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Resumen 

Loci de caracteres cuantitativos (QTLs) de la soja (Glycine max L. 

Merr) asociados a su capacidad de nodular y fijar nitrógeno 

 

La soja (Glycine max L. Merr) es la leguminosa más importante cultivada a nivel 

mundial y en Argentina que, junto con Estados Unidos y Brasil, son los paises que 

lideran la producción y el comercio de esta oleaginosa. Para obtener materiales con 

altos rendimientos en las producciones agrícolas, el N se incorpora por medio de la 

fertilización química y/o biológica. Esta última tiene ventajas por sobre la fertilización 

química ya que presenta menores riesgos para la contaminación del medio ambiente y 

contribuye a un manejo sustentable. Ésta consiste en adicionar bacterias del suelo 

Gram (-) del género Bradyrhizobium que tienen la capacidad de interaccionar con las 

raíces de la planta, como resultado de lo cual, desarrollan estructuras denominados 

nódulos, en los cuales la bacteria fija nitrógeno. La soja usa casi todo el nitrógeno fijado 

en la producción de granos. Las compañías de inoculantes se han focalizado en 

producir formulados con cepas de bacterias seleccionadas que fijen más eficientemente 

el N y que puedan ser utilizadas en una amplia variedad de leguminosas. Sin embargo, 

el foco del mejoramiento en leguminosas ha sido principalmente el rendimiento y la 

resistencia a factores abióticos y bióticos. Desde 1950 se han caracterizado varios 

genes involucrados en el reconocimiento de las señales disparadas por los rizobios y las 

distintas etapas de la infección y nodulación. Sin embargo, los caracteres capacidad de 

nodulación y de fijación biológica de nitrógeno (FBN) presentan una arquitectura 

genética compleja, y además depende de la interacción planta-bacteria y del ambiente. 

Debido al gran tamaño y complejidad del genoma de la soja, todavía resta identificar 

genes de la planta involucrados en la nodulación y fijación de nitrógeno. Por lo tanto, en 

el objetivo del presente trabajo de tesis fue identificar a los loci de caracteres 

cuantitativos (QTLs) asociados a la capacidad de nodulación de la soja, de manera de 

disponer de la información y de los marcadores moleculares que permitan mejorar al 

hospedante en lo que hace a la nodulación y por ende a la fijación de nitrógeno. Para 

ello se analizó la habilidad de 31 cultivares comerciales argentinos de soja para 

desarrollar nódulos cuando estos fueron inoculados con una mezcla de las cepas 

Bradyrhizobium japonicum SEMIA 5079 (CPAC 7) y SEMIA 5080 (CPAC 15). Los 

experimentos se realizaron en condiciones controladas de luz y temperatura. Se 

utilizaron para evaluar la capacidad de nodulación tres variables cuantitativas: número 

de nódulos (NN), peso seco de nódulos (PSN) y peso seco de la parte aérea de la 
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planta (PSA). Los resultados permitieron seleccionar cultivares con alta, media y baja 

capacidad de nodulación. En un segundo experimento se confirmó la respuesta 

diferencial para la capacidad de nodulación y en un tercer experimento se comprobó 

que la capacidad de nodulación no es dependiente de la cepa inoculada ya que los 

cultivares de alta y baja capacidad de nodulación mostraron el mismo fenotipo cuando 

fueron inoculados con la estirpe E109. Los cultivares con alta capacidad de nodular 

tuvieron el doble de nódulos que aquellos con menor capacidad, confirmando resultados 

de trabajos previos. Además, se demostró la existencia de una variabilidad fenotípica 

amplia para las variables estudiadas. Los resultados señalaron valores medianos a altos 

de heredabilidad H2, siendo la variable NN la que denotó mayor variabilidad genética. La 

respuesta de la planta a la inoculación con una concentración determinada de bacterias 

estuvo condicionada al número de bacterias inoculadas. Un aumento en la 

concentración de células bacterianas resultó en un incremento del número de nódulos, 

hasta una concentración umbral, por encima de la cual la nodulación fue inhibida, lo que 

probablemente esté vinculado al mecanismo de “quorum sensing”. Esto último se 

observó tanto en los dos cultivares de alta como en los dos de baja capacidad de 

nodulación. La densidad celular de los rizobios no alteró la respuesta al comparar los 

cultivares a la inoculación. Luego se procedió a caracterizar la diversidad genética de 

los cultivares argentinos de alta y baja capacidad de nodulación por medio de SSRs 

ligados a QTLs asociados a nodulación en cultivares brasileros. Se determinó la 

asociación de estos marcadores con la capacidad de nodulación y otras características 

agronómicas de los cultivares de soja y se identificó la generación parental con 

capacidad de nodulación contrastante para que a partir del cruzamiento entre ellas se 

obtenga poblaciones segregantes aplicables al análisis de QTLs. Se encontró 

polimorfismo para 10 marcadores SSR. En los cultivares argentinos e encontró 

asociación entre la capacidad de nodulación y los marcadores SSR definidos por los 

cultivares brasileros. Metodologías de análisis multivariados permitieron tomar la 

decisión de seleccionar un cultivar de alta nodulación (NA 5485 RG) y uno de baja 

nodulación (A 7053 RG). Éstos fueron los parentales que se utilizaron para generar la 

población segregante F2:3 como población de mapeo. En la generación F2 se realizó el 

genotipado de los individuos a partir de ADN foliar con un “screening” de 221 

marcadores SSR a lo largo del genoma de los cuales sólo 36 fueron polimórficos. Se 

construyó un mapa genético parcial conteniendo 5 grupos de ligamiento. El fenotipado 

se realizó sobre 94 familias F3 en un ensayo de nodulación en condiciones controladas 

de luz y temperatura y se evaluaron los caracteres cuantitativos que definen la 

capacidad de nodulación: número de nódulos (NN), peso seco de nódulos (PSN) y peso 

seco de nódulo por nódulo (PSNN) calculado como PSN/NN. También otros caracteres 
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relacionados con el crecimiento de la planta fueron considerados: la biomasa seca de 

hojas (PSH) y biomasa seca de tallo (PST) y la suma de ambas, peso seco de la parte 

aérea (PSA). Se realizó un análisis de correlaciones entre las variables y de coeficientes 

de paso. A partir de una matriz básica combinada con los datos genotípicos (SSR) y 

fenotípicos se realizó finalmente el análisis mapeo de QTLs para estos caracteres 

mediante tres metodologías: por locus simple (ANOVA y regresión), por intervalo (SIM) 

e intervalo compuesto (CIM). Los resultados encontrados para la mayoría de los QTLs y 

sus efectos génicos coincidieron en general por los dos primeros métodos. Se pudo 

confirmar que el QTL Satt414 se asoció a NN y PSN (locus simple). Se concluyó que las 

variables asociadas a capacidad de nodulación en la población F3, presentaron altos 

valores de varianza genética y heredabilidad. Se localizaron QTLs para las variables 

estudiadas que explicaron valores mayores al 15% de la varianza fenotípica total de la 

población segregante. Se observó una segregación transgresiva para la mayoría de las 

variables asociadas a capacidad de nodulación. Se probó asociación en acoplamiento 

entre variables relacionadas con la capacidad de nodular y el aumento de la biomasa. 

Para caracteres de capacidad de nodulación, se localizaron QTLs en los siguientes 

grupos de ligamiento: GL H para NN; PSN y PSNN; GL D1b para NN; GL A2 para NN; 

GL J para NN y PSN; GL B2 para PSN y PSNN; GL B1 para PSNN, GL C1 para PSNN. 

Estos QTLs explicaron entre 12.2-13.4% de la variación fenotípica total. Para caracteres 

de biomasa, relacionados con la FBN, se localizaron QTLs en los siguientes grupos de 

ligamiento: GL H para AP y PST; GL M para AP. GL D1b para AP, PST, PSA y PSH; GL 

B2 para AP; GL N para PSA. GL L para PSA; GL G para PSH. Estos QTLs explicaron 

entre 8.3-25.6% de la variación fenotípica total. Si bien la metodología aplicada permitió 

localizar algunos QTLs de nodulación en intervalos. Estas regiones deberían saturarse 

con otros marcadores de mayor eficiencia y variabilidad como los SNPs. Una mayor 

saturación conjuntamente con la información disponible sobre el genoma de la soja y los 

bancos de ESTs permitirán identificar genes candidatos relacionados con el carácter en 

estudio. Estos resultados aportan herramientas útiles como punto de partida para 

realizar mejoramiento asistido por marcadores para la capacidad de nodular y fijar 

nitrógeno en soja promoviendo rendimientos superiores bajo una agricultura 

sustentable. 

 

Palabras clave: Soja (Glycine max), Bradyrhizobium japonicum, marcador molecular, 

análisis de mapeo de QTLs, nodulación, fijación biológica de nitrógeno. 
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Abstract 

Quantitative trait loci (QTLs) associated to nodulation capacity and 
nitrogen fixation in soybean (Glycine max L. Merr) 
 
 

Soybean (Glycine max L. Merr) is the most important legume cultivated 

worldwide. Argentina, Brazil and USA are the most important countries in terms of 

production and exports of soybean products. In order to make get the most of the 

production potential of soybean cultivars, N is incorporated by chemical and/or biological 

fertilization methods. The latter is aimed at using Biological Nitrogen Fixation (BNF) that 

has an advantage over the chemical fertilization since it reduces the risks of 

environmental pollution and contributes to a sustainable agriculture. BNF is the result of 

the plant rizobia interaction, because of this a biotechnological process was developed 

and is known as inoculation. It consists in adding Gram-negative soil bacteria from the 

genus Bradyrhizobium that has the ability to interact with the soybean root, to the plant 

that as a result of this develops structures known as nodules, where bacteria fix nitrogen. 

In soybean almost most of the nitrogen fixed biologically is used by the plant growth 

therefore production is improved. Companies improved nitrogen fixation by developing 

formulations containing bacteria. selected based on its outstanding efficiency to fix 

nitrogen in an interaction with a wide array of cultivars and/or legume species. However, 

on the plant side breeding programs have been focused mostly in improving yield and 

resistance to biotic and abiotic factors. Starting in 1950, several genes that are involved 

in rhizobia-soybean interactions have been characterized. However, the ability of 

soybean cultivars to nodulate and fix nitrogen has a complex genetic architecture that 

depends on plant-bacterial and environment interactions. The size and complexity of the 

soybean genome, delayed the identification of plant genes involved in nitrogen fixation. 

Therefore the aim of this work was to identify quantitative trait loci (QTLs) associated to 

the ability of soybean to develop nodules, as well as to identify molecular markers 

associated to this trait. I analyzed the nodulation ability of 31 Argentinian commercial 

soybean cultivars which were inoculated with a mixture of Bradyrhizobium japonicum 

strain SEMIA 5079 (CPAC 7) and SEMIA 5080 (CPAC 15). The results allowed me to 

classify cultivars in high, medium and low nodulating cultivars. In a second experiment, a 

subset of the already analyzed cultivars was selected for further analysis and their 

response to inoculation was confirmed. In a third experiment, four cultivars two with high 

and two with low nodulation capacity were inoculated with another bacterial strain, B. 

japonicum E109 (recommended by INTA for the soybean crop in Argentina). Cultivars 
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responded like in previous experiments suggesting that the response was governed by 

the plant genome. Cultivars with high nodulation ability doubled the number of nodules 

developed by low nodulating cultivars. Heritability was estimated (H2) for the nodule 

number (NN), nodule dry weight (NDW) and shoot dry weight (SDW) and the results 

showed that the values of heritability was either medium or high and that NN was the 

most variable genetic trait. Soybean cultivars, whether with low or high nodulation 

capacity, increased nodulation as the concentration of bacteria in the inoculum increased 

though this occurred till a threshold value, decreasing thereafter. Probably nodulation 

was inhibited by a "quorum sensing" mechanism. Then we analyzed the genetic diversity 

of Argentinian soybean cultivars by means of SSR markers linked to QTLs linked to 

nodulation capacity. In addition to this, also the association between markers with 

nodulation capacity and other agronomic traits was studied and cultivars with contrasting 

nodulation capacity were identified, to cross them and in order to get a segregating 

population for QTL analysis. It was found that 10 SSR loci were polymorphic among 

Argentinian cultivars and that NN, NDW and SDW were associated to SSR markers 

previously described in Brazilian cultivars. Cultivar NA 5485 RG (high nodulating) and 

cultivar A 7053 RG (low nodulating) were selected as parents to generate the mapping 

population F2:3. Genotyping was carried out in the F2 generation. Genomic DNA was 

screened 221 SSR loci along the whole soybean genome. Among them only 36 were 

polymorphic. A partial genetic map was constructed containing 5 linkage groups. 

Phenotyping was carried out over 94 families (F3) in a nodulation essay with light and 

temperature controlled conditions and quantitative traits that define the nodulation 

capacity: nodule number (NN), of nodule dry weight (NDW) and nodule dry weight per 

nodule (NDWN) calculated as NDW/NN. Other traits related to plant growth also were 

considered in the analysis: leaves dry biomass (LDB) and stem dry biomass (SDB) and 

the sum of both, shoot dry weight (SDW) and plant height (PH). A matrix with genotypic 

and phenotypic data was constructed and QTL mapping analysis was performed by 

three methods: single marker (ANOVA and regression), interval mapping (IM) and 

composite interval mapping (CIM). Satt414 locus was confirmed as QTL associated with 

NN and NDW (single marker). It was concluded that the variables associated with 

nodulation capacity in the F3 population presented high values of genetic variance and 

heritability. Identified QTLs for studied variables explained values higher than 15% of the 

phenotypic variance. A transgressive segregation was observed for most of the variables 

associated with nodulation capacity. In addition I also found that variables related to the 

nodulation capacity and biomass were associated. QTLs associated to nodulation 

capacity were located in linkage group GL H for NN; NDW and NDWN; GL D1b for NN; 

GL A2 for NN; GL J for NN and NDW; GL B2 for NDW and NDWN; GL B1 for NDWN, 
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GL C1 for NDWN. These QTLs explained 12.2-13.4 % of the phenotypic variation. QTLs 

related to growth and biomass were located in the following linkage groups: GL H for PH 

and SDB; GL M for PH. GL D1b for PH, SDB, SDW and LDB; GL B2 for PH; GL N for 

SDW; GL L for SDW and GL G for LDB. These QTLs explained 8.3-25.6% of the 

phenotypic variation. The applied methodology allowed me to locate a few QTLs for 

nodulation in intervals. However, these regions should be saturated with more and/or 

other molecular markers with better efficiency and variability as e.g. SNPs. A higher level 

of saturation as well as the information regarding the soybean genome sequence and 

EST's should help in the identification of genes related to nodulation and nitrogen 

fixation. To my knowledge this is the first work aimed at identifying nodulation and 

nitrogen fixation genes in soybean cultivars from Argentina and provide the starting point 

for marker assisted selection for nodulation capacity and nitrogen fixation in soybean in 

order to promote better yields under a sustainable agriculture. 

 

 
Keywords: Soybean (Glycine max), Bradyrhizobium japonicum, molecular marker, QTL 
mapping analysis, nodulation, biological nitrogen fixation.  
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1. INTRODUCCIÓN GENERAL 
 

 

 

 

1.1. Descripción botánica de la soja (Glycine max) 

La soja pertenece a la familia de las Leguminosas, subfamilia Papilionoideas, 

tribu Faseoleas y al género Glycine Willd. Este género se divide en dos subgéneros 

según Hymowitz y Newell (1981) Soja y Glycine. Dentro del subgénero Soja se incluye 

la especie cultivada Glycine max (L.) Merr (Hymowitz y Singh, 1987) y al antecesor 

silvestre Glycine soja Sieb. & Zucc. Ambas son especies diploides (2n = 40) y 

presentan homología cromosómica lo que permite la obtención de híbridos fértiles 

entre sí.  

La soja Glycine max (L.) Merril se destaca por su alto contenido de proteína y 

por su calidad nutritiva. El grano de soja contiene más proteínas que la mayoría de las 

legumbres, pero menos materia grasa que la mayor parte de las oleaginosas. 

Considerando que existe diversidad morfológica en función del ambiente que se 

considere, la planta de soja puede alcanzar una altura promedio de 83 cm (Kantolic et 

al., 2006), con valores máximos de 123 cm y mínimos de 41cm (Toledo et al., 2008) 

Presenta las dos primeras hojas unifoliadas opuestas y el resto trifoliadas dispuestas 

en forma alterna. A partir de algunas yemas axilares pueden desarrollarse ramas con 

una estructura similar al tallo principal. El sistema radical está compuesto por una raíz 

principal pivotante donde, según el genotipo, la profundidad exploratoria estaría 

próxima a los 2 m (Kantolic et al., 2006). 

Las flores presentan características típicas de las Papilionoideas, forman 

racimos axilares con 2 a 35 flores cada uno. Presentan un cáliz tubular y cinco pétalos 

desiguales, cuyos colores varían entre blanco y púrpura, siendo el tamaño de la flores 

no mayor a 5 mm. Las flores son autógamas, predomina la autofecundación, por lo 
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cual conservan casi intacta su información genética a lo largo de las generaciones. 

Este tipo de reproducción conduce a que en un cultivar se conserven las 

características genéticas de las plantas parentales aunque la propagación se realice 

por medio de semillas. Las flores (y, por tanto, las legumbres) se ubican en el punto de 

unión de las hojas con el tallo principal o con las ramas laterales (axila de la hoja), y se 

agrupan formando un racimo. Las vainas son pubescentes y de forma achatada y 

levemente curvada con un largo entre 2 y 7cm; cada una puede contener entre 1 y 5 

granos pero generalmente presentan 2 o 3 granos. En cada racimo se pueden 

encontrar de 2 a 20 vainas que a la madurez presentan colores muy variados entre el 

amarillo claro y el marrón oscuro, incluso negro en algunas variedades (Kantolic et al., 

2006). 

Las semillas son redondeadas con una coloración habitualmente amarilla, el 

peso promedio aproximado es de 130 mg, pero estos valores pueden variar en un 

rango de 112 mg y 165 mg (EEA INTA Marcos Juarez, 2007) de peso de cada semilla. 

La cicatriz de la semilla (hilo) que presenta colores diversos desde amarillo a negro 

pasando por diferentes tonalidades de marrón, es una característica que permite la 

identificación de los cultivares (Kantolic et al., 2006) (Figura 1.1). 

 

1.2. Usos 

Entre los usos destacados se enumera: la producción de aceite para la 

elaboración de margarina y aceite de cocina. También el aceite de soja es útil para la 

elaboración de pinturas, barnices, cosmética, plásticos y recientemente como biodisel. 

Luego del procesamiento para la extracción de aceites, el residuo que se conoce como 

torta es utilizado en productos alimenticios como fuente de proteína para la 

elaboración de alimento animal (ganado y aves de corral). También la semilla de soja 

sirve para elaborar alimentos procesados como brote de soja, tofu, salsa y leche de 
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soja. Otras aplicaciones son materiales de construcción, velas, comida preventiva para 

osteosporosis, cáncer y diabetes. 

 

 

Fuente: Flora of China. http://www.efloras.org/object_page.aspx?object_id=116736&flora_id=2 

Figura 1.1 | Ilustración de Glycine max L. Merr (soja). 1. Raíces con nódulos, 2. Fruto, 
3. Flor, 4. Pétalo estandarte, 5.Ala, 6. Quilla, 7. Androceo, 8. Pistilo, 9. Cáliz. 10. 
Semilla (agrandada). 
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1.3. Origen y difusión en el mundo de la soja 

La soja es originaria de Asia, según Vavilov pertenece al centro de 

diversificación de especies N°3 (China y Japón). Comenzó a domesticarse en el norte 

y centro de China entre 1100 y 700 AC, luego se expandió a otros países de Asia 

como India, Nepal, Birmania, Tailandia, Indochina, Corea, Japón, Malasia, Indonesia y 

Filipinas antes del primer milenio DC (Smartt y Hymowitz,1985). Recién a partir de 

1880, Estados Unidos comenzó a cultivar la soja adquiriendo importancia como 

productor. Si bien inicialmente fue usada como forraje, luego en la década del 30 se 

priorizó la producción de grano. En Brasil fue introducida en 1882, pero su difusión se 

inició a principios del siglo XX y la producción comercial comenzó en la década del 40 

(Vernetti, 1983). 

 

1.4. Historia de la soja en Argentina 

La historia de la soja en la Argentina, al igual que en otros países como Brasil, 

que hoy aparecen como principales protagonistas del mercado mundial, está 

fuertemente condicionada por la evolución de la demanda externa de este producto. 

En estas dos naciones del Mercosur, pasó de ser una especie exótica a convertirse en 

el cultivo de mayor expansión en cuanto a superficie sembrada, volumen de 

producción en toneladas y nivel de exportación de sus derivados, puede decirse que 

se inicia a partir de los años 70 en consonancia con los cambios operados en dicho 

mercado.  

Las primeras plantaciones de soja en Argentina se remontan 1862, si bien en 

aquellos años no se encontró eco entre los productores agrícolas. En 1925, el Ministro 

de Agricultura Le Bretón, introdujo nuevos lotes de semillas de soja desde Europa y 

trató de difundir su cultivo, conocido en esa época entre los agrónomos del Ministerio 

como arveja peluda o soja híspida. Hacia 1956 en la Argentina aún no se conocían los 
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aspectos básicos del cultivo de la soja, y por ello se produjeron fracasos en la 

implantación que llevaron a considerarla cultivo “tabú”. La primera vez que Argentina 

exportó soja fue en 1962, a través del buque “Alabama”, que partió con 6.000 

toneladas con destino a Hamburgo (Alemania). La campaña 61/62 mostró el primer 

salto importante en la producción de esta oleaginosa, ya que la superficie sembrada se 

extendió más de 10 veces en relación a la campaña anterior, 1.014 ha a 10.260 ha 

(Martínez Dougnac, 2004). 

Durante la década del 60 confluyen una serie de factores y se crean 

condiciones favorables para el desarrollo del cultivo. En 1965 la situación planteada 

llevó al Ministerio de Agricultura y Ganadería, a través de la Junta Nacional de Granos, 

a fijar por primera vez un precio mínimo oficial para la semilla de soja. Esto ocurrió en 

un período de precios en relativo crecimiento, lo que generó condiciones favorables 

para su cultivo. Así al comenzar la década del 70, se inicia un período de expansión 

que irá orientando el cultivo hacia las más ricas tierras de la zona pampeana, aquellas 

tradicionalmente ocupadas por maíz (“donde se da bien el maíz se da bien la soja”), y 

modificando otra característica del período “experimental”: una mayor dispersión 

geográfica, con predominio de provincias extrapampeanas1. 

La década del 70 fue la más relevante, ya que en ésta ocurrió el despegue del 

cultivo en el país (30.470 ha sembradas, se cosecharon 26.800 tn con un rendimiento 

promedio de 1.031 kg ha-1). La campaña 76/77, en la que se cosecharon 1.400.000 tn 

(más del doble que en el año anterior), puede considerarse como el inicio del 

verdadero incremento del cultivo en Argentina, alcanzando en la última campaña 

2012/13, 20 millones de ha, con una producción de 49 millones de toneladas y un 

rendimiento de 2.500 kg ha-1, convirtiendo a la Argentina en el tercer productor y 

exportador mundial del grano (Figura 1.2 y Figura 1.3). Además Argentina lidera las 

exportaciones de aceite de soja a nivel mundial (Argentina: 4,2 millones tn, Brasil: 1,3 

                                                
1 A mediados de los 60 Misiones producía cerca de la mitad de la soja argentina.  
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millones tn, Unión Europea: 1 millón tn, Estados Unidos: 982 mil tn y Paraguay: 558 

mil tn) y también es el primer exportador de harina de soja (Argentina con 23,7 

millones tn, Brasil con 13,2 millones tn, Estados Unidos con 10,1 millones tn, India con 

4,3 millones tn, y Paraguay con 2,1 millones tn)2. 

 

 

Figura 1.2 | Evolución anual del cultivo de soja en Argentina: superficie sembrada y 
producción entre 1970 y 2013. Elaboración propia. Fuente: SAGPyA. Elaboración 
propia. 

 

El principal país comprador de la producción de esta oleaginosa es China, cuya 

demanda se ha mantenido estable durante los últimos 30 años, en donde además el 

consumo interno se incrementó exponencialmente, lo que llevó a un aumento de las 

importaciones. La principal utilización del grano de soja en China es para engorde de 

cerdos y pollos. 

                                                
2 Fuente: USDA. Campaña 2012/2013. http://apps.fas.usda.gov/psdonline/circulars/oilseeds.pdf 
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Figura 1.3 | Superficie sembrada, producción y exportación mundial de soja 
2012/2013. Elaboración propia. Fuente: USDA. 
 
 

1.5. Desarrollo 

1.5.1. Etapas de desarrollo  

Existen varias clasificaciones para identificar los distintos estados de desarrollo 

en soja, la más difundida es la escala desarrollada por Fehr et al. (1971), donde se 

describe los estadios fenológicos externos del cultivo de soja, distinguiéndose dos 

etapas principales; una que describe los estados vegetativos y la otra los reproductivos 

(Figura 1.4).  

Etapa vegetativa  

Los 2 primeros estados vegetativos se los identifican con letras.  

 VE - Emergencia - Se observa el hipocótile, en forma de arco, empujando al 

epicótile y a los cotiledones, haciéndolos emerger sobre la superficie del suelo.  

 VC - Etapa cotiledonar - El hipocótile se endereza, los cotiledones se 

despliegan totalmente y en el nudo inmediato superior los bordes de las hojas 

unifoliadas no se tocan.  
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A partir de aquí el resto de los estados vegetativos se los identifican con el 

número de nudos.  

 V1 - (1er nudo) - El par de hojas opuestas unifoliadas están expandidas 

totalmente, y en el nudo inmediato superior se observa que los bordes de cada 

uno de los foliolos de la 1er hoja trifoliada no se tocan.  

 V2 - (2do nudo) - La 1er hoja trifoliada está totalmente desplegada, y en el 

nudo inmediato superior los bordes de cada uno de los foliolos de la 2da hoja 

trifoliada no se están tocando.  

 Vn - (n: número de nudos) - La hoja trifoliada del nudo (n) está expandida 

totalmente, y en el nudo inmediato superior los bordes de cada uno de los 

foliolos no se tocan.  

 

Etapa reproductiva  

 R1 - Inicio de Floración - Se observa una flor abierta en cualquier nudo del 

tallo principal.  

 R2 - Floración completa - Se observa una flor abierta en uno de los nudos 

superiores del tallo principal con hojas totalmente desplegadas.  

 R3 - Inicio de formación de vainas - Una vaina de 5 milímetros de largo en 

uno de los 4 nudos superiores del tallo principal. Es común encontrar en un 

mismo momento vainas en desarrollo, flores marchitas, flores abiertas y yemas 

florales.  

