are the sum at the end of the
germination test in this way: (number of seedlings/days to

first count +...+ number of seedlings/days to final count).

Temperature (%)

Days

Figure 1. Average daily greenhouse temperatures (°C) during
11 out of 14 days under salt treatment (50 mM
NacCl) (experiment 2).

Second experiment

Salt injury was determined by a leaf scorch score (LSS). As
no information was available regarding salt sensitivity of the
cultivars used, leaf scorch ratings were made five days after the
addition of salt solution, when the first plants (cultivar R A-
424) exhibited salt injury or reached a leaf scorch of three
(moderate chlorosis) according to Lee et al. (2008). Fourteen
days after the initial NaCl treatment, single trifolioliate leaves,
excluding the petiole, were taken and they were dried in a
digital oven at 62° C for 24 hours. Dried leaves were ground
using a mill and 0.15 g samples were in 30 ml of distilled water
using an orbital shaker at 60 cycles min™ for 1 h. The clear

solution resulting after filtering the suspension through a filter
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Table 3. Germination speed, radicle and hypocotyl length, and plant fresh weight of 13 Argentinian soybean cultivars exposed

to 100 mM salt treatment as compared to the control.

GS Radicle length Hypocotyl length Plant weight

Cultivar (cm) (pnem) ®
OmM 100mM 'SDE OmM 100mM SDE OmM 100mM SDE OmM 100mM SDE
(%) (%) (%) (%)
DM 4210 15.60° 9.93° 36.3 17.75* 10.43° 412 4.51* 2.53° 439 9.52° 10.79* 13.3
DM 4670 16.33* 10.10° 38.1 17.36" 13.88° 20.0 4.86* 3.02° 37.8 10.49° 11.28" 7.50
NA 4413 14.29° 995" 30.3 17.84* 11.05° 38.0 4.59* 3.05° 33.5 931 996" 6.90
NA 4990 15.66° 11.72° 25.1 20.29* 11.79° 41.9 5.09° 3.30° 35.1 104" 9.65° 4.30
DM 4250 16.00° 9.63° 39.8 18.11* 11.75° 35.1 4.60° 3.00° 34.8 9.92° 10.93* 10.0
NA 4613 13.61° 9.93° 27.0 18.70" 11.40° 39.0 4.55* 3.58° 21.3 9.62° 11.00° 14.0
NS 3521 14.83" 11.62° 21.6 19.59" 14.35° 26.7 4.84" 2.62° 459 10.61° 10.76" 1.40
DM 2200 14.37* 8.59° 402 18.86" 10.68° 433 522 3.03° 419 9.95* 9.67* 3.40
DM 3810 14.83" 8.39° 434 15.54% 11.39° 26.7 3.99° 2.05° 48.6 11.23* 10.67° 5.00
DM 3070 13.19" 8.83° 33.0 18.03" 13.52° 25.0 4.40"° 2.41° 452 10.20° 11.44* 12.0
A3302RG 14.60° 7.91° 45.8 18.06" 10.47° 42.0 4.84* 2.29° 52.7 10.60° 10.64* 0.37
NA 3731 17.66° 12.30° 30.3 21.25% 15.26° 28.2 4.72* 3.32° 29.7 9.07° 9.70 6.90
NA 3933 15.25* 11.05° 27.5 19.73* 14.79° 25.0 5.19* 3.06° 41.0 9.52* 9.26* 2.70

Note: Means between columns (treatments) followed by the same letters are not significantly different at P=0.05.
'SDE (%): salt detrimental effect: character value at 0mMNaCl minus character value at 50 mMNaCl/character value at omMNacCl * 100. In bold, negative SDE

values

paper was analyzed for chloride content using an ion selective
electrode (Lee et al., 2008). In ISE determinations, unknown
samples are compared to solutions of known chloride
concentrations. Known chloride concentration samples
were prepared and the electrode potential was determined. A
standard curve was established after this potential was graphed
in accordance with the logarithm of chloride concentrations.
The chloride concentration in the solution extracted from
leaves samples was determined using the established standard

curve.

Third experiment

Germination speed was registered every 24 hours until full

germination (Maguire, 1962), and hypocotyl and radicle
length, and plant fresh weight were recorded at day 14 from
the beginning of the experiment (Yaver et al., 2009).

Statistical analysis

All experiments were analyzed separately using SAS (SAS
Institute, 2004). An analysis of variance (ANOVA) was
performed on each of the three experiments and the total
variance was partitioned into salinity treatment and genotype
effects including their interactions. Means were separated

using Duncan’s multiple range tests at 5 % probability level.

Journal of Basic & Applied Genetics | 2015 | Volume 26 | Issue 2 | Article 5 - research



58 SCREENING FOR CHLORIDE TOLERANCE IN SOYBEAN CULTIVARS IN ARGENTINA

RESULTS

First experiment

Germination speed mean values ranged between 5.21
and 7.99 for cultivars RM 039 and AS 4201 for non-salt
treatment,and 5.54 and 8.97 for cultivars SPS 4x0 and SR M
4205 for salt treatment. No significant differences among
treatments (P>0.05) were found for this characteristic.

Means of hypocotyl and radicle length as well as salt
detrimental effect (SDE, %) for all soybean cultivars in the
experiment 1 and their significance among treatments are
presented in Table 1. SDE was calculated as character value
at 0 mM NaCl minus character value at 50 mMNaCl/
character value at 0OmMNaCl* 100.

Hypocotyl length ranged between 1.07 and 5 mm for
cultivars DM 4930 and DL 401 R G in non-salt treatment,
and 1.55 and 3.65 mm for cultivars DM 4670 and A
3302 RG, respectively in salt treatment. The cv T] 2049
presented the minor SDE (%) (-51.4) and the cv SPS 4 x 4,
the major: 56.4. No significant differences (P>0.05) were
found between treatments within 29 cultivars: A 3289,
ACA 360,ALM 4930,AS 4201,AS 4810, Champaqui, DM
3700, DM 4200, DM 4930, FN 360, NA 3933, NA 4413
RG, NA 4553 RG, NK 3200, RM 048, T] 2049, T] 2145,
A 3302 RG, ALM 3530, ALM 4200, ARECO 4330, FN
485, NA 3520 RG, NA 3731, NA 4209 RG, SPS 4 x 0,
SRM 3402, T] 2136 and TJ 2139.

Radicle length ranged between 5.50 and 14.50 c¢m for
cultivars DM 4670 and SRM 3402 respectively in 50 mM
salt concentration treatment as compared to the control
(3.06 and 18.22 cm for cultivars DM4200RG and DM
4930 respectively). The cv DL 401 R G presented the minor
value for SDE (24.7 %) and the cv RMO 48, the major
value (56.9 %). Fungic contamination in some cultivars in
the control probably decreased the plants radicle length.
No significant interaction (P>0.05) was found between
treatments and cultivars for 15 cultivars: A 3302 RG,ALM
3530, ALM 4200, Areco 4330, DL 401RG, FN 485, NA
3520 RG, NA 3731, NA 4209 RG, NS 4903, RM 039,
SPS 4 x 0, SRM 3402, T] 2136 and TJ 2139.

No significant differences were found between
treatments for either hypocotyl and radicle length within
cvs A 3302 RG, ALM 3530, ALM 4200, ARECO 4330,
FIN 485, NA 3520 RG, NA 3731, NA 4209 RG, SPS 4 x
0, SRM 3402, TJ 2136 and TJ 2139.

Second experiment
Leaf chloride contents and LSS in the cultivars tested
can be observed in Table 2. Leaf chloride contents and
LSS ranged between 5.94 and 17.08 g/kg™! and 1 and 3
for cultivars DM 4250 and NA 4613, respectively, in the
salt treatment. Those cultivars exhibiting low LSS also
exhibited low chloride contents.

Significant variability for chloride sensitivity was
observed among cultivars (P<0.05).
content

Non-significant  differences in chloride

(P>0.05) were found between cvs RA 424 and NA 4613.

Third experiment

Germination speed mean values were 7.91 and 12.30 for
cvs A 3302 RG and NA 3731 in the salt treatment, as
compared to the control (13.19 and 17.66 for cvs DM 3070
and NA 3731, respectively). SDE (%) values ranged 21.6
for cv NS 3521 and 45.8 for cv A 3302 RG. Significant
interaction (P<0.05) was found between cultivars and
treatments for this characteristic.

Hypocotyl length mean values ranged between 2.05
and 3.58 mm for cultivars DM 3810 and NA 4613,
respectively in salt treatment, and between 3.99 and 5.19
mm for cvs DM 3810 and NA 3933, respectively in non-
salt treatment. The SDE (%) values ranged between 21.3
for cv NA 4613 and 52.7 for cv A 3302 RG. Significant
interaction (P<0.05) was found between cultivars and
treatments for this characteristic.

Radicle length mean values ranged between 10.43
and 15.26 cm for cultivars DM 4210 and NA 3731,
respectively in the salt treatment, and between 15.54 and
21.25 c¢cm for DM 3810 and NA 3731, respectively in
non-salt treatment. The SDE (%) values ranged between
20 for cv DM 4670 and 43.3 for cv DM 2200. Significant
interaction (P<0.05) was found between treatments and
cultivars for this characteristic.

Plant fresh weight mean values were between 9.26 and
11.44 g for cultivars NA 3933 and DM 3070, respectively,
in the salt treatment and between 9.07 and 11.23 g for
cultivars NA 3731 and DM 3810 respectively, in non-
salt treatment. The SDE (%) values ranged between 5
for cv DM 3810 and 14 for cv NA 4613. No significant
interaction (P>0.05) was found between cultivars NA
4413, NS 3521, DM 2200, A 3302 RG and NA 3933 and

the salt treatment.
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DISCUSSION

Results found in the different experiments carried out,
showed how salinity-induced stress by 50 and 100 mM
concentration NaCl, mainly this last concentration,
significantly aftected speed germination, radicle and
hypocotyl lengths and plant fresh weights. This demonstrate
that such variables could be very useful for screening
salt tolerance at early stages of plant development (Abel
and Makenzie, 1964; Alghamdi, 2009; Essa, 2002; Yaver et
al., 2009; Neves ef al., 2010; Zhang et al., 2011). Similar
trends were observed under greenhouse conditions for
the variables leaf chloride score and leaf chloride contents,
when plants were exposed to 50 mM salt concentration.
Cultivars exposed to salt treatment developed more high
leaf” scorch and higher chloride contents in their leaves
than those in the control, which is in agreement with
previous findings (Pantalone et al., 1997; Lennis et al.,
2011; Lee et al., 2008; Zhang et al., 2011). Results from
this study confirm the chloride excluder condition of
soybean, because of the significant variability in leaf
chloride score and chloride content among cultivars. The
ability of a genotype to germinate, to increase radicle
and hypocotyl length and to increase its seedling weight
under salt stress conditions does not necessarily indicate
that the plant could withstand salt stress and complete its
life cycle (Pearson and Berstein, 1959; Pearson ef al., 1966;
Norlyn and Epstein, 1984). However, it is very important
to know which the common salt tolerant cultivars are in
the different experiments because different variables are
measured at different development stages.

