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RESUMEN

En el aceite de mani los acidos grasos oleicos aportan al grano y a sus derivados mejor calidad nutricional y mayor
estabilidad, dado que este tipo de acido graso es menos propenso a la oxidacidn, a diferencia de los acidos Linoleico y
Palmitico. En mani, el alelo que determina el fenotipo Alto Oleico es de caracter recesivo y para que se exprese de forma
significativa se requiere la presencia de una mutacién en cada uno de los genes homedlogos del genoma A y B que
codifican enzimas desaturasas de acidos grasos, que convierten el acido oleico (C18: 1) a acido linoleico (C18: 2). En
programas de mejoramiento para el caracter alto oleico, es fundamental determinar la base genética presente en los
materiales usados en los cruzamientos, para garantizar la estabilidad del atributo en la variedad obtenida. Las especies
silvestres del género Arachis se convierten en buenas candidatas para ser utilizadas como material base de los
cruzamientos, por ser una fuente valiosa de genes de resistencia a enfermedades foliares y de suelo de origen fungico,
entre otras. El objetivo del presente trabajo fue utilizar marcadores moleculares del tipo SNP, para revelar mutaciones en
los genes de la enzima desaturasa, en plantas silvestres del género Arachis, utilizadas en el programa de mejoramiento
que lleva adelante el Criadero “El Carmen”, y en variedades comerciales que podrian ser incorporadas en otros programas
de mejoramiento con el objetivo de ampliar el pool génico del mani cultivado y de esa manera constituir una valiosa

herramienta para asistir al mejorador, aumentar la eficiencia y la predictibilidad de los resultados.
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INTRODUCCION

En el cultivo de mani (Arachis hypogaea L.) las
preferencias en cuanto a la calidad de sus granos y a su
composicion de acidos grasos son diversas segun las
necesidades del consumidor y los requerimientos de la
industria.

En el aceite de mani los 4cidos grasos oleico (0), linoleico
(L) y palmitico (P) constituyen el 90% de su composiciény
las proporciones entre ellos son determinantes para la
calidad final y el destino posterior. Altos niveles de O
aportan al grano y a sus derivados mejor calidad
nutricional y mayor estabilidad, dado que este tipo de
acido graso es menos propenso a la oxidacion. Las fuentes
genéticas del cardcter alto oleico (AO) en mani se originan
tanto a partir de un mutante natural denominado F435
(80% 0O/2% L), como de lineas derivadas de mutagénesis
inducida (Gobelli, et al 2017).

En programas de mejoramiento para el cardcter alto
oleico, es fundamental determinar la base genética
presente en los materiales usados en los cruzamientos,
para garantizar la estabilidad del atributo en la variedad
obtenida. Las especies silvestres del género Arachis, por
ser una fuente valiosa de genes de resistencia, entre

otros, a enfermedades foliares y de suelo de origen
flingico, se convierten en buenas candidatas para ser
utilizadas como material base de los cruzamientos. Sin
embargo, todas las especies silvestres gendmicamente
afines al mani son diploides (2n=2x=20), a excepcion de la
tetraploide A. monticola. En cuanto a enfermedades del
suelo, Odino et al. (2006) evaluaron distintas especies
silvestres frente a la podredumbre parda de la raiz del
mani causada por Fusarium solani y no observaron
ninguna especie inmune a la enfermedad, aunque A.
correntina, A. cardenasii y A. duranensis presentaron
valores de incidencia y severidad significativamente
inferiores a A. hypogaea.

Guo et al. (2010) mencionan que la naturaleza poliploide
del mani cultivado y su sistema reproductivo autégamo
bloquean el intercambio genético entre especies
silvestres diploides—genéticamente diversas y con genes
de resistencia—y las cultivadas. Como consecuencia de
esto, es dificil obtener un hibrido fértil con valor
agronémico superior (Simpson et al., 1993; Staker, 1993
y Simpson y Starr, 2001) lo que conduce a la erosién de la
diversidad genética en los genotipos cultivados. Por esta
razon, desde hace algunos afios se han comenzado a
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desarrollar diversos métodos de introgresién de atributos
silvestres al mani cultivado.

La via mas exitosa entre las alternativas para vincular
recursos genéticos con los programas de mejoramiento
del mani es el pre-mejoramiento (Simpson et al, 2001;
Mallikarjuna, 2014). Esta metodologia implica la
obtencion de anfidiploides sintéticos a partir de especies
silvestres compatibles gendmica y cromosdmicamente
con A. hypogaea (Simpson et al, 2001; Favero, 2006) y su
empleo como progenitores de nuevas variedades
cultivadas. En particular, ensayos realizados en el
Criadero El Carmen durante los periodos 2003/04 vy
2004/05 permitieron identificar a Arachis cardenasii y
Arachis correntina como especies altamente resistentes a
enfermedades causadas por hongos del suelo y
enfermedades foliares, particularmente viruelas (Rosso
et al., 2019; Oddino et al., 2017; Oddino et al., 2012). De
este modo, el criadero se planteé como objetivo obtener
un anfidiploide sintético que pudiese ser cruzado con
cultivares de mani cultivado (Arachis hypogaea L.) para
desarrollar poblaciones de progenitores superiores. Para
ello se realizaron cruzamientos interespecificos (Fig. 1)
entre A. cardenasii, A. correntina, donantes del genoma A
y Arachis batizocoi, donante del genoma B/k, y posterior
duplicacién de cromosomas. (Soave et al, 2011, Torres et
al. 2012).