 R4 - Vainas completamente desarrolladas - Una vaina de 2 cm en uno de los 

4 nudos superiores del tallo principal con hojas totalmente desplegadas. En 

esta etapa comienza el periodo crítico del cultivo; entre R4,5 y R5,5 es el 

momento más crítico, ya que ha finalizado la floración y cualquier situación de 

estrés: déficit hídrico, de nutrientes, defoliación por orugas, enfermedades 

foliares, ataque de chinches, granizo, etc., afectará el número final de vainas y 

de granos, provocando la reducción del rendimiento.  
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 R5 - Inicio de formación de semillas – En este estado se inicia el crecimiento 

rápido de la semilla, o llenado de granos y redistribución de nutrientes desde la 

planta a las semillas. A inicios de R5 el grado de desarrollo reproductivo varía 

desde flores recién abiertas a vainas conteniendo semillas de 8 mm de largo. 

En este estadio se producen las mayores tasas de fijación biológica de 

nitrógeno, que luego comienzan a caer abruptamente. 

 R6 - Semilla completamente desarrollada - Una vaina, en cualquiera de los 

cuatro nudos superiores del tallo principal, contiene una semilla verde que llena 

la cavidad de dicha vaina, con hojas totalmente desplegadas. En esta etapa 

termina el período crítico del cultivo. En este período se puede observar 

semillas de todos los tamaños y se alcanza el máximo peso de vainas. Las 

tasas de crecimiento de la semilla y de la planta entera aún son altas. Poco 

después de R6 comienza la senescencia, caracterizada por el amarillamiento 

de las hojas. 

 R7 - Inicio de maduración - Una vaina normal en cualquier nudo del tallo 

principal ha alcanzado su color de madurez. La semilla, en este momento, 

contiene el 60 % de humedad.  

 R8 - Maduración completa - El 95 % de las vainas de la planta han alcanzado 

el color de madurez.  

Luego de R8, se necesitan cinco a diez días de tiempo seco (baja humedad 

relativa ambiente), para que las semillas reduzcan su humedad por debajo del 

15%. 
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Fuente: 1999. McWilliams, D.A., D.R. Berglund, and G.J. Endres. Soybean Growth and 
Management Quick Guide, A-1174. North Dakota State U., U. of Minnesota. 

Figura 1.4 | Estados de desarrollo vegetativo y reproductivo de la soja. 

 

1.5.2. Factores que afectan el desarrollo 

El fotoperíodo y la temperatura son los dos factores más importantes que 

afectan el crecimiento y desarrollo del cultivo de soja. 

 

1.5.2.1. Fotoperíodo 

Las hojas son órganos de la planta en los que se sensa el estímulo 

fotoperiódico que inicia la transformación de los meristemas vegetativos en 

reproductivos. En general, los cultivares comerciales de soja pueden recibir el estímulo 

fotoperiódico cuando las hojas unifolioladas se encuentran totalmente expandidas y 

están desplegando la primera hoja trifoliolada (Wilkerson, et al., 1989). 

La soja es una especie de días cortos con respuesta cuantitativa (Cregan y 

Hartwig, 1984). Significa que cada cultivar tiene un fotoperíodo crítico, por debajo del 

cual el período de emergencia floración no ve incrementada su duración por efecto 

fotoperiódico. Con fotoperíodos más largos que el crítico, la tasa o velocidad en el 

desarrollo de los órganos reproductivos se vuelve más lenta y la floración se retrasa 
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(Thomas y Raper (Jr), 1983a). El control fotoperiódico en soja ocurre hasta 

prácticamente la madurez. 

El fotoperíodo varía con la latitud y con la época del año. En el ecuador (Lat. 

0°), el día y la noche tienen la misma duración, es decir de 12 horas cada uno. En los 

espacios geográficos alejados del Ecuador hacia los polos, los fotoperíodos se alargan 

en verano y se acortan en invierno. Los distintos genotipos de soja exhiben amplios 

rangos de sensibilidad fotoperiódica. Así se tiene desde cultivares insensibles al 

fotoperíodo, pasando por cultivares con fotoperíodos críticos altos, adaptados a 

latitudes altas (Inouye et al., 1979), que florecen con fotoperíodos muy largos, hasta 

genotipos adaptados a bajas latitudes que florecen con fotoperíodos más cortos y que 

poseen alta sensibilidad fotoperiódica. 

Entre estas respuestas fotoperiódicas externas existen situaciones intermedias, 

las que interactuando con las temperaturas permiten agrupar genotipos de similares 

exigencias fototérmicas. La clasificación más difundida es la originada en los EE.UU., 

que divide a los cultivares en grupos de madurez (GM), comenzando con el grupo 000, 

tolerante a las bajas temperaturas y prácticamente indiferente al fotoperíodo. En 

Argentina cada GM está adaptado a una franja latitudinal relativamente estrecha (200 

Km). En consecuencia existe un rango de GM adaptados a cada región que se 

comportarán como ciclo corto, medio o largo (Figura 1.5). Si se traslada el cultivar a 

una latitud más alta que la de su rango de adaptación, el fotoperíodo natural que 

encontrará será relativamente más largo, con lo cual se favorecerá el crecimiento 

vegetativo, pudiendo resultar excesivo, mientras que la fructificación y maduración se 

retrasarán, con riesgo de exponer al cultivo a heladas antes de la maduración. 

Contrariamente, llevar un cultivar a latitudes más bajas que las de su rango de 

adaptación lo expondrá a fotoperíodos relativamente más cortos, que anticiparán la 

inducción floral. La antesis y la maduración, dando como resultado plantas de menor 

tamaño. 



12 Capítulo 1 

 

 

En síntesis podemos decir que los cultivares de ciclo corto requieren mayor 

stand de plantas, mejor distribución del stand de plantas, suelo con menores 

limitaciones físico-químicas, mayor control de plagas y malezas. Se caracterizan por 

presentar menor vuelco, mayor rendimiento en condiciones de alta fertilidad y 

disponibilidad hídrica, mayor posibilidad de escape a algunos problemas sanitarios, 

menor calidad de semilla debido a la mayor temperatura ambiente durante la madurez, 

y desocupan antes el lote (Giorda y Baigorri, 1997). 

Los cultivares de ciclo medio en relación a los cultivares de ciclo corto, 

requirieren menor stand de plantas y suelo con mayores limitaciones físico-químicas, 

para reducir su desarrollo vegetativo. Se caracterizan por presentar mayor plasticidad 

en fecha de siembra y densidad de siembra aún con mismo hábito de crecimiento, 

mayor estabilidad de rendimiento, al retrasar su llenado de granos hacia un período 

con menor probabilidad de ocurrencia de estrés hídrico, mayor tolerancia a errores en 

el control de plagas y malezas, mayor tendencia al vuelco, especialmente en 

campañas con buena disponibilidad hídrica y en especial en fecha de siembra del mes 

de noviembre, mayor predisposición a ser afectados por la podredumbre húmeda del 

tallo, mejor calidad de semilla (Giorda y Baigorri, 1997). 

Los cultivares de ciclo largo en relación a los cultivares de ciclo corto y 

medio, requieren menor stand de plantas y suelo con mayores limitaciones físico-

químicas. Se caracterizan por presentar mayor susceptibilidad al vuelco. Son los 

cultivares que manifiestan esta característica en campañas con buena disponibilidad 

hídrica y en especial en fechas de siembra del mes de noviembre y principios del mes 

de diciembre, mayor tolerancia a errores en el control de plagas y malezas, mejor 

comportamiento en suelos con limitaciones físicas y/o químicas, mayor competencia 

con las malezas por su mayor crecimiento, mejor comportamiento ante deficiencias en 

el manejo del cultivo (Giorda y Baigorri, 1997). 
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1.5.2.2. Temperatura 

La temperatura es otro factor que incide sobre el desarrollo. Bajo períodos 

inductivos, los procesos se hacen más lentos, con temperaturas sub-óptimas y supra-

óptimas. Las temperaturas bajo las cuales el proceso es más rápido oscilan entre 26 y 

34°C diurnos, y entre 22 y 30°C nocturnos (Thomas y Raper (Jr), 1983b). 

Las bajas temperaturas provocan una reducción en el número de primordios 

reproductivos y su tasa de desarrollo, estimulándose el crecimiento vegetativo 

(Thomas y Raper (Jr), 1983b). 

 

1.5.2.3. Otros 

Otro factor que afecta al cultivo es el estrés hídrico, que reduce el número de 

estructuras reproductivas y modifica la tasa de desarrollo hasta antesis. La magnitud 

de este efecto varía con el momento, la extensión y la intensidad del estrés. 

La deficiencia de nutrientes, la humedad u otras condiciones de estrés en 

general alargan la duración de las etapas vegetativas y acortan la duración de las 

etapas reproductivas (Ritchie et al., 1985). 

 

Fuente: H. Baigorri, 1991 (adaptado de Remussi y 
Pascale, 1977). Guía práctica para el cultivo de la soja. 

Figura 1.5 | Fajas latitudinales de variedades de 
soja según su grupo de maduración. 
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1.6. Tipo de crecimiento 

Bernard (1972) describió tres hábitos de crecimiento (HC) del tallo principal y de 

iniciación floral: determinado, indeterminado y semideterminado, que están 

controlados genéticamente (Figura 1.6). 

En los cultivares de crecimiento determinado en el tallo principal se detiene la 

formación de nudos poco después de iniciada la floración, en consecuencia, su 

crecimiento en altura es limitado. Hasta ese momento las plantas han producido la 

mayor parte del crecimiento vegetativo, por lo que el tiempo de superposición del 

crecimiento vegetativo con el reproductivo es del orden del 20% del total del ciclo de 

vida de la planta (Egli et al., 1973; Egli et al., 1985; Foley et al., 1986). La mayor parte 

del crecimiento vegetativo entre la floración y la formación de vainas ocurre sobre las 

ramas. La floración comienza en la parte media del tallo principal y en menos de una 

semana alcanza el nudo terminal, que presenta numerosas flores. 

Los cultivares de crecimiento indeterminado, luego del comienzo de la 

floración continúan desarrollando nudos sobre el tallo principal y, en consecuencia, su 

altura puede ser considerablemente mayor que la de los cultivares determinados de la 

misma longitud de ciclo y fecha de floración. El número de nudos producidos después 

de la floración puede ser el doble o aún más, dependiendo esta cantidad 

fundamentalmente del GM del cultivar, la latitud y la fecha de siembra. Hacia el ápice, 

el tallo reduce su diámetro y el número de vainas por nudo. 

Después de la floración el crecimiento vegetativo continúa por varias semanas, 

existiendo una superposición con el reproductivo del 40% o más según las condiciones 

ambientales (Egli et al., 1973; Egli et al., 1985; Foley et al., 1986). En estos cultivares 

la floración comienza en la porción inferior del tallo principal y progresa en forma 

ascendente a medida que se produce el alargamiento de los entrenudos superiores, 

pudiendo presentar vainas totalmente desarrolladas en los nudos basales y vainas 

recién formadas en el ápice. 
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Los cultivares de crecimiento semideterminado forman después de la 

floración un número de nudos intermedio entre los de hábito de crecimiento 

determinado e indeterminado, presentando al igual que los cultivares determinados un 

racimo terminal. 

En el mejoramiento genético del cultivo se han seleccionado, generalmente, 

cultivares con hábito de crecimiento indeterminado en los GM 000 al IV y cultivares 

con hábito de crecimiento determinado en los GM V al X. 

 

 

Fuente: Giorda y Baigorri, 1997. INTA 

Figura 1.6 | Hábitos de crecimiento de la soja. 

 

1.7. Importancia del nitrógeno en los ecosistemas. Ciclo 

biogeoquímico 

La atmósfera contiene casi un 80% de N en forma gaseosa esto es N2, y aun 

cuando el N es clave para el crecimiento de las plantas, en este estado no puede ser 

utilizado por la mayoría de los seres vivos (a excepción de algunas bacterias), debido 

al fuerte triple enlace que une sus átomos.  
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El ciclo biogeoquímico del nitrógeno (Figura 1.7) incluye todos aquellos 

procesos bióticos y abióticos implicados en el equilibrio dinámico de este elemento en 

la biosfera, propiciando su biodisponibilidad en formas químicas asimilables para los 

seres vivos. En el ciclo del nitrógeno en el suelo, los procesos de asimilación, 

amonificación y nitrificación generan amonio (NH4
+) y nitrato (NO3

-), sustancias que 

son solubles en agua y por lo tanto son lavadas, principalmente el NO3
-
, por la 

escorrentía y la infiltración -,. Los procesos de fijación de nitrógeno atmosférico y 

desnitrificación completan y equilibran el ciclo, de manera que la atmósfera constituye 

un depósito de nitrógeno importante.  

 

1.7.1. Procesos implicados en el ciclo del nitrógeno en los sistemas 

terrestres  

Fijación 

 Las entradas de nitrógeno mineral al suelo se producen desde la atmósfera a 

través del agua de la lluvia, en forma de amonio o de óxidos de nitrógeno disueltos, o 

también a través de la fijación por parte de bacterias que en forma libre o en simbiosis 

como la que establecen los rizobios con plantas leguminosas y cianobacterias, que 

usan el N2 del aire y lo convierten en amonio (Figura 1.7). La fijación simbiótica del 

nitrógeno supone la entrada de nitrógeno más importante para los ecosistemas 

terrestres (Tamm, 1991). Eventos de alta energía natural (relámpagos, los fuegos 

forestales, flujos de lava) pueden oxidar también el nitrógeno atmosférico. Las 

emisiones de óxidos de nitrógeno procedentes del uso de combustibles fósiles 

constituyen otra fuente potencial de fijación de nitrógeno atmosférico.  

Asimilación  

El N del suelo como amonio y/o nitrato pueden ser absorbido por las plantas, 

incorporándose, de este modo, a la materia orgánica. La mayor parte del nitrógeno 

mineral del suelo se encuentra en forma de nitrato, que es la forma más oxidada de 
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nitrógeno y, también, la más comúnmente asimilada por los vegetales. La otra forma 

de N en el suelo es el NH4
+. La asimilación de estas dos formas es diferencial, ya que 

el ión nitrato se encuentra disuelto en la solución del suelo, mientras que gran parte 

del ión amonio se adsorbe a las superficies de las arcillas (Pacheco et al., 2002). El 

dominio en el suelo de coloides cargados negativamente que ocupan los espacio 

interlaminares de los minerales de la arcilla propicia la adsorción del ión amonio, 

reduciendo su movilidad en el suelo.  

Amonificación 

La mineralización del N orgánico del suelo consiste en la descomposición de la 

materia orgánica que provoca la actividad de las bacterias y hongos del suelo que 

cuyo resultado es la generación de amonio, estado de oxidación en el que el N vuelve 

a estar disponible para la nutrición de los organismos vegetales y algunos tipos de 

bacterias (Keeney y Walsh, 1972). Este proceso es importante, por cuanto la mayor 

parte del nitrógeno presente en el suelo está formando parte de la materia orgánica 

(alrededor del 90%) (Pacheco et al., 2002), integrado a la biomasa viva o a la materia 

orgánica detrítica (restos orgánicos de las plantas, excrementos animales y humus).  

Nitrificación 

El amonio presente en el suelo sufre dos procesos sucesivos de oxidación 

como resultado de la actividad de ciertos grupos de bacterias que actúan en 

condiciones aerobias: bacterias del género Nitrosomonas, que oxidan el NH4
+ a nitrito 

(NO2
-), y bacterias del género Nitrobacter, que oxidan el NO2

- a nitrato (NO3
-), en un 

proceso denominado nitrificación (Sharma y Ahlert, 1977; Watson et al., 1981; 

Schmidt, 1982; Wetzel, 2001). Este proceso requiere la presencia de oxígeno y ocurre 

rápidamente a temperaturas entre 15 y 30ºC y pH entre 6.5 y 7.5 (Keeney y Walsh, 

1972). Otros factores que regulan la nitrificación son la concentración de amonio, la 

concentración de dióxido de carbono, la relación C:N y el potencial redox del suelo.  

 

 



18 Capítulo 1 

 

 

Desnitrificación 

Es el proceso que tiene lugar por la acción de bacterias reductoras (anaerobias 

facultativas) como algunas bacterias del género Pseudomonas, que bajo condiciones 

anaeróbicas (suelos encharcados) transforman el nitrógeno mineral del suelo en N2 

(Tiedje et al., 1984; Austin, 1988; Stumm y Morgan, 1996; Wetzel, 2001; Pacheco et 

al., 2002; Paerl et al., 2002) y, en menor medida, en óxidos nitrosos. La desnitrificación 

se produce cuando las concentraciones de carbono soluble en el suelo son mayores 

que 2 mg l-1 y la de oxígeno disuelto menores de 2 mg l-1 (Thomasson et al., 1991). 

Este proceso se ve favorecido a temperaturas de 25 ºC o superiores, pH entre 6 y 8, 

bajo drenaje del suelo y existencia de altas concentraciones de compuestos orgánicos 

que actúen como donadores de electrones (Tiedje et al., 1984; Postma et al., 1991; 

Korom, 1992). 

Volatilización 

Es el proceso por el cual el nitrógeno mineral en forma de ión amonio (NH4
+) de 

la superficie del suelo pasa a la atmósfera en forma de amoniaco (NH3). Está regulado 

fundamentalmente por el pH del suelo, al influir en la ecuación de equilibrio entre el 

amonio y el amoniaco (Russo, 1985). Las condiciones de alcalinidad elevada en el 

suelo conducen a que una mayor proporción de N se encuentre como NH4
+ en el 

suelo. Otros factores implicados son la capacidad de intercambio catiónico, el 

contenido en materia orgánica, la textura del suelo y la temperatura. 

Lixiviación 

Es el proceso por el cual el nitrógeno inorgánico es arrastrado por el agua de 

infiltración del suelo hacia los horizontes más profundos del mismo y, finalmente, hacia 

los acuíferos subyacentes. Las pérdidas por este proceso ocurren, normalmente, en 

forma de nitrato ya que este compuesto no forma asociaciones estables con las 

partículas edáficas. El amonio, por el contrario, puede ser atraído por las partículas del 

suelo cargadas negativamente, como la arcilla y la materia orgánica particulada, y de 

esta forma es resistente a la percolación (Pacheco et al., 2002). 
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El riesgo de lixiviación de nitrógeno en condiciones naturales se ve limitado por 

la escasez de nitrógeno mineral en los suelos y el equilibrio existente entre su 

biodisponibilidad y la absorción de las plantas. Sin embargo, el impacto de las 

actividades humanas ha modificado el ciclo del nitrógeno, con un mayor aporte de 

nitrógeno mineral y orgánico al suelo (uso de fertilizantes), un incremento del 

contenido de compuestos nitrogenados reactivos en la atmósfera, susceptibles de ser 

fijados y un mayor riesgo de lavado por las prácticas de riego. Entre todas las 

actividades de origen antrópico, la aplicación de fertilizantes agrícolas constituye la 

mayor alteración del ciclo del nitrógeno a escala global (Townsend et al., 2003). 

 

 

 

Figura 1.7 | Ciclo del nitrógeno. Fuente: Rowell (1996). 
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1.8. Fijación Biológica de Nitrógeno rizobio-leguminosas 

Los rizobios son bacterias del suelo capaces de formar nódulos y establecer 

simbiosis con las raíces o tallos de plantas leguminosas. Durante el proceso 

simbiótico, los rizobios reducen el nitrógeno atmosférico en una forma directamente 

asimilable por las plantas (amonio). 

Este tipo de interacción es una de las relaciones mutualistas mas estudiada y 

de mayor importancia en el mundo por la cantidad de N que aporta a los ecosistemas 

naturales y agrícolas, aporte que puede alcanzar a 150 kg N ha-1 año-1 en el suelo, 

cantidad que es superior a lo aportado por los fertilizantes, pero adicionalmente no 

provocan alteraciones ambientales (Labandera, 2007). 

 

1.8.1. Taxonomía de rizobios 

La taxonomía de rizobios esta basada en aproximaciones polifásicas (Graham 

et al., 1991), es decir, incluye características morfológicas y bioquímicas, perfiles 

genéticos (“fingerprint”) (Versalovic et al., 1994), análisis de metil éster de ácidos 

grasos (FAME) (Jarvis y Tighe, 1994; Tighe et al., 2000) y análisis de secuencias del 

gen 16S rRNA (Laguerre et al., 1994; Ludwig et al., 1998). Estudios recientes han 

mostrado la existencia de una gran diversidad de bacterias fijadoras de nitrógeno 

aisladas de diferentes leguminosas. A la fecha, se describen más de 98 especies 

pertenecenientes a 14 géneros de - y -proteobacteria que se han descripto como 

rizobios. Estos son: Rhizobium, Mezorhizobium, Ensifer (antes Sinorhizobium), 

Bradyrhizobium, Phyllobacterium, Microvirga, Azorhizobium, Ocrhobactrum, 

Methylobacterium, Devosia, Shinella (Clase α-proteobacteria), Burkholderia, 

Cupriavidus (antes Ralstonia) (Clase -proteobacteria) y algunas -proteobacteria, 

forman el conjunto de bacterias conocidas como simbiontes de leguminosas (Berrada 

y Fikri-Benbrahim, 2014). 
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La fijación simbiótica de nitrógeno puede suministrar todo o parte del N que 

requiere la leguminosa para su desarrollo (Racca y Collino, 2005; Moreno, 2010). La 

asociación entre rizobios y leguminosas es específica y depende de las interacciones 

moleculares que ocurren en las etapas iniciales de la formación de los nódulos 

(Debellé et al., 2001); en general cada rizobio coloniza un tipo de leguminosa. 

En el caso de la soja, cultivo muy importante a nivel mundial que es usado 

principalmente como fuente de proteína y biocombustibles, es una leguminosa que 

forma nódulos luego de interaccionar con rizobios específicos. Los principales rizobios 

noduladores de soja son Bradyrhizobium japonicum (Jordan, 1982) Bradyrhizobium 

elkani (Kuykendall et al., 1992), y Sinorhizobium (Ensifer) fredii (Chen et al., 1988). 

Además Bradyrhizobium liaoningense (Xu et al., 1995), Sinorhizobium xinjiangense 

(Chen et al., 1988), y Mesorhizobium tianshanense (Jarvis et al., 1997) han sido 

clasificados también como rizobios noduladores de soja. 

 

1.8.2.  Descripción del género Bradyrhizobium  

La clasificación taxonómica permaneció inalterada hasta principios de 1980, 

cuando la taxonomía numérica consideraba patrones morfológicos, fisiológicos y 

genéticos posicionando algunas cepas de rizobios en un nuevo género, 

Bradyrhizobium, con una especie única definida B. japonicum (Jordan, 1982). 

Las bacterias del género Bradyrhizobium incluyen bacterias de crecimiento 

lento (Jordan, 1982) que tienen un tiempo generacional de 10, 12 h. Son bacilos con 

un solo flagelo polar o subpolar. Las colonias no exceden 1 mm de diámetro en medio 

YMA después de 5-10 días de incubación a 28°C (Vincent, 1970). Estas bacterias 

simbióticas usan como fuente de carbono azúcares y ácidos orgánicos pero prefieren 

las pentosas y cuando se cultivan en medios ricos producen y exudan polisacáridos 

que le dan una apariencia mucosa brillante a las colonias. 



22 Capítulo 1 

 

 

La diversidad creciente que se detectó entre cepas de Bradyrhizobium hizo que 

se crearan nuevas especies, lo que se vio acompañado del desarrollo de técnicas 

moleculares que contribuyeron a identificar la alta diversidad entre cepas de 

Bradyrhizobium aisladas en un amplio rango de leguminosas (por ej.: Germano et al., 

2006; Menna et al., 2006; Menna et al., 2009). 

La secuenciación del 16S rRNA se ha vuelto un método alternativo para trazar 

filogenias bacterianas (Woese, 1987; Weisburg, et al., 1991; Garrity et al., 2002), pero 

en varios géneros incluyendo Bradyrhizbium, la variabilidad en el 16S rDNA es a 

menudo bajo y puede no reflejar la diversidad detectada por otros parámetros morfo-

fisiológicos y genéticos (por ej.: Vinuesa et al., 1998; van Berkum y Fuhrmann, 2000; 

Willems et al., 2001; Germano et al., 2006; Menna et al., 2009). Para detectar una 

mayor diversidad, otros genes ribosomales o regiones han sido elegidas, como el 23S 

rDNA y la región intergénica transcripta entre el 16S-23S rDNA (ITS), ya que ellos 

evolucionan a una tasa más rápida que el 16S rDNA, sumando información al análisis 

(por ej.: Tesfaye y Holl, 1998; Vinuesa et al., 1998; van Berkum y Fuhrmann, 2000; 

Willems et al., 2001; Menna et al., 2009). Sin embargo la proximidad de los genes 

ribosomales puede no indicar adecuadamente la filogenia correcta en el caso de la 

transferencia horizontal de genes (van Berkum et al., 2003). Así se han descripto hasta 

la fecha 23 especies dentro del género Bradyrhizobium3.  

El método de análisis de secuencia multilocus (MLSA) es cada vez más usado 

para estudios de filogenia y taxonomía. El método consiste en el análisis de varios 

genes conservados (“housekeeping genes”) dispersos en al menos 100 Kb del 

genoma (Brett et al., 1998; Maiden et al., 1998; Godoy et al., 2003; Cooper y Feil, 

2004). De esta manera con el analisis MLSA se han definido con éxito diversos grupos 

filogenéticos de rizobios (Moulin et al., 2004; Menna et al., 2009; Ribeiro et al., 2009; 

Delamuta et al., 2012). 
                                                
3 http://www.dsmz.de/bacterial-diversity/prokaryotic-nomenclature-up-to-date/prokariotic-

nomenclature-up-to-date.html 

http://www.dsmz.de/bacterial-diversity/prokaryotic-nomenclature-up-to-date/prokariotic-nomenclature-up-to-date.html
http://www.dsmz.de/bacterial-diversity/prokaryotic-nomenclature-up-to-date/prokariotic-nomenclature-up-to-date.html
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Como se dijo anteriormente, dentro de este género las tres especies simbiontes 

más representativas que nodulan Glycine max son: Bradyrhizobium japonicum 

(Jordan, 1982), B. elkanii (Kuykendall et al., 1992) y B. liaoningense (Xu et al., 1995). 

B. japonicum y B. elkanii son las especies más ampliamente utilizadas como 

inoculantes comerciales para incrementar los rendimientos de los cultivos (Figura 1.8). 

Otras especies nodulan otras leguminosas, algunos ejemplos son una 

nodulante de Lespedeza cuneata [Bradyrhizobium yuanmingense (Yao et al., 2002)], 

otra de arbustos de las tribus Genisteae y Loteae [Bradyrhizobium canariense 

(Vinuesa et al., 2005a)], Bradyrhizobium betae endófito de remolacha (Beta vulgaris L.) 

(Rivas et al., 2004) y dos especies que nodulan Pachyrhizus erosus (Bradyrhizobium 

pachyrhizi y B. jicamae) (Ramırez-Bahena et al., 2009). Algunos bradyrizobios 

fotosintéticos fueron también reportados como endófitos de arroz silvestre africano 

(Chaintreuil et al., 2000). 

 

 

 

Figura 1.8 | Colonias de Bradyrhizobium japonicum cepa 
E109 en medio agarizado YEM con rojo congo (Vincent, 
1970). Colonias de 7 días de crecimiento. Arriba se puede 
observar detalle de las colonias. 
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1.8.3. Infección y nodulación 

El establecimiento de la simbiosis entre el rhizobio y la leguminosa es el 

resultado de tres eventos principales: i) infección que sufren las células del 

hospedante por el microsimbionte; ii) la organogénesis del nódulo; y iii) el proceso de 

fijación de N2: Los primeros dos ocurren simultánemente, mientras que la fijación de N2 

ocurre luego de que se completó la organogénesis del nódulo (Figura 1.9). 