In this sense, we can say that 12 out 37 soybean cultivars
included in our experiment resulted tolerant to salt stress
as expressed by their radicle and hipocotyl lengths when
exposed to 50 mM NaCl concentration. Some of the
cultivars which were salt tolerant in experiment 1 as
shown by hypocotyl length (NA 4413), and by radicle and
hypocotyl length (NA 3520), were also included in the
greenhouse experiment and showed the lowest LCC and
LSS. No significant difference in the plant fresh weight
was found in cultivar NA 4413 when exposed to 100
mM salt treatment, as compared to the control. Cultivars
A 3302 RG, ALM 3530 and NA 3731 resulted salt
tolerant as expressed by its radicle and hypocotyl length
when exposed to 50 mM NaCl concentration, and it
also resulted salt tolerant as expressed by the plant fresh

weight when exposed to 100 mM NaCl concentration, in

comparison with the controls. In fact, as it can be observed
by the variables germination speed, radicle and hypocotyl
length, 100 mM NaCl concentration was more restrictive
than 50 mM NaCl concentration for all common cultivars
in experiments 1 and 3 (DM 4210, NA 4413, NA 4990,
DM 4250 and NA 4613). However, cvs DM 4210, DM
4250 and NA 4413 didn’t present SDE for fresh weight at
100 mM NaCl and had lowers values of LCC and LSS in
experiment 2 (50 mM NaCl).

CONCLUSIONS

Two prerequisites for the genetic improvement for salt
tolerance include within-species (or cultivars) variability
and the access to a reliable method for the screening of
large numbers of genotypes. According to our results, it
is possible to say that genetic improvement of soybeans
for chloride tolerance through traits related with seed
germination and other characteristics measured in young
plants exposed to 50 mM NaCl concentration is feasible.
This is possible since the screening methods used are reliable
and that there is genetic variability among cultivars for the

traits determined in these experiments in Argentina.
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ABSTRACT

Association studies that relate phenotypic and genetic information allow the detection of relevant interactions. In these studies it is necessary
to consider the effects of spatial structure in the data, which is very common in nature, particularly in plant species. Prosopis chilensis and P, flexuosa
are two hardwood arboreal species with environmental and economic importance. Significant gene flow occurs between them with the production
of natural and fertile hybrids. Given that morphological characters are used to classify individual trees, it is of interest to explore the association
between the phenotypic variables used in the taxonomic classification and genetic variability. In this work, multivariate associations between
genetic and morphological variability were explored in a P chilensis and P, flexuosa hybrid swarm considering the possible spatial autocorrelation.
For this purpose the molecular (six polymorphic microsatellite markers) and the morphological (13 traits) characterizations of 81 adult trees in a
4,700 m? plot in Coérdoba, Argentina were used. The spatial structures of genetic and phenotypic variability were analyzed at a fine spatial scale.
Both characterizations were associated through a Mantel approach based on the correlation of distance matrixes, as well as with new approaches
that include the complementary use of multivariate analysis and mixed linear models. A significant genotype-phenotype association, relevant for
the management of Prosopis genetic resources was detected. Even with a weak spatial structure, the inclusion of the spatial autocorrelation in the
analyses improved the detection and modeling of the association between the observed genetic and phenotypic variability.

Key words: Spatial Statistics, Moran Index, Partial Mantel Test, Canonical Correlations, Generalized Procrustean Analysis

RESUMEN

Los estudios de asociacién entre datos genéticos y fenotipicos permiten detectar interacciones relevantes. En estos anlisis es necesario considerar
los efectos de la estructura espacial de los datos, la cual es muy comtn en la naturaleza, particularmente en plantas. Prosopis chilensis y P, flexuosa son dos
especies arbdreas de importancia econémica y ambiental entre las cuales se produce flujo génico y se originan hibridos fértiles. Para la clasificacién
de estas especies se utilizan caracteres morfoldgicos, siendo de interés conocer y cuantificar la asociacién entre la variabilidad fenotipica caracterizada
mediante las variables usadas en la clasificaciéon taxondmica, y la variabilidad genética. En este trabajo se exploran asociaciones multivariadas entre
la variabilidad genética y morfoldgica de un enjambre hibrido entre P, chilensis y P, flexuosa, considerando la posible autocorrelacién espacial en los
datos. Para esto se utiliz la caracterizacion genética (seis marcadores microsatélites) y morfologica (13 caracteres) en 81 individuos adultos ubicados
en una parcela de 4.700 m? en Coérdoba, Argentina. Se analizd la estructura espacial de la variabilidad genética y morfoldgica a escala fina y se
asociaron ambas caracterizaciones mediante una aproximacién de Mantel basada en la correlacion de matrices de distancias y nuevas aproximaciones
que incluyen el uso complementario de anilisis multivariados y modelos lineales mixtos. Se encontrd significativa asociacién genotipo-fenotipo,
informacién relevante para el ordenamiento del recurso genético algarrobo. Aln con la débil estructura espacial en los datos, la incorporacién de
la autocorrelacion espacial mejord la capacidad de deteccidon y modelacion de la asociacidén entre la variabilidad genética y fenotipica observada en
el enjambre hibrido.

Palabras clave: Estadistica Espacial, Indice de Moran, Correlacién Parcial de Mantel, Analisis de Correlaciones Canénicas,

Anilisis de Procrustes Generalizado.
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INTRODUCCION

Los estudios de asociacion entre datos obtenidos a nivel
genético y provenientes de otros niveles de organizacion
permiten detectar interacciones relevantes de los genotipos.
El estudio de la asociacién de informacién fenotipica y
genotipica se realiza frecuentemente con procedimientos
univariados (Brachi et al., 2010; Cockram et al., 2010),
considerando cada caracteristica de interés separadamente.
Sin  embargo, la reemergencia de aproximaciones
holisticas y multivariadas en los Gltimos anos ha generado
un cambio de perspectiva en la biologia (Carrari et al.,
2006), probablemente facilitado por importantes avances
en el desarrollo de tecnologias e instrumental para la
caracterizacién multidimensional de los distintos niveles de
organizacidn. Asi, las ciencias “6micas” como la fenémica
y la gendmica, tienen en comun la basqueda del estudio
integral de los seres vivos, para lo cual las asociaciones de
distintos tipos de datos es crucial (Houle ef al., 2010). Las
técnicas estadisticas del analisis multivariado permiten
abordar los estudios de asociacion multidimensional entre
diferentes tipos de datos (Jombart et al., 2009; Balzarini
et al., 2011; Teich et al., 2011). Sin embargo, atin cuando
las técnicas multivariadas clasicas permiten operar sobre
variables correlacionadas, suponen independencia (no
correlacién) entre las unidades de analisis. Una cuestion
fundamental que debe considerarse en cualquier estudio de
asociacion es la existencia de estructuras de correlaciéon en
los datos. Cuando se lleva a cabo un analisis de asociacion
sin considerar los efectos de dependencia de los datos, se
aumenta el riesgo de detectar asociaciones espurias tanto
como el de no detectar asociaciones (Keitt et al., 2002).
En la naturaleza es frecuente que la variabilidad genética
presente estructuras espaciales, particularmente en especies
de plantas (Vekemans y Hardy, 2004). Los datos fenotipicos
también pueden estar estructurados espacialmente.

Dos procedimientos multivariados disefiados para
cuantificar asociaciones no restringidas espacialmente
son el anilisis de correlaciones canonicas (Hotelling,
1933) y el analisis denominado Procrustes Generalizado
(Gower, 1975). A pesar de que no se trata de técnicas de
desarrollo reciente, su aplicacion en el contexto de datos
biolégicos masivos si lo es (Bramardi et al., 2005). No
obstante, estos procedimientos de anilisis de asociaciones
multivariadas se basan en modelos lineales generales
que suponen datos independientes, por lo que podrian

producir resultados errados bajo autocorrelaciéon espacial.

Entre las aproximaciones para estudiar asociaciones

multivariadas  con datos estructurados espacialmente,
se encuentra la prueba de Mantel Parcial (Smouse et
al., 1986). El estadistico de la prueba Mantel Parcial
correlaciona la informacién que existe en dos matrices
controlando el sesgo que podrian introducir variaciones
de otro conjunto de variables (tercera matriz). Por ejemplo,
puede ser usado para correlacionar matrices de diferencias
de datos genéticos y datos fenotipicos controlando por
una matriz de distancias espaciales entre las unidades de
analisis. Algunos autores sugieren que cuando se trabaja
con datos correlacionados, las pruebas de Mantel, tanto
simple como parcial, podrian producir un exceso de tasa de
error tipo I cuya magnitud se incrementa con la intensidad
de la autocorrelacién espacial (Raufaste y Rousset, 2001;
Teich, 2012; Guillot y Rousset, 2013). Otra aproximacién
al analisis de datos correlacionados espacialmente que se
encuentra cada vez mas difundida, se basa en el uso de
modelos lineales mixtos (MLM) (Littell et al., 2006).
Los MLM han permitido integrar conceptos relativos a
la estructura de correlaciones de cualquier tipo de datos
normales en un marco analitico flexible y unificado. Si
bien podrian aplicarse a variables sintéticas de distribucion
continua, como puede ser una componente principal
o una variable candnica, su aplicacién en el estudio de
asociaciones de tipo multivariado es practicamente nula.
Las especies del género Prosopis (Mimosoideae)
constituyen un recurso natural con caracteristicas de interés
debido a sus adaptaciones para crecer en suelos pobres,
donde pocas especies pueden sobrevivir (Pasiecznik ef
al., 2001). En particular, P chilensis y P flexuosa son dos
especies arbdreas de importancia econémica y ambiental
en nuestro pais. La ocurrencia de flujo génico entre ambas
y la produccién de hibridos fértiles en ambientes naturales,
aunque disturbados por el hombre, genera fenotipos
intermedios que dificultan la determinacién taxondémica
de las especies y los hibridos (Saidman et al., 2000; Mottura,
2006). Con este fin, Verga (2000) confeccioné una clave
basada en taxonomia numérica de caracteres morfoldgicos
de hoja y fruto. Asimismo, se desarrollé un conjunto de
marcadores moleculares microsatélites (SSR) especifico
para estas especies (Mottura et al., 2005). Dado que los
caracteres morfologicos presentan alta variabilidad con el
ambiente, es de interés conocer y cuantificar la asociaciéon
entre la variabilidad fenotipica caracterizada mediante las
variables usadas en la clasificacion, y la variabilidad genética

en una escala espacial fina. Cuando el anilisis conjunto de
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la informacién genética y morfologica sugiere la existencia
de un consenso entre ambas caracterizaciones, y de la
existencia de unidades bioldgicas diferenciadas dentro del
complejo de hibridos, los procesos microevolutivos que
dieron origen a estas unidades pueden ser estudiados mas
eficientemente, otorgando valor tanto adaptativo como
diagnoéstico a los caracteres estudiados. El objetivo de
este trabajo es explorar asociaciones multivariadas entre
la variabilidad genética y morfologica en un enjambre
hibrido de Prosopis sp., evaluando la posible estructuracion

espacial de la variabilidad.