A. cardenasii x A. correntina
(donantes del genoma A)

Hibrido interespecico 1 x
Arachis batizocoi, (donante
del genoma B/k)

Duplicacion
cromosomica

Anfidiploide sintético

Figura 1: Cruzamientos realizados por criadero El Carmen para
la obtencidn del afidiploide sintético de mani.

El anfidiploide obtenido se cruzé con una variedad de
mani cultivado de alto contenido de acido oleico. Esta
MATERIALES Y METODOS

practica produce la ocurrencia de irregularidades
meidticas en los materiales hibridos y duplicados que
afectan la distribucidon ordenada de los genomas de las
especies utilizadas como progenitores. Asi, un sistema de
marcadores resulta necesario para la identificacion de los
genomas presentes en los materiales sintéticos y para la
posterior seleccién de individuos superiores portadores
de los atributos deseados.

A diferencia de otras leguminosas, el alelo que determina
el fenotipo AO en mani es de caracter recesivo y para que
se exprese de forma significativa se requiere la presencia
de una mutacidn en cada uno de los genes homedlogos
del genoma A y B. (Gobelli et al 2017) que codifican
desaturasas de acidos grasos, enzimas que convierten el
acido oleico (C18: 1), beneficioso para la salud humanay
multiplicador de la estabilidad autooxidativa de la semilla,
a acido linoleico (C18: 2). La actividad de ambas
desaturasas en estos mutantes de alto contenido de acido
oleico era significativamente menor que en los genotipos
de mani con contenidos de acido oleico normales. Los
marcadores denominados SNP, (Single Nucleotide
Polymorphisms), son variaciones en nucleétidos Unicos
qgue no cambian la longitud total de la secuencia de ADN
en laregiény han demostrado su utilidad en la realizacidn
de diferentes estudios genéticos y de mejoramiento en
un gran numero de organismos, incluyendo varias plantas
de cultivo. Los SNP existen en todo el genoma. La mayoria
de ellos se localizan en las regiones no codificantes y no
tienen un impacto directo en el fenotipo de un individuo.
No obstante, algunos introducen mutaciones en
secuencias expresadas o en regiones que influyen en la
expresion génica (promotores, potenciadores) y pueden
inducir cambios en la estructura o regulacién de las
proteinas. Dichos SNP tienen el potencial de detectar la
variacion genética. Chen et al. (2010), basandose en este
tipo de marcador, desarrollaron un protocolo simple de
PCR para detectar el genotipo exacto de FAD2A/FAD2B y
discriminar el alelo silvestre de ambos genes (FAD2A 448
G> Ay FAD2B 441_442insA).

El empleo de esta metodologia serviria para determinar
genotipos de las plantas silvestres del género Arachis,
tanto para las que fueron utilizadas en el programa de
mejoramiento que lleva adelante el Criadero “El Carmen”
como las de aquellas que podrian ser incorporadas en
otros programas de mejoramiento, con el objetivo de
ampliar el pool génico del mani cultivado. Por lo tanto,
utilizar marcadores moleculares basados en el ADN del
tipo SNP para revelar las mutaciones en los genes de la
enzima desaturasa, constituyen una valiosa herramienta
para asistir al mejorador en el proceso de seleccion,
aumentar la eficiencia y la predictibilidad de los
resultados.
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Materiales

Los materiales utilizados en el presente trabajo fueron
seis especies silvestres del género Arachis (A. batizocoi, A.
cardenasi, A. correntina, A. duranensis, A. ipaénsis y A.
monticolal) y tres variedades comerciales Alto oleico
(AO): I11a, ptb y Sun oleic 95 [(primer cultivar AO
derivado del cruzamiento entre F435 y Sun runner
(Gobelli et al 2017)]. Las variedades AO poseen las
mutaciones para los genes FADH en los dos genomas,
razon por la cual se las utilizé en el presente trabajo como
controles positivos.

Extraccion de ADN total de plantas

Se tomaron hojas jovenes de cada genotipo, el material
fresco se conservé a 42C hasta su procesamiento para la
extraccion de ADN, dentro de las 24 horas. El ADN
gendmico total se extrajo mediante el método de CTAB
(Doyle and Doyle, 1990), se visualizé y cuantificd en geles
de agarosa al 1% mediante tincién con bromuro de etidio.
Caracterizacion genotipica mediante marcadores
moleculares de tipo SNP

Para detectar mediante la PCR el estado mutado o
silvestre de los genes ahFAD2A y ahFAD2B, se utilizaron
los cebadores alelo especifico denominados F435Fw,
F435IC-Rv, como control de reaccién de amplificacién, en
combinacion con los cebadores F435Wt-Rv, F435subs-Ryv,
F435ins-Rv, alternativamente. Las condiciones de ciclado