La simbiosis es un proceso que se inicia con un diálogo químico cuando 

interaccionan el rizobio y la leguminosa hospedadora. Las raíces de las plantas 

secretan compuestos fenólicos, conocidos como flavonoides que son reconocidos por 

la proteína sensora bacteriana NodD, lo que activa la transcripción de los operones de 

nodulación (genes nod, nol o noe). Los genes de nodulación codifican enzimas 

involucradas en la síntesis de moléculas señales lipoquitooligosacáridos (LCOs) 

bacterianos conocidas como factores Nod. Estas consisten en un esqueleto 

oligomérico de quitina acetilada con varias sustituciones en los residuos terminales o 

no terminales no reductores. Cada especie de rizobio posee un conjunto de genes de 

nodulación, algunos de los cuales (nodABCIJ) son comunes a los rizobios en general, 

cumplen en diversas especies bacterianas la misma función. Las proteínas NodA, 

NodB y NodC cumplen roles claves en la síntesis del esqueleto del LCO, mientras que 

NodIJ están involucrados en su secreción. Este esqueleto es luego “decorado” por 

sustituciones químicas, las cuales determinan la especificidad de la interacción con la 

leguminosa hospedadora, estas modificaciones son llevadas a cabo por proteínas 

codificadas por los genes de especificidad, los que muchas veces son alélicos. Las 

plantas hospedantes por otro lado presentan receptores específicos de los factores 

Nod de sus pares simbióticos compatibles, un sistema fundamental molecular de tipo 

“llave-cerradura” para la especificidad por el hospedante en la simbiosis Rhizobium-

leguminosa (Spaink, 1994; Schultze y Kondorosi, 1995; Dénarié et al., 1996; Long, 



Capítulo 1  25 

 

 

1996; Mergaert et al., 1997; Downie, 1998; Broughton et al., 2000; Kobayashi y 

Broughton, 2008). 

El reconocimiento de los factores Nod por los receptores de las plantas abre la 

puerta para el comienzo de la infección. Por ejemplo los genes cuyo producto son 

NFR1/NFR5 son genes situados en la cima de la cascada y mutaciones en estos 

genes han mostrado falta de respuesta al factor Nod, éste codifica para un complejo 

receptor transmembrana con actividad kinasa. Se piensa que una parte específica de 

las proteínas kinasa se une al esqueleto N-acetilglucosamina del factor Nod e inicia el 

proceso de nodulación (Indrasumunar et al., 2010; 2011, Hayashi et al., 2012). Luego, 

los reconocimientos conducen a la ocurrencia de fenómenos de transformaciones 

morfológicas y fisiológicas, los pelos radiculares se curvan y los niveles de calcio 

intracelular en la cadena de transducción de señales son alterados (Oldroyd y Downie, 

2008). De esta manera una bacteria asociada a la superficie del pelo radicular puede 

quedar atrapada al curvarse el mismo, se genera por invaginación de la membrana de 

las células del hospedante un canal que es el hilo de infección. Éste guía al rizobio 

dentro de los tejidos de la planta y los conduce hacia lo que será el centro fisiológico 

de la fijación de nitrógeno. Al mismo tiempo, los factores Nod activan a las células 

corticales opuestas al sitio de infección, generando su desdiferenciación y división, y la 

formación del primordio del nódulo. Dependiendo de la planta hospedante, el primordio 

se origina en la corteza interna (para nódulos indeterminados) o en la corteza 

media/externa (para nódulos determinados) que es el caso de la soja. Cuando el hilo 

de infección alcanza las células del primordio, las bacterias son liberadas dentro de 

sus citoplasmas, sitio en el cual las bacterias modifican su morfología motivo por el 

cual toman el nombre de “bacteroides”. Una vez que el primordio generó un número 

importante de nuevas células, gran parte de éstas son infectadas por las bacterias que 

llegan por los hilos infectivos. Las bacterias en el interior de las células se rodean de 

una membrana y forman el simbiosoma que es la unidad funcional de fijación de N. El 

simbiosoma desplaza hacia los costados al citoplasma y organelas de las células 
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infectadas, estas por otro lado están acompañadas en el nódulos por células no 

infectadas que es donde se metaboliza el N fijado (Maunoury et al., 2008) (Figura 1.9). 

En los nódulos indeterminados, la actividad de división celular es mantenida en 

la región distal del primordio, el cual genera un meristema apical activo durante toda la 

vida del nódulo. La producción de nuevas células meristemáticas es compensada por 

la salida del mismo número de células del ciclo de división celular. A medida que los 

pelos de infección proliferan debajo del meristema y se introducen en estas células 

post-mitóticas, el proceso de infección y diferenciación de las células simbióticas 

ocurre permanentemente en la región apical del nódulo. La diferenciación de las 

células infectadas da lugar a una renovación continua del pool de células fijadoras de 

nitrógeno. Al mismo tiempo, las células fijadoras viejas pierden actividad y entran en 

senescencia. El crecimiento del nódulo indeterminado resulta del incremento constante 

del número celular y en el agrandamiento de las células infectadas. Este tipo de 

nódulos es mas frecuente en leguminosas de climas templados, como la alfalfa o la 

vicia que desarrollan nódulos en simbiosis con Sinorhizobium meliloti o Rizobium 

leguminosarum bvar viciae, respectivamente. El escenario es diferente para los 

nódulos determinados, en el primordio del nódulo, toda división celular cesa 

rápidamente y si bien también se forma un meristema, éste se mantiene activo por un 

período de tiempo corto por ello; el número de células en los nódulos jóvenes y viejos 

es el mismo. En las células infectadas, la bacteria se divide repetidamente y las 

células del hospedante se agrandan para hospedarlas. La fijación de N2 comienza 

sincronizadamente en todas las células infectadas, antes que el agrandamiento celular 

se haya completado. El crecimiento de los nódulos determinados es principalmente 

dependiente de la multiplicación temprana ocurrida y del agrandamiento de las células 

infectadas. Cuando la diferenciación celular finaliza, el crecimiento se detiene, todo 

este proceso resulta en la generación de nódulos esféricos conteniendo una sola zona 

homogénea central de fijación de N2. La fijación de nitrógeno ocurre durante un 

período de tiempo debido a que no se renuevan las células en donde se fija el 
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nitrógeno; la vida del nódulo finaliza con la senescencia en forma radial que ocurre 

desde el centro hacia afuera. Las células de la planta se desintegran, y liberan los 

bacteroides los que en muchos casos revierten a la forma de bacilo con la que se los 

encuentra en los suelos. Este tipo de nódulos es más frecuente en especies de 

leguminosas “tropicales” como la soja (Maunoury et al., 2008). 

Dentro del nódulo la fisiología de la bacteria cambia notablemente. Ocurre un 

proceso de diferenciación en el que se expresan los genes que codifican las proteínas 

que conforman la maquinaria de fijación biológica de nitrógeno. Entre ellas, la más 

importante es la nitrogenasa, que es la enzima que transforma el nitrógeno 

atmosférico en amonio.  

  

 

Fuente: Campbell y Reece (2007) 

Figura 1.9 | Desarrollo del nódulo radicular. 1. La raíz exuda flavonoides que atraen a 
los rizobios. La bacateria emite señales que estimulan el alargamiento de los pelos 
radiculares que forman un hilo de infección por invaginación de la membrana 
plasmática. 2. Las bacterias penetran en la corteza dentro del tubo de infección. Las 
células de la corteza y del periciclo comienzan a dividirse, el hilo de infección se 
ramifica y las vesículas que contienen bacterias forman brotes en las células 
corticales. Mediante este proceso se forman los bacteroides. 3. El crecimiento continúa 
en la región afectada de la corteza y el periciclo y estas dos masas de células en 
división se fusionan y forman el nódulo. 4. El nódulo desarrolla tejido vascular que le 
suministra nutrientes y transporta compuestos nitrogenados hacia el cilindro vascular 
para su distribución en toda la planta. 
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1.8.4. Fijación biológica de nitrógeno.  

1.8.4.1. Nitrogenasa 

Dentro del nódulo, los bacteroides comienzan con el proceso de fijación 

biológica de N2 a NH4
+, el cual es catalizado por la enzima nitrogenasa (Mylona et al., 

1995). Este complejo enzimático rompe la triple ligadura del N2 atmosférico que es 

reducido a NH4
+ en condiciones de temperatura y presión normales utilizando la 

energía metabólica del ATP (Becana y Bedmar, 1991). El complejo enzimático está 

formado por 2 metaloproteínas, es sintetizado como resultado de la expresión de los 

genes nif los cuales están altamente conservados en secuencia y estructura en los 

organismos fijadores de nitrógeno (Dean y Jacobsen, 1992).  

La nitrogenasa reductasa o Fe-proteína (complejo II), es la más pequeña de los 

dos componentes y está formada por un dímero 2 de 62 kDa codificado por el gen 

nifH. Tiene cuatro centros Fe-S que participan en las reacciones redox implicadas en 

la conversión del nitrógeno a amonio. La dinitrogenasa, o Fe-Mo-proteína (complejo I), 

es de mayor tamaño, es un tetramero 22 de 240 kDa codificado por los genes nifD y 

nifK. Cada una de estas subunidades tiene dos centros Mo-Fe-S y un número variable 

de centros Fe-S. El mecanismo comienza cuando los donadores de electrones como 

la ferredoxina o flavodoxina reduce la Fe-proteína, que a su vez reduce a la Fe-Mo-

proteína, ésta utiliza estos electrones para reducir el N2 a NH4
+. La transferencia de 

electrones desde el componente reductasa al componente nitrogenasa está acoplada 

a la hidrólisis de ATP por parte de la reductasa. Este proceso tiene una demanda 

energética muy alta, necesitándose, si el proceso fuese 100% eficiente, 16 moléculas 

de ATP por cada molécula diatómica de nitrógeno atmosférico asimilado (Figura 1.10). 

La siguiente ecuación muestra la conversión del N2 atmosférico a amonio (Taiz y 

Zeiger, 2010): 

 

N2 + 8H+ + 8e- +16Mg-ATP                             2NH4
+ + H2 + 16Mg-ADP + 16ADP + 16Pi 
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La nitrogenasa se encuentra en el citoplasma del bacteroide. La 

leghemoglobina es una de las proteínas mas abundantes en los nódulos de las 

leguminosas fijadoras. Estas se encuentran en el citoplasma y sus funciones son 

proveer una adecuada demanda de oxígeno para que ocurra la respiración del 

bacteroide que es una fuente de energía y proteger a la nitrogenasa sensible a las 

tensiones de oxígeno (Lee et al., 1983).  

Una vez reducido, el nitrógeno puede atravesar membranas por difusión y ser 

asimilado por la planta o bien ser transaminado por el bacteroide a esqueletos 

carbonados; el metabolismo de carboxilatos es muy importante en la simbiosis y se ha 

observado un importante flujo de ácidos di o tri-carboxílicos hacia el bacteroide 

(Lodwig et al., 2003). 

 

Figura 1.10 | Esquema del mecanismo de acción delcomplejo 
enzimático nitrogenasa. La ferredoxina reduce la Fe-proteína. 
Unión e hidrólisis de ATP a la Fe-proteína provocando un cambio 
conformacional en dicha proteína que facilita las reacciones redox. 
La Fe-proteína reduce la FeMo-proteína y esta reduce el N2. 
Fuente: Taiz y Zeiger, 2010. 
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1.9. Genética de la nodulación en el hospedante 

La formación del nódulo es el resultado de la expresión de genes específicos. 

En la leguminosa hospedante han sido estudiados genes involucrados en el proceso 

de infección y la nodulación. Las plantas modelos más utilizadas para estos estudios 

han sido Lotus japonicus y Medicado truncatula, de las cuales se han obtenido 

mutantes deficientes en alguno de los procesos iniciales de la nodulación (curvamiento 

del pelo radicular, formación del hilo de infección, formación del primordio nodular). 

Además se han desarrollado mapas genéticos y físicos de estas dos leguminosas. El 

primer gen de leguminosa asociado a la nodulación clonado en L. japonicus fue el gen 

nin-1 (non nodulating mutant), que codifica un factor de transcripción que regula la 

expresión génica durante la formación del hilo de infección (Schauser et al., 1999). Los 

genes que codifican los receptores de la planta responsables del sensado del factor 

Nod fueron clonados en L. japonicus, LjNFR1 y LjNFR5 (nod-factor receptor) y en M. 

truncatula MtLYK3 y MtLYK4 (lysine motif-receptor-like kinase) (Madsen et al., 2003; 

Radutoiu et al., 2003; Limpens et al., 2003). Los genes que son activados 

inmediatamente después de la interacción con el factor Nod, denominados DM1, DM2 

y DM3 (doesn’t make infections) y NSP1 y NSP2 (nodulation signal pathway), también 

fueron aislados en mutantes de M. truncatula (Catoira et al., 2000). Estos genes 

forman parte de la vía de transducción de señales asociada a la expresión de otros 

genes involucrados en la formación del nódulo. 

En soja, estudios con mutantes que presentaban alteraciones en los patrones 

de nodulación (número y distribución de nódulos en las raíces), denominados 

supernodulantes condujeron al clonado del gen nark (nodule autoregulation receptor 

kinase), que codifica una proteína receptora del tipo kinasa. Estas proteínas 

receptoras poseen un dominio extracelular rico en leucina y un dominio kinasa 

citoplasmático, siendo algunas de sus funciones la recepción de hormonas, sensores 

involucradotes en la respuesta frente a hongos y activación del desarrollo de la parte 
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aérea de la planta y de los meristemas florales y apicales (Searle et al., 2003). Un gen 

ortólogo fue clonado en L. japonicus denominado har1 (hypernodulation aberrant root) 

(Nishimura et al., 2002). Gmnark y Ljhar1 definieron el mismo gen y encontraron que 

está involucrado en el control de la proliferación celular del meristema nodular y por lo 

tanto en la autorregulación de la nodulación, a través de la señalización entre las hojas 

y la raíz. Se propuso un modelo para el control de la nodulación que considera un 

mecanismo de autorregulación donde los primordios nodulares, que comienzan a 

formarse poco después del sensado del factor Nod, producen una señal que es 

percibida en las hojas, que a su vez producen otra señal, que actúa como inhibidor del 

desarrollo de nuevos nódulos (Gresshoff, 2003). 

Los genes de la planta cuya expresión es inducida por el factor Nod, son 

denominadas nodulinas, porque codifican proteínas requeridas para el desarrollo de 

los nódulos y el mantenimiento de la fijación biológica de nitrógeno (FBN). De acuerdo 

al patrón de expresión, las nodulinas se agrupan en tempranas y tardías. Las 

nodulinas tempranas son las que se expresan inmediatamente después que el rizobio 

interactuó con la planta y están involucradas fundamentalmente en la formación de la 

estructura nodular (división de las células de la corteza, síntesis del cordón de 

infección). Las nodulinas tardías se expresan en los nódulos cuando ya se han 

formado y están involucrados en el metabolismo y en el mantenimiento o senescencia 

de los nódulos (Stougaard, 2000). 

Muchas nodulinas tempranas son proteínas de la pared celular, es decir que 

forman parte de la constitución bioquímica de la pared durante la infección y el 

desarrollo del nódulo. Ejemplos incluyen proteínas ricas en prolina, Enod2, Enod5, 

Enod10, Enod11, Enod12, PRP4, así como extensinas y proteínas ricas en glicina 

GRPs) (Schultze y Kondorosi, 1998). 

La nodulina tardía más abundante en los nódulos activos es la leghemoglobina, 

esta regula la tensión de O2 en el nódulo. Otras nodulinas tardías, como la glutamina 

sintetasa (GS) y la glutamato sintetasa (GOGAT), actúan en la asimiliación del 
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nitrógeno fijado (NH3), produciendo glutamina y glutamato, respectivamente. Esos dos 

compuestos nitrogenados son utilizados en la síntesis de amidas y ureídos, que son 

exportados a otros órganos de la planta. Muchas leguminosas de clima templado, que 

pertenecen a géneros como Lupinus, Medicago, Pisum, Trifolium y Vicia exportan el N 

fijado como asparagina y/o glutamina. Mientras que las leguminosas de clima tropical 

que incluyen géneros como Glycine, Phaseolus y Vigna, exportan el nitrógeno fijado 

principalmente como ureídos, incluyendo alantoína y ácido alantoico (Tajima et al., 

2004). 

La construcción del banco de datos de ESTs (Expressed Sequence Tags) y el 

uso de técnicas de expresión génica como microarreglos de cDNA condujo a la 

identificación de patrones globales de expresión génica durante los procesos 

específicos del desarrollo de las plantas. ESTs específicos de nódulos fueron 

identificados en M. truncatula y L. japonicus (Fedorova et al., 2002; Journet et al., 

2002). El empleo de ESTs en el estudio de la simbiosis en soja permitió identificar 

genes que se expresan diferencialmente durante la formación de nódulos. Lee et al. 

(2004) identificaron 3264 ESTs que se expresan exclusivamente en las células de los 

nódulos de soja, incluyendo genes del metabolismo de C, de N, de vitaminas y de 

cofactores, del metabolismo secundario, del control del ciclo celular y de la expresión 

de nodulinas conocidas. Jeong et al. (2006) realizaron un screening en los bancos de 

datos de EST de soja para identificar genes específicos de los nódulos a través de los 

perfiles de análisis de expresión in silico. Ellos identificaron 156 ESTs que se expresan 

exclusivamente en los nódulos de soja y mapearon dos nodulinas: GmPGN 

(poligalactouronasa específica de nódulo) y GmEKN (E-ácido glutámico, K-lisina, N-

nodulina) en los grupos de ligamiento B1 y A2, respectivamente. 

Estudios de expresión génica globales permiten la identificación de genes que 

son inducidos o reprimidos en una condición experimental dada como en diferentes 

estadios del desarrollo de los nódulos, permitiendo proponer posibles funciones para 

estos genes de acuerdo con las informaciones disponibles en los bancos de datos 
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públicos entre los cuales se encuentran el NCBI (National Center for Biotechnology 

Information). A esto hay que sumarle el banco de datos del genoma de soja (Schmutz 

et al., 2010) recientemente secuenciado disponible en 

http://www.phytozome.net/soybean. Los trabajos de generación y caracterización de 

mutantes complementado con clonado basado en mapeo permite la identificación y el 

estudio de la función de genes específicos. Otro abordaje interesante a ser explorado 

es la asociación de polimorfismos naturales de esos genes con una variación 

cuantitativa de la capacidad de nodulación observada en las leguminosas, la cual será 

abordada a continuación. 

 

1.10. Marcadores moleculares 

Los marcadores moleculares son herramientas usadas en el mapeo de 

caracteres cuantitativos (que se describirá más adelante). 

Un marcador molecular es un segmento de ADN con una ubicación física 

identificable (locus) en un cromosoma y cuya herencia genética se puede seguir en la 

descendencia. Un marcador puede ser un gen, o puede ser un fragmento del ADN sin 

función conocida. Estos marcadores suelen ocurrir repetidamente en el genoma ya 

que surgen como diferentes clases de mutaciones, tales como sustituciones (mutación 

puntual), rearreglos (inserciones y deleciones) o errores en la replicación de DNA 

repetido en tandem (Paterson, 1996). Estos marcadores no están sometidos a presión 

selectiva, o sea que son neutrales porque usualmente se encuentran localizados en 

regiones no codificantes del genoma. A diferencia de los marcadores morfológicos o 

bioquímicos, los marcadores de ADN son prácticamente ilimitados en número y no son 

afectados por factores ambientales y/o por diferentes estadios de desarrollo de la 

planta (Winter y Kahl, 1995). En base a su método de detección, los marcadores de 

ADN se pueden dividir en tres clases: (1) basados en hibridación (RFLP), (2) basados 

en amplificación por la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) (RAPD, SSR) y (3) 

http://www.phytozome.net/soybean.
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en secuenciación (SNP) (Gupta et al., 1999). El marcador AFLP como se describirá 

más adelante está basado en una amplificación selectiva de regiones conservadas 

entre sitios de restriccion de enzimas. Esencialmente, los marcadores de ADN revelan 

diferencias que se visualizan por medio de la técnica llamada electroforesis en gel y 

teñida con químicos (bromuro de etidio o plata) o bien pueden detectarse por medio de 

sondas colorímetricas o radiactivas. Los marcadores son particularmente útiles cuando 

revelan diferencias entre individuos de la misma o diferentes especies. Estos 

marcadores son llamados polimórficos, mientras que aquellos que no discriminan entre 

genotipos son conocidos como marcadores monomórficos (Figura 1.11). Un loci es 

polimórfico cuando la frecuencia del alelo más raro es igual o mayor al 0.05 (Nei, 

1987), para tamaños muestrales inferiores a 50 individuos, tomando como criterio la 

frecuencia del alelo más común igual o inferior a 0.95. A su vez los marcadores 

polimórficos pueden ser codominantes o dominantes, lo que permite discriminar entre 

homocigotas y heterocigotas (Figura 1.12). Los marcadores codominantes indican 

diferencias en tamaño, mientras que los dominantes están presentes o ausentes. 

Estrictamente hablando, las diferentes formas de un marcador de ADN (por ejemplo 

bandas de diferentes tamaños en un gel) son llamados “alelos” de un marcador. Los 

marcadores codominantes pueden tener varios alelos mientras que los marcadores 

dominantes solo pueden presentar dos alelos.  

A continuación se detallan los principales marcadores a ADN usados. 

 

1.10.1. Polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restricción 

(RFLP) 

RFLP es una técnica que usa enzimas de restricción para cortar el ADN en 

fragmentos de diferentes tamaños. Las endonucleasas de restricción reconocen 

específicamente secuencias de 4, 5, 6 u 8 pares de bases (pb). Los fragmentos 

digeridos son transferidos a una membrana sintetica o de nitrocelulosa para detectar 
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polimorfismos a través de una sonda específica usando análisis de Southern Blot 

(Southern, 1976). Son marcadores de tipo codominante, no se necesita información 

previa sobre la secuencia del ADN, y todos los alelos son vistos al mismo tiempo. Las 

desventajas de este tipo de marcador es su bajo rendimiento, es caro y laborioso y 

requiere grandes cantidades de ADN. 

 

 

Figura 1.11 | Diagrama representando marcadores de ADN entre los genotipos A, B, 
C y D. Los marcadores polimórficos se indican con flechas. Los marcadores que no 
discriminan entre los genotipos son llamados marcadores monomórficos. (a) Ejemplo 
de marcador SSR. El marcador polimórfico revela las diferencias de tamaño para los 
alelos del marcador para los cuatro genotipos y representa un locus simple. (b) 
Ejemplo de marcador generados por la técnica RAPD. Nótese que los marcadores 
están presentes o ausentes. En general se suelen mostrar los tamaños de estos 
marcadores en pares de bases (pb).Estos tamaños son estimados a partir de un 
marcador de peso molecular conocido (MW). Para los marcadores polimórficos, hay 
solamente dos alelos diferentes del marcador (Collard et al., 2005). 
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Figura 1.12 | Comparación entre un marcador (a) codominante y (b) dominante. A 
diferencia de los marcadores dominantes, los marcadores codominantes pueden 
claramente discriminar entre homocigotas y heterocigotas. Los genotipos son 
indicados en dos loci marcadores (A y B) (Collard et al., 2005). 

 

1.10.2. Polimorfismos de ADN amplificados al azar (RAPD) 

Los marcadores RAPDs son un tipo de marcador basado en la amplificación 

diferencial por medio de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) de una muestra 

de ADN de secuencias cortas de oligonucleótidos (Williams et al., 1990). Este 

marcador molecular es de tipo dominante y se basa en la amplificación de loci 

aleatorios del genoma. Esta técnica, utiliza como primers oligonucleótidos de 10 bases 

para amplificar el ADN genómico. El número de productos amplificados esta 

directamente relacionado con el número y orientación de las secuencias 

complementarias al genoma. La ventaja del RAPD es que el análisis no demanda el 

conocimiento previo de la secuencia ADN blanco, aunque es una amplificación 

multilocus, es barata, y fácil de usar. La desventaja de este marcador es su 

reproducibilidad e interpretación. 

 

1.10.3. Polimorfismo de la longitud de fragmentos amplificados 

(AFLP) 

Este tipo de marcador molecular es generado por la combinación de una 

digestión con enzimas de restricción y amplificación (Vos et al., 1995). La 

particularidad de esta metodología consiste en la adición a fragmentos de ADN 
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generados por digestión completa del ADN genómico de adaptadores de secuencia 

conocida. Primers pre-selectivos y selectivos son usados para detectar bandas y 

separarlas en un gel de electroforesis. El poder de la técnica es que genera un gran 

número de fragmentos lo que permite analizar gran parte del genoma con una simple 

amplificación. Esto facilita la saturación de una región del genoma (Keim et al., 1997). 

La eficiencia de esta técnica es su rápida generación, alta reproductibilidad y 

polimorfismo alto. Sin embargo este marcador es costoso en cuanto a su tinción con 

plata, por fluorescencia o compuestos radiactivos. 

 

1.10.4. Repeticiones de secuencia simple (SSR) 

Los SSR o microsatélites o repeticiones en tandem cortas (STR) o 

polimorfismos de longitud de secuencia simple (SSLPs) es una repetición de 

secuencia nucleotídica de 2-7 pb. Las secuencias repetitivas son el resultado del 

desplazamiento en la replicación (Shlötterer y Tautz, 1992), y crossing-over desigual 

(Smith, 1976).  

Consiste en la amplificación de regiones de ADN con estas secuencias 

repetidas y adyacentes. Para esto se utilizan primers de secuencia específica de 20-30 

pb, que son complementarios a las secuencias únicas que flanquean al microsatélite 

(Tautz, 1989). Es decir que en este caso es indispensable tener un conocimiento 

previo de las secuencias del genoma de la especie a analizar. Este método tiene 

muchas ventajas, es rápido, seguro (Diwan y Cregan, 1997), son marcadores 

frecuentes, ampliamente distribuidos (Lagercrantz et al., 1993), codominantes (Akkaya 

et al., 1992), de alta heterocigocidad (Powell et al., 1996), y presentan un alto nivel de 

polimorfismo (Akkaya et al., 1995). 
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1.10.5. Polimorfismo de nucleótido simple (SNP) 

Con el desarrollo de la secuenciación del ADN y de su automatización, 

surgieron técnicas más complejas para generar marcadores, entre los que se 

encuentran los SNP. Los SNP identifican diferencias entre individuos a través de 

variaciones en apenas un nucleótido, las que se detectan en secuencias de ADN 

codificante o no codificante. Existe un gran número de métodos para registrar 

polimorfismos en SNP. A diferencia de los marcadores mencionados anteriormente, 

los SNP no necesitan de la separación de fragmentos de ADN por tamaño, sino que 

pueden ser visualizados en placas para 96 o 384 muestras (Brookes, 1999). Aunque 

los SNP pueden ser detectados por secuenciación, frecuentemente los productos de 

amplificación se caracterizan por PCR mediante el uso de primers específicos. 