MATERIALES Y METODOS

Datos

Se wutilizd una base de datos correspondiente a la
caracterizacién genética y morfolégica de un enjambre
hibrido de P, flexuosa y P chilensis ubicado en una parcela
de 4.700 m? en el Parque Provincial y Reserva Forestal
Chancani, en el Oeste de la provincia de Cérdoba,Argentina
(Mottura, 2006). En dicho trabajo se georreferenciaron
bidimensionalmente y caracterizaron 100 individuos
adultos mediante 6 SSR y 20 caracteres morfologicos
cuanti y cualitativos medidos en 10 hojas y 5 frutos por
individuo. Para los fines del presente trabajo se utilizaron
solo aquellos individuos en los cuales los datos faltantes no
superaran el 50 % de los marcadores moleculares, resultando
en un total de 81 individuos. Asimismo se utilizaron sélo
caracteres morfologicos cuantitativos y no redundantes,
resultando en 13 variables morfoldgicas. Los individuos
fueron clasificados en P flexuosa, P chilensis e hibridos en
base a la clasificacién propuesta por Verga (2000). Del total
de individuos, 8 fueron clasificados como hibridos, 63
como P flexuosa'y 10 como P chilensis. A continuacion se
resumen algunas caracteristicas relevantes de la biologia y
ecologia de las especies de estudio asi como la descripciéon

de la caracterizacidon genética y morfologica.

Especies de estudio

Prosopis  chilensis (Molina) Stuntz y P flexuosa DC.
pertenecen a la seccion Algarrobia del género Prosopis.
Ambas son diploides con un nimero cromosémico 2n=
28. Morfolégicamente ambas especies se diferencian
principalmente por el tamano de las pinnas y los folidlulos
(mas largos en P chilensis), las espinas y los frutos. La

polinizacién ocurre por medio de insectos, principalmente

abejas, y la dispersion de semillas es endozodcora. Ambas
especies son nativas de América del Sur y en Argentina
el rango de distribucion natural de P chilensis es mas
restringido que el de P, flexuosa, incluyendo las provincias
fitogeograficas del Monte, el Espinal y el Chaco.
Particularmente en la regién del Chaco Arido ambas
especies ocupan nichos ecologicos diferentes, debido a los
mayores requerimiento de agua de P chilensis. Sin embargo
existen zonas de contacto entre ambas especies donde se
registra la aparicién de hibridos, particularmente en lugares
disturbados por el hombre. La hibridacién es comin en
la seccidon Algarrobia del género Prosopis (Hunziker et al.,
1986; Saidman, 1990;Vega y Hernandez, 2005), en el cual
existe una gran similitud genética entre las especies (Bessega
et al., 2000; Saidman et al., 2000). Estudios del sistema de
apareamiento en el enjambre hibrido indican que el flujo
génico entre los grupos es asimétrico y que la hibridacion
esta acompanada por un proceso de introgresion (Mottura,
2006).

Caracteres morfolégicos

Se utilizaron 13 caracteres morfologicos cuantitativos
de hoja y fruto (Tabla 1), los cuales son utilizados para
obtener grupos de individuos con caracteristicas comunes
en un grado de detalle mayor que el alcanzado mediante
la sistematica clasica (Verga, 1995; 2000; Verga et al.,
2009). S1 bien se seleccionaron aquellos caracteres menos
redundantes existen altas correlaciones entre los mismos.
Por ejemplo y como es de esperar el largo del folidlulo
(LF) se encuentra altamente correlacionado con el drea del
folidlulo (AR), el area total de la hoja (AFOL), el largo de
la pinna (LPI) y la relaciéon largo-ancho del folidlulo. El
Gnico caricter que no se encuentra correlacionado con

ningan otro rasgo es el falcado (FAL).

Caracteres moleculares
Los
la  caracterizacién genética
marcadores SSR. (Mo05, Mo07, Mo08, Mo09, Mo13

y Mo16) desarrollados especificamente para P chilensis

datos moleculares utilizados corresponden a

realizada mediante seis

(Mottura et al., 2005). Dicha caracterizacion fue realizada
a partir de ADN extraido de material foliar de cada arbol
adulto (Mottura, 2006). Debido a que en muchos casos no
hubo amplificaciéon se seleccionaron aquellos individuos
que fueron caracterizados con al menos cuatro de los
seis marcadores. El ntmero total de alelos sobre todos

los individuos para los seis marcadores es 68 (Tabla 2).
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El marcador mas polimértico es Mo16, con 15 alelos. El
marcador Mo05 es el tinico que es mas polimérfico en P
chilensis y en los hibridos que en P, flexuosa. El resto de los
marcadores son muy polimoérficos en P flexuosa y poco
polimorficos para P chilensis,lo cual probablemente se deba
a la diferencia en el ntimero de individuos caracterizados
en cada grupo. Sin embargo, existen alelos exclusivos tanto
para P, flexuosa como para P chilensis. Como es de esperar,
en los hibridos no se detecta ningin alelo exclusivo. El
marcador Mo0O7 tiene un alelo exclusivo de P chilensis
(209). Respecto a Mo08, todos los alelos se encuentran
presentes en P flexuosa, mientras que P chilensis presenta 5
de los 10 alelos. El marcador Mo09 presenta cinco alelos
muy poco frecuentes (203, 223, 227, 235 y 245) presentes
sOlo en P flexuosa y con frecuencias menores a 0,01. En
P, chilensis este marcador es muy poco polimérfico (dos
alelos), siendo el alelo 209 muy frecuente en éste grupo.
En la Tabla 2 puede observarse que la heterocigosidad
observada para este marcador es la mas alta (Ho= 0,6). Dos
alelos del marcador Mo013 (244 y 246) y tres alelos de
Mo16 (149,17 y 173) no se registraron en P flexuosa.

Analisis estadisticos
de los

genéticos y morfologicos por separado se utilizaron

Para detectar la estructura espacial datos
dos aproximaciones multivariadas: la Prueba de Mantel
(Mantel, 1967) y el calculo del indice de autocorrelacion
espacial de Moran (Moran, 1950) de las primeras
variables sintéticas obtenidas mediante Analisis de
Componentes Principales. La prueba de Mantel es una
de las herramientas estadisticas mas utilizadas para evaluar
la significancia estadistica de la dependencia entre dos
matrices de distancias. Para detectar estructura genética
espacial (EGE) se evalué la correlacién entre una matriz de
distancias genéticas y una matriz de distancias geograficas,
mientras que para detectar estructura fenotipica espacial
(EFE) se utilizaron las matrices de distancias morfologicas
y de distancias geograficas. En todos los casos se utilizaron
las distancias Euclideas, calculadas sobre la matriz de
frecuencias alélicas (distancias genéticas) sobre los datos
morfologicos estandarizados (distancias morfologicas) y
sobre las coordenadas geograficas (distancias geograficas).
La evaluacién de la significancia del estadistico de Mantel
se realizd mediante valores-p obtenidos por permutacion
(9999 permutaciones). Los analisis se realizaron con las
librerias “bioDist” (Ding et al., 2008) y “vegan” (Oksanen

et al., 2011) en R (R Development Core Team, 2011). La

segunda aproximaciéon metodologica (Novembre ef al.,
2008; Teich et al., 2014) consistié en realizar Anilisis de
Componentes Principales sobre las frecuencias alélicas
y sobre las variables morfologicas y luego calcular la
autocorrelacion espacial de las primeras componentes
obtenidas mediante el indice de Moran utilizando la
red de conexién de Gabriel (Gabriel y Sokal, 1969). La
primera componente principal de los datos genéticos fue
denotada por CP1 mientras que la primera componente
principal de los datos morfologicos se denoté como
CP1_. Estos andlisis se realizaron mediante las librerias de
R “adegenet” (Jombart, 2008) y “spdep” (Bivand et al.,
2011). A los fines de visualizar la estructura espacial, con
las componentes principales cuya autocorrelacion espacial
resultd estadisticamente significativa, se realizd un mapa
sintético de variabilidad mediante interpolacién lineal de
la variable sintética utilizando el inverso de la distancia de
grado 2.

El anilisis de asociacidn entre variabilidad genética y
fenotipica se realiz6 con tres métodos multivariados: (1)
Prueba de Mantel entre las matrices de distancias Euclideas
genéticas y morfologicas; (2) Analisis de Correlaciones
Canodnicas (ACC);y (3) Anilisis de Procrustes Generalizado
(APG). En las dos primeras aproximaciones la significancia
fue evaluada tanto sin considerar la autocorrelacion
espacial como contemplando correlaciones espaciales.
En el caso de la prueba de Mantel, la autocorrelacion
se contempld incorporando una matriz de distancias
espaciales (Prueba de Mantel Parcial) (Smouse ef al.,
1986). Para evaluar la significancia de la correlacién entre
un determinado par de variables candnicas se usaron dos
MLM alternativos, y segin el criterio de Akaike (AIC)
se seleccion6 el mejor modelo. Los MLM ajustados
consideraron a la variable candnica construida con datos
morfologicos como variable respuesta y, como variable
regresora (dentro de los efectos fijos) a la variable candnica
del mismo par, conformada a partir de datos genéticos. La
diferencia entre ambos modelos se produjo al momento
de especificar la estructura de la matriz de varianza y
covarianza de los términos de error aleatorio. En el
Modelo 1 la matriz error se supuso no correlacionada. En
el Modelo 2 se especificd una matriz de tipo espacial, con
decaimiento exponencial de las correlaciones entre datos
de la variable candnica segin se incrementa la distancia
entre arboles. La raiz cuadrada del R? de este modelo se
usé6 como el coeficiente de correlacién candnica entre

el par de variables candnicas analizadas y la significancia
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de la asociaciéon fue evaluada mediante el valor-p de la  variables candnicas. En el caso del APG, se cuantificé la
prueba de hipétesis de la pendiente del MLM ajustado.  asociacidén no necesariamente lineal entre datos genéticos
Los MLM se implementaron mediante la libreria “lme4” y morfologicos del conjunto total de datos y de cada
(Bates et al., 2015) en R a través de la interfaz que ofrece  individuo en particular, de manera de luego comparar el
el programa estadistico Info-Gen (Balzarini y Di Rienzo, porcentaje de consenso entre P chilensis, P flexuosa y los
2011). Ademas se estimd la “estructura candnica total”, i.e.  hibridos mediante un test de ANOVA y comparaciones a

las correlaciones simples entre las variables respuestas y las posteriori segtn el test de LSD.