9

F435ins- Rv
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y mezcla de reaccion fueron las descriptas por Chen et al.
2010. Los productos amplificados se resolvieron en geles
de agarosa al 2,5% y de poliacrilamida al 15%, estos
Ultimos permitian confirmar los datos obtenidos, dado
gue con ellos se podia observar mejor las separaciones de
bandas para determinar si existian o no mutaciones en los
genes ahFAD2A y ahFAD2B. Los geles se visualizaron bajo
luz UV previa tincidn con bromuro de etidio y para
documentar los geles con los patrones electroforéticos
obtenidos, se utilizd el sistema de captura y analisis
DigiDoc-It (UVP). El tamafio de las bandas en pares de
bases (pb) se determindmediante el programa PB2 de
libre acceso

RESULTADOS

Los ADN obtenidos permitieron caracterizar la
constitucion génica de los materiales silvestres (Fig. 2) y
de las variedades comerciales fenotipo alto oleico (Fig. 3).
Los tamafios de bandas obtenidos de los patrones
electroforéticos para el loci F435Wt-Rv, confirmaron la
presencia del genotipo silvestre —OL;0L; 6 OL, OL,—en las
especies silvestres diploides y OL10L1/0L20L2, en la
tetraploide, (Fig 2) y las variedades comerciales
presentaron mutaciones por sustitucién en el alelo
ahFAD2A y por insercidn en el alelo ahFAD2B; (Fig. 3).

11 12 13sEs] Aveeil5 618

F435S5US- Rv
e e e

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa 2,5% de productos de PCR con los cebadores especificos para mutaciones puntuales en los
genes ahFAD2A y ahFAD2B. M: marcador de peso molecular, 50bp Fermentas. 1-7-13: A. batizocoi; 2-8-14: A. cardenasi; 3-9-15: A.
correntina; 4-10-16: A. duranensis; 5-11-17: A. ipaénsis; 6-12-18: A. monticolal.
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Figura 3. Electroforesis en gel de acrilamida-bisacrilamida al 15% de productos de PCR con los cebadores especificos para mutaciones
puntuales en los genes ahFAD2A y ahFAD2B. M: marcador de peso molecular, 50bp Fermentas. 1-6-11: |11a; 2-7-12: ptb; 3-8-12: sun

oleic 952; 4-9-13: A. batizocoi; 5-10-14: A. monticolal

En nuestras condiciones de trabajo el tamafio de bandas
obtenido en el patréon electroforético utilizado no fue

idéntico al obtenido por Chen et al 2010 con esta
combinacion de oligonucleétidos (Tablas 1 y 2). Esto
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podria deberse a que se utilizaron geles de poliacrilamida
al 15% para realizar las mediciones con el programa PB2
dado que estos geles permitian resolver mejor la

diferencia entre bandas para determinar si existian o no
mutaciones en los genes ahFAD2A y ahFAD2B.

Tabla 1: Patrén de bandas esperado para los cebadores alelo especificos, segin la constitucidn alélica para los genes ahFAD2A Ay
ahFAD2AB. Cebadores: nombre de las secuencias cebadoras utilizadas para la amplificacion. En (pb) el tamafio esperado de los

fragmentos esperados por PCR; s/a (sin amplificacién).

‘ Control PCR F435 WT -Rv F435 Sus-Rv F435 Ins- Rv
Genotipos F435I1C-Rv (pb) (pb)
F435IC-Fw
OL10L1/0L20L2
(silvestre) 250 /e /e
ollol1/ ol20l2

/ 250 203 195

(mutado)

Tabla 2: Patron de bandas obtenido con el sistema electroforético utilizado para los cebadores alelo especificos, segun la constitucion
alélica para los genes ahFAD2A A y ahFAD2AB. Cebadores: nombre de las secuencias cebadoras utilizadas para la amplificacidn. En
(pb) el tamafio esperado de los fragmentos esperados por PCR; s/a (sin amplificacion).

. Control PCR F435 WT -Rv F435 Sus-Rv F435 Ins- Rv
Genotipos FA351C-Rv (pb) (pb)
FA435IC-Fw
OL10L1/0L20L2
(silvestre) 264 /2 /e
olloll/ ol20l2

/ 264 210 203

(mutado)

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo son novedosos
con impacto en la practica del mejoramiento del mani en
Argentina. La deteccién del estado normal de los genes
ahFAD2A y ahFAD2B en las especies silvestres del género
Arachis permite utilizar las mismas como control negativo
de la PCR cuando se necesita conocer el genotipo que
confiere el fenotipo alto oleico; y como marcador de
genomas parentales en los hibridos derivados de
cruzamientos interespecificos. Ademas, se confirma que
estas variedades comerciales cultivadas actualmente en
Argentina son genéticamente estables para el atributo
alto oleico.

El estudio combinado de genotipo/fenotipo para este
rasgo utilizado en la seleccion en siguientes ensayos
podria ayudar a comprender como la introgresion de
genes modificadores de caracteres como la resistencia a
enfermedades puede influir sobre los rangos maximos en
la proporcion O/L.
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