Los marcadores SNP pueden ser utilizados para la construcción de mapas 

genéticos de alta resolución, mapeo de caracteres, diagnóstico genético, análisis de la 

estructura genética de poblaciones y análisis filogenético, entre otros. Las principales 

ventajas de los SNP son: la alta frecuencia con que ocurren en el genoma, el elevado 

grado de polimorfismo (identificación de variaciones de ADN hasta un nucleótido) y la 

posibilidad de detectar diferentes alelos para genes de interés. 

La tecnología para la identificación de SNP es más sofisticada y costosa que la 

de otros marcadores, y su desarrollo depende de secuenciar ADN a gran escala. Una 

vez que se dispone de los SNPs, estos tienen innumerables aplicaciones. Con el 

avance de los proyectos genómicos en diversas especies será posible desarrollar 

marcadores de tipo SNP y esto con seguridad conducirá a que sean utilizados con 

más frecuencia en los programas de mejoramiento. 

Además de los marcadores moleculares mencionados, basados en la 

amplificación del ADN mediante PCR, existen otras variantes de dichas técnicas con 

modificaciones menores. 
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1.11. Carácter cuantitativo y loci de carácter cuantitativo (QTL) 

Como ya bien se sabe, los caracteres cualitativos presentan patrones de 

herencia simples, que se basan en proporciones de clases fenotípicas, evaluadas en 

las descendencias de los cruzamientos. Los caracteres cuantitativos presentan una 

herencia compleja, que en contraposición con los cualitativos, son en su mayoría, 

condicionados por muchos genes con efectos individuales pequeños, que además se 

encuentran bajo la gran influencia del ambiente.  

Por su naturaleza compleja y por la importancia que presentan, tanto desde el 

punto de vista evolutivo en cuanto al mejoramiento genético, los caracteres 

cuantitativos son muy estudiados, pero muy poco comprendidos (Coehlo, 2000). Los 

modelos propuestos para elucidar su control genético son extremadamente 

simplificados, si se considera las complejas vías biosintéticas que llevan a la 

expresión, que dependen, adicionalmente del efecto del ambiente. 

Entre los caracteres cuantitativos más estudiados se encuentran características 

como la producción de granos, altura de la planta, contenido de proteínas, resistencia 

a enfermedades, que resultan de la acción acumulativa de un conjunto de genes 

(poligen). Uno de los objetivos más importantes para la construcción de mapas 

genéticos es la localización de genes que controlan estos caracteres o sus loci. Estos 

son llamados “loci de carácter cuantitativo” o QTLs (Tanksley, 199γ). 

 

1.11.1. Pasos para el mapeo de QTLs 

1.11.1.1. Selección de progenitores 

Los progenitores seleccionados que deben generar la población de mapeo, 

deben ser contrastantes en cuanto a la expresión fenotípica para caracteres de interés 

agronómico, y deben presentar polimorfismo genético en cuanto a los loci marcadores 

(Young, 1994). 
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1.11.1.2. Población de mapeo 

La construcción del mapa de ligamiento requiere una población segregante (por 

ejemplo poblaciones derivadas de reproducciones sexuales). Los padres 

seleccionados para generar la población deben tener como requisito diferir en uno o 

más caracteres de interés. Los tamaños poblacionales usados en estudios de mapeo 

preliminares generalmente son de entre 50 a 250 individuos (Mohan et al., 1997), sin 

embargo para realizar mapeos con alta resolución se requieren tamaños poblacionales 

mayores. Si el mapa será usado para estudios de QTLs, es importante notar que la 

población de mapeo debe ser evaluada fenotípicamente (por ejemplo se debe registrar 

los datos del carácter). 

Generalmente en especies autógamas, las poblaciones de mapeo se originan 

de padres que presentan un alto grado de homocigocis (endocríados). En especies 

alógamas, la situación es mas compleja ya que la mayoría de estas especies no 

toleran la endocría (sucesivas autofecundaciones). Muchas plantas alógamas son 

también poliploides (contienen varios juegos de pares de cromosomas). Las 

poblaciones de mapeo usadas para especies alógamas pueden generarse también a 

partir de un cruzamiento entre un padre heterocigota y un padre haploide u 

homocigota (Wu et al., 1992).  

Se pueden usar diferentes poblaciones para el mapeo de diversas especies de 

plantas, teniendo ventajas y desventajas (McCouch y Doerge, 1995; Paterson, 1996). 

Las poblaciones F2, derivadas de híbridos F1, y poblaciones de retrocruzas (RC), 

derivadas de cruzar el híbrido F1 con uno de los padres, son los tipos más simples de 

mapeo desarrollados para especies autógamas. Sus principales ventajas son que 

estas poblaciones son fáciles de construir y requieren un tiempo corto para 

producirlas. La endocría de plantas individuales F2 permite la construcción de líneas 

recombinantes endocríadas (RILs), que consisten en una serie de líneas homocigotas, 

cada una conteniendo una combinación de segmentos cromosómicos únicos, que 
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provienen de los padres que les dieron origen. El principal inconveniente que 

presentan las poblaciones RILs es que para generarlas se necesitan 6 a 8 

generaciones. Las poblaciones doble haploide (DH) pueden ser producidas 

regenerando plantas al inducir la duplicación de granos de polen, sin embargo, la 

producción de poblaciones DH son sólo posibles en especies que toleran el cultivo de 

tejidos (por ejemplo en cereales como arroz, cebada y trigo). Las principales ventajas 

de las poblaciones RILs y DH son que ellas producen líneas homocigotas o 

“verdaderas” (true-breeding lines) que pueden ser multiplicadas y reproducidas sin la 

ocurrencia de cambio genético. Esto permite tener material para realizar ensayos con 

réplicas en distintas localidades y años. Así ambas poblaciones, representan recursos 

“eternos” para el mapeo de QTLs (Lynch y Walsh,1998). Además, la semilla de una 

RIL o DH puede ser transferida de un laboratorio a otro para realizar análisis de 

ligamiento y la adición de marcadores a los mapas existentes, asegurando de esta 

manera que todos los colaboradores examinen materiales idénticos (Paterson, 1996; 

Young, 1994). 

 

1.11.1.3. Construcción del mapa 

Los datos que se requieren para la construcción de un mapa incluyen 

marcadores morfológicos, marcadores bioquímicos y varios tipos de marcadores de 

ADN4. Los datos genotípicos pueden ser usados para construir un mapa en diversas 

etapas. En un análisis de locus simple, cada población de mapeo dará segregaciones 

específicas en cada locus. La información que dan estas relaciones determina si la 

población esta expresando un desvío en la segregación de cualquier locus. En una 

población F2, una relación de marcadores codominantes es 1:2:1, mientras que para 

un marcador dominante es 3:1. En una población de RC y RIL la relación en ambos es 

1:1, sea el marcador dominante o codominante. Esta relación puede ser puesta a 

                                                
4 Ver sección 1.10 Marcadores moleculares. 
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prueba con el test de bondad de ajuste Chi-cuadrado. En el análisis de dos loci, el 

orden y la distancia entre ambos pueden ser medidas. El análisis de tres o más loci es 

más preciso ya que permite identificar los dobles entrecruzamientos mejorando la 

estimación del porcentaje de recombinación y la distancia correspondiente de mapa. El 

porcentaje de recombinación es una medida directa de las distancia entre genes. La 

distancia de mapa puede ser calculada con una función de mapa Morgan, Haldane o 

Kosambi. Estos mapas se construyen con la ayuda de softwares, MAPMAKER 

(Lincoln et al., 1993), GQMOL, entre otros (Schuster y Cruz, 2004). 

 

1.11.1.4. Análisis de QTLs  

 El mapeo de QTLs permite identificar el número de loci involucrados en 

mecanismos o sistemas de herencia compleja, así como sus localizaciones 

cromosómicas, modo de acción génica (aditividad, dominancia, heterosis y epistasia), 

además de posibilitar la descomposición de la interacción genotipos por ambiente a 

nivel de cada QTL (Ferreira y Grattapaglia, 1996; Austin y Lee, 1998). La capacidad de 

detección de un QTL es función de la magnitud de su efecto sobre la característica, del 

tamaño de la población segregante evaluada, de la frecuencia de recombinación entre 

el marcador y el QTL, así como la heredabilidad de la característica (Paterson et al., 

1991; Tanksley, 1993). 

Dentro de los métodos propuestos para localización de QTLs se encuentran los 

modelos lineales (ANOVA y regresión lineal simple), mapeo por intervalo simple 

(“simple interval mapping” o SIM), mapeo por intervalo compuesto (“composite interval 

mapping” o CIM) (Zeng, 199γ; 1994; Jansen, 199γ) y mapeo multipunto (“multipoint 

mapping”) (Kearsey y Hyne, 1994). 

Se muestra a continuación la Figura 1.13 y Figura 1.14 un esquema resumido 

del análisis de QTLs usando RILs como ejemplo de población segregante de mapeo y 

donde el carácter estudiado es la densidad de tricomas en hojas (Mauricio, 2001). 
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1.11.2. Aplicación del mapeo de QTLs 

Una vez detectados los marcadores ligados a la característica de interés, es 

posible seleccionar individuos en base al fenotipo del marcador, sin necesidad de 

evaluar el fenotipo de la característica, de este modo se elimina el efecto ambiental 

asociado al carácter cuantitativo. Ese abordaje es conocido como mejoramiento 

asistido por marcadores moleculares (MAS). Es importante, principalmente, en los 

casos que la característica de interés de especies perennes de ciclo largo es difícil de 

evaluar o es costosa, y para características fenotípicas de heredabilidad baja. Esto 

puede conducir a reducir los tiempos y costos de los programas de mejoramiento 

(Souza, 2001). 

 

Fuente: Mauricio, R. Mapping quantitative trait loci in plants: uses and caveats for evolutionary biology. Nature 
Rev.Genet. 2001; 2: 370-381.   

Figura 1.13 | Principios del mapeo de loci de caracteres cuantitativos. La estrategia 
básica detrás del mapeo de QTL está ilustrado para a) líneas genéticamente puras 
plantas "muy pilosas" y "poco pilosas" que son la generación parental. b) Híbrido F1 
obtenido es autofecundado para obtener individuos F2. c) Cada individuo F2 es 
autofecundado hasta 6-8 generaciones hasta formar varias líneas endocríadas 
recombinantes (RILs). Cada RIL es homocigota para una sección de de un 
cromosoma parental. A cada RIL se realiza el genotipado con varios marcadores 
moleculares asi como también su fenotipado. En c) se marcan con flechas una sección 
del cromosoma que deriva del padre "poco piloso". Las hojas de todos los individuos 
que han heredado esta sección del cromosoma del padre "poco piloso" también son 
poco pilosos, indicando que esta región cromosomica probablemente contiene un QTL 
para este carácter.  
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Fuente: Mauricio, R. Mapping quantitative trait loci in plants: uses and caveats for evolutionary biology. Nature 
Rev.Genet. 2001; 2: 370-381.   

Figura 1.14 | Técnicas de mapeo de QTLs en la población. Siguiendo con el mismo 
ejemplo de la densidad de tricomas en hoja, se ilustran los principales métodos. a) En 
la técnica de regresión, el fenotipo es correlacionado con cada genotipo marcador (el 
panel del medio representa la migración diferencial del ADN en el gel). En este caso 
un marcador A es usado para el genotipado Los individuos que son homocigotas para 
el alelos “A” tienen alta densidad de tricomas, los individuos que son homocigotas para 
el alelo “a” tienen baja densidad de tricomas, y los heterocigotas tienen densidad 
intermedia de tricomas. La regresión lineal de la densidad de tricomas con el número 
de alelos “A” muestra una relación significativa entre el marcador y el fenotipo, lo cual 
indica que un QTL para la densidad de tricomas esté probablemente ligado al 
marcador. El método de regresión simple descripto presenta un uso limitado en 
localizar el segmento cromosómico que contiene un QTL. El método subestima el 
efecto del QTL. Cuanto más alejado esté el QTL del marcador, más débil será su 
efecto. b) El mapeo por intérvalo simple usa uno o dos pares de marcadores 
flanqueantes a la vez (Lander y Botstein, 1989; Thoday, 1961). En este método, el 
QTL es localizado dentro de un intervalo cromosómico, definido por los marcadores 
flanqueantes. La técnica demanda usar un alto número de marcadores, como se indica 
en la parte superior, y luego se evalua la probabilidad de que un intervalo entre dos 
marcadores esté asociado con un QTL que afecta el carácter de interés. Los 
resultados del análisis son graficados usando el test estadístico de máxima 
verosimilitud (Likelihood-ratio test statistic) versus la posición de mapa, medido en 
unidades de recombinación (Morgans). Las línea punteada representa el punto de 
corte significativo, tal que por encima del cual el test de máxima verosímilitud se ajusta 
significativamente al modelo de los datos. La mejor estimación de la localización del 
QTL está dado por la localización cromosómica que corresponde con el valor 
significativamente más alto de máxima verosimilitud. Si bien el mapeo por intervalo ha 
sido un importante avance, también tiene un cierto sesgo. En particular, los QTLs fuera 
del intervalo bajo consideración pueden afectar la capacidad de encontrar un QTL 
dentro de éste (Zeng, 1993). Además, puede surgir la identificación falsa de un QTL si 
otro QTL está en el intervalo de interés (el falso "pico fantasma" a la derecha) (Zeng, 
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1993). c) Un tercer método conocido como mapeo por intervalo compuesto, combina 
la técnica de mapeo por intervalo simple con el análisis de regresión múltiple (Jansen, 
1993; Zeng, 1993; Zeng, 1994). En el mapeo por intervalo compuesto se evalúa la 
probabilidad de que un intervalo entre dos marcadores esté asociado con un QTL que 
afecta el carácter de interés, y controla también los efectos de otros marcadores (como 
cofactores) sobre el carácter (esto provee resultados más precisos). Los resultados del 
análisis son graficados como en b). El test estadístico es independiente del QTL en 
otras regiones de los cromosomas (aunque todavía puede presentar sesgo si el QTL 
está en el intervalo inmediatamente adyacente al intervalo de interés) (Zeng, 1994). 

Zhao-Bang Zeng y sus colegas han extendido este método a una técnica de mapeo 
por intervalo múltiple. Éste combina análisis de mapeo de mútiples QTLs con el 
análisis de la arquitectura genética usando un algoritmo para buscar el número, las 
posiciones, los efectos y las interacciones de los QTLs significativos (Kao et al., 1999; 
Zeng at al., 1999). 

 

1.12. El genoma de la soja y mapa de ligamiento 

1.12.1. Breve reseña citogénetica evolutiva de Glycine max 

Investigadores evolucionistas han informado que Glycine max es una especie 

autotetraploide (Gurley et al., 1979; Lee y Verma, 1984; Skorupska et al., 1989) con 

una constitución cromosómica 2n = 4x = 40. Sin embargo evidencias citológicas 

(Hymowitz, 1970; Xu et al., 2000a,b) y moleculares (Doyle et al., 2003a,b; Rauscher et 

al., 2004; Zhu, et al., 1994; Straub et al., 2006) sugieren que esta especie es un 

tetraploide que se ha diploidizado generado de un organismo alopoliploide, por lo que 

se puede referirse como un organismo paleopoliploide en cuanto a su constitución 

genómica. Adicionalmente, estos trabajos revelaron que G. soja es un antecesor de G. 

max (Doyle et al., 2003b, 2004).  

 

1.12.2. Mapas genéticos en soja 

El primer mapa de soja fue publicado en 1990 y este se construyó sobre la 

base de 150 marcadores RFLP (Keim et al., 1990). En 1990 Williams et al. (1990) usó 

marcadores RAPDs a lo largo del genoma y en 1992, Shoemaker et al. (1992) sobre la 

base de un mapa de RFLPs, identificó polimorfismo entre distintos genotipos de soja. 
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Todos estos marcadores fueron herramientas útiles para analizar la estructura del 

genoma y para el análisis de pedigree. Sin embargo, los marcadores SSR son 

altamente polimórficos (Akkaya et al., 1992), y con ellos Morgante (1994) identificó a 

un mayor número de alelos por locus que los RFLPs. En 1995, Shoemaker y Specht 

(1995) usaron 7 marcadores para pigmentación, 6 morfológicos, 7 isoenzimas, 8 

RAPDs y 110 RFLPs para mapear 60 familias F2:3 derivadas del cruzamiento Clark x 

Harosoy. Además, estas mismas familias fueron caracterizadas con 40 marcadores 

SSR (Akkaya et al., 1995). Mansur et al. (1996) mapearon caracteres agronómicos 

usando líneas recombinantes endocríadas (RILs) y encontraron que las RILs 

constituyen una población permanente que puede ser evaluada en el espacio y en el 

tiempo, reduciendo el error experimental y el error en el ligamiento, en comparación 

con una población F2 y de retrocruza. Keim et al. (1997) realizaron un mapa de la soja 

con 840 marcadores: 165 RFLPs, 25 RAPDs y 650 AFLPs. Éstos se distribuyeron a lo 

largo de 28 grupos de ligamiento que cubrieron una distancia de 3441 cM. Cregan et 

al. (1999) utilizaron 606 SSRs y con ellos construyeron el mapa genético partiendo de 

tres poblaciones: F2 proveniente del cruzamiento interespecífico PI 468.916 (G. soja) x 

A81-356022 (G. max), en otra se usó también una población F2 del cruzamiento Clark 

x Harosoy y también una población de RILs (Minsoy x Noir). Los mapas de esas tres 

poblaciones fueron alineados y se construyó un mapa consenso con 20 grupos de 

ligamiento (GL), correspondiente a los 20 cromosomas homólogos de soja. 

Posteriormente, Song et al. (2004) incorporaron 420 marcadores nuevos SSR y 

obtuvieron un mapa integrado a partir de 5 mapas resultando en un total de 1849 

marcadores: 1015 SSRs, 709 RFLPs, 73 RAPDs, 24 caracteres morfológicos, 6 AFLPs 

y 10 isoenzimas. Este mapa genético de soja presentó una cobertura de 2523.6 cM en 

unidades de distancia Kosambi que representó 20 GL asociados a los 20 

cromosomas. A este último mapa se le adicionaron 1141 SNPs (Choi et al., 2007), de 

esta manera se dispuso de un mapa genético más preciso, que ha sido utilizado como 
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base para otros estudios de mapeo de QTL, mapeo físico y para asistir en la 

secuenciación del genoma de la soja. 

 

1.12.3. Genómica 

El avance de nuevas tecnologías aplicadas al estudio del ADN ha permitido un 

rápido y eficiente desarrollo de los recursos genómicos en una amplia variedad de 

leguminosas de importancia agronómica. En este sentido, la técnica de “shotgun”, ha 

contribuido a obtener la secuenciación completa del genoma de la soja, que tiene un 

tamaño de 1.1 Gb (Schmutz et al., 2010). Los análisis bioinformáticos del genoma 

predijeron que la soja contiene 46.430 genes de los cuales 1.127 corresponden al 

metabolismo de los lípidos. En cuanto a genes de nodulación, se identificaron un total 

de 52 genes relacionados, de los cuales 28 corresponden a nodulinas y 24 son genes 

regulatorios claves, que probablemente representen verdaderos ortólogos de genes de 

nodulación conocidos en otras especies de leguminosas (Schmutz et al., 2010). La 

integración del mapa físico (secuencia completa del genoma) con el mapa genético o 

de ligamiento saturado que hoy existe en soja (http://www.Soybase.org) ha permitido 

asociar los fenotipos ya mapeados con la secuencia de ADN. Esto a su vez ha 

ayudado a avances relevantes como por ejemplo el clonado de un gen de resistencia a 

roya asiática en soja (Meyer et al., 2009). 

 

1.13. Objetivos 

En base a lo expuesto anteriormente se propone en la presente tesis como: 

Objetivo general   

Identificar QTLs asociados a la capacidad de nodulación de la soja, de manera de 

disponer de la información y de los marcadores moleculares que permitan mejorar al 

hospedante en lo que hace a la nodulación y por ende a la fijación de nitrógeno. 
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Objetivos particulares 

1. Identificar entre los cultivares comerciales de soja argentina, materiales que difieran 

en su capacidad de nodulación (Cap. 2). 

2. Estimar la variabilidad fenotípica y los mecanismos de la herencia de los caracteres 

asociados a la capacidad de nodular y fijar nitrógeno (Cap. 2). 

3. Identificar la diversidad genética de los cultivares argentinos por medio de 

marcadores microsatélites ligados a QTLs de nodulación en cultivares brasileros  

(Cap. 3). 

4. Construir un mapa genético que permita establecer las distancias entre los 

marcadores moleculares y los QTLs o genes de interés y determinar su modo de 

herencia (Cap 4). 
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2. CAPACIDAD DE NODULACIÓN DE CULTIVARES 
ARGENTINOS DE SOJA (GLYCINE MAX L MERR) 

 

 

 

 

2.1.  Introducción 

El nitrógeno es uno de los nutrientes que más frecuentemente limita el 

crecimiento de las plantas, por lo que la baja disponibilidad del mismo afecta el 

rendimiento. Usualmente en las producciones agrícolas el N se incorpora por medio de 

la fertilización química y/o biológica. Esta última tiene alguna ventaja por sobre la 

fertilización química ya que presenta menores riesgos para la contaminación del medio 

ambiente y contribuye a un manejo sustentable. 

Las leguminosas pertenecen a la tercera familia en importancia de las plantas 

con flor (Fabaceae), que incluye aproximadamente 20.000 especies (Polhill y Raven, 

1981). La subfamilias de las Papilionoideas contiene la mayor cantidad de plantas que 

además tienen la capacidad de establecer una relación simbiótica con bacterias del 

suelo Gram (-) conocidas como rizobios. Como resultado de la asociación, en la raíz 

se desarrollan estructuras llamadas nódulos los cuales proveen el ambiente en donde 

se desarrollan las bacterias. La planta proporciona a la bacteria carbohidratos que son 

el sustrato respiratorio que genera la energía demandada por la bacteria para fijar el 

nitrógeno gaseoso a amonio, por medio de la enzima, nitrogenasa que es sensible a 

las altas tensiones de oxígeno. 

La soja (Glycine max L. Merr) es la leguminosa cultivada más importante a nivel 

mundial. Hasta no hace tanto tiempo se consideraba que nodulaba solo con 

Bradyrhizobium japonicum (Jordan, 1982), una bacteria de crecimiento lento. Sin 

embargo, Trinick (1980) en Papua Nueva Guinea, Keyser et al. (1982) y Dowdle y 

Bohlool (1985) en suelos de China describieron la existencia de estirpes de rizobios de 
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crecimiento rápido que también nodulan la soja. A esto le siguieron investigaciones 

realizadas por Cleyet Marel (1987) en Vietnam en donde también aisló bacterias de 

crecimiento rápido que nodulan soja. Más tarde investigadores chinos y Europeos 

aislaron rizobios e hicieron un detallado estudio de los suelos y los rizobios contenidos 

por estos (Camacho et al., 2002; Thomas Oates et al., 2003; Chen et al., 2004; Li et 

al., 2011; Zhang et al., 2011;). Yang (2006) y Barcellos et al. (2007) encontraron que 

en las regiones tropicales y subtropicales de China con climas húmedos y suelos 

ácidos, la soja establece simbiosis con B. japonicum (Jordan, 1982), B. elkanii 

(Kuykendall et al., 1992) y difícilmente con B. liaoningense (Xu et al., 1995), B. 

yuanmingense (Yao et al., 2002) y B. canariense (Vinuesa et al., 2005), excepto en 

Hubei sitio de donde se aislaron diversas cepas de Ensifer fredii (Camacho et al., 

2002). En Heilongiang, una provincia al Noreste de la China que tiene clima húmedo y 

suelos neutros o ligeramente ácidos, la soja es nodulada primordialmente por B. 

japonicum, muy poco por B. elkanii y nunca por E. fredii (Wang et al., 2009). Tanto la 

provincia de Hubei como de Heilongiang fueron posiblemente los centros de origen de 

la soja. En la provincia de Xinjiang, que tiene clima seco y suelos alcalinos, las 

especies de rizobios que nodulan soja son Ensifer fredii y B. liaoningense. Es 

importante destacar que en los sitios descriptos se cultivan distintos cultivares de soja. 

Todos estos resultados sugieren, entre otras cosas, que la diversidad de los rizobios 

que interactúan con la soja no es completamente clara, más aún algunos de estos 

rizobios nodulan preferencialmente con ciertos materiales genéticos, por lo tanto la 

diversidad de rizobios se que se identifican usando plantas trampa es una función del 

genotipo de los cultivares utilizados. Por otro lado, también se concluyó que el pH de 

los suelos y la disponibilidad de un conjunto de nutrientes claves definen la distribución 

geográfica de los rizobios (López et al., 2013). 

Los materiales de soja responden de diversas maneras a los rizobios. Mientras 

que algunos cultivares son incompatibles con algunos rizobios, otros excluyen o 

restringen el proceso de nodulación a ciertos serogrupos de Bradyrhizobium japonicum 
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(Van et. al, 2007). Alternativamente hay genotipos, como es el caso de los cultivares 

“Tropical Glycine cross” (TGx), que nodulan con varias poblaciones de Bradyrhizobium 

sp. presentes en los suelos indígenas africanos (Abaidoo et al., 2000; Osunde et al., 

2003). Estos cultivares fueron evaluados en diversos países de África (Javaheri, 1996; 

Mpepereki et al., 2000) y se demostró que los cultivares desarrollaron nódulos 

eficientes lo que sugiere que los cultivares son promiscuos (Osunde et al., 2003). 

El análisis de la respuesta de los diversos cultivares de soja condujo a 

identificar genes que controlan la nodulación en soja. Se demostró la formación de 

nódulos en la soja esta controlado por genes ubicados en varios loci, llamados rj(s) o 

Rj(s) (Hayashi et al., 2012). Los alelos recesivos, rj1 y rj5 fueron identificados como 

receptores putativos, nfr1 y nfr5, respectivamente (Indrasumunar et al., 2010; 2011; 

Hayashi et al., 2012), y rj7 fue identificado como nts1, el cual está involucrado en la 

regulación sistémica de la nodulación (Nishimura et al., 2002, Searle et al., 2003). En 

constraste, los alelos dominantes, Rj2, Rj3, Rj4 y Rfg1 han tenido características 

únicas, ya que restringen la nodulación con cepas específicas (o serogrupos) de 

Bradyrhizobium o Ensifer/Sinorhizobium: ejemplos incluyen Rj2 con B. japonicum 

USDA122, Rj3 con B. elkanii USDA33, Rj4 con B. elkanii USDA61 y Rfg1con E./S. 

fredii USDA257 (Caldwell, 1966; Caldwell et al., 1966; Trese, 1995; Vest, 1970; Vest y 

Caldwell, 1972; Weiser et al., 1990). 

Debido al gran tamaño del genoma de la soja, los caracteres relacionados con 

la capacidad de nodulación y fijación de nitrógeno son complejos. Es de esperar que 

varios genes estén involucrados en el proceso. Tanya et al. (2005), Nicolás et al. 

(2006), Santos et al. (2006, 2013), identificaron a partir de cruzamientos con cultivares 

de soja con capacidades de nodulación contrastantes, varios loci de caracteres 

cuantitativos (QTLs) que están involucrados en la fijación biológica de nitrógeno (FBN). 