Tabla 1. Caracteres morfoldgicos seleccionados y su abreviatura

NPI
LPI
NFO
DIFOL
LF
L-AF
AR
AFOL
LPE

API
G-AFR
APT

FAL

Numero de pares de pinnas

Largo de la pinna (mm)

Numero de pares de folidlulos

Distancia entre foliolulos en la pinna (mm)

Largo del folidlulo (mm)

Relacion Largo/Ancho del folidlulo

Area del folidlulo (cm2)

Area total de la hoja (cm2)

Largo del peciolo

Relacion entre el area del tercio superior del folidlulo respecto del rectangulo
en que se inscribe la misma

Relacion ancho/grosor de fruto

Relacion entre la superficie del tercio superior del folidlulo respecto del area
total del folidlulo

Falcado (Relacion entre la distancia desde el apice hasta la base del folidlulo y
la longitud de una linea que pasa por el centro del foli6lulo)

Tabla 2. Polimorfismo y heterocigosidad de los seis marcadores moleculares en los 81 individuos del enjambre
hibrido entre P. flexuosa y P. chilensis.

Mo05 Mo07 Mo08 Mo09 Mo13 Mo16

Numero de alelos (Na) 3 12 10 15 13 15
Numero de alelos efectivos (Ne) 1,753 3224 7,674 5,069 3,699 8,209
Heterocigosidad observada (Ho) 0,128 0,379 0,593 0,493 0,543 0446
Heterocigosidad esperada (He) 0,430 0,690 0,870 0,803 0,730 0,878
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RESULTADOS

Apndlisis de estructura espacial de la variabilidad genética y morfolgica
No se detectd EGE en los individuos del enjambre hibrido
de Prosopis sp. La Prueba de Mantel entre distancias genéticas
y geograficas no resultd significativa (r= -0,014, p= 0,6) y
ninguna de las dos primeras variables sintéticas (CP1_yCP2),
que explican el 17 % y el 14 % de la variabilidad, presentd
autocorrelacion espacial estadisticamente significativa. Sin
embargo, la primera componente principal de los datos
morfologicos (CP1 ), que explica un 54 % de la variabilidad
morfologica observada, presenté autocorrelacion espacial
estadisticamente significativa segin el Indice de Moran (I=
0,15, p= 0,02). El coeficiente de correlacion de la Prueba
de Mantel fue de 0,062, siendo significativo con un nivel de
significacién del 10 % (p= 0,1). En la Tabla 3 se presentan
los indices de autocorrelacion de Moran y su significancia
para cada una de las variables morfologicas originales y
para la primera variable sintética morfologica. Entre las
variables morfologicas con mayor autocorrelacion espacial se
encuentran aquellas que caracterizan el tamano del folilulo
(LE AR, API). La distribucion espacial de la variabilidad
morfologica se puede observar en el mapa sintético realizado
con la CP1 = (Figura 1) donde también se grafican los

individuos segiin su posicion geografica.

Tabla 3. Autocorrelacién espacial de las variables
morfoldgicas y de las primeras componentes
principales obtenidas mediante un ACP.

Variable indice de Moran Valor p
morfolégica

NPI 0,06 0,20
LPI 0,12 0,06
NFO 0,03 0,31
DIFOL 0,15 0,03
LF 0,16 0,02
L-AF 0,05 0,22
AR 0,16 0,01
AFOL 0,07 0,15
LPE -0,05 0,67
API 0,20 0,01
G-AFR -0,02 0,55
APT 0,15 0,03
FAL 0,05 0,24
CP1,, 0,15 0,02

Asociacién entre datos genéticos y fenotipicos

Cuando se evalud la asociacion entre la variabilidad genética
y morfoldgica a través de la correlacién entre matrices de
distancias, la incorporaciéon de la informacion espacial
modifico la conclusion respecto a la significancia de la prueba
de Mantel. En el caso en que no se incluyd la matriz de
distancias geograficas (Prueba de Mantel Simple) la prueba de
asociacion arrojé un valor-p de 0,056. Sin embargo, al aplicar
la Prueba de Mantel Parcial, que incluyé como matriz control
a las distancias geograficas, la asociacién entre las distancias
morfoldgicas y las distancias genéticas resultd significativa (p=
0,045). El coeficiente de correlacion fue de 0,103.

El Anilisis de Correlaciones Candnicas también permitid
concluir que la variabilidad genética se encuentra asociada a la
variabilidad morfolégicadelosindividuos del enjambre hibrido.
Todas las correlaciones canonicas resultaron significativas tanto
s su evaluacién se realizd considerando la autocorrelacién
espacial en las variables candnicas morfoldgicas o no. En
algunos casos la incorporacion de la estructura espacial resultd
en una mejora del ajuste logrado segtn el criterio de AIC.
En la Tabla 4 se presentan los valores de los criterios de AIC
usados para seleccionar el modelo mas apropiado para evaluar

la significancia de la correlacién canénica con un MLM, en el

Tabla 4. Criterios Akaike (AIC) y prueba del cociente de
verosimilitud (LRT) para modelos de regresion
entre pares de variables canénicas (morfoldgicas
y genéticas) con errores independientes y
correlacionados espacialmente.

AIC

Par de

vari:j\b.les Errores Errores

canonicas Independientes correlacionados
1 -89,6 -89,6
2 -46,1 -44.7
3 -27,4 -28,0
4 5,2 7,1
5 63,6 65,6
6 79,4 80,8
7 116,9 118,9
8 129,5 131,5
9 138,0 138,0
10 171,8 173,8
11 193,7 191,7
12 194,6 196,6
13 218,3 220,3
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contexto de posible autocorrelacion de la variable respuesta.
Todas las correlaciones candnicas resultaron significativas
(p<0,0001) y con coeficientes de correlacion altos (Tabla 5).
Estos resultados confirman una asociacion estadisticamente
significativa entre la diversidad genética y la morfologica
en el enjambre hibrido. Las variables morfologicas que se
correlacionan mas fuertemente con el primer eje candnico
(Eje 1m), son el falcado (FAL), APT y API, las cuales
caracterizan la forma del folidlulo, mientras que los alelos 240,
244 y 234 de Mo13 y el alelo 151 de Mo16 son los mas
correlacionados con el primer eje canénico (Tabla 6). Estas
son las variables de mayor contribucién en la correlacion de

la variabilidad genética y tenotipica. En el segundo par de ejes

Tabla 5. Coeficientes de correlacién candnica y significancia
(valor p).

Correlacién Coeficiente de

Canénica correlacion Valor p'
1 0,992 0,004
2 0,986 0,004
3 0,985 0,004
4 0,974 0,004
5 0,945 0,004
6 0,932 0,004
7 0,889 0,004
8 0,867 0,004
9 0,849 0,004
10 0,762 0,004
11 0,678 0,004
12 0,663 0,004
13 0,490 0,004

canénicos las variables morfologicas mas correlacionadas con
la variable sintética son el area y el largo del folidlulo (AR y
LF), asi como API, mientras que el alelo 151 de Mo16 y el
226 de Mo13 son los més correlacionados con el segundo ¢je.

El consenso entre la caracterizaciéon molecular y fenotipica
resultd del 67 %. El primer eje del APG resume un 58 % de
la variabilidad del consenso y el segundo eje explica un 6
% (Figura 2). P flexuosa fue el grupo que mostr6é la menor
proporcion de consenso entre la caracterizacion genética y
morfoldgica (0,63) mientras que los hibridos y P, chilensis no
se diferenciaron entre si respecto a la proporcién de consenso,
con porcentajes de consenso entre ambos tipos de datos

mayores al 70 % (Figura 3).

Tabla 6. Coeficientes de Pearson para la correlacion entre
el primer par de ejes candnicos y los caracteres
morfolégicos (A) y los 10 alelos mds correlacionados

(B).
(A) Eje 1,
FAL 60,31
APT 49,0
AR 6,79
L_AF 0,95
NFO 0,26
DIFOL 0,23
LPE 0,06
AFOL 0,05
LPI -0,07
G_AFR -0,63
NPI -1,22
LF 5,4
API 25,31
(B) Eje 1,
Mo13.240 16,73
Mo16.151 14,07
Mo13.244 12,48
Mo13.234 10,56
Mo009.223 9,89
Mo007.197 9,22
Mo009.213 8,28
Mo13.206 7,72
Mo13.218 7,43
Mo007.209 7,8

Journal of Basic & Applied Genetics | 2015 | Volume 26 | Issue 2 | Article 6 - research



70 ASOCIACION GENOTIPO-FENOTIPO ESPACIALMENTE ESTRUCTURADA
700
600
— 4
500 o G
400 -
300
200
200 300 400 500 600 700 800
+ P.flexuosa -+ Hibridos <> P.chilensis
Figura 1. Mapa sintético de la variabilidad morfolégica de un enjambre hibrido de
Prosopis sp. obtenido mediante la interpolacién de la CP1_
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Figura 2. Ordenacién de consenso entre la variabilidad Figura 3. Proporcién de consenso promedio (+EE) entre los
genética y morfoldgica de 81 arboles datos genéticos y los datos morfolégicos para los
pertenecientes a un enjambre hibrido de Prosopis individuos de cada grupo. Letras distintas indican
chilensis y P. flexuosa. El grafico sugiere una clara diferencias significativas entre las medias de
diferenciacién entre los individuos de ambas consenso de los grupos morfolégicos definidos a
especies y una mayor variabilidad entre los priori.

individuos clasificados como hibridos.
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DISCUSION

A pesar de que en especies de plantas la variabilidad
genética suele estar estructurada espacialmente (Vekemans
y Hardy, 2004), no se detecté EGE en el enjambre hibrido
de P flexuosa y P chilensis analizado. La alta densidad de
individuos (alrededor de 200 arboles/ha) podria ser motivo
de la ausencia de estructura espacial de la variabilidad
genética. En areas con altas densidades de arboles, el
solapamiento de las areas de dispersion de semillas puede
producir la mezcla de progenies de diferentes individuos.
En esos casos se espera que la EGE sea débil (Hamrick
et al., 1993; Degen et al., 2001). El estudio espacial de la
variabilidad morfoldgica, en cambio, detecté estructura
espacial. La asociacidn entre la variabilidad genética y
morfologica fue detectada por los tres métodos empleados
contribuyendo al proceso de diferenciaciéon de unidades
de uso y conservacién de Algarrobo. A pesar de la débil
estructura espacial en los datos, la incorporaciéon de la
autocorrelacion espacial mejord la capacidad de deteccion
y modelacidn de la asociacidn entre la variabilidad genética
y fenotipica observada en el enjambre hibrido. En el caso
de la Prueba de Mantel modificé la significancia de la
prueba y en el caso del ACC mejord6 el ajuste del modelo
que relaciona la variabilidad morfoldgica con la genética,
expresadas ambas por variables candnicas.