Esta información podría ser aplicada para mejorar la capacidad simbiótica de los 

cultivares de soja. 
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También hay factores bacterianos que contribuyen a la nodulación en soja y 

que pueden ser influidos por la densidad de inóculo, mecanismo conocido como el 

“quorum sensing”. Esta respuesta es probable que sea atenuada en el suelo 

(Jitacksorn y Sadowsky, 2008). El “quorum sensing” está relacionado con la síntesis y 

sensado de moléculas, conocidas como autoinductores, éstas son producidas en 

condiciones de una alta densidad poblacional y alteran la expresión de genes 

bacterianos (Waters y Bassler, 2005). Takats (1986) encontró que la nodulación en 

plantas era inhibida cuando la inoculación se realizaba con una alta densidad inóculo. 

El compuesto que se identificó se denomina bradyoxetina, que es un autoinductor 

producido por Bradyrhizobium japonicum cuando este se desarrolla en un medio y se 

alcanza una alta densidad poblacional. Este autoinductor presenta una estructura 

similar al sideróforo ácido muginéico (Loh et al., 2002a) y su producción está regulada 

por las concentraciones de hierro en el medio, siendo máxima en condiciones de baja 

concentración de este metal (Loh et al., 2002a; Loh y Stacey, 2003). Cuando aumenta 

la densidad poblacional, los genes nod son reprimidos por un mecanismo de 

señalización en cascada iniciado por el regulador NswB, en respuesta a altas 

concentraciones de bradyoxetina, NswB activa la proteína NolA, la cual a su vez activa 

a NodD2, esta última reprime los genes nod (Loh y Stacey, 2001, Loh et al., 2002b). 

Esta represión ha sido demostrada in vitro e in planta (Loh et al. 2002b). Pero además 

Pongsilp et al. (2005) encontraron que varias cepas de Bradyrhizobium también 

producen moléculas tipo N-acyl homoserina lactona. Vale la pena destacar que no se 

ha descripto un rol de las mismas en el proceso de la nodulación. Estos hallazgos 

sugieren que la expresión de los genes nod en B. japonicum está regulado por 

autoinductores de “quorum sensing” que es probable que alteren además, la 

nodulación de la soja. 

Los programas de mejoramiento en general han priorizado la identificación y 

selección de materiales en base a caracteres relacionados con el rendimiento y la 

resistencia a enfermedades. Sin embargo se pueden citar unos pocos planes de 
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mejora que tuvieron como objetivo a la FBN. En 1980 en Australia se seleccionaron 

cultivares en base a su capacidad de fijación de nitrógeno, aunque el plan no fue 

exitoso debido principalmente a problemas como el “screening fenótipico” y con la 

imposibilidad de asociar la fijación de nitrógeno con caracteres relacionados 

principalmente con rendimiento y resistencia a enfermedades (Herridge et al., 2001). 

Sólo en África se han liberado cultivares que ex profeso se seleccionaron por su 

promiscuidad. Sin embargo, esta tecnología ha funcionado solamente en dicho 

continente porque no existía disponibilidad cepas selectas ni tecnologías para su 

producción y además porque los suelos contienen naturalmente rizobios simbiontes de 

soja (Mpereki et al., 2000; Herridge et al, 2001).  

La capacidad de fijación de nitrógeno de la soja depende principalmente de la 

biomasa de nódulos y de la actividad específica de la nitrogenasa (Döbereiner, 1966; 

Bohrer y Hungria, 1998; Hungria y Borher, 2000). En Brasil, se han realizado estudios 

pioneros relacionados con la evaluación del potencial de nodulación y otros 

parámetros de la FBN en cultivares de soja, incluyendo materiales de origen Brasilero 

derivados de cultivares norteamericanos (Döbereiner y Arruda, 1967; Brose et al., 

1979; Vargas et al., 1982). Aún así, son pocos los trabajos realizados en las dos 

últimas décadas en Argentina y en Brasil, que tuvieron como objetivo estudiar la 

variación entre genotipos de soja en cuanto a eficiencia del proceso de nodular y fijar 

nitrógeno. La falta de información de las características relacionadas a la FBN y sus 

factores genéticos condicionantes, ha contribuido a aumentar en un 30% las pérdidas 

en rendimiento por deficiencias en la FBN. Esto fue observado en cultivares brasileros 

y en sus parentales norteamericanos que les dieron origen (Bohrer y Hungria, 1998; 

Hungria y Bohrer, 2000). 

Tanto en la Argentina, como en Brasil, así como en otras regiones agrícolas del 

mundo en donde se cultiva soja como una especie exótica, y donde los suelos carecen 

de los rizobios que interactúan con ella. Por ello la soja debe ser inoculada. Si bien hay 

un gran desarrollo en la industria de inoculantes en Argentina, tanto en las compañías 
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privadas como públicas, los investigadores han estado buscando nuevas cepas con 

una alta eficiencia de fijación de nitrógeno. Sin embargo pocos son los trabajos que se 

han realizado seleccionando plantas en base a su capacidad para nodular y fijar 

nitrógeno. 

  

Hipótesis: 

 Existe variabilidad fenotipica para los caracteres de capacidad de nodulación 

entre cultivares argentinos de soja. 

Objetivos 

 Evaluar la capacidad de nodulación de 31 cultivares comerciales argentinos de 

soja e identificar aquellos con capacidad contrastante en cuanto al carácter, los 

que podrían ser potencialmente seleccionados como material de partida en un 

análisis de QTLs. 

 

2.2. Materiales y métodos 

2.2.1. Mantenimiento de la bacteria y producción del inóculo 

Las cepas de B. japonicum que se utilizaron alternativamente para inocular las 

plantas fueron SEMIA 5079, SEMIA 5080 y E109 (INTA Argentina). Los cultivos “stock” 

fueron mantenidos a -70ºC en glicerol al 10%. Los cultivos se iniciaron a partir de 

cultivos crecidos en tubo de pico de flauta que fueron mantenidos en heladera a 4ºC. 

Las bacterias se cultivaron en medio manitol-agar- extracto de levadura (YEM) 

(Vincent, 1970) hasta fase log en un agitador a 150 rev min-1 a 28ºC. La densidad 

celular se ajustó midiendo la D.O. a 625 nm de una dilución seriada que se comparó 

con el recuento en placa. La densidad celular fue ajustada con buffer PBS (7.2 g NaCl, 

2.79 g, 0.43 g Na2PO4H por litro, pH=7.2). 
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2.2.2. Material vegetal y ensayos de nodulación 

Las semillas de los cultivares comerciales de soja pertenecientes a grupos de 

madurez II a VIII fueron provistas por la compañía Nidera Semillas S.A. (Tabla 2.1). 

Éstas se esterilizaron superficialmente sumergiéndolas 5 minutos en 20.83 M de 

etanol y 0.4 M de NaHPO4, luego de lo cual se lavaron con agua corriente 10 veces. 

Luego, se colocaron en placas de petri conteniendo 15 ml de agar-agua 1% m/v y se 

incubaron por 48 hs a 30ºC en oscuridad. En este período de tiempo la radícula 

alcanzó un tamaño de aproximadamente 1 cm. En el momento en que las plántulas se 

trasplantaron a las jarras de Leonard, se inocularon con 1 ml de una suspensión de 

bacterias conteniendo 108 UFC ml-1de una mezcla de cepas de B. japonicum SEMIA 

5079 (CPAC 15) y SEMIA 5080 (CPAC 7), o B. japonicum E109 (cepa comercial que 

se sabe deriva de la estirpe USDA 138). Se usó vermiculita como sustrato de las 

jarras, éstas fueron regadas con solución nutritiva de Jensen libre de nitrógeno 

(Vincent, 1970). Al cabo de 3 días se realizó un raleo para dejar una planta por jarra, 

las que se mantuvieron a 25ºC con un fotoperíodo de 14 hs de luz. Periódicamente, se 

adicionó a las jarras agua destilada para mantener la humedad. Así se evaluaron 30 

cultivares de soja en los que se analizó la capacidad de nodulación en plantas 

inoculadas con una mezcla de cepas de B. japonicum SEMIA 5079 (CPAC 15) y 

SEMIA 5080 (CPAC 7). En base a los resultados de este experimento se 

seleccionaron 14 cultivares para un segundo experimento, la mitad de ellos con alta 

nodulación y la otra mitad con baja nodulación.  
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Tabla 2.1 | Cultivares de soja incluidos en los ensayos (Nidera Semillas). 
Grupos de maduración (100 a 150 días de maduración), medio (116 a 
150 días), tardíos (mas de 150 días de maduración). Hábito de 
crecimiento: I: crecimiento indeterminado, D: crecimiento determinado, S: 
crecimiento semideterminado. Los días de floración indica el número de 
días desde que germina hasta R8. RG: poseen gen de resistencia a 
glifosato.  

Cultivar 
Hábito de 

crecimiento 
Días a 

floración 
Días a 

maduración 

NA 2018 RG1,2 I 28 112 

A 3302 RG1,2 I 32 120 

A 3550 RG1,2 I 39 126 

NA 3628 RG1 I 37 128 

NA 3731 RG1 I 37 128 

NA 3933 RG1 I 39 129 

NA 4209 RG1,2,3 I 41 132 

NA 4241 RG1 I 41 132 

A 4303 RG1 I 43 135 

NA 4553 RG1 I 43 136 

NA 4613 RG1 I 43 140 

A 4725 RG1,2 I 43 140 

A 4910 RG1 I 47 146 

NA 4990 RG1 I 47 147 

NA 5009 RG1,2 I 48 151 

NA 5485 RG1,2,3 D 62 152 

NA 5579 RG1 I 64 158 

NA 5920 RG1,2 I 68 162 

NA 6010 RG1 D 68 164 

NA 6126 RG1,2 D 69 166 

NA 6355 RG1 D 70 167 

A 6411 RG2,3 D 71 167 

NA 6509 RG1 I 72 168 

NA 7000 RG1 D 72 169 

A 7053 RG1,2,3 D 75 171 

NA 7708 RG1,2 D 78 177 

A 8000 RG1,2 D 82 180 

NA 8010 RG1,2 D 83 181 

NA 8164 RG1 D 83 183 

NA 8413 RG1 D 86 187 

NA 8499 RG1,2 S 86 187 

Cultivares ensayados en el experimento 1, 2 Cultivares ensayados en el 
experimento 2, 3 Cultivares ensayados en el experimento 3. RG: resistente a glifosato. 
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Las plantas se cultivaron en las condiciones descriptas por un período de 35 

días. Al final del cual se cosecharon las plantas, separando el tallo, raíz y los nódulos. 

Se determinó el número de nódulos (NN), el peso seco de la parte aérea (PSA) y de 

nódulos (PSN); estos dos últimos fueron evaluados después de secarlos en estufa a 

65ºC hasta peso seco constante (aproximadamente 48 h). 

A continuación se detallan la metodología y diseños de cada ensayo. En los 

experimentos con bajo número de tratamientos (cultivares) se aumentó el número de 

réplicas. Esta es la razón por la cuál se explican los diferentes números de 

repeticiones usadas en los experimentos. 

 

2.2.3. Nodulación de cultivares de soja 

2.2.3.1. Primer experimento 

Los cultivares de soja se inocularon con una mezclas de cepas SEMIA 5079 y 

SEMIA 5080 las que fueron adicionadas en una concentración de 108 UFC ml-1. Las 

plantas se cultivaron bajo condiciones de luz y temperatura controladas por un período 

de 5 semanas. Se evaluó la capacidad de nodulación de 30 cultivares comerciales de 

soja de ciclo de maduración temprano, medio y tardío (Tabla 2.1). Para mostrar que 

no existió contaminación bacteriana de las plantas, se incluyeron como controles, 

plantas inoculadas con agua destilada estéril, pertenecientes a cada grupo de 

maduración. El experimento se realizó en un diseño completamente al azar con 4 

réplicas por tratamiento. 

 

2.2.3.2. Segundo experimento 

A partir de los resultados del primer experimento descripto se seleccionaron en 

base al NN y al PSN, 14 cultivares que representaron a tres grupos alta, media y baja 

capacidad de nodulación (Tabla 2.1). El procedimiento fue idéntico al experimento 1. A 
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los cultivares seleccionados se le adicionó un nuevo cultivar, A 6411 RG (ya que en el 

primer ensayo se perdieron estas plantas y este tratamiento se excluyó del 

experimento 1). Se realizó un diseño completamente aleatorizado con 12 réplicas por 

tratamiento. 

 

2.2.3.3. Tercer experimento 

A partir de los resultados de los experimentos previos, se seleccionaron cuatro 

cultivares: dos de los cuales se caracterizaron por su baja capacidad de nodulación A 

6411 RG y A 7053 RG y otros dos por su alta capacidad de nodulación (NA 5485 RG y 

NA 4209 RG). Éstos se inocularon con la cepa B. japonicum E109. El diseño fue 

completamente al azar con 10 réplicas por cultivar. Se inocularon plantas control 

pertenecientes a los cultivares NA 4209 RG y A 7053 RG con agua destilada estéril. 

 

2.2.4. Respuesta de la nodulación frente a la concentración 

bacteriana 

El objetivo de este ensayo fue evaluar el efecto que la concentración de 

bacterias del inoculante sobre la capacidad de nodulación de 2 cultivares con 

capacidad de nodulación extremas: NA5485 RG de alta capacidad y NA 6411 RG de 

baja. Para ello, se cultivó B. japonicum E109 en medio YEM hasta fase log y a partir 

de este caldo se realizó en medio YEM estéril una dilución en serie de 102, 104, 106 y 

108 UFC ml-1. Se tomó 1 ml de cultivo con el que se inocularon las semillas de Glycine 

max (L.) Merr pregerminadas, que previamente fueron esterilizadas superficialmente. 

Los ensayos se hicieron en jarras de Leonard conteniendo vermiculita. Después de la 

inoculación, las semillas del cultivar NA 5485 RG y NA 6411 RG fueron cubiertas con 1 

cm de vermiculita, luego de la germinación se raleó a 2 plantas por jarra. Las plantas 

fueron regadas con una solución libre de N (Vincent, 1970) o agua destilada en 
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cámara de cultivo con un fotoperíodo de 14 h luz a 25ºC. A los 35 días post-

inoculación se determinó el NN, PSN y PSA. Los nódulos y las partes aéreas fueron 

secados en estufa a 65ºC hasta peso constante. El diseño experimental fue 

completamente aleatorizado con 10 réplicas por tratamiento. 

 

2.2.5. Análisis estadístico 

Se realizó un ANOVA para probar las diferencias entre cultivares y se hicieron 

comparaciones múltiples con el test HSD-Tukey (= 5%). Las diferencias con los 

controles se realizaron con el test de Dunnet (= 5%). 

A partir de los datos obtenidos de los 14 cultivares que fueron incluidos en los 

dos primeros experimentos se realizó un análisis factorial combinado de la varianza. 

Ésto nos permitió determinar los efectos del cultivar y ambiental (ensayos) y el efecto 

de la interacción cultivar x ambiente en la capacidad de la nodulación (McIntosh, 

1983). Las esperanzas de los cuadrados medios fueron estimados según: 

Ambiente (E): 2222 ˆˆˆˆ EGEERe rgrg       (1) 

Bloques en ambientes (Rep/E): 22 ˆˆ ERe g      (2) 

Cultivares (G): 222 ˆˆˆ GREe rer       (3) 

Cultivar x Ambiente (GxE): 22 ˆˆ GEe r     (4) 

Error: 2ˆe        (5)  

 

Donde 2ˆG  : representa la varianza entre cultivares; 
2ˆ E : varianza entre ambientes 

(ensayos); 2ˆGE : varianza debido a interacciones cultivares x ambiente; 2ˆ e : varianza 

debido al error; g  = número de cultivares; e  = número de ambientes y r  = el número 

de bloques o repetición por tratamiento.  
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Las varianzas calculadas (Ec. (1) a Ec. (5)) permitieron estimar la correlación 

intraclase, que es una medida de la heredabilidad en sentido amplio (He) de los 

caracteres (Hanson et al., 1956) como:  

ree

He
eGE

G

G

22
2

2

ˆˆ
ˆ

ˆ






                                                             

(6)

    

 

Para medir la importancia relativa de cada factor estudiado (“Cultivar”, 

“Ambiente” y la interacción “Cultivar x Ambiente”), se determinó el porcentaje de 

variación de cada efecto como el cociente entre las sumas de cuadrado de la fuente 

correspondiente a la variación sobre la suma de cuadrados de los tratamientos (Sokal 

y Rohlf, 1995). 

También se analizó el grado de asociación calculando el coeficiente de 

correlación de Pearson (Sokal y Rohlf, 1995) con las variables NN, PSN y PSA. 

 

2.3. Resultados 

Uno de los problemas a la hora de evaluar un número considerable de 

cultivares es el número de repeticiones. Por ello primero se evaluó la capacidad de 

nodulación de 30 cultivares y en este caso el número réplicas fue reducido. Con el fin 

de aumentar el número de réplicas, el número de cultivares se redujo, seleccionando 

materiales dentro de los grupos de alta, media y baja capacidad de nodular. En el 

tercer experimento, se redujo aún más, el número de cultivares, sólo se evaluaron 2 de 

alta y 2 de baja capacidad de nodulación y se aumentó el número de réplicas.  

 

2.3.1. Primer Experimento 

Los cultivares de soja respondieron diferencialmente a la inoculación con 

Bradyrhizobium japonicum. Se encontraron diferencias significativas para el NN (F = 

2.33, P < 0.01) y PSN (F = 1.96, P < 0.05), sin embargo no existieron diferencias entre 
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cultivares para el PSA (F = 1.84, P > 0.05). Los coeficientes de variación (CV%) 

fueron: 26.5 para NN, 27.3 para el PSN y 28.9 para el PSA. 

Para el NN y el PSN, el test de Tukey agrupó a los cultivares en 2 grupos, uno 

con cultivares con alta capacidad de nodulación y otro con cultivares de baja 

capacidad de nodulación. El cultivar NA 5485 RG fue el que presentó el mayor NN 

(Figura 2.1a) y los cultivares NA 7000 RG, A 7053 RG y NA 8499 RG fueron los que 

presentaron el menor NN. Mientras que NA 4209 RG presentó la mayor biomasa de 

nódulos (PSN) y los cultivares A 3302 RG y NA 8000 RG mostraron los valores más 

bajos (Figura 2.1b). El resto de los cultivares desarrollaron un número y peso seco de 

nódulos entre estos dos extremos. El cultivar A 7053 RG que presentó el NN más bajo 

desarrolló 23 nódulos planta-1 que es aproximadamente un 60% más bajo que el NN 

del cultivar de alta nodulación NA 5485 RG (57.5 nódulos planta-1). En base a estos 

resultados los cultivares de soja se agruparon en tres grupos, de alta, media y baja 

capacidad de nodulación (Figura 2.1a). 

La masa de nódulos más baja observada fue 24.5 mg planta-1 para el cultivar A 

3302 RG y la más alta fue 57.6 mg planta-1 que correspondió al cultivar NA 4209 RG 

(Figura 2.1b). 

El análisis de correlación se efectuó sobre el primer experimento por ser éste el 

ensayo donde participó el mayor número de cultivares. Tal cual era de esperar, se 

encontró una correlación altamente significativa entre el NN y el PSN (r = 0.69, P < 

0.01). Además el PSA estuvo altamente correlacionado con ambas variables, NN y 

PSN (r = 0.53, P < 0.01 y r = 0.67, P < 0.01) respectivamente. 
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Figura 2.1 | Respuesta a la nodulación de 30 cultivares de soja. Las inoculaciones 
fueron realizadas con una mezcla de cepas Bradyrhizobium japonicum cepas 
SEMIA 5079 y SEMIA 5080 (valores medios ± desvío estándar), la concentración 
de los inóculos fue de 108 rizobios ml-1. a. Número de nódulos, b. Peso seco de 
nódulos. Mismas letras indican diferencias no significativas (Tukey 5%). 



Capítulo 2  65 

 

 

2.3.2. Segundo Experimento 

En el segundo experimento se seleccionaron 14 cultivares (Tabla 2.1), entre 

ellos, genotipos representativos de los grupos de alta, media y baja capacidad de 

nodulación, y se incluyó un nuevo cultivar introducido en este ensayo, A 6411 RG, que 

no sobrevivió en el primer ensayo. 

Los cultivares se diferenciaron significativamente para el NN (F = 8.00, P < 

0.01), y PSN (F = 6.65, P < 0.01) y PSA (F = 13.00, P < 0.01). Los CV% fueron: 31.3 

para el NN, 33.9 para el PSN y 24.9 para el PSA.  

Los cultivares NA 5920 RG y NA 5485 RG, fueron las de mayor capacidad de 

nodulación ya que presentaron los valores más altos en las 3 variables (Figura 

2.2a,b,c), el cultivar NA 2018 RG sólo presentó una biomasa de nódulos 

significativamente más alta. Por el contrario, los cultivares A 6411 RG, A 7053 RG, NA 

8010 RG y A 3302 RG desarrollaron la biomasa más baja de nódulos (Figura 2.2b). A 

6411 RG y NA 7053 RG no difirieron significativamente de los controles no inoculados 

en cuanto a PSA (Dunnet, = 5%) (Figura 2.2c). Estos dos mostraron una menor 

capacidad de nodulación, ya que presentaron un menor número de nódulos lo que se 

reflejó en una menor biomasa aérea. 

En el segundo experimento, en el que se incluyeron solo 15 genotipos en base 

a su respuesta diferencial, éstos se agruparon en un gran número de grupos. Los 

rangos de valores observados para el NN y el PSN fueron 34.2 nódulos planta-1 y 33.1 

mg planta-1 versus 15.1 nódulos planta-1 y 27.3 mg planta-1, para el primer y segundo 

experimento, respectivamente. Para el PSA los rangos fueron de 594.1 mg planta-1 y 

688.9 mg planta-1 para el primer y segundo experimento respectivamente. 
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Figura 2.2 | Respuesta de genotipos de soja a la inoculación con una mezcla de 
cepas Bradyrhizobium japonicum cepas SEMIA 5079 y SEMIA 5080 (valores medios ± 
desvío estándar).La concentración de los inóculos fueron 108 rizobios ml-1 a. Número 
de nódulos, b. Peso seco de nódulos, c. Peso seco aéreo. Mismas letras indican 
diferencia no significativa (Tukey, =5%). Los controles fueron inoculados con agua 
destilada estéril, Control 1 (C1): corresponde al control perteneciente a GM temprano 
(cultivar NA 3731 RG), control 2 (C2) corresponde al control perteneciente al GM 
medio (cultivar NA 5579 RG) y control 3 (C3) corresponde al control perteneciente al 
GM tardío (cultivar A 8000 RG). (*) diferencia significativa entre cultivar y C1 por el test 
de Dunnet (=5%). (†)diferencia significativa entre cultivar y Cβ por el test de Dunnet 
(=5%) (‡) diferencia significativa entre cultivar y Cγ por el test de Dunnet (=5%). 
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2.3.3. Tercer experimento 

Este ensayo tuvo como objetivo confirmar la capacidad de nodulación 

observada en un número aún menor de genotipos pero además se evaluó si esa 

capacidad de nodulación del genotipo depende del genotipo de la bacteria o de la 

interacción bacteria planta. Por eso en este experimento se incluyeron dos cultivares, 

con alta capacidad de nodulación (NA 5485 R y NA 4209 RG) y otros dos (A 6411 RG 

y A 7053 RG) con baja capacidad. Estos fueron seleccionados considerando los 

resultados de los dos primeros experimentos. Todos estos cultivares fueron inoculados 

en este caso con la estirpe de B. japonicum E109. 

El ANOVA mostró que los cultivares difirieron en el PSN (F = 9.64, P < 0.01), 

NN (F = 4.94, P < 0.01) y PSA (F = 5.00, P < 0.01). Los cultivares seleccionados en 

base a la alta capacidad de nodulación con cepas brasileras SEMIA también 

desarrollaron alto NN y PSN cuando se inocularon con la cepa E109 (Figura 2.3). 

Estos resultados fueron confirmados por la biomasa de la planta que fue 

significativamente más alta en los cultivares con los número y peso seco de nódulos 

más altos. 

 

 

Figura 2.3 | Respuesta a la nodulación de cuatro cultivares de soja frente a la 
inoculación con Bradyrhizobium japonicum cepa E109 (inoculante comercial) en (valor 
medio ± desvío estándar). La concentración de los inóculos fueron 108 rizobios ml-1. a. 
Número de nódulos, b. Peso seco de nódulos, c. Peso seco aéreo. Mismas letras 
indican diferencia no significativa Mismas letras indican diferencias no significativas 
por el test de Tukey (=5%). 
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2.3.4. Efecto de la concentración bacteriana en la respuesta a la 

nodulación 

La nodulación que se produce como resultado de la interacción Bradyrhizobium 

japonicum-soja es dependiente de la densidad poblacional bacteriana, y en esto 

interviene un mecanismo que es conocido como “quorum sensing”. Con el fin de 

determinar el efecto de la población bacteriana, los cultivares de soja NA 4585 RG y A 

6411 RG se inocularon con concentraciones crecientes de bradirizobios 102, 104, 106 y 

108 células ml-1 de B. japonicum E 109. Los resultados se presentan en la Figura 2.4.  
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Figura 2.4 | Efecto de la densidad celular de Bradyrhizobium japonicum sobre 
la nodulación de Glycine max L. Merr cultivar NA 5485 RG (blanco) y A 6411 
RG (negro), valores medios ± desvío estándar. a. Número de nódulos, b. 
Peso seco de nódulos y c. Peso seco aéreo. Valores sobre el eje X indican la 
densidad de B. japonicum (células ml-1). La concentración de los inóculos fue 
ajustado respuspendiendo rizobios en PBS estéril. Las plantas control fueron 
inoculadas con buffer PBS estéril. 

 

Se observó que la concentración de rizobios no alteró la respuesta de los 

cultivares a la inoculación. Es decir, el cultivar NA 5485 RG desarrolló más nódulos 
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que A 6411 RG independientemente de la concentración del inoculo. El ensayo por 

otro lado demostró que el “quorum sensing” es un proceso que impacta en el proceso 

de la nodulación ya que independientemente del genotipo de soja analizado, la 

inoculación con concentraciones bacterianas altas provocaron una , reducción de la 

nodulación. 

 

2.3.5. Análisis combinado y estimaciones de heredabilidades 

Con los genotipos que se incluyeron en el primer experimento y el segundo se 

realizó un análisis y este mostró que hubo un efecto significativo de “ambiente” y 

“cultivar” en el NN, PSN y PSA. El efecto de la interacción “Cultivar x Ambiente” fue 

significativo excepto para el PSA. Esto indica que aunque la diferencia entre los 

experimentos fue significativa, la relación entre las respuestas de los cultivares fue 

similar. Ambos caracteres asociados a la biomasa, PSN y PSA, presentaron errores 

experimentales mayores al 40% de la variación total (Figura 2.2). 

El NN y PSA fueron caracteres con mayores valores de He, señalando una 

variabilidad genética mayor para cada carácter. 

Tabla 2.2 | Análisis estadístico del número de nódulos, peso seco de nódulos y 
parte aérea de cultivares de soja inoculados con una mezcla de cepas de 
Bradyrhizobium japonicum. Cuadrados medios y porcentaje (%) de la variación 
total explicada por cada fuente de variación. He indica los valores de heredabilidad 
en sentido amplio. 

Fuente de variación g.l. a Número de 
nódulos 

Peso seco de 
nódulos (mg) 

Peso seco 
aéreo (mg) 

Cultivares 13 300 ** (28) 312 ** (30.5) 144 ** (26) 

Ambiente 1 5842 ** (41.9) 1799 ** (13.5) 1703 ** (23.6) 

Cultivares x Ambiente 13 115 ** (10.7) 147 ** (14.6) 56 ns (10.1) 

Error 79 34 (19.4) 70 (41.7) 36 (40.3) 

He  0.57 0.39 0.48 

*: P < 0.05, **: P < 0.01, ns: no significativo, a : grados de libertad. 
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2.4. Discusión  

La interacción entre la soja y B. japonicum, como otras interacciones planta-

microorganismo tales como enfermedades causadas por patógenos, puede ser 

representada por un triángulo formado por el genoma de la planta y el genoma del 

microorganismo bajo la influencia del ambiente (Van et al., 2007). Esto significa que la 

interacción está bajo el efecto de estos tres componentes sumado sus interacciones 

(Yusuf et al., 2008). La simbiosis Bradyrhizobium-soja ha sido ampliamente estudiada. 

Si bien hay algunos trabajos referidos al rol del genotipo de la planta (Vorhees, 1915; 

Nutman, 1969; Sinclair et al., 1991), éstos muy recientemente han ganado importancia 

(Nicolás et al., 2002, Nicolás et al., 2006). Esto es particularmente relevante 

considerando que el desarrollo de nódulos fijadores de nitrógeno es un proceso 

regulado y complejo que requiere la síntesis e intercambio de señales moleculares 

entre ambas partes, en este caso Bradyrhizobium - soja. 

Los genotipos de soja de Argentina presentaron una respuesta diferencial a la 

inoculación mas probablemente debido a diferencias a nivel genético. Resultados 

similares se obtuvieron en cultivares brasileros (Bohrer y Hungria, 1998; Hungria y 

Bohrer, 2000). La continuidad en la distribución de medias sugiere que la herencia es 

de tipo poligénica y esto coincide con lo encontrado y descripto por Nicolás et al. 

(2002) y Sinclair et al.(1991). Además los cultivares con mayor nodulación presentaron 

hasta el doble de nódulos que los cultivares de baja nodulación. Sinclair et al. (1991) y 

Hungria y Bohrer (2000) también encontraron que los cultivares con alta capacidad de 

nodulación presentaron un número dos veces mayor de nódulos que los cultivares con 

menor número de nódulos. Por lo tanto parecería que la diferencia en el número de 

nódulos entre los cultivares de alta y baja capacidad de nodulación estaría mostrando 

la diversidad contenida en los cultivares de soja en la Argentina. 

El ambiente tiene un impacto profundo en la nodulación de los genotipos (Lie, 

1974; Lee y Lee, 1998). En el segundo experimento se observó que la capacidad de 
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nodulación se redujo a la mitad en relación a lo observado en el primer experimento. 

Aún así las diferencias relativas entre los cultivares se mantuvieron. Esto significa que, 

si bien las condiciones ambientales condujeron a un crecimiento de la planta distinto, 

éstas no alteraron el fenotipo de nodulación determinado por el genotipo. Más aún, el 

carácter de alta o baja capacidad de nodulación estuvo en función del genotipo de la 

planta ya que los cultivares que nodularon mas respondieron de la misma manera, aun 

cuando la cepa de rizobio inoculada fue distinta.  

El análisis de correlación mostró que el PSN fue la variable que más condicionó 

a la biomasa aérea. Además, su heredabilidad fue de 0.39, lo que sugiere que puede 

ser objetivo de los mejoradores para la selección de genotipos que tengan mayor 

potencial de fijación de nitrógeno. Nicolás et al. (2002) citaron heredabilidades de 13% 

a 58% y 25% a 70% para NN y PSN, respectivamente, cuando evaluaron cuatro 

poblaciones F3 derivadas de cruzamiento entre cultivares brasileros. Greder et al. 

(1986) encontraron una heredabilidad entre 54% y 67% para la masa de nódulos en 

soja inoculada con B. japonicum. Los resultados de este trabajo confirman lo citado 

por otros autores para soja, aunque cabe destacar, que la estimación de la 

heredabilidad en sentido amplio fue medida en un ambiente controlado.  

Para asegurarnos que la respuesta diferencial de los cultivares encontrada no 

se debió al uso de niveles subóptimos de inoculante que fueran ineficientes en inducir 

nódulos en la planta, se realizó un experimento usando concentraciones crecientes de 

densidad bacteriana. La densidad celular de los rizobios no alteró la respuesta de los 

cultivares a la inoculación sugiriendo que la nodulación diferencial de los cultivares no 

se debió a la concentración de bacterias en el inoculante para los cultivares en 

estudio. Por otro lado la reducción de la nodulación observada tanto en cultivares de 

alta como de baja capacidad de nodulación, probablemente se deba a una alta 

densidad celular de inoculante. Este fenómeno puede ser una respuesta general de 

los cultivares de soja, tal como lo ha sugerido Jitacksorn y Sadowsky (2008) debido al 
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mecanismo de “quorum sensing” y probablemente la producción de bradyoxetina 

estaría involucrada en en esta respuesta de reducción de la nodulación. 

Los resultados de estos estudios sugieren que los materiales cultivados en 

Argentina son materiales altamente diversos en términos de su capacidad para 

nodular. El uso de cultivares de soja con alta capacidad de nodulación asociados a 

bacterias que fijan N con eficiencia conducirían a aumentar la disponibilidad de N 

simbiótico beneficiando a los suelos, sin embargo podría impactar en forma negativa 

en el crecimiento y el rendimiento. El costo energético que implica una elevada masa 

de nódulos puede ser deletéreo para el índice de cosecha de la soja, como ya se ha 

observado en leguminosas supernodulantes (Novák et al., 2009). 

Considerando la importancia económica de la soja para Argentina y la gran 

demanda de N por parte de la planta y que la inoculación es una práctica ampliamente 

aceptada por los productores, la habilidad de los genotipos para nodular y fijar 

nitrógeno debería ser considerado por los mejoradores como un objetivo importante. 

Posiblemente la capacidad de nodulación debería ser un carácter a evaluar en 

genotipos que transiten la última etapa de evaluación para ser liberados al mercado. 

Se confirmó en cuanto a la heredabilidad que el PSN es el carácter que más 

variación genética posee. Por otro lado nuestros resultados sugieren que el grupo de 

madurez no condiciona la producción de nódulos y, por lo tanto, materiales de 

diferentes ciclos podrían ser usados como progenitores en planes de mapeo de genes 

(QTLs) que controlan la nodulación.  

 

2.5. Conclusiones 

 Se identificaron en los materiales evaluados de soja diversidad fenotípica y 

genética para la nodulación.  

 La número de nódulos fue el que presentó la mayor variabilidad genética (He = 

57%). 
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 Se identificaron materiales con alta capacidad de nodulación y biomasa aérea: 

NA 2018 RG, NA 4209 RG, NA 5485 RG y NA 5920 RG. 

 Se identificaron materiales con baja capacidad de nodulación y biomasa aérea: 

A 3302 RG, A 6411 RG, A 7053 RG y NA 8499 RG. 
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3. DIVERSIDAD GENÉTICA DE CULTIVARES DE SOJA 
DE ARGENTINA, CAPACIDAD DE NODULACIÓN Y 
ASOCIACIÓN CON CARACTERES AGRONÓMICOS 

 

 

 

 

3.1. Introducción 

El objetivo fundamental de la agricultura actual es obtener materiales con altos 

rendimientos. Sin embargo, para que muchos de estos materiales alcancen su 

rendimiento potencial necesitan condiciones óptimas de crecimiento como la provisión 

de nutrientes, en particular el N y P, que son los que más frecuentemente limitan el 

rendimiento de los cultivos. 

Aún cuando es posible proceder a la fertilización con agroquímicos, la 

fertilización biológica es la mejor alternativa para fertilizar los suelos, ya que contribuye 

a realizar un manejo sustentable de la producción. 

Las leguminosas, entre ellas, la soja, son plantas que tiene la habilidad de 

interaccionar con bacterias del suelo Gram (-), como resultado de lo cual desarrollan 

estructuras denominados nódulos, en los que la bacteria fija nitrógeno (Burris y 

Roberts, 1993). 

El origen de la soja es Asia, más precisamente China (Hymowitz, 1970) y desde 

allí, esta planta se distribuyó por el mundo y a los países que en la actualidad son los 

mayores productores como Estados Unidos, Brasil y Argentina, en donde los suelos 

carecen de rizobios compatibles. A causa de ésto, es una práctica usual inocular el 

grano de soja, que consiste en adicionar en el momento de la siembra, un alto número 

de bacterias fijadoras de nitrógeno. Ésto da como resultado el desarrollo en la raíz de 

nódulos fijadores de nitrógeno (Bhuvaneswari et al., 1981). Los nódulos proveen un 

ambiente hipóxico, que es crucial para la actividad de la nitrogenasa, enzima 
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bacteriana que fija nitrógeno (Oke y Long, 1999; Loh y Stacey, 2003). Por lo tanto, el 

potencial de fijación de la simbiosis depende, dentro de ciertos límites, del número de 

nódulos desarrollados (Döbereiner, 1966; Bohrer y Hungria, 1998; Hungria y Bohrer, 

2000) y de la actividad específica de la nitrogenasa de la cepa de rizobio (Stougaard, 

2000). 

Es decir que la fijación de nitrógeno en soja es el resultado de determinantes 

genéticos que se encuentran en ambos simbiontes y de la interacción de los mismos. 

Se han descripto una gran cantidad de genes bacterianos involucrados en la 

nodulación y fijación de nitrógeno como son los genes comunes de nodulación, los 

genes de especificidad (nod/nol/noe) y los genes de fijación nif/nix (Kondorosi et al., 

1984; Brewin, 1991; Long, 1996, Downie, 1998). Los genes de especificidad 

determinan el rango de especies hospedantes, es decir, la compatibilidad de la 

bacteria con diversas especies y/o cultivares de plantas (Cregan et al., 1989; Balatti, 

2004).  

Entre los genes de la soja vinculados a la nodulación, se encuentran los que 

codifican proteínas conocidas como nodulinas, que están involucradas en el desarrollo 

y funcionamiento del nódulo (Brewin, 1991; Long, 1996). Además se han identificado 

otros genes que controlan la nodulación así como también la restricción por ciertas 

cepas de rizobios. Estos loci son llamados rj(s) o Rj(s) (Hayashi et al., 2012). Los 

alelos recesivos, rj1 y rj5 fueron identificados como receptores putativos, nfr1 y nfr5, 

respectivamente (Indrasumunar et al., 2010; 2011; Hayashi et al., 2012), y rj7 fue 

identificado como nts1, el cual está involucrado en la regulación sistémica de la 

nodulación (Nishimura et al., 2002, Searle et al., 2003). Por otra parte, los alelos 

dominantes Rj2, Rj3, Rj4 y Rfg1 restringen la nodulación con cepas específicas (o 

serogrupos) de Bradyrhizobium o Ensifer/Sinorhizobium. Algunos ejemplos incluyen 

Rj2 con B. japonicum USDA122, Rj3 con B. elkanii USDA33, Rj4 con B. elkanii 

USDA61 y Rfg1con E./S. fredii USDA257 (Caldwell, 1966; Caldwell et al., 1966; Trese, 

1995; Vest, 1970; Vest y Caldwell, 1972; Weiser et al., 1990). Recientemente, el gen 
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de las variantes alélicas Rj2/Rfg1 se identificó y codifica para una clase de proteínas 

de resistencia en plantas (R), las cuales confieren resistencia contra patógenos 

microbianos. Este descubrimiento revela un mecanismo de reconocimiento común 

tanto en interacciones simbióticas y en hospedador patógeno-bacteria sugiriendo que 

el establecimiento de la simbiosis requiere de la evasión o supresión de las respuestas 

inmunes disparadas por los efectores de los rizobios (Yang et al., 2010). Además se 

identificó el gen Rj4, que codifica para una proteína relacionada a patogénesis 5 (PR5) 

(van Loon et al., 2006), pertenece a una de las 17 familias de proteínas involucradas 

en la resistencia del hospedador a los patógenos, que además participan en varios 

procesos del desarrollo (Hayashi et al., 2014). Además de estos genes, se ha 

reportado que los genotipos de soja presentan respuestas diferenciales a la 

inoculación, lo que estaría vinculado a genes que codifican proteínas que regulan 

finamente los procesos (Greder et al., 1986; Nicolás et al., 2002; Salvucci et al., 2012). 

En conclusión, es evidente que tanto la bacteria como la planta contribuyen a una 

simbiosis exitosa y, si bien se ha trabajado mucho en la selección de cepas de 

bacterias, la nodulación no ha sido un carácter importante en los programas de 

mejoramiento de la soja, excepto en países como Brasil (Hungria y Bohrer, 2000). 

En la actualidad se dispone de una considerable cantidad de información del 

genoma de la soja. Inicialmente, la diversidad del germoplasma de soja se caracterizó 

en base al análisis de los caracteres morfológicos, más recientemente por 

características bioquímicas y en la actualidad por marcadores moleculares (Gorman, 

1984; Abe y Ohara, 1992; Xu, 1995; Zhou, 1998).  

Los mapas genéticos son herramientas claves para los programas de 

mejoramiento vegetal (Dudley, 1993), ya que permiten asociar marcadores a fenotipos 

cuando ambos co-segregan y esta asociación permite realizar selección indirecta del 

carácter a través de los marcadores. Cregan et al. (1999) publicó un mapa de 

ligamiento genético para soja, que junto con herramientas como los SNPs 

(polimorfismos de nucleótidos simples), y BACs (cromosomas artificiales de bacterias) 
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proveyeron información clave sobre el genoma de la soja (Shoemaker et al., 2003). 

Más recientemente, la secuencia completa del genoma de la soja fue descripta por 

Schmutz et al. (2010). 

Las técnicas moleculares son particularmente útiles para caracterizar 

accesiones (individuos, cultivares o poblaciones) y pueden ser de gran ayuda para 

analizar la diversidad de potenciales genotipos parentales en programas de 

mejoramiento (Abu Assar et al., 2005).  

Los marcadores SSR (repeticiones de secuencia corta), también conocidos 

como microsatélites, son secuencias de ADN repetidas en tándem de 2-7 pb que se 

encuentran ampliamente distribuidas en el genoma, generalmente son codominantes y 

polimórficas (Morgante y Olivieri, 1993). Estos marcadores moleculares han sido 

particularmente útiles para la identificación, localización y caracterización de los 

principales QTLs (Tanksley, 1993; Xu et al., 1999). Li et al. (2008a) demostraron que 

53 de 100 marcadores RAPDs y 35 SSRs fueron polimórficos en una muestra de 101 

cultivares de soja pertenecientes a distintas compañías semilleras y el análisis de 

cluster agrupó en general entre sí los cultivares de una misma compañía. Además 

encontraron que algunos de estos marcadores estuvieron asociados a los ciclos de 

maduración. Recientemente, Nicolás et al. (2002, 2006) y Santos et al. (2006) 

analizando progenies F2 y F2:7, encontraron marcadores SSR ligados a QTLs 

relacionados con número y peso seco de nódulos, así como también a peso seco 

aéreo de la planta. Estos autores identificaron varios SSR ligados a QTLs dentro de 

una población de 157 RILs F2:7, provenientes del cruzamiento cv Bossier x cv Embrapa 

20, cultivares que diferían en la capacidad de fijar nitrógeno (alta x media). Además 

utilizando la población F2:3 provenientes del cruzamiento Embrapa 20 x BRS133 

(media x baja nodulacion, respectivamente), se identificaron microsatélites ligados a 

QTLs de nodulación en los siguientes grupos de ligamiento (GL): A2 (Satt187, 

Satt233), B1 (Satt251, satt191, Satt509), B2 (Satt181, Satt192), L (Satt232) (Santos et 

al., 2006). 
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Hasta el momento en Argentina no existen evidencias de programas de 

mejoramientos para caracteres asociados a capacidad de nodular y de fijar nitrógeno. 

 

Hipótesis:  

 Existe variabilidad genética entre los cultivares de soja argentinos evaluados a 

través de marcadores SSR asociados a caracteres de capacidad de nodular. 

 Hay una asociación significativa entre los caracteres asociados de capacidad 

de nodular versus caracteres relacionados con producción de materia seca y 

ciclo de la planta. 

 

Objetivos 

a) Identificar la diversidad genética de los cultivares argentinos por medio de 

SSRs ligados a QTLs asociados a nodulacion en cultivares brasileros. 

b)  Determinar la asociación de estos marcadores con la capacidad de nodulación 

y otras características agronómicas de los cultivares de soja. 

c) Identificar la generación parental con capacidad de nodulación contrastante 

para que a partir del cruzamiento entre ellas se obtengan poblaciones 

segregantes que puedan utilizarse en un estudio de análisis de QTLs para 

nodulación. 

 

3.2. Materiales y métodos 

A partir de los resultados del ensayo de nodulación de los 15 cultivares de soja 

(2do experimento del capítulo anterior) se tomaron los datos de las variables (NN), 

peso de nódulos (PSN) y peso seco de la parte aérea de la planta (PSA). También se 

realizaron determinaciones de ciertos descriptores cuali y cuantitativos de los 

cultivares de soja como altura de planta (cm), días de maduración, hábito de 
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crecimiento (determinado: 1/indeterminado: 0), color de flor (blanco: 0/púrpura: 1) y 

color de pubescencia (gris: 0/ marrón: 1) (Tabla 3.1). 

Tabla 3.1 | Descriptores agronómicos y caracteres de nodulación para 
cada cultivar de soja. NN: número de nódulos por planta, PSN: peso 
seco de nódulos (mg/planta), PSA: peso seco aéreo (mg/planta), AP: 
Altura de plata (cm), DM: Días a madurez, HC: Hábito de crecimiento 
(1: determinado, 0: indeterminado), CF: Color de flor (0: blanco, 1: 
púrpura) y PUB: color de pubescencia (0: gris, 1: marrón). Los valores 
son medias de doce repeticiones. HSD: Valor crítico para comparación 
(Tukey, P < 0.05). 

Cultivar PSN NN PSA HC* CF* PUB* DM* AP* 

NA2018 38.52 22.86 629.67 0 1 1 112 75 

A3302 23.24 21.42 591.25 0 1 0 120 82 

A3550 31.8 25 692.75 0 1 1 126 85 

NA4209 27.5 22 582.11 0 1 1 132 93 

A4725 30.45 22 690.75 0 1 1 140 108 

NA5009 28.06 22.27 480.14 0 0 1 151 100 

NA5485 37.75 32.25 747.17 1 1 0 152 95 

NA5920 46.04 32.17 857.58 0 1 0 162 98 

NA6126 26.48 18.36 690.5 1 0 0 166 106 

A6411 19.96 12 209.08 1 1 0 167 105 

A7053 19.42 20 217.27 1 1 0 171 119 

NA7708 25.39 19.27 444.25 1 1 0 177 119 

A8000 28.34 17.8 575.6 1 0 0 180 118 

NA8010 22.3 19.64 441.42 1 1 0 181 125 

NA8499 24.62 17.75 492.5 1 1 0 187 88 

HSD 16.24 10.82 314.59 NE NE NE NE NE 

*Valores medios fueron asignados por Nidera Semillas S.A. NE: No estimado.  

 

3.2.1. Amplificación y análisis de SSR 

El ADN genómico se extrajo a partir de 200 mg de tejido fresco de hojas 

utilizando el protocolo modificado CTAB (Bornet y Branchard, 2001). La cantidad y 

calidad del ADN extraído se determinó realizando electroforesis en geles de agarosa al 

0.8% usando marcador lambda (Inbio). 

Para la reacción de amplificación de microsatélites (SSR) se usó ADN 

genómico de cada cultivar (Salvucci et al., 2012) y además se incluyeron como 

controles internos el ADN genómico de tres cultivares brasileros: Bossier (BOS), 
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Embrapa20 (E20) y BRS133, con alta media y baja capacidad de nodulacion 

respectivamente (Nicolás et al., 2006; Santos et al., 2006). Con el fin de realizar la 

PCR (Polymerase Chain Reaction) se seleccionaron once pares de primers de 

microsátelites polimórficos del genoma de la soja (Cregan et al., 1999) identificados 

previamente como ligados a caracteres asociados a nodulación y FBN, Satt066, 

Sat_123, Satt181, Satt187, Satt192, Satt197, Satt216, Satt232, Satt233, Satt251 y 

Satt509 (Nicolás et al., 2006; Santos et al., 2006). Las secuencias de los primers 

reverse y forward están disponibles en USDA-ARS Soybean Genome Database 

(http://129.186.26.94/SSR.html). 

El volumen total de las reacciones de PCR fue de 10 µL. La misma estuvo 

compuesta por buffer de PCR 1X (2.5 mM Tris-HCl pH 8.3 y 62.5 mM de KCl), 2.5 mM 

de MgCl2, 125 µM de cada dNTP, 0,2 µM de cada oligonucleótido iniciador (forward y 

reverse), una unidad de Taq ADN polimerasa y 20 ng de ADN genómico. Las 

amplificaciones se realizaron en un termociclador (MJ Research modelo PT-200), 

programado de la siguiente manera: un ciclo inicial de 7 minutos a 94ºC, seguido de 

30 ciclos de 1 minuto a 94ºC, 1 minuto a 50ºC y 2 minutos a 72ºC, y seguido con una 

etapa de extensión final de 7 minutos a 72ºC. Los productos de reacción se 

resolvieron en geles de poliacrilamida al 10%, los que se trataron con bromuro de 

etidio para observar el ADN bajo luz UV. Los tamaños de los fragmentos de ADN 

fueron estimados comparando las bandas de ADN con marcador de 1 Kb (GIBCO). 

 

3.2.2. Análisis estadísticos 

Los datos morfológicos de los 15 cultivares fueron estandarizados y se 

construyó un dendrograma por medio del método de agrupamiento denominado 

ligamiento promedio no ponderado (UPGMA). Además se calculó el coeficiente de 

distancia taxónomica (Sneath y Sokal, 1973). Los clusters obtenidos permitieron 

agrupar a los cultivares en función de su capacidad de nodulación y otras variables de 
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importancia agronómica. La magnitud de la disimilaridad entre clusters se determinó 

en las sumas de cuadrados entre clusters para cada variable. Se aplicó un ANOVA y 

las diferencias significativas entre grupos de cultivares del dendrograma construido en 

base a las variables cuali y cuantitativas se determinaron por el test de Tukey (=5%). 

El índice de diversidad genética (H) fue calculado como:  21 ijP , donde ijP es 

la frecuencia de jmo alelo en el locus i, sumado para todos los alelos en un locus. 

Para el análisis de los SSR, las bandas se codificaron como presentes (1) o 

ausentes (0) por alelo de cada SSR. De esta manera se construyó una matriz con los 

datos (cultivares x alelos de SSR). Comparaciones de a pares fueron calculadas 

usando el coeficiente de Simple Matching (SM) (Sneath y Sokal, 1973). Con la matriz 

de similitud se construyó un dendrograma incluyendo los cultivares de Argentina y 

Brasil, utilizando el método de UPGMA. Se calculó el coeficiente de correlación 

cofenético como medida de distorsión producida por el método. También se armó otro 

análisis de cluster con todas las variables, moleculares, cualitativas y cuantitativas. 

Cada locus SSR fue tratado como variable multiestado, esto significa que cada alelo 

SSR fue codificado usando diferentes números (1 a 4, desde banda liviana a banda 

pesada). El dendrograma fue hecho con el coeficiente de correlación de Pearson y 

para el agrupamiento se uso el método UPGMA (Sneath y Sokal, 1973). 

Se realizó un biplot GGE (Yan, 2001) para analizar la interacción entre los 

cultivares argentinos y los marcadores moleculares (alelos SSR). Se aplicó el modelo 

SREG1: 

ijjijijij yy   222111)(  

donde: 

ijy : es el valor medio del genotipo i para el marcador j ; jy : el valor medio del 

marcador j sobre todos los genotipos; jS : el desvío estándar del marcador j entre la 

media del genotipo; 21  y : los autovalores para el CP1 (primer componente principal) 
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y CP2 (segundo componente principal), respectivamente. 21 ii y  : los scores para 

CP1 y CP2, respectivamente, para el genotipo i. 21 jj y : los scores para PC1 y PC2, 

respectivamente, para el marcador j. ij : el residual del modelo asociado con el 

genotipo i en el marcador j. El biplot fue construido con la macro de Excel dado por 

Lipkovich y Smith (2001). 

Estas clases fueron usadas para construir una tabla de contingencia de dos 

vías (clases fenotípicas x SSR). Se realizó un análisis de correspondencia (AC) para 

investigar la estructura de los datos. La distancia de Chi-cuadrado fue usada para 

juzgar la proximidad de las clases fenotípicas (variable fila) y microsatélites (variable 

columna). Los valores de las coordenadas de las clases (fila) y alelos SSR (columna) 

fueron superpuestos en el mismo gráfico (biplot), por lo que las relaciones entre cada 

set de variables y la relación entre las variables filas y las variables columnas pueden 

ser apreciadas (Lebart et al., 1984). Una matriz de correlaciones al cuadrado para los 

factores fila (clases de nodulacion) fue calculado en orden de mostrar la proporción de 

varianza de la variable explicada por cada factor. El análisis numérico fue hecho 

usando el programa NTSYS-p 2.0 (Rohlf, 1998). 

 

3.3. Resultados 

La amplificación de los fragmentos SSRs a partir de ADN genómico de los 

cultivares argentinos de soja permitió identificar polimorfismo de marcadores. Salvo 

excepción del marcador Satt192, que fue monomórfico, los restantes 10 microsatélites 

fueron polimórficos presentando: Satt509, Sat_123, Satt187 y Satt232, 2 alelos, 

Satt066, Satt251, Satt216, Satt197 y Satt233, 3 alelos y solo Satt181, 4 alelos (Tabla 

3.2). A pesar que el número de cultivares brasileros estudiados fueron 3, éstos fueron 

más diversos que los materiables argentinos ya que sus microsatélites presentaron un 

mayor número de alelos (Tabla 3.3). Todos los materiales analizados presentaron un 
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único patrón de amplificación para cada marcador microsatélite, con la excepción del 

cultivar A 6411 RG que presentó 2 alelos (A1 y A2) para el Satt251. 

El índice de diversidad genética medio para los cultivares de soja fue de 0.50 ± 

0.18 y se incrementó levemente cuando se incluyeron en el análisis a los cultivares 

brasileros, 0.52 ± 0.11 (Tabla 3.2 y Tabla 3.3). El alto nivel de diversidad se debe 

principalmente a los marcadores microsatélites Satt232, Satt233, Satt251, Satt187, 

Sat_123, Satt066 (Tabla 3.3). 