Existe una larga discusion en la literatura sobre la
pertinencia de la aplicacién de la Prueba de Mantel
Parcial, y en particular cuando ambos conjuntos de datos
presentan autocorrelacién espacial (Oden y Sokal, 1992;
Dutilleul et al., 2000; Raufaste y Rousset, 2001; Castellano
y Balletto, 2002; Rousset, 2002; Legendre y Fortin, 2010;
Guillot y Rousset, 2013). Claramente esta controversia
no esta resuelta ain y la Prueba de Mantel Parcial sigue
siendo una de las mis utilizadas para evaluar asociaciones
bajo autocorrelacién espacial. En nuestro trabajo la
incorporacidn de la estructura espacial,aunque ésta era débil,
permitié detectar asociaciones multivariadas entre datos
genéticos y morfologicos que luego fueron confirmadas
por el ACC. Otra forma de incluir la informacién espacial
en estudios de asociaciéon con ACC es la utilizada por
Sork et al. (2010), donde estudian la asociacién entre
datos genéticos (microsatélites) y climaticos en bosques
Los determinaron la

del hemisferio norte. autores

contribucion de variables geograficas a la construccion de
una variable candnica climatica particionando la suma de
cuadrados total (no debida al error) de la variable candnica
en tres componentes: una debida sdlo a las coordenadas
geograficas, otra solo a variables climaticas y otra a la
colinealidad entre ambas.

Es importante notar que el ACC asume correlacién
del tipo lineal y que otras correlaciones pueden pasar
desapercibidas con este anilisis. El APG, en cambio,
permite detectar asociaciones no necesariamente lineales
(Bramardi et al., 2005). La ordenacién de consenso de los
individuos del enjambre hibrido bajo estudio permitid
diferenciar principalmente a P flexuosa de P chilensis. Los
hibridos, si bien se diferencian morfologicamente tanto
de P flexuosa como de P chilensis, genéticamente no se
pueden diferenciar de P, chilensis, al menos con los seis SSR
utilizados en este trabajo (Teich, 2012). Los resultados de
Mottura (2006) sugieren que si bien existe un fuerte flujo
génico entre los diferentes grupos morfoldgicos, éste es
asimétrico. La baja diferenciacion de los hibridos en el
espacio de consenso probablemente se deba a las mayores
tasas de apareamiento de los mismos con individuos de P
chilensis y por lo tanto a los mayores niveles de introgresion
hacia este grupo. Asimismo, nuestros resultados indican
que la proporcién de consenso entre datos genotipicos y
fenotipicos de estos dos grupos es mayor que la observada
en P flexuosa.

La alta asociacién detectada entre la variabilidad
genética y fenotipica confiere valor taxondémico a los
caracteres morfologicos propuestos para clasificacion de
hibridos de P, flexuosa y P chilensis. Si bien los tres grupos
de algarrobos analizados presentan identidad a nivel
morfologico, respecto al consenso entre la informacion
fenotipica y genética sélo se diferencian P flexuosa y P
chilensis. Los hibridos no se reconocen como una unidad
independiente respecto al nivel de asociacidon fenotipo-
genotipo, al menos para los marcadores moleculares y
los caracteres morfoldgicos analizados. Respecto a la
incorporaciéon de la autocorrelaciéon espacial de los datos
en estudios de asociacién, concluimos que su omisidon
puede afectar los resultados de los estudios de asociacion
entre variabilidad genética y morfoldgica, ain cuando la

estructura espacial en una u otra sea débil.
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ABSTRACT

Acetaldehyde (AAld) is a ubiquitous compound in the environment. Exposure may occur in its manufacture or use, in the consumption of
alcoholic beverages and through cigarette smoke. It causes distant target effects, including DNA damage, glutathione depletion, enzyme inactivation
and cell death. In the present work, its potential teratogenic, mutagenic and recombinagenic eftects in somatic cells of D. melanogaster were analyzed.
The white/white+ (w/w+) eye mosaic test (Somatic Mutation And Recombination Test, SMART) was applied by mating w/w females with y/Y
males. Larvae of 48 + 4 h were transferred to media with 0.01 %, 0.02 %, 0.05 % and 0.10 % AAId for 12 hs and then moved to regular media until
pupation. The emerging w/w+ females were evaluated for malformations in those exposed to the two lower concentrations, and for the presence
of white light spots (LS) in the exposed to AAld at the three higher concentrations. A significant increase in the number of malformations was
observed in adults born from larvae chronically exposed to AAld. The number of LS that resulted from loss of heterozygosity (LOH) in treated
larvae was modified by 0.05 % and 0.10 % AAId that yielded a more than twice rise in the control values of LS/100 eyes (p<<0.05). Our findings
confirm that AAld is capable by itself of altering the regulation of development and inducing genetic damage in somatic cells of Drosophila
melanogaster. These, together with results previously reported in other in vivo and in vitro model systems, highlights the potential role of AAld in the

pathogenesis of fetal alcohol syndrome.
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RESUMEN

La exposicidén a acetaldehido (AAld), un compuesto muy ubicuo en el ambiente, ocurre durante su fabricacién y uso, con el consumo de bebidas
alcohdlicas y/o por el humo de cigarrillos. Causa efectos sobre blancos distantes que incluyen dafio al ADN, disminucién de glutatién, inactivacién
enzimitica y muerte celular. En este trabajo se estudi6 su potencial teratogénico y la capacidad de inducir mutagénesis y recombinagénesis en células
somaticas de D. melanogaster. Se aplico la prueba de mosaicismo en ojo white/white+ (w/w+) (Somatic Mutation And Recombination Test, SMART)
cruzando hembras w/w con machos y/Y. Larvas de 48 £ 4 h se mantuvieron por 12 hs en medio con acetaldehido 0,01 %; 0,02 %; 0,05 % y 0,10 %
(v/v) y luego se dejaron desarrollar hasta adultos en medio normal. Las dos dosis menores se utilizaron para el estudio de malformaciones, mientras
que las tres dosis mayores para el estudio de frecuencia de manchas claras (LS) en los ojos de hembras adultas w/w+ Se encontré un aumento
estadisticamente significativo en el nimero de anormalidades en adultos nacidos de larvas expuestas de manera crénica. El nimero de LS resultantes
de la pérdida de heterocigosis (LOH) por los tratamientos de las larvas fue significativo para 0,05 % y 0,10 % (v/v). El AAld produjo un aumento
de LS/100 ojos mayor al doble de las frecuencias de control (p<0,05). Estos hallazgos concluyen que el AAld per se es capaz de alterar la regulacién
del desarrollo y de inducir dano genético en células somaticas de Drosophila melanogaster. Estos resultados, conjuntamente con resultados previos en
otros modelos in vivo e in vitro, destacan su rol potencial en la patogénesis del sindrome alcohdlico fetal.
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INTRODUCTION

Acetaldehyde (AAld) is a ubiquitous compound in the
environment. It is an intermediate product of higher
plant respiration that is formed as a product of incomplete
wood combustion, coffee roasting, burning of tobacco,
vehicle exhaust fumes, coal refining and waste processing.
The predominant use of AAld is as an intermediate in the
synthesis of other chemicals such as perfumes, polyester
resins, and basic dyes. It is also used as a fruit and fish
preservative, as a flavoring agent, as a denaturant for alcohol,
in fuel compositions, for hardening gelatin and as a solvent
in the rubber, tanning, and paper industries. Exposure
may occur in the manufacture or use of the compound
and in the consumption of alcoholic beverages (USEPA,
2000). Besides, cigarette smoke contains abundant reactive
aldehydes, including short-chain ones such as AAld and
formaldehyde which are relatively long-lived and highly cell
permeative molecules, that can cause distant target effects,
including DNA damage, glutathione depletion, enzyme
inactivation and cell death (Marchitti ef al., 2008).

Acute exposure of rats, rabbits and hamsters showed that
AAId has low acute toxicity from inhalation and moderate
acute toxicity from oral or dermal exposure (USEPA, 1999).
Chronic inhalation in hamsters produced changes in the
nasal mucosa and trachea, growth retardation, slight anemia,
and increased kidney weight. Mammal symptoms of chronic
intoxication are similar to those of alcoholism (USEPA,
1999; 2000). In 2012 AAld was designed as “carcinogenic
to humans” (Group 1) by the International Agency for
Research on Cancer (IARC) and as a consequence
renewed attention was brought to the biological effects of
this compound (IARC, 2010; 2012).

Data from animal studies suggest that AAld may be a
potential teratogen however information on its reproductive
or developmental effects is scarce. The offspring of rats
exposed to AAld by injection showed skeletal malformations,
reduced birth weight, and increased postnatal mortality
(USEPA, 2000).

In their revision of risk assessment and mechanisms of
action of aldehydes, Feron ef al. (1991) concluded that AAld
is a genotoxic cross-linking agent with limited or no ability
to induce gene mutations in bacteria and mammalian cells
in vitro, nevertheless it induces chromosomal aberrations
and other cytogenetic effects in mammalian cells including
human lymphocytes. Recently, Brooks and Zakhari (2014)
revised all the biological effects of AAld related to its role

as the primary oxidative metabolite of ethanol considering
the different AAld-derived DNA and protein adducts that
may affect the genome structure and function. In their
review they emphasized the role of AAld eftects on the
mitochondrial genome taking into account that aldehyde
dehydrogenase 2 (ALDH2), the primary AAld metabolic
enzyme, is located in the mitochondrion. In Drosophila, the
detoxification of this aldehyde is also mediated by ALDH
(Barbancho et al., 1987).

The genotoxic effects reported in the literature indicate
that AAld treatments of adult flies resulted in an increased
frequency of sex-linked recessive lethals whereas did not
affect X chromosomal segregation in oocytes (Woodruff et
al., 1985;Vogel, 1992).

Taking into account that studies about developmental
effects of AAld are scarce and that, to the best of our
knowledge, Drosophila larvae had not been previously used
as a model system for the evaluation of this compound, the
aim of this work was to investigate the potential teratogenic,

mutagenic and recombinagenic effects of AAld in fly larvae.

MATERIALS AND METHODS

The white/white+ (w/w+) eye mosaic test was applied to
evaluate the mutagenic and recombinagenic potential of
AAIld (ethanal, C,H O, CASRN 75-07-0) in somatic tissues.
The principle of the system is the detection of mosaic light
spots (LS) in the red eyes of adult females that emerge from
exposed larvae that are heterozygous for this marker. LS
are the result of “loss of heterozygosity” (LOH) and the
consequent expression of the X-linked gene white. (Vogel,
1992;Vogel and Nivard, 1993; 1999; 2000).

Strains of w/w genotype (white females) and y/Y
(yellow males) were kindly provided by Dr.Vogel and kept
in the fly stocks of the IEGEBA-FCEN-UBA. Larvae of
48 £ 4 h were transferred to media containing AAId at
concentrations of 0.01 %, 0.02 %, 0.05 % and 0.10 % (vol/
vol) and kept for 12 hs (chronic treatment), when they were
removed and maintained in regular media until eclosion.
The toxicity was evaluated by comparing the larval or pupal
death in control and treated series taking into account that
death larvae appear as dark coloured and that uneclosed
pupae are easily distinguished from eclosed ones (Palermo
and Mudry, 2011). The eyes of the emerging heterozygous
w/w+ females were examined in a solution of 90 % ethanol,

1 % Tween 80 and 9 % water for the presence of white
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spots (LS) at a magnification of 40—60x. The number of
LS was counted in the eyes of females born from larvae
exposed to doses 0.02 %, 0.05 % and 0.10 % and control
series, and the number of ommatidia affected in each white
clone was also recorded. The somatic reversion frequency
was estimated by the number of LS per 100 eyes, in order
to consider the possible occurrence of more than one
spot per eye. The data were evaluated using the X? test for
proportions, and the multiple decision procedure proposed
by Frei and Wiirgler was applied to diagnose the results
as positive, negative, inconclusive, or weakly positive (Frei
and Wiirgler, 1988; 1995). The relative frequencies of LS
were compared with the respective negative controls. The
occurrence of malformations was studied in the adult flies
born from larvae treated with doses 0.01 % and 0.02 %.The
results were evaluated by the Kastenbaum and Bowman Test

for proportions (Kastenbaum and Bowman, 1970).

RESULTS

None of the concentrations tested (0.01 %, 0.02 %, 0.05
% and 0.10 % v/v) showed differences in larvae or pupal
death when compared with control values (about 96-98

% of viability).

In our experiments in D. melanogaster we found a rise
in the number of malformations in adults born from
larvae chronically exposed to AAld (Table 1). The total
number of malformations was significantly higher at both
concentrations studied (p=<0.05 Kastenbaum and Bowman
Test). In control and 0.01 % AAId series only the abdomen
is affected, but when the concentration was raised to 0.02 %
AAId the abnormalities appeared in abdomen, thorax, wings
and eyes.

Regarding AAld genotoxicity, our results with the eye
SMART assay are shown in Table 2. Treatments with 0.02 %
AAId did not show statistical differences with control values,
while 0.05 % and 0.10 % AAIld yielded a significant increase
in LS/100 eyes that was more than twice the control values
(p<0.05, m=2). Nevertheless, the response was not dose-
dependent, because 0.05 % and 0.1 % AAId treatments
gave similar responses compared to concurrent or historical
controls. The distribution of spot sizes is shown in Figure
1. Treatments with 0.02 % AAId that did not increase the
frequency of LS present a similar distribution to that of
concurrent and historic control series, being size 2 the most
frequent class of ommatidia. The treatments with 0.05 %
and 0.1 % AAId, that showed significant differences in LS
compared to control series, presented a different distribution

of spot sizes, where the most frequent size class was 3-4.

Table 1. Malformations in D. melanogaster adults born from larvae chronically treated with acetaldehyde (AAld).

Treatment Number Malformations
of flies
Abdomen Thorax Wing Eye Total %
Control 1645 2 - - - 2 0.12
AAId 0.01 % 1271 8 - - - 8 0.63%*
AAId 0.02 % 936 2 1 1 2 6 0.64*

*p<0.05. Kastenbaum and Bowman Test (1970).
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Table 2. Frequency of eyes with light spots (LS) after chronic treatment of D. melanogaster larvae with acetaldehyde (AAId).

Number of LS
Treatment lejmber Total Size (ommatidia) Average LS per
ofeyes clonesize 100 eyes
2 34 5-8 9-16 17-32 33-64 >64

Control 614 10 7 1 2 - - - - 6.0 1.6
AAId 0.02 % 738 9 7 1 - 1 - - - 6.2 1.2
AAId 0.05 % 426 19 6 7 3 2 1 - - 10.2 4.5 ()
AAId 0.10 % 398 17 6 7 2 1 1 - - 7.6 43 (+)
Histori

istorie 4960 77 39 23 10 3 1 1 - 9.0 1.6
Control

(+) positive diagnosis according to Frei and Wiirgler (1988, 1995) (p<0.05 X2 Test, m=2).

DISCUSSION

As mentioned in the Introduction, AAld is an active
primary metabolic product of ethanol that induces a range
of toxic, pharmacological and behavioral responses, due to
its ability to elicit cellular and tissue damage (Guo and
Ren, 2010). Ethanol is a well-known teratogen, while data
about AAld effects on development are scarce. Using frog
embryo teratogenesis assay-Xenopus (FETAX) Fort et al.
(2003) found that AAld was markedly more potent as a
developmental toxicant than ethanol or acetic acid. In rat
embryos exposed to AAld Menegola et al. (2001) showed
a characteristic embryonic AAld syndrome, histologically
characterized by marked cellular death and they proposed
that necrosis and apoptosis were the teratological
mechanisms responsible of the observed cellular death. In
mouse ovary AAld is generated as a by-product during
steroidogenesis and can exert toxic effects to impair the
differentiation of granulosa cells, reduce ovulation and
decrease oocyte quality (Kawai ef al.,2012).

(1987)

developmental toxicity screening concluded that ethanol

Ranganathan er al. using Drosophila  for

itselt was responsible for the teratogenic effects observed.
(2011) found that AAld-
mediated DNA damage may critically contribute to the

However, Langevin ef al.
genesis of fetal alcohol syndrome in fetuses, as well as to
abnormal development, hematopoietic failure and cancer
predisposition in Fanconi anemia patients. Reactive
aldehydes are by-products of several metabolic pathways
and, without enzymatic catabolism, may accumulate and
cause DNA damage. Besides, AAld is able to react with a
variety of molecular targets, including DNA and protein,
and even to generate an immune response to protein
adducts (Romanazzi et al., 2013). These properties justify
the hypothesis of being capable by itself, to alter the
regulation of the developmental process as it is suggested
by the results mentioned above.

Our results are in line with those communicated
previously in Drosophila, where chronic feeding with
AAIld gave weak but reproducible effects for spots in the
wing spot assay (SMART) (Graf et al., 1989). Moreover,
this compound induced sex linked recessive lethals in fly
females (Woodruff, 1985) while it failed to increase X

chromosome nondisjunction (Rey ef al., 1994). Positive
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results were also obtained for induction of sister chromatid
exchanges (SCE) in human lymphocytes and in mammal
cells in vitro (Obe and Ristow, 1977; Obe and Anderson,
1987) for aneuploidy in CHO cells (Dulout and Furnus,
1988) and single strand breaks (SSBs) and double strand
breaks (DSBs) in human lymphocytes (Singh and Khan,
1995) AAId raised the frequency of mutation and
recombination in Saccharomyces cerevisiae (Albertini et al.,
1993). Exposition to AAld has to be considered as an
important factor for public health because it could cause
an increase in oxidative stress and disease onset, including
cancerous transformation processes (Avezov ef al., 2014).
Kayani and Parry (2010) reported that while ethanol
produces in vitro genotoxic effects mainly through an
aneugenic mechanism, its metabolite AAld is a clastogen.
Kotova et al. (2013) observed that AAld effectively blocks
DNA replication elongation in mammalian cells, resulting
in DNA double-strand breaks associated with replication.
It is interesting to emphasize that these findings are in line
with the negative results that we obtained in Drosophila
with ethanol using the in vivo eye spot assay of SMART
(Palermo et al., 1994) because aneuploid cells are almost
inviable in this test system. On the contrary the increased
frequency of LS caused by AAld treatments that we report
here with the same assay, could occur through a clastogenic
mechanism. Our findings confirm that AAld is capable by
itself to alter the regulation of development and to induce
genetic damage in somatic cells of Drosophila melanogaster,
and together with results previously reported in other in
vivo and in vitro systems highlights the potential role of
AAId in the pathogenesis of fetal alcohol syndrome.
Brooks and Zakhari (2014) considered that the
understanding of how AAld impacts genome function in
different cells and under different conditions has important
implications not only for alcohol-related carcinogenesis,
but also for understanding other pathological eftects
of alcohol as well. Our results in Drosophila intend to

contribute to this understanding.
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ABSTRACT

Behavior of breast adenocarcinoma M-406, a type B, semi-differentiated and triple negative (ER, PR-, HER2-) transplantable tumor was
studied in the F  and F, mice populations derived from crosses between from the inbred lines CBi (susceptible: take 100 %, 100 % lethality) and
CBi- (resistant: take 100 %, 100 % regression). Reciprocal hybrids behaved both as CBi (take 100 %, 100 % lethality), revealing the absence of
maternal effects. In the F, combinations, the tumor grew exponentially in 74.9 % of the animals and was rejected in the remaining 25.1 %, a
segregation compatible with the autosomal dominant condition of tumor susceptibility observed in the F,. Analysis of tumor doubling time in the
various F, combinations showed a higher growth rate of the tumor when a double genetic load of maternal CBi (susceptible) origin was present in
comparison with a double maternal CBi- (resistant) load; this response was not evinced in the remaining two F, combinations. This response was
only observed in females, suggesting the existence of epigenetic phenomena associated with the sex of the tumor carrier.

Key words: tumor growth, tumor doubling time, mice, triple negative breast cancer.

RESUMEN

Se estudié el comportamiento del adenocarcinoma de mama M-406, tumor trasplantable tipo B, semi-diferenciado y triple negativo (ER",
PR, HER-2"), en las poblaciones de ratones F, y F, derivadas del cruzamiento entre las lineas endocriadas CBi (susceptible, toma 100 %, letalidad
100 %) y CBi" (resistente, toma 100 %, regresiéon 100 %). Los hibridos reciprocos se comportaron ambos como CBi (toma 100 %, letalidad 100 %),
poniendo de manifiesto ausencia de efectos maternos. En las combinaciones F,, el tumor crecié en forma exponencial en 74,9 % de los animales
y fue rechazado en el 25,1 % restante; esta segregaciéon compatible con el caricter autosdémico dominante de la susceptibilidad al tumor observado
en la F,. El andlisis del tiempo de duplicacién tumoral en las distintas combinaciones F, mostré6 mayor velocidad de crecimiento del tumor en
aquella con doble dosis genética CBi (susceptible) de origen materno que en aquella con doble dosis materna CBi~ (resistente), respuesta que no se
evidenci6 en las dos combinaciones F, restantes. Esta respuesta solo fue observada en hembras lo que permite suponer la existencia de fenémenos
epigenéticos vinculados con el sexo del portador del tumor.