Los microsatélites polimórficos se usaron para construir un dendrograma 

basado en el coeficiente de SM (Figura 3.1). Se pueden observar claramente 2 

clusters, I y II que comparten el 50% de los microsatélites. Mientras que el cluster I 

incluyó los cultivares A 6411 RG, A 7053 RG y E-20, el cluster II incluyó los restantes 

que se subagruparon en 3 clusters A, B y C. El subcluster A incluyó 3 cultivares que 

compartieron más del 72% de los SSR, este mismo se subdividió en A1 que incluyó 2 

cultivares de Argentina, NA 2018 RG y NA 5009 RG y A2 que incluyó el cultivar 

brasilero BOS. El grupo B también estuvo compuesto por el cluster B1 que incluyó 6 

cultivares de Argentina de ciclo de maduración corto y tardío, A 3302 RG, NA 5485 

RG, A 4725 RG, NA 8499 RG, A 3550 RG y NA 5920 RG, y el subcluster B2 que 

incluyó un genotipo de Argentina NA 4209 RG y uno de Brasil BRS133. Los cultivares 

del cluster B compartieron el 66% de los microsatélites. El tercer cluster, C, fue 

dividido, a un nivel del 66% de similitud en 2 subcluster, C1 que incluyó el cultivar NA 

6126 RG y el C2, que incluyó tres cultivares genéticamente similares, de los grupos de 

maduración VII y VIII, NA 7708 RG, A 8000 RG y NA 8010 RG. El coeficiente de 

correlación cofenética (CCC) fue 0.75 sugiriendo un buen ajuste del dendrograma y la 

matriz de datos (Sneath y Sokal, 1973). 
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Tabla 3.2 | Grupo de ligamiento, tamaño alélico, número de alelos y diversidad 
genética (H) de 10 loci SSR loci en cultivares argentinos 

Locus 
Grupo de 

ligamiento 

Rango del 
tamaño de 
alelos (pb) 

Número 
de alelos 

Frecuencia alélica H 

Satt509 B1 290 – 310 2 0.466, 0.533 0.5 

Satt066 B2 215 – 240 3 0.866, 0.066, 0.066 0.24 

Sat_123 B1 380 – 420 2 0.333, 0.666 0.45 

Satt181 H 170 – 210 4 0.266, 0.333, 0.100, 0.300 0.72 

Satt187 A2 255 – 300 2 0.800, 0.200 0.32 

Satt251 B1 175 – 190 3 0.600, 0.166, 0.233 0.56 

Satt216 D1b 200 – 315 3 0.066, 0.666, 0.266 0.48 

Satt232 L 380 – 390 2 0.733, 0.266 0.39 

Satt197 B1 240 – 290 3 0.266, 0.266, 0.466 0.86 

Satt233 A2 250 – 260 3 0.133, 0.200, 0.666 0.5 

 

 

Tabla 3.3 | Grupo de ligamiento, tamaño alélico, número de alelos y diversidad 
genética (H) de 10 loci SSR loci en cultivares argentinos y brasileros juntos. 

Locus 
Grupo de 

ligamiento 

Rango del 
tamaño de 
alelos (pb) 

Número de 
alelos 

Frecuencia alélica H 

Satt509 B1 290 – 310 2 0.500, 0.500 0.5 

Satt066 B2 200 – 270 4 0.722, 0.056, 0.167, 0.056 0.44 

Sat_123 B1 380 – 420 2 0.389, 0.611 0.48 

Satt181 H 170 – 210 4 0.222, 0.389, 0.083, 0.306 0.7 

Satt187 A2 255 – 300 2 0.778, 0.222 0.35 

Satt251 B1 175 – 190 3 0.194, 0.250, 0.556 0.59 

Satt216 D1b 200 – 315 3 0.667, 0.278, 0.056 0.48 

Satt232 L 380 – 390 2 0.667, 0.333 0.44 

Satt197 B1 240 – 290 4 0.056, 0.333, 0.222, 0.389 0.68 

Satt233 A2 250 – 260 3 0.167, 0.222, 0.611 0.55 
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Figura 3.1 | Análisis de cluster de quince cultivares comerciales argentinos de soja 
y tres cultivares de Brasil, Bossier (BOS), BRS133 y Empbrapa20 (E20) usando 
datos moleculares (10 SSR’s polimórficos). El dendrograma se construyó con el 
método UPGMA y se usó el coeficiente de Simple Matching. La distorsión según 
se indicó fue CCC=0.75. 

 

Dos pares de cultivares, A 3302 RG y NA 5485 RG; A 4725 RG y NA 8499 RG 

presentaron alto nivel de similitud (93%). Entre los cultivares brasileros, 2 se 

agruparon con diferentes cultivares argentinos y el tercero E20 fue genéticamente muy 

diferente del resto de los cultivares separandose en el dendrograma (Figura 3.1). 

Para el estudio fenotípico de los cultivares argentinos fueron consideradas 

variables asociadas a capacidad de nodulación (materia seca de la parte aérea, 

número y peso seco de nódulos) como también otras de impotancia agrónomica como 

altura de la planta, hábito de crecimiento, días de maduración, color de flor y presencia 

de pubescencia. A partir de dichas variables se construyó un dendrograma (Figura 

3.2). 
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Los cultivares se agruparon en dos grupos. El cluster I incluyó plantas con 

hábito de crecimiento determinado, ciclo de vida largo y mayor altura de planta que 

desarrollaron un bajo número y peso seco de nódulos (< 20 nódulos planta-1, < 28 mg 

planta-1) y el más bajo peso seco aéreo (438.7 mg planta-1). El cluster II incluyó dos 

subgrupos. El subgrupo II-A agrupó cultivares con hábito de crecimiento indeterminado 

que desarrollaron plantas más bajas (altura < 108 cm) con un ciclo de vida más corto y 

biomasa seca aérea intermedia (611.1 mg planta-1) y número y biomasa de nódulos 

intermedios (> 22 nodulos planta-1 y > 28 mg planta-1). El subgrupo II-B incluyó dos 

cultivares NA 5485 RG y NA 5920 RG, que se caracterizaron por ser plantas con una 

altura intermedia, un ciclo de vida intermedio, que desarrollaron valores altos para 

número y biomasa de nódulos (> 38 nodulos planta-1 y > 32 mg planta-1) y la biomasa 

aérea (> 802.4 mg planta-1). Se realizó un ANOVA y contrastes entre medias de los 

grupos obtenidos en el dendrograma fenotípico. El contraste de las diferencias entre 

clusters para cada variable se realizó por medio del test de Tukey (=5%). Los 

ANOVAS demostraron que los clusters se diferenciaron significativamente al nivel de P 

< 0.01 para NN, PSN, DM, PUB y HC y al nivel de P < 0.05 para el PSA y AP (Tabla 

3.4). 

Para variables relacionadas con la capacidad de nodulación: NN, PSN y PSA 

se observó que el grupo IIB, presentó medias más altas y se diferenció al menos 

significativamente del grupo I. (Tabla 3.4). 
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Figura 3.2 | Análisis de cluster de 15 cultivares comerciales argentinos de soja 
usando caracteres cuanti y cualitativos. NN: número de nódulos por planta, PSN: 
peso seco de nódulos, PSA: peso seco aéreo, AP: Altura de la planta, DM: Días a 
madurez, HC: Hábito de crecimiento, CF: Color de flor y PUB: color de 
pubescencia. 

 

Tabla 3.4 | Clasificación de los clusters por ANOVA y diferencias por el test de Tukey. 
Letras iguales correponden a diferencias no significativas entre pares. 

 Cluster I Cluster IIA Cluster IIB CV 
(%) 

F P-valor 
 media Tukey Media Tukey media Tukey 

NN 17.83 c 22.59 b 32.21 a 9.65 37.80 <0.001 
PSN 23.78 b 29.93 b 41.89 a 15.38 13.50 0.0008 
PSA 438.66 b 611.11 ab 802.38 a 24.60 6.30 0.0135 
AP 111.43 a 97.00 ab 90.50 b 11.82 5.09 0.0251 
PUB 0 b 0.83 a 0.00 b 79.06 18.00 0.0002 
DM 175.57 a 130.17 b 157.00 a 6.98 28.50 <0.001 
CF 0.71 a 0.83 a 1.00 a 54.27 0.37 0.7008 
HC 1 a 0.00 c 0.50 b 38.27 38.80 <0.001 
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3.3.1. Comparaciones de las clasificaciones moleculares y 

morfológicas 

Se construyeron dos matrices de distancia, una basada en caracteres 

fenotípicos cuantitativos y cualitativos, y la otra basada en la presencia/ausencia de 

marcadores microsatélites. Se observó que ambas estuvieron correlacionadas 

significativamente (r = -0.39, P < 0.01), confirmando que hay cierta congruencia entre 

los datos morfológicos y moleculares. 

La relación de los genotipos de Argentina y los alelos marcadores SSR fueron 

analizados por medio de un GGE biplot. Éste fue construido con el primer (CP1) y 

segundo (CP2) componente principal y explicó el 43.8% de la variabilidad genética 

(Figura 3.3). Por razones prácticas, los cultivares que diferían en su capacidad de 

nodulación que pertenecieron a diferentes clusters dentro del dendrograma (Figura 

3.2) se identificaron con distintos símbolos. El biplot confirmó los resultados del 

dendrograma. Los cultivares del cluster I fueron agrupados en el lado negativo del CP1 

y los cultivares incluidos en el cluster IIA y IIB se agruparon sobre el lado positivo del 

eje 1, (Figura 3.3). Coincidentemente, los cultivares a lo largo del primer componente 

se distribuyeron en base a su ciclo de vida, los de ciclo de vida largo sobre el lado 

negativo y los de ciclo corto de maduración, del lado positivo. Sólo el cultivar NA 8499 

RG no se ajustó a este patrón, ya que se ubicó junto con los cultivares de ciclo 

intermedio a corto. 
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Figura 3.3 | GGE Biplot (Modelo I) mostrando la relación entre genotipos argentinos (cuadrados y rombos) y marcadores SSR (círculos). El 
biplot se construyó con el primer componente principal (CP1) contra el segundo componente principal (CP2), ambos explicaron un 43.82% 
de la variación total. La identificación de cultivares de acuerdo a los clusters y subclusters de la Figura 3.2. Cuadrados blancos: baja 
capacidad de nodulación (cluster I), cuadrados negros: cultivares de capacidad media de nodulación (cluster II-A), rombos: cultivares de 
alta capacidad de nodulación (cluster II-B).
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3.3.2. Diversidad genética de cultivares de soja y microsatélites 

La capacidad discriminatoria de un microsatélite en el biplot está en relación 

directa con la longitud del vector, el cual esta representado por la distancia entre los 

marcadores (círculos) y el punto de origen (0,0) (Figura 3.3). Los alelos de los 

microsátelites Satt251 A1, A2 y A3, Satt187 A1 y A2, Satt233 A3, Sat_123 A1 y A2 y 

Satt181 A3 y A4, presentaron altos scores en el primer componente, sugiriendo que 

poseen una alta capacidad para discriminar genotipos. Los alelos de los microsatélites 

con mayor discriminación a lo largo del segundo componente fueron Satt216 A1 y A2, 

Satt509 A1 y A2, satt197 A4 y A2 y Satt233 A2. Estos marcadores fueron los que 

determinaron la distribución de los cultivares a lo largo del segundo componente que 

no mostró un patrón particular. La proyección de los microsatélites sobre el segundo 

componente (eje y) es un índice de la representatividad. Aquellos alelos cercanos al 

origen, tienen baja capacidad de discriminar debido a que son compartidos por 

genotipos agrupados en diferentes clusters (Yan, 2001). Se construyó un polígono 

trazando una línea llena uniendo los cultivares localizados en los extremos. Se trazó 

una línea punteada perpendicular en cada lado del polígono, que dividió el biplot en 

varias secciones que incluyeron cultivares asociados a microsatélites (Yan, 2001), 

(Figura 3.3). Se identificaron 6 secciones, que fueron definidas por 6 cultivares 

vértices: A 6411 RG (A), A 8000 RG (B), NA 7708 RG (C), NA 5009 RG (D), A 3302 

RG (E) y NA 4209 RG (F). Mientras que los cultivares en secciones opuestas tienen 

patrones moleculares divergentes, aquellos en la misma sección tenían un patrón 

molecular similar al del cultivar vértice, compartiendo con éste los alelos SSR incluidos 

en la misma sección (Yan, 2001). 

Los cultivares con baja capacidad de nodulación se ubicaron en tres secciones 

diferentes, A, B y C. La sección A incluyó a los cultivares A 6411 RG, A 7053 RG y NA 

6126 RG que compartieron los mismos alelos: Satt251 A1, Satt066 A1, Sat_123 A2 y 

Satt197 A4. Los cultivares A 6411 RG y A 7053 RG son genéticamente similares, y 
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compartieron alelos que tuvieron alto poder discriminante en ambos ejes, tales como: 

Satt181 A4, Satt509 A2, Satt187 A2 y Satt216 A2. De manera similar, las secciones B 

y C agruparon cultivares muy relacionados como NA 8010 RG, NA 7708 RG y NA 

8000 RG. Estos cultivares compartieron los alelos Satt251 A2, Satt216 A1, Satt509 A1 

y Satt233 A2. Sin embargo, el cultivar NA 7708 RG vértice de la sección C fue el único 

cultivar de esta sección que portó el alelo Satt197 A2, que también estuvo presente en 

los cultivares de la sección D, NA 5009 RG y NA 2018 RG. Aquellos cultivares 

localizados hacia la derecha del gráfico presentaron los alelos Satt251 A3, Satt187 A1, 

Satt233 A3 que fueron los que más discriminaron (mayor longitud del vector). La 

sección D agrupó a los cultivares NA 5009 RG, NA 2018 RG, NA 5485 RG, A 3550 RG 

y NA 8499 RG. El cultivar A 3302 RG fue el vértice de la sección E, dentro de la cual 

incluyó al cultivar A 4725 RG. Ambos cultivares compartieron alelos con los cultivares 

de la sección D y F. Sat_123 A1 se encontró en los cultivares NA 5009 RG, NA 2018 

RG, NA 5485 RG de la sección D y en el cultivar A 3302 RG de la sección E. El 

cultivar NA 4209 RG definió la sección F y fue el único que presentó el alelo Satt066 

A3. Además el alelo Satt509 A2 fue compartido por los cultivares de la sección F, 

aunque también estuvo presente en el genoma de A 7053 RG y A 6411 RG de la 

sección A, y los cultivares A 4725 RG y A 3302 RG de la sección E. Es importante 

mencionar que los cultivares con alta capacidad de nodulación, NA 5485 RG y NA 

5920 RG se agruparon en dos secciones diferentes D y F, sugiriendo que hay 

divergencia genética entre dichos materiales. Si bien NA 5920 RG se agrupó dentro de 

la sección F, éste compartió los alelos Satt197 A4, Satt216 A2 y satt509 A2 con los 

cultivares A 6411 RG y A 7053 RG de baja capacidad de nodulación (cluster I). Se 

puede observar que algunos cultivares con alta nodulación de la sección D 

presentaron un patrón altamente divergente de aquellos cultivares con baja capacidad 

de nodulación incluidos en la sección A y B (Figura 3.3). 

En estudios anteriores se correlacionó la capacidad de nodular con las 

variables en estudio: NN, PSN y PSA (capítulo 2 de la presente tesis; Hungria y 
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Bohrer, 2000; Sinclair et al., 1991; Souza et al., 2008), por lo tanto, con el objeto de 

asociar grupos con diferente capacidad de nodular y microsatélites se realizó un AC 

para cada una de estas variables (Figura 3.4). Los genotipos que desarrollaron un NN 

alto y medio se agruparon sobre el lado positivo del eje 1, aquellos que desarrollaron 

un bajo NN estuvieron del lado negativo. Cultivares con NN intermedios fueron 

discriminados por el eje 2 (cuadrante inferior derecho) (Figura 3.4a). Aunque el patrón 

no fue idéntico, los cultivares que difirieron en su masa de nódulos fueron 

discriminados de una manera similar por el AC. Aquellos cultivares que produjeron 

más biomasa de nódulos se agruparon en el lado positivo del eje 1 y aquellos que 

produjeron una biomasa intermedia o menor lo hicieron dentro del cuadrante negativo 

(Figura 3.4b). De cualquier manera, los materiales con biomasa de nódulos intermedia 

se agruparon en base al segundo eje sobre el cuadrante inferior izquierdo (Figura 

3.4b). Con respecto a la biomasa aérea (Figura 3.4c) los cultivares que produjeron la 

mayor biomasa aérea se agruparon en el lado negativo del primer eje, y los cultivares 

que produjeron poca biomasa aérea se agruparon sobre el lado positivo del eje. 
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Figura 3.4 | Biplot del análisis de correspondencia para categorías de capacidad de 
nodulación (baja, media y alta) y los diferentes alelos microsatélites. a Número de 
nódulos: eje 1 y eje 2 tuvieron 68 % y 31 % de inercia, respectivamente. b Peso seco 
de nódulos: eje 1 y eje 2 tuvieron 58 % y 42 % de inercia, respectivamente. c Peso 
seco aéreo: eje 1 y eje 2 tuvieron 61 % y 29 % de inercia, respectivamente. 
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Finalmente se realizó un análisis de cluster considerando la totalidad de 

caracteres: cuantitativos, cualitativos y moleculares (Figura 3.5). El dendrograma de 

caracteres obtenido mostró dos clusters principales, I y II que estuvieron 

negativamente correlacionados (r = -0.28). El cluster I asoció el microsatélite Sat_123, 

Satt181 y Satt187 con variables de ciclo (AP, HC Y DM), mientras que el cluster II 

agrupó a los microsatélites Satt251 y Satt233 con variables asociadas con la 

capacidad de nodular (Figura 3.5). En este mismo cluster, Satt066 se correlacionó con 

el color de pubescencia. Y Satt509 y Satt197 se correlacionaron con CF. 

 

 

Figura 3.5 | Análisis de cluster usando 10 SSR’s polimórficos y variables cuali y 
cuantitativas consideradas como multiestado. Marcadores: Satt509, Satt197, 
Satt232, Satt216, Satt066, Satt251, Satt233, Sat_123, Satt181 and Sat187. NN: 
número de nódulos por planta, PSN: peso seco de nódulos (mg/planta), PSA: peso 
seco aéreo (mg planta-1), AP: Altura de planta (cm), DM: Días a madurez, HC: 
Hábito de crecimiento, CF: Color de flor y PUB: color de pubescencia. El 
dendrograma se construyó con el metodo de agrupamiento UPGMA y se usó el 
coeficiente de correlación de Pearson. 
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3.4. Discusión 

Los marcadores microsatélites se encuentran ampliamente distribuidos en el 

genoma, por lo que brindan información reproducible y amplia y de gran utilidad en los 

programas de mejora. En este trabajo se utilizaron microsatélites asociados a 

caracteres de nodulación en cultivares de soja de origen brasileros (Nicolás et al., 

2002; 2006; Santos et al., β006), como herramientas para hacer un “screening” de este 

carácter en los cultivares argentinos de soja. Los 11 microsatélites identificaron 27 

alelos diferentes, entre ellos el 66.67% tuvieron frecuencias superiores a 0.25 (Tabla 

3.2). Cuando el análisis incluyó tres cultivares brasileros se identificaron otros 2 alelos 

adicionales. En la población alélica, el 55.17% tuvo frecuencias superiores a 0.25, 

mientras que no hubo alelos con frecuencias menores a 0.05 (Tabla 3.3). Estos 

resultados confirmaron que los alelos estuvieron altamente representados en los 

cultivares analizados, que fueron 15 de Argentina y 3 de Brasil. El análisis mostró un 

considerable nivel de diversidad para la mayoría de los microsatélites utilizados y 

éstos, además fueron altamente eficientes para discriminar genotipos de soja. Los 

microsatélites Satt509, Satt251, Satt197, Satt233 presentaron valores de H superiores 

al 50% y fueron los que mostraron una mayor capacidad para discriminar, tal cual se 

observa en el GGE-biplot (Figura 3.3) (Yan, 2001). 

El dendrograma generado con los patrones moleculares, agrupó a los cultivares 

en 5 grupos, con valores de similitud genética que oscilaron entre el 50 y el 93% 

(Figura 3.1). Li et al. (2008a) evaluó la diversidad de 101 genotipos de soja con 

marcadores RADP y SSR y encontró valores de similitud genética entre 45-100% y 36-

100 %, respectivamente. Los resultados obtenidos de este trabajo sugieren que el 

nivel de diversidad de los materiales analizados es menor (0.5) que el reportado por Li 

et al. (2008b). Esto podría ser explicado por una reducción de la base genética 

producida durante el proceso de mejoramiento con el objetivo de generar cultivares de 

soja con caracteres de interés agronómico, aunque también el número de genotipos 
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muestreados fue considerablemente bajo. Alternativamente estos resultados podrían 

ser consecuencia debido a un bajo número de marcadores SSR, aunque hay que 

considerar que entre los once microsatélites, diez consistieron en repeticiones en 

tándem de trinucleótidos, y como se ha reportado este tipo de SSR muestran con 

mayor eficiencia la diversidad de los genomas (Song et al., 1999). Estos microsatélites 

se seleccionaron en base a su asociación con la nodulación (Nicolás et. al., 2002; 

2006; Santos et al., 2006), y muy probablemente como el carácter no estuvo bajo 

presión de selección, estos determinantes genéticos son altamente variables (Greder 

et al., 1986; Nicolás et al., 2002). Sólo algunos de estos marcadores estuvieron 

asociados a nodulación en los genotipos de soja estudiados, lo que sugiere que es 

necesario identificar más microsatélites para realizar un “screening” de QTLs de 

nodulación en el germoplasma argentino. 

Cuando en el análisis se incluyeron los 3 cultivares brasileros, el índice de 

diversidad poblacional fue más alto, lo que sugiere que los cultivares brasileros en 

general podrían contribuir a ampliar la base genética de los cultivares de soja 

argentinos. Es importante mencionar que los cultivares brasileros incluidos en este 

estudio, se eligieron por su capacidad de nodulación divergente y porque presentaron 

microsatélites con patrones electroforéticos distintos (Nicolás et al., 2002; 2006 ; 

Santos et al., 2006). El cultivar E-20 compartió, con el resto de los cultivares, solo el 

50% de los alelos, lo cual sugiere que es el cultivar genéticamente más distante y 

probablemente el responsable del incremento en la diversidad. Además, estos 

resultados sugieren que los niveles de diversidad de los genotipos de Argentina y 

Brasil son diferentes, aunque la dimensión de las diferencias encontradas demandaría 

utilizar un mayor número de marcadores. Además, se encontró que el cultivar A 6411 

RG era un material aún en segregación, ya que presentó un patrón heterocigota 

asociado al microsatélite Satt251, marcador que estuvo asociado a nodulación, 

detectándose además, segregación en las plantas del cultivar, es decir, que podrían 

estar segregando para el carácter de nodulación. 
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El análisis de cluster de las variables fenotípicas generó dos grupos de 

cultivares, uno de ellos presentó dos subclusters A y B que incluyeron materiales con 

capacidad de nodulación media y alta (Figura 3.2). Los cultivares con baja capacidad 

de nodulación tuvieron un hábito de crecimiento determinado y ciclos de vida largo, 

mientras que aquellos cultivares con alta capacidad de nodulación presentaron ciclo 

de vida intermedio. Resultados similares fueron observados por Balatti y Pueppke 

(1992) mientras estudiaban la eficiencia de nodulación de ciertos genotipos de soja 

con la bacteria de crecimiento rápido Ensifer (Sinorhizobium fredii). Ellos encontraron 

que la longitud del ciclo de vida del genotipo estuvo correlacionada con la habilidad de 

los cultivares de desarrollar nódulos fijadores de nitrógeno o nódulos ineficientes. 

Aparentemente los caminos involucrados en la respuesta de la soja a la infección y 

nodulación con Ensifer (Sinorhizobium fredii) sería similar que con Bradyrhizobium 

japonicum. Cabe destacar que, este estudio que incluyó solamente 15 cultivares 

mostró una asociación entre los caracteres asociados a capacidad de nodulación y el 

ciclo de vida del cultivar. Esto sugeriría una asociación entre los microsatélites ligados 

a capacidad de nodulación y el ciclo de vida del cultivar. La distribución genotípica que 

se observó en el GGE biplot muestra la alta asociación entre la clasificación genotípica 

y fenotípica, lo que también fue confirmado por el AC. Estos resultados en conjunto 

sugieren la existencia de un ligamiento entre los microsatélites y los descriptores 

analizados en este trabajo. 

Los caracteres que definen el ciclo de vida como son los días de maduración y 

la fecha de floración se agruparon juntos con el carácter altura de planta, el cual tiene 

efecto en la morfología. Reyna y Sneller (2001), Tasma et al. (2001) y Tasma y 

Shoemaker (2003) también encontraron microsatélites asociados a QTLs ligados a 

días de maduración. Los resultados de este trabajo confirman la asociación altamente 

significativa entre las variables relacionadas con ciclo de vida y altura de planta, aún 

cuando los cultivares desarrollaron en condiciones controladas. Li et al. (2008a) 

también encontró que los cultivares con valores similares de unidades de temperatura 
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se agruparon en los mismos clusters aún cuando la clasificación en el dendrograma se 

construyó con marcadores moleculares. Los genes determinantes del ciclo de vida 

podrían estar asociados a un origen geográfico particular, por consiguiente, ciclos de 

madurez diferentes estarían asociados a divergencia genética. Frecuentemente todas 

son características consideradas en los programas de mejoramiento y la selección de 

padres divergentes. 

Es importante destacar que Satt187, Satt181 y Sat_123 fueron los tres SSRs 

con mayor capacidad de discriminación y estos estuvieron principalmente asociados 

con ciclo de vida y con la altura de la planta. Los restantes, Satt251 y Satt233, 

estuvieron relacionados a capacidad de nodulación (Figura 3.5). La correlación 

negativa entre ambos grupos de microsatélites podría estar indicando un ligamiento en 

fase de repulsión entre variables de ciclo y nodulación y como consecuencia de esto, 

entre los microsatélites ligados a estos caracteres. 

Aunque el biplot explicó un bajo porcentaje de la variabilidad genética (43.8%), 

ésta no se refiere a la variabilidad total, debido a que el biplot sólo refleja la variación 

debida a los cultivares (genotipo) y la interacción genotipo x marcadores (Yan et al., 

2001).Sin embargo, el biplot fue un análisis útil tanto para asociar el patrón fenotípico y 

genotípico, como para seleccionar padres putativos de futuras poblaciones 

segregantes. En base a lo expuesto anteriormente, los potenciales progenitores con 

alta capacidad de nodulación son: NA 5485 RG o NA 5920 RG, mientras que los de 

baja capacidad de nodulación son A 7053 RG, A 6411 RG, NA 7708 RG, A 8000 RG o 

NA 8010 RG. Como uno de los objetivos del mejoramiento debe ser generar una 

población con base genética amplia en lo que hace a la capacidad de nodulación, los 

mejores cruzamientos serían aquellos producidos entre cultivares ubicados en 

sectores opuestos del gráfico, ya que reflejan la mayor divergencia genética, por 

ejemplo, NA 5485 RG debería ser cruzada con A 7053 RG o A 6411 RG, mientras que 

el cultivar NA 5920 RG con NA 7708 RG, A 8000 RG o NA 8010 RG. 
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En este estudio se mostró la asociación entre los microsatélites, Satt251 y 

Satt233 y las variables que definen el carácter nodulación en cultivares comerciales de 

soja de Argentina. Como la nodulación presenta una heredabilidad poligénica (Nicolás 

et al., 2002; 2006; Santos et al., 2006; Tanya et al., 2005), más genes con mayor o 

menor efecto en la nodulación deberían estar dispersos en el genoma de soja, es muy 

problable que se encuentre un número adicional de genes cuantitativos de nodulación 

cuya identificación requiere trabajar con un mayor número de marcadores moleculares 

y/o con otra población de estudio.  