Palabras clave: crecimiento tumoral, tiempo medio de duplicacién, ratén, tumores de mama triple negativos.
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INTRODUCCION

El cancer de mama afecta al 10 % de las mujeres en los
paises industrializados (Szpirer y Szpirer, 2007). En la
Argentina, las estadisticas mas recientes publicadas por el
Instituto Nacional del Cancer indican que esta patologia
constituye un problema importante en salud publica, con
una estimaciéon de aproximadamente 18.000 nuevos casos
cada afio lo cual representa el 17,8 % del total de incidencia
de cancer en el pais (Viniegra, 2010). El cancer de mama,
al igual que ocurre en otros tipos de cancer, es una
enfermedad heterogénea, multifactorial, que se presenta
en varias formas clinicas e histologicas y en la que, dada
su condicion de fenotipo complejo, se ven involucrados
determinantes genéticos y ambientales (Gould, 1995;
Leamy ef al., 2012), incluyendo estos Gltimos aspectos tales
como la dietay el estilo de vida (Bradbury y Olopade,2007).
Con respecto a los aspectos genéticos aproximadamente
el 10 % de los canceres de mama pueden explicarse por
la presencia de genes de susceptibilidad, la mayoria de
los cuales confieren a los portadores un riesgo moderado
de contraer la enfermedad (Foulkes, 2008). Si bien se
han descrito en seres humanos algunos genes mayores
involucrados en la susceptibilidad al cancer de mama,
como es el caso de BRCA (Breast Cancer)l y BRACA2,
atn resta mucho por conocer al respecto. La identificacion
de estos genes es dificultosa debido, entre otras razones,
a su baja penetrancia, al namero limitado de individuos
por familia y a la heterogeneidad genética existente en
las poblaciones humanas (Dahlman et al., 2002). Dada la
comprobada proximidad genética entre los ratones y los
seres humanos, las lineas endocriadas de estos roedores
proveen una herramienta interesante para la identificacion
de genes involucrados en los patrones de susceptibilidad/
resistencia a diferentes tipos de enfermedades entre las que
pueden mencionarse las de origen infeccioso y el cancer
(Bedell et al., 1997). Cientos de genes y loci involucrados en
diferentes patologias han sido identificados usando modelos
murinos (Bedell et al., 1997) reafirmando la utilidad de los
animales de laboratorio en la investigaciéon bioldgica en
general y biomédica en particular. AGn hoy, inmersos como
estamos en el paradigma molecular, los modelos animales
siguen siendo esenciales para comprender los mecanismos
responsables de este tipo de fenotipos complejos como
asi también para identificar blancos moleculares que
puedan ser utilizados tanto en el diagndstico como en el

tratamiento de diferentes enfermedades. En la actualidad, la

identificacion de los genes y las diferentes vias involucradas
en los procesos tumorales han permitido el desarrollo de
terapias dirigidas que determinan una mejor respuesta y
una mejor calidad de vida de los pacientes (Sawyers, 2004;
Collins y Workman, 2006; Workman y de Bono, 2008).

La cepa de ratones CBi, generada en el Centro
de Biologia de la Facultad de Ciencias Médicas de la
Universidad Nacional de Rosario mediante cruzamientos
en los que participaron animales de las cepas BALB,
Rockland, Swiss y NIH, se mantiene en el Instituto de
Genética Experimental, como una poblacién de cria
libre sujeta a un proceso de endocria por limitacién del
nimero de individuos. Esta cepa fue utilizada como
poblacién base en un experimento de seleccion artificial
por conformacion corporal que dio origen a cuatro lineas:
CBi/C, CBi/L, CBi* y CBi~ (Di Masso et al., 1991) las
que han fijado distintas combinaciones alélicas como
consecuencia de los efectos conjuntos de las respuestas
directas y correlacionadas a la seleccién, de los efectos
no direccionales de la endocria y la deriva génica y de la
aparicion de nuevas mutaciones (Hinrichsen y Di Masso,
2010).

El adenocarcinoma de M-406,

espontineamente en el afo 1996 en una hembra de la

mama surgid
linea CBi y muestra diferente comportamiento en cada
una de las lineas derivadas de ésta por seleccion. Cuando
es inoculado en forma subcutinea (s.c.) M-406 crece
en forma exponencial en el 100 % de los animales de la
linea CBi mientras que comienza su crecimiento pero es
finalmente rechazado en el 100 % de los animales de la
linea CBi1.

La tasa de crecimiento de un tumor es un indicador
ampliamente utilizado no s6lo con fines prondsticos
sino también para cuantificar los efectos terapéuticos de
diferentes modalidades de tratamiento (Usuda et al., 1994;
Szereday et al.,2002; Chojniak yYounes, 2003; El Sharouni
et al., 2003). Las funciones matematicas representan una
poderosa herramienta para modelizar el proceso dinamico
del crecimiento tumoral y el tiempo de duplicacion (TdT)
del volumen de un tumor, es uno de los indicadores
empleados para cuantificar dicho crecimiento (Mehrara ef
al.,2007). Zacarias Fluck et al. (2012) utilizando un modelo
de linfoma de células T, demostraron que la expresion
de galectina-1 se correlaciona fuertemente, entre otras
variables, con el TdT sugiriendo que esta asociacion podria
ser utilizada como factor prondstico y en el tratamiento

de este tipo de tumores. El objetivo de este trabajo fue
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caracterizar, mediante un enfoque mendeliano clasico,
el patron hereditario de la interaccién huésped-tumor a
partir del analisis de los cruzamientos reciprocos entre dos
lineas endocriadas de ratdon con diferente comportamiento
-CBi (susceptible) y CBi™ (resistente) ante el desafio con
un adenocarcinoma trasplantable de mama y de las cuatro
combinaciones F2, utilizando un modelo matematico de

crecimiento tumoral.

MATERIALES Y METODOS

Animales

Lineas parentales: Se usaron hembras y machos de
las lineas CBi y CBi~ mantenidas en el Instituto de
Genética Experimental de la Facultad de Ciencias
Médicas de la Universidad Nacional de Rosario. CBi
es la linea control de un experimento de seleccion
artificial por conformacion corporal del que proviene
la linea CBi1. Durante la selecciéon ambas poblaciones
sufrieron un proceso de endocria por limitacion del
tamafo poblacional (Falconer y Mackay, 2001). Luego
de mas de cien generaciones de criaselectiva, momento
en el que las lineas presentaban un coeficiente de
consanguinidad tedérico aproximadamente igual a 1
(F= 0,987), se comenzd a aplicar un sistema regular
de endogamia basado en apareamientos hermano
con hermano el que se mantuvo por mas de treinta
generaciones.

Filial 1 (F)) y Filial 2 (F,): Para la produccion de la
F se llevaron a cabo los cruzamientos reciprocos entre
individuos de las dos lineas endocriadas. Para generar
la F, se usaron machos y hembras de ambos hibridos
reciprocos lo que permitié disponer de las cuatro
combinaciones posibles entre ambas F,. Los grupos
mencionados de detallan en la Tabla I.

Todos los animales utilizados provenian de camadas
estandarizadas a ocho individuos al nacimiento. A
partir del destete fueron criados en grupos de cuatro,
en cajas de polipropileno (32 x 24 x 10 cm) provistas
de viruta de madera, con una temperatura de 23 + 1°
C, en ciclos de 12 horas luz/oscuridad y recibieron
alimento balanceado peletizado Ratén-Ratas (Cargill
Laboratory Chow) y agua ad [libitum. Los animales
fueron tratados segtin las normas del Canadian Council
on Animal Care (Canadian Council of Animal Care,
2007).

Titmor

M-406 es un adenocarcinoma de mama tipo B,
semi-diferenciado segin la clasificaciéon de Squartini
(Squartini y Pingitore, 1994), triple negativo (ER"
, PR°, HER-2") (Rico et al., 2012), espontaneo de
la linea endocriada CBi que se mantiene in vivo
por pasajes intraperitoneales (i.p.) en su huésped
singeneico.

Modelo experimental
Todos los
aprobacién del Comité de Bioética de la Facultad de
Ciencias Médicas de la UNR (Proyecto IMED 246.
Resolucion N° 1563/2008).

El dia cero los animales fueron desafiados con trocar

experimentos fueron realizados con

en el flanco derecho con tres fragmentos (=8x10°
células) de M-406. El comportamiento del tumor
y el estado general de los animales se monitorearon
diariamente.

Tamario tumoral y modelo matematico
Tres veces por semana, a partir del momento en el que
el tumor se hizo palpable (dia 3-5 post-desafio), se
registraron sus diametros mayor y menor con calibre
y se estim6 su volumen (V) de acuerdo con la formula
[V= (didmetro menor)? x didmetro mayor x 0,4].
Los pares de valores volumen tumoral - tiempo
se ajustaron a un modelo exponencial creciente [Vt=
Vi*e?(k*t)], donde Vt es el volumen tumoral (mm”’)
alcanzado en el tiempo t, Vi es el volumen inicial
del tumor (mm’), k es la constante de crecimiento
exponencial y t es tiempo (dias) transcurrido desde el
desafio. A partir de los ajustes individuales se calcul6 el
tiempo medio de duplicacidon tumoral (TdT) que es
funcién de la tasa de crecimiento exponencial (TdT=
0,69/k).

Analisis estadistico

Para la evaluacion de las diferencias entre grupos
genéticos se utilizaron las pruebas U de Mann—
Whitney o el analisis de la variancia por rangos de
Kruskal-Wallis seguido del test de Dunn (GraphPad,
version 3.0) segin la comparacidon involucrara dos
o mas grupos respectivamente. Las diferencias se
consideraron estadisticamente significativas si P<0,05.
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Tabla 1. Grupos genéticos utilizados en el andlisis mendeliano del patrén hereditario de la resistencia-susceptibilidad frente al

desafio con el adenocarcinoma de mama M-406

Grupo genético Denominacioén Cruzamiento Tamafio muestral
Lineas parentales CB.i_ 2n i 24
CBi n=20
'Hibridos reciprocos F1 A (CBI B no
F1B (CB1 x CBi) n=24
F2 A (CB1 x CBi) x (CB1 x CBi) n =48
F2 B (CB1 x CBi) x (CB1x CBi) n =48
‘Combinaciones F2 F2 C (CBi x CBi) x (CBi x CBi) n=48
F2D (CBixCBi)x (CBix CBi ) n =48

" En los cruzamientos F1 y F2 el genotipo materno se menciona primero
2 v . , hy
Numero total (igual nimero de machos y hembras en cada grupo genético)

RESULTADOS

Lineas parentales CBi y CBr

Ante el desafio con el M-406, ambas lineas parentales,
independientemente del sexo, mostraron 100 % de
toma. En CBi, el tumor creci6 exponencialmente en el
100 % de los animales (Figura 1A y 1B) hasta alcanzar
el tamafo maximo permitido por las normas éticas.
En CBi el tumor crecié inicialmente en todos los
animales hasta aproximadamente los dias 12 a 16 post-
desafio, momento a partir del cual comenz6 a regresar
espontaneamente siendo totalmente eliminado entre
los dias 26 a 36 en los machos (Figura 1C) y entre los
dias 16 a 36 en las hembras (Figura 1D). El volumen
tumoral (media aritmética * EE) en el dia 7 fue mayor
(P=0,0504) en los machos (124,3 + 25,55 mm’) que
en las hembras (70,3 £ 14,40 mm?).

Hibridos Reciprocos (F1A y F1B)
Fl tumor mostré el 100 % de toma en ambas
de  hibridos F, 'y

exponencialmente en todos los animales hasta alcanzar

combinaciones crecio

el tamafo maximo permitido por las normas éticas

(Figura 2). No se observaron diferencias significativas
en el crecimiento tumoral ni entre las combinaciones

hibridas, ni entre sexos para cada combinacion.

Combinaciones F2 (F2A, F2B, F2C y F2D)

El tumor mostr6 100 % de toma en las cuatro
combinaciones F,. Creci6 exponencialmente en el 75
% de los animales hasta alcanzar el maximo tamano
tumoral permitido por las normas éticas (Figura 3)
y regresO espontaneamente en el 25 % restante hasta
su eliminacién total (Figura 4). El porcentaje de
regresion fue mayor en las hembras (33,33 %) que en
los machos (10,41 %) (P< 0,0001) (Figura 4).

Tiempo medio de duplicacion tumoral (TdT)

La Tabla 2 resume los valores del tiempo medio
de duplicacién tumoral en machos y hembras de
los diferentes grupos genéticos analizados. No se
observaron diferencias entre sexos en los animales
de la linea CBi. En CB1i el tumor fue rechazado en
todos los animales independientemente del sexo.
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No se observd efecto significativo del sexo sobre el
comportamiento de la variable al considerar a ambas
combinaciones F, en forma conjunta ni al analizar
cada hibrido reciproco por separado (Figura 5A). El
TdT no mostré diferencias entre sexos cuando se
consideraron las cuatro combinaciones F, como un

Volumen tumoral (mms)

3501
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(A)MACHOS
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(CYMACHOS
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que en

12
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unico grupo. Igual resultado se observo en el caso
de las combinaciones F B y F C, mientras que en la
combinaciéon F A el TdT fue mayor en las hembras

los machos (P= 0,0188) (Figura 5B) y en la

F.D fue mayor en los machos que en las hembras (P=
0,0407) (Figura 5B1).
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Figura 1. Crecimiento del adenocarcinoma de mama M-406 en machos y hembras de las lineas parentales CBi y CBi.
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Figura 2. Crecimiento del adenocarcinoma de mama M-406 en machos y hembras en los hibridos reciprocos.
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Figura 3. Crecimiento del adenocarcinoma de mama M-406 en machos y hembras de las

cuatro combinaciones F2
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Figura 4. Proporcién de animales que rechazan el adenocarcinoma de mama M-406 en las cuatro combinaciones
F2, discriminados por sexo

Tabla 2. Tiempo medio de duplicacién tumoral en las lineas parentales y en las diferentes combinaciones F1y F2

Tiempo medio de duplicaciéon (TdT)

Grupo genético Sexo (media aritmética + error estandar)
CB;i Machos 3,35+ 0,204
! Hembras 3.16+0214
) . Machos 3,24+ 0,239
FIA (CBix CBI) Hembras 3,78 £ 0,187
. . Machos 3,22 £ 0,309
FIB (CBi x CBi) Hembras 3,51+ 0,267
Machos 4,57+0,173
Fl total Hembras 4.85+0.221
F2A (CBi x CBi) x Machos 4,27 £0,255
(CBi x CBi) Hembras 5.34+£0.438
F2B (CBi x CBi) x Machos 4,51 +£0,373
(CBix CBi) Hembras 4,91 + 0,449
F2C (CBix CBi) x Machos 4,61 0,382
(CBi x CBi) Hembras 4,95+ 0,596
F2D (CBix CBi1) x Machos 4,85 +0,378
(CBi1x CBi1) Hembras 4,04 £0,144
Machos 4,55+0,173

F2 total ’ ’

o Hembras 4,85+ 0,221
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DISCUSION

El cancer de mama es una patologia de la cual se dispone
de abundante informacién tanto sobre la enfermedad en
general como sobre las posibles modalidades de herencia,
pero aun queda mucho por dilucidar respecto del papel que
juegan los diferentes genes implicados en la susceptibilidad/
resistencia a la misma (Schoeps et al.,2014).La informacion
derivada de la utilizaciéon de modelos animales puede ser
una herramienta de trascendencia en la medida en que el
enfoque genémico comparativo posibilite extrapolar a la
poblacién humana los avances en el conocimiento de los
genes que controlan el cancer de mama en dichos modelos
(Aitman et al., 2011). Las lineas de raton utilizadas en este
trabajo presentan comportamientos extremos contrastantes
frente al desafio con el adenocarcinoma de mama M-406.
Mientras en la linea CBi, el adenocarcinoma M-406
crece en forma exponencial en el 100 % de los animales
desafiados, en la linea CB1~ el mismo es rechazado en el 100
% de los casos, comportamiento que permite considerar a
la linea CBi como un fenotipo susceptible y a la linea CB1-
como un fenotipo resistente. La respuesta de los hibridos
reciprocos, similar a la observada en la linea parental CBi,
junto con la segregacion del caricter en la F, permite
concluir que, atin admitiendo una base poligénica para los
fenémenos de susceptibilidad y resistencia involucrados
en este modelo, la linea CBi seria portadora de alelos
de susceptibilidad, en tanto posibilitan el crecimiento
de M-406, mientras que la linea CBi™ portaria alelos de
resistencia cuya expresion llevan al rechazo tumoral. La
respuesta observada es compatible con el comportamiento
de la resistencia/susceptibilidad como un caracter umbral,
hipétesis formulada recientemente para explicar la respuesta
de la linea CBi/L derivada del mismo experimento de
seleccidn, frente al desafio con el mismo tumor (Pagura
et al., 2014). La constataciéon de una F, segregante abre
la posibilidad futura de identificar regiones cromosémicas
(QTL) vinculadas con el crecimiento o el rechazo de este
tumor, que teniendo en cuenta la proximidad genética
entre los seres humanos y el ratén, podria en un futuro
permitir el rastreo de regiones similares en seres humanos
(Bedell et al., 1997). Mediante estrategias de este tipo, a
partir de cruzamientos entre ratones BALB/C susceptibles
y C57BL/6 resistentes al desarrollo de tumores mamarios
espontaneos, se identific6 el gen Dmbtl involucrado

en la defensa inmune contra tumores (Blackburn et al.,

2007) y los loci Mtsm1, dominantes en la linea BALB/
cJ, ligados al proceso de tumorigénesis (Koch et al., 2007).
Asimismo, en un modelo de carcinogénesis inducida en el
que se cruzaron ratas Wistar Furth susceptibles con ratas
Copenhague resistentes, se identificaron en estas tltimas
los loct MCS2 y MCS3 que interactian de manera aditiva
en la supresion del desarrollo de tumores mamarios
y el locus MCS4 que actGa aumentando el ntmero de
carcinomas, lo que sugiere una base poligénica para la
susceptibilidad a la carcinogénesis inducida en estas lineas.
Coincidentemente, un polimorfismo humano homélogo
a la region rata MCS4 se asocia con un mayor riesgo de
cancer de mama en las mujeres afroamericanas (Shepel
et al., 1998). A diferencia de lo observado en humanos,
especie en la cual la incidencia de carcinomas mamarios en
hombres es de alrededor del 0,6 % de todos los carcinomas
mamarios y menor del 1 % de todas las enfermedades
malignas de los varones (Giordano et al., 2004; Reiner y
Badve, 2012), al discriminar por sexo la susceptibilidad/
resistencia en la F,, se observd que la proporcion de
individuos que rechazaron el tumor fue significativamente
mayor en las hembras que en los machos (33,3 % versus
10,4 %; P<0,0001). La modelizacibn matematica del
comportamiento dinimico del volumen tumoral en
funcién del tiempo transcurrido desde el desafio permitid
disponer de una nueva variable de utilidad para la
caracterizaciéon propuesta. Mehrara sugirid la posibilidad
de utilizar el tiempo medio de duplicaciéon (TdT) como un
indicador del crecimiento tumoral (Mehrara et al., 2007).
En este modelo el andlisis de los TdT en la linea CBiy en
los hibridos reciprocos no mostrd diferencias significativas
ni dimorfismo sexual, probablemente debido a la ausencia
en el tumor de receptores hormonales (Rico et al., 2012).
Si bien los resultados observados en las lineas parentales
y en las F1 sugieren que los genes involucrados en la
susceptibilidad/resistencia al M-406 serfan autosémicos
y no estarian influenciados en su expresiéon por el sexo
ni por fenémenos epigenéticos de impronta, el analisis de
los TdT en las distintas combinaciones de la F, permiti6
hipotetizar cierta vinculacion con los genotipos maternos,
dado que la doble carga genética de origen materno CBi
(susceptible) en la F,D o CBi (resistente) en la F A se
tradujo en una mayor o menor velocidad de crecimiento
tumoral respectivamente, respuesta no evidenciada en las
dos combinaciones (F,B y F,C) restantes. Esta respuesta

diferencial sélo fue observada en hembras [F,A>F D
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(P=0,019)] hecho que permite especular acerca de la
existencia de fendmenos epigenéticos relacionados con el
sexo del portador del tumor.

Se puede concluir que en este modelo el proceso
de seleccion artificial junto con la accidén de procesos
simultineos de deriva y/o mutacién genética, han
generado diferencias determinantes de los fenotipos
de susceptibilidad vy resistencia ante el desafio con este
adenocarcinoma trasplantable de mama, triple negativo. Los
estudios realizados aplicando la metodologia mendeliana
clasica, indican que el fenotipo susceptible es dominante
frente al resistente y estan asociados a procesos epigenéticos.

En un reciente editorial de la revista Nature
(Anonymous, 2014) a la vez que se remarca la utilidad
de los ratones knock-out como herramientas para la
comprensioén de las alteraciones a nivel celular que tienen
lugar en procesos patoldgicos tales como el cancer o la
enfermedad de Alzheimer, también se mencionan las
limitaciones de este enfoque. En este sentido se enfatiza
que considerar que la manipulacién de un gen o dos
puede reproducir la complejidad de una enfermedad
multifactorial en una especie diferente es una de las
razones por las cuales las terapias que “curan” a los ratones
mutantes luego fracasan en la clinica y llevan al descrédito
al modelo en cuestion. De acuerdo con Balling (2007)
la modelizacién del comportamiento de los sistemas
biologicos complejos representa un desafio para la biologia
actual. Dado que la identificacién de sus componentes
mediante las tecnologias “Omicas” constituye una
estrategia insuficiente para ello, este autor propone hacer
uso de un enfoque sistémico que informe respecto de la
arquitectura de las redes involucradas. El conocimiento de
la dindmica de esa estructura de redes requiere perturbarla
para, posteriormente, poder caracterizar fenotipicamente
los cambios producidos. La seleccidn artificial constituye
una antigua pero aun vigente estrategia de perturbacion
de los sistemas bioldgicos. El grupo de lineas de raton CBi
producto de un proceso selectivo a largo plazo han sido
reconocidas como un recurso de utilidad para el estudio
sistémico de diversos fenotipos complejos (Di Masso et
al., 2007; Vasconi et al., 2008; Di Masso et al., 2010). La
resistencia/susceptibilidad ante el desafio con un tumor
trasplantable de mama representa un ejemplo mas en este

sentido.
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