Los estudios descriptos condujeron a la identificación de los padres putativos 

para la obtención de poblaciones segregantes para el análisis de QTLs de nodulación. 

  

3.5. Conclusiones 

 Se confirmó una alta representatividad de los alelos en los cultivares argentinos 

y brasileros analizados. El análisis mostró un considerable nivel de diversidad para 

la mayoría de los microsatélites utilizados, y estos además fueron altamente 

eficientes para discriminar cultivares de soja. 

 El dendrograma generado con los patrones moleculares, agrupó a los 

cultivares en 5 grupos, con valores de similitud genética que oscilaron entre el 50 y 

el 93 %.  

 En los cultivares argentinos se confirmó no sólo la existencia de una asociación 

entre los caracteres de capacidad de nodulación, el ciclo de vida y con morfología 

de la planta, sino también, una asociación entre dichos caracteres con algunos 

microsatélites. 

 La distribución genotípica que se observó en el biplot muestra la alta 

asociación entre la clasificación genotípica y fenotípica, lo que también fue 

confirmado por el AC. 
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 En los cultivares argentinos se confirmó una asociación entre los 

microsatélites, Satt251 y Satt233 y las variables que definen el carácter 

nodulación. Sat_123, Satt181 y Satt187 se asociaron con variables de ciclo de vida 

de la planta (AP, HC Y DM). Satt066 se correlacionó con el color de pubescencia. 

 Los potenciales progenitores con alta capacidad de nodulación son: NA 5485 

RG o NA 5920 RG, mientras que los de baja capacidad de nodulación son A 7053 

RG, A 6411 RG, NA 7708 RG, A 8000 RG o NA 8010 RG. Ambos grupos pueden 

ser cruzados entre si para la obtención de poblaciones segregantes aplicables al 

estudio de QTLs de nodulación. 
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4. MAPEO E IDENTIFICACIÓN DE QTLS ASOCIADOS 
AL CARÁCTER CAPACIDAD DE NODULACIÓN  

 

 

 

 

4.1. Introducción 

La interacción simbiótica entre leguminosas y rizobios contribuye entre 91 a 163 

millones de toneladas de nitrógeno por año, el 65% de éste es usado en la agricultura 

(Burris y Roberts, 1993). La eficiencia de la fijación biológica de nitrógeno depende del 

tipo de cepa de rizobio, de las variedades cultivadas así como también de los factores 

ambientales y prácticas de manejo del cultivo. Después de la fotosíntesis, la fijación 

biológica de nitrógeno (FBN) en las leguminosas puede ser considerada como el 

proceso biológico más importante a nivel mundial. Sin embargo, muchos países, tanto 

desarrollados como en desarrollo, no han adoptado o tomado ventajas del potencial de 

la FBN y son prácticamente dependientes de fertilizantes nitrogenados para manejar la 

productividad de los cultivos. Las leguminosas fijan aproximadamente 20 a 100 kg N 

ha-1 año-1 y usan casi todo el nitrógeno fijado en la producción de granos (Evans et al., 

1989). Sin embargo las leguminosas han sido mejoradas principalmente para 

rendimiento y resistencia a factores abióticos y bióticos, pero son escasos los 

programas de mejora para aumentar la eficiencia en la FBN. Por otro lado, las 

companías de inoculantes se han dirigido sus esfuerzos a mejorar y utilizar en los 

formulados cepas de bacterias que fijen mas eficientemente el N y que puedan ser 

utilizadas en una amplia variedad de leguminosas (Abi-Ghanem et al., 2013).  

La interacción simbiótica entre la leguminosa y el rizobio es altamente 

específica e involucra mecanismos complejos que comienzan con un intercambio 

mutuo de moléculas señales difusibles entre la planta y el rizobio (Ferguson et al., 

2010). Este proceso de señalización desencadena la formación de un nuevo órgano 
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en la raíz, el nódulo, el cual, hospeda a la bacteria fijadora de nitrógeno (Subramanian 

et al., 2006; Kouchi et al., 2010). Es decir que la simbiosis no depende sólo del 

genoma de la planta y del genoma de la bacteria sino también de la interacción que se 

establece entre ambos. 

Mediante estudios del genoma de las bacterias fijadoras de nitrógeno, se han 

descripto varios genes de la nodulación que se conocen como nod, nol y noe (Masson-

Boivin et al., 2009). Sin embargo, los estudios de las leguminosas hospedantes son 

más complejos, debido a sus características biológicas y al tamaño de sus genomas. 

Más recientemente, la integración de enfoques genéticos y genómicos y la adopción 

de modelos de leguminosas como Medicago truncatula y Lotus japonicum abrieron un 

marco a la investigación de genes del hospedante involucrados en el proceso de FBN 

(Kouchi et al., 2010; Murray et al., 2011; Oldroyd, 2013). Recientemente, en 

leguminosas por medio de experimentos con mutantes, clonado de genes y el uso de 

estrategias de mapeo genético, se caracterizaron veintiséis genes, involucrados en el 

reconocimiento de las señales disparadas por el rizobio y en los diferentes pasos 

necesarios para la formación del nódulo (Kouchi et al., 2010). Además se han 

encontrado decenas de genes que codifican proteínas conocidas como nodulinas, 

utilizando herramientas de alto redimiento (high-throughput), tales como bancos de 

marcadores EST (Expressed Sequence Tags) y análisis de microarreglos 

(Microarrays) (Brechenmacher et al., 2008; Libault et al., 2010). 

Desde 1950, en la soja, se han descripto varios loci que controlan la nodulación 

y en la última década la mayoría fueron clonados y caracterizados. Estos loci son 

llamados rj(s) o Rj(s) y se los puede dividir en tres categorías según su función 

(Hayashi et al., 2012). La primera categoría corresponde a genes recesivos 

caracterizados en plantas de soja mutantes no nodulantes. Estos genes alélicos son 

rj1 y rj5, sus productos codifican proteínas llamadas NFR1 y NFR5 (NFR: Nodule 

Factor Receptor), las cuales formarían un complejo receptor e interaccionarían con el 

factor Nod en su región extracelular a través de su dominio de lisinas (LysM). La 
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respuesta consistiría en la transducción de la señal a través de su dominio con 

actividad kinasa intracelular, generando finalmente la infección y organogénesis del 

nódulo (Indrasumunar et al., 2010; 2011; Hayashi et al., 2012). En la segunda 

categoría se conoce el gen rj7, que fue identificado como nts1 (nitrate tolerant 

simbiosis 1) a partir de mutantes hipernodulantes y tolerantes a altas concentraciones 

de nitrato en el suelo inducidos con mutagénicos químicos. Este gen está involucrado 

en la regulación sistémica de la nodulación (Nishimura et al., 2002, Searle et al., 

2003). Su producto génico Rj7/NTS1/GmNARK (G. max Nodule autoregulation 

receptor kinase) formaría un complejo receptor con una proteína tipo CLV2 

(CLAVATA2) ubicada en el tallo de la planta. Este complejo receptor reconoce señales 

derivadas que son producidas en respuesta al sensado de los factores Nod en la raíz, 

resultando en la producción de la señal/es de AON (autorregulación) en su dominio 

intracelular con actividad kinasa, inhibiendo la formación posterior de nuevos nódulos. 

Dentro de la tercer categoría se encuentran los alelos dominantes Rj2, Rj3, Rj4 y Rfg1. 

Éstos restringen la nodulación con cepas específicas (o serogrupos) de 

Bradyrhizobium o Ensifer/Sinorhizobium. Algunos ejemplos incluyen Rj2 con B. 

japonicum USDA122, Rj3 con B. elkanii USDA33, Rj4 con B. elkanii USDA61 y 

Rfg1con E./S. fredii USDA257 (Caldwell, 1966; Caldwell et al., 1966; Vest, 1970; Vest 

y Caldwell, 1972; Weiser et al., 1990; Trese, 1995). Los genes Rj2/Rfg1 y Rj4 

recientemente fueron identificados y forman parte de proteínas involucradas en 

resistencia de las plantas a pátogenos microbianos. Estos descubrimientos revelan un 

mecanismo de reconocimiento común tanto en interacciones simbióticas y como 

hospedante-patógeno (bacteria), sugiriendo que el establecimiento de la simbiosis 

requiere la evasión o supresión de las respuestas inmunes disparadas por los rizobios 

(Yang et al., 2010). El gen Rj3 aún no ha sido identificado.  

Genes ortólogos a los mencionados fueron identificados usando herramientas 

de mutagénesis dirigida, primeramente en Medicago truncatula (Amor et al., 2003; 
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Limpens et al., 2003) y Lotus japonicus (Madsen et al., 2003; Radutoiu et al., 2003) y 

posteriormente en arveja (Pisum sativum) (Zhukov et al., 2008). 

Estos descubrimientos sientan las bases para comprender los mecanismos 

moleculares de la regulación de la simbiosis en el hospedante. Sin embargo la 

capacidad de nodulación y FBN presentan una arquitectura genética compleja, la cual, 

depende de la interacción planta-bateria. No sólo está regulada por genes cualitativos 

de herencia mendeliana simple como los descriptos anteriormente, sino también 

intervienen numerosos loci génicos cada uno con un efecto pequeño. Estos últimos 

bajo la influencia del ambiente, dan como resultado la expresión de caracteres 

cuantitativos. En soja se ha observado una variabilidad considerable en cuanto a la 

capacidad de nodulación y la eficiencia de FBN entre cultivares (Neuhausen et al., 

1988; Sinclair et al., 1991; Pazdernik et al., 1997; Bohrer y Hungria, 1998; Hungria y 

Bohrer 2000; Salvucci et al., 2012). Esta variabilidad sería una fuente genética 

importante para los programas de mejoramiento con el fin de aumentar el potencial de 

rendimiento. Algunos de estos proyectos de mejoramiento específicos para potenciar 

la FBN en soja fueron iniciados en la década de 1980 en Australia, en los Estados 

Unidos y en África. El programa australiano exploró una variación natural de tolerancia 

al nitrato (altos niveles de nitratos en el suelo afectan negativamente la nodulación). El 

programa comprendió dos ciclos de selección entre 1986 y 1997. En un primer ciclo se 

realizaron cruzamientos entre líneas coreanas tolerantes a nitrato y cultivares 

adaptados. Finalmente se obtuvieron cuatro líneas avanzadas F7, que fueron 

comparadas por FBN y producción de granos con sus progenitores putativos. Las 

líneas presentaron desempeños semejantes a una de las líneas coreanas para FBN 

(50% del N proveniente de FBN) y para productividad (que varió entre 1.7 tn ha-1 y 

2.67 tn ha-1). Sin embargo los nuevos cultivares no superaron la productividad de las 

líneas del programa principal de mejoramiento australiano. Además, todos los 

cultivares fueron susceptibles a Phytophtora sojae. Este no es más que un ejemplo de 

las dificultades que pueden surgir durante el proceso de mejora para la obtención de 
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cultivares superiores con caracteres combinados: alta fijación de nitrógeno, resistencia 

a enfermedades y mayor rendimiento. Como consecuencia el programa fue finalizado 

en 1998, y ningún cultivar con mayor capacidad de nodulación pudo liberarse al 

mercado (Herridge y Rose, 2000; Herridge et al., 2001).  

Otro abordaje para el desenvolvimiento de materiales tolerantes a nitrato 

consistió en la generación de mutantes nts (gen que luego fue caracterizado, ver más 

arriba). Los cultivares mutantes que se describieron fueron Bragg (Carrol et al., 1985), 

Williams (Gremaud y Harper, 1989) y Enrei (Akao y Kouchi, 1992). Estos mutantes 

presentan casi diez veces más nódulos que sus pares salvajes y altas tasas de FBN, 

tanto en ausencia como en presencia de nitrato. Estudios sobre la herencia del 

fenotipo de nts ha comprobado la naturaleza recesiva del gen y pruebas de alelismo 

indicaron que toda las mutaciones ocurren en el mismo gen, sugiriendo que éste es 

particularmente susceptible a mutagénesis química (Vuong y Harper, 2000). 

Experimentos realizados en Australia y Estados Unidos con mutantes de los cultivares 

Bragg y Williams, evidenciaron una reducción del 20% al 41% de la productividad en 

relación a los progenitores (Herridge et al., 2001). Sin embargo, un efecto positivo que 

se observó en los campos cultivados con mutantes nts, fue un aumento en la 

productividad de los cereales cultivados luego de la cosecha de soja. Song et al. 

(1995) atribuyen ese efecto a dos factores: menor absorción de N mineral del suelo 

por las plantas nts y un aumento de N en el suelo debido a la descomposición de 

residuos vegetales de esas plantas conteniendo altas concentraciones de N. 

Sinclair et al. (2007) describieron progresos obtenidos en un programa iniciado 

en 1993, con el objetivo de desarrollar líneas productivas en ambientes secos, 

explorando el carácter de fijación de N2. Se utilizó como uno de los progenitores el 

cultivar Jackson. tolerante a sequía. Como resultado, dos líneas presentaron tasas de 

FBN superiores a los de su progenitor y fueron tolerantes a sequía.  

En África, ocurre una situación inversa, donde pequeños agricultores han 

cultivado variedades locales de soja con baja o ninguna aplicación de fertilizantes 
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nitrogenados y sin o con uso de inoculantes. Esta característica es denominada 

nodulación promiscua, porque las variedades son capaces de nodular con diversas 

especies de rizobios nativos de los suelos africanos, nodulando y fijando 

eficientemente nitrógeno (Herridge y Rose, 2000; Mpereki et al., 2000). El programa de 

mejoramiento desarrollado desde inicio del año 1980 por el Instituto de Agricultura 

Tropical (IITA), en Nigeria, ha explorado la combinación de esa capacidad de 

nodulación promiscua de los materiales locales con las características mejoradas de 

los cultivares americanos, para obtener líneas que combinen la productividad y la 

nodulación promiscua (Herridge y Rose, 2000). Ese programa ha tenido éxito en 

asegurar una nodulación promiscua en diferentes ambientes, variedades locales como 

Magoy y Hermon 147 fueron recomendadas y son cultivadas por pequeños 

agricultores (Mpereki et al., 2000).  

En el caso australiano, posiblemente, la falta de comprensión de los 

mecanismos de control genético de estos caracteres hayan colaborado para el fracaso 

de los programas de mejora, especialmente si dichas variables presentan una 

herencia compleja o poligénica. En estos casos es indispensable estimar parámetros 

genéticos tales como la heredabilidad para calcular el avance genético en la selección 

del carácter (Falconer y Mackay, 1996). También se debe considerar las asociaciones 

entre caracteres, que pueden tener causas genéticas o ambientales. Entre las causas 

genéticas se encuentran el ligamiento génico o bien la pleiotropía, este concepto 

último se aplica cuando un gen controla a más de un carácter simultáneamente. Si 

bien el ligamiento génico puede ser quebrado por recombinación, la pleiotropía es 

permanente (Falconer y Mackay, 1996). Una metodología para abordar esta 

problemática es el análisis de coeficientes paso que ha sido frecuentemente utilizada 

por los mejoradores de plantas para asistir en la identificación de caracteres que son 

útiles durante el proceso de selección (Li, 1975). El método mide la influencia directa 

de una variable predictora sobre la variable respuesta. Utiliza una regresión parcial 

estandarizada para particionar los coeficientes de correlación en efectos directos e 
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indirectos, aplicados a un diagrama causal construido de acuerdo a una lógica básica. 

Este análisis permite un examen crítico de cuales son los factores específicos que 

producen una correlación dada y que pueden ser empleados en formular una 

estrategia de selección efectiva. 

Todavía se requieren estudios de la arquitectura genética de la nodulación y 

fijación de nitrógeno por el lado del hospedante. Esta arquitectura genética puede 

construirse mapeando poligenes involucrados en la expresión del carácter cuantitativo. 

Para ello se utiliza como herramienta los marcadores moleculares a lo largo de los 

cromosomas, para elaborar mapas genéticos saturados, esto es con innumerables 

marcadores a lo largo de los cromosomas, permitiendo ubicar físicamente en dichos 

mapas regiones de actividad cuantitativa (QTLs: Quantitative Trait Loci) (Cubero, 

2003). Los marcadores microsatélites (SSR) son útiles para identificar, localizar y 

caracterizar a los principales factores genéticos de un QTL. Éstos se caracterizan por 

ser secuencias cortas repetidas de 1 a 6 pares de bases de ADN distribuidas 

ampliamente en el genoma, son codominantes, altamente polimórficos exhibiendo un 

gran número de alelos por locus (Tanksley, 1993; Xu et al., 1999).  

No sólo es importante localizar los QTLs en el genoma, sino también estimar 

sus efectos génicos (Kearsey y Pooni, 1996). Esto permite estimar la heredabilidad del 

QTL, definida como la proporción de la varianza genética debida a la varianza 

fenotípica del carácter. Esta disección genética ayuda a poder asistir en los proyectos 

de mejoramiento de caracteres de interés. En soja se han identificado QTLs asociados 

a: potencial de rendimiento, resistencia a enfermedades, contenido de proteínas y 

aceite en semillas (Soybase 2012).  

Se han realizado estudios preliminares sobre regiones genómicas que 

controlan la capacidad de nodulación y la FBN en soja (Tanya et al., 2005; Nicolas et 

al., 2006; Santos et al., 2006). También hay información sobre otras leguminosas, 

como arveja (Bourion et al., 2010) y poroto (Phaseolus vulgaris L.) (Nodari et al., 1993; 

Tsai et al., 1998). Estos estudios han demostrado el potencial del mapeo de QTLs 
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para dichos caracteres, sin embargo todavía se requiere mayor información en 

relación a los genes de la planta. 

Entre 1995 y 2009 diversas publicaciones dan crédito de la aplicación de la 

selección asistida por marcadores, que ha provocado grandes avances en el 

mejoramiento de caracteres cuantitativos en cuanto a resistencia a enfermedades y 

rendimiento en soja (Concibido et al., 2003; Zhu et al., 2007; Saghai Maroof et al., 

2008; Shi et al., 2009). Es de esperar que estos avances ocurran también para los 

caracteres asociados a la capacidad de nodular.  

 

Hipótesis 

 El genoma de la soja contiene genes que controlan la capacidad de nodular y 

fijar nitrógeno y que presentan una herencia de tipo cuantitativa.  

 

Objetivos 

a) Estudiar la asociación entre variables relacionadas con la capacidad de nodular 

y de fijar nitrógeno y estimar la variabilidad genética existente al aplicar un 

modelo genético. 

b) Localizar y determinar el modo de herencia de los QTLs asociados a la 

capacidad de nodulación mediante la aplicación de métodos de análisis de 

QTLs utilizando marcadores SSR. 

 

4.2. Materiales y métodos 

4.2.1. Obtención de la población segregante F2:3 

Sobre la base de los resultados obtenidos en los estudios de capacidad de 

nodulación de los cultivares de soja y en lo que hace a la asociación de SSR con la 
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capacidad de nodulación , se seleccionaron los progenitores NA 5485 RG5 (alta 

capacidad de nodulación) y A 7053 RG6 (baja capacidad de nodulación), que fueron 

cruzados durante la campaña 2009-2010. A partir de este cruzamiento se generó la 

población segregante F2:3 , con la que se realizó un análisis de mapeo de QTLs. Las 

semillas F1 obtenidas a partir de los cruzamientos, fueron sembradas en Octubre de 

2010 en el campo experimental del Instituto Fitotécnico de Santa Catalina. El carácter 

híbrido de las plantas F1, se confirmó con los marcadores moleculares tipo 

microsatélites (SSR), utilizando como molde ADN foliar. Los productos de 

amplificación de SSR-PCR se resolvieron en geles de agarosa haciéndose hincapié en 

aquellos que fueron contrastantes entre los progenitores. En otoño de 2011 se 

cosecharon 210 semillas F2, que fueron sembradas en invernáculo en condiciones 

controladas de luz y temperatura en la localidad de Venado Tuerto (Nidera Semillas 

S.A.), durante la campaña 2011-2012. Sobre cada individuo de la población F2 se 

tomaron muestras de tejido foliar, para la evaluación genotípica. Se cosecharon las 

semillas de las plantas F2 individualmente, disponiéndose de la generación de semillas 

F3. Se eliminaron aquellas familias que produjeron menos de 10 granos por planta, 

quedando un total de 94 familias, las cuales fueron incluidas en un ensayo con un 

diseño completamente al azar (DCA) con repeticiones, en condiciones controladas de 

luz y temperatura, durante la campaña 2012-2013. 

 

4.2.2. Evaluación fenotípica de la población F2:3 

Con las 94 familias F2:3 se realizó un ensayo de nodulación en cámaras de 

crecimiento bajo condiciones controladas de luz y temperatura (fotoperíodo de 14 hs 

de luz y 25°C, respectivamente). El diseño del ensayo fue completamente al azar con 
                                                
5 y 6  Dado que la soja es una especie autógama, se consideró a los cultivares progenitores 

homocigotas.  
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12 repeticiones por familia F3. La inoculación y las condiciones fueron las mismas ya 

explicadas en el punto 2.2.2. Se usó como inoculante B. japonicum cepa E109 y las 

plantas fueron mantenidas en speedlings.  

A los 30 días del inicio del ensayo se cosecharon las plantas F3 y se determinó 

el número (NN) y peso seco de nódulos (PSN). Las partes aéreas de las mismas se 

separaron en tallo y hojas, los que se secaron en estufa a 70ºC hasta peso constante. 

Se determinó el peso seco de hoja (PSH, en mg) y el peso seco del tallo (PST, en mg), 

la sumatoria de las cuales generó el peso seco de la parte aérea (PSA, en mg). 

Además, se consideró el peso seco de nódulo por nódulo, el cual fue calculado como 

la razón entre el peso seco de nódulo y el número de nódulos por planta (PSN/NN = 

PSNN, en mg nodulo-1). La altura del tallo principal (AP, en cm) fue considerada como 

variable adicional. 

Con los datos fenotípicos, se armó una matriz con las medias de cada carácter 

promediando las plantas dentro de cada familia F2:3. 

 

4.2.3.  Análisis fenotípico de familias F3  

Con las familias F3 se construyeron histogramas de frecuencias, para todas las 

variables estudiadas (R-Cran, 2008). Se aplicó un diseño completamente aleatorizado 

desbalanceado, para todas las variables asociadas a la capacidad de nodulación 

(Sokal y Rohlf, 1995).  

El modelo fue:  

ijiij gy    

:ijy Observación o variable respuesta 

: Media general 

:ig Efecto del tratamiento o familia i 
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:ij Error o variación no controlada que existe entre los individuos de cada 

familia y varía de una observación a otra.  

Si se considera un modelo de efectos aleatorios, las varianzas se construyen 

por descomposición de las esperanzas matemáticas de los cuadrados medios E(CM) 

como se indica en la siguiente tabla de ANOVA: 

 

FV GL CM E(CM) F 

Entre familias g-1 CMT 2̂ + k 
2ˆG  CMT/CMR 

Error (entre individuos 
dentro de familias) N-g CMR 2̂   

Total N-1    

 

CMT: Cuadrado medio entre familias 

CMR: Cuadrado medio dentro de familias 

Por ser un diseño desbalanceado se calculó el número de observaciones k  

como: 

1

1

1

2




 
g

r
N

N
k

g

i
i

 donde  g

i
irN

1

 

g : número de familias: 94 

ir : número de individuos dentro de cada familia. 

Se estimaron los siguientes parámetros genéticos (Cruz, 2001): 

Varianza fenotípica media: 
k

CMT
F 2̂  

Varianza ambiental media: 2̂ = 
k

CM R  

Varianza genotípica media: 2ˆG = 
k

CMCM RT 
 

Correlación intraclase: 22

2

ˆˆ
ˆˆ 
 

G

G  
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El CV% fue calculado como la razón entre la raíz de la varianza entre plantas 

dentro de familias ( 2̂ ) y la media general en porcentaje. 

La correlación intraclase es tomada como la heredabilidad en sentido amplio 

para cada carácter (H2) (Falconer y Mackay, 1996). 

En una F3, la varianza ambiental, cuyo estimador es el RCM  está confundida 

con el componente genético de la varianza (Mariotti, 1986; Kearsey y Pooni, 1996).  

 

4.2.3.1. Análisis de asociación entre variables 

A partir de los datos fenotípicos de las siete variables cuantitativas en las 

familias F3, se armó una matriz con los índices de correlación genética y fenotípica 

entre todos los pares de caracteres. Varianzas para cada carácter individual y 

covarianzas para los pares de caracteres se estimaron usando el programa Genes 

(Cruz, 2001). Las correlaciones genéticas y fenotípicas entre los pares de caracteres 

fueron determinadas por las siguientes expresiones: 

Correlación genética: 

2
)(

2
)(

),(
),(

cov

yGxG

yxG
yxGr   

en que: 

),( yxGr : es el coeficiente de correlación genética entre las características x e y; 

),(cov yxG : es una covarianza genética entre las características x e y; 

2
)( xG y 2

)( yG : son las varianzas genéticas de las características x e y; 

Correlación fenotípica: 

2
)(

2
)(

),(
),(

cov

yFxF

yxF
yxFr   
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en que: 

),( yxFr : es el coeficiente de correlación fenotípica entre las características x e y; 

),(cov yxF : es una covarianza fenotípica entre las características x e y; 

2
)( xF y 2

)( yF : son las varianzas fenotípicas de las características x e y. 

 

Posteriormente se confirmó la significancia estadística de cada coeficiente de 

correlación ( r ), planteando la hipótesis nula Ho: 0r  versus la hipótesis alternativa 

Ha: 0r , mediante una prueba de T , dada por 
21

2

r

nr
Tc 

 . La T calculada ( cT ) se 

comparó con una T tabular ( )tT  al nivel de significancia de =5% y =1% y con 

( 2n ) grados de libertad. La regla de decisión fue: si cT tT , entonces el valor de r  

es estadísticamente diferente de cero (Espitia et.al., 2008). 

 

4.2.3.2. Análisis de coeficientes de paso. 

El análisis de coeficiente de paso fue utilizado para particionar los coeficientes 

de correlación fenotípicos en efectos directos e indirectos (Li, 1975). Se construyó un 

diagrama lógico de causa-efecto con los caracteres considerados, teniendo en cuenta 

la significancia de los coeficientes de correlación obtenidos entre variables (P < 0.05). 

El PSA fue adoptado como variable dependiente. Las variables PSH, PST, AP fueron 

consideradas como variables de primer grado y NN y PSN como de segundo grado 

(Figura 4.1). Para evaluar la existencia de efectos de colinealidad se siguió el 

procedimiento de Montgomery y Peck (1981). Estos autores proponen el índice CN o 

número de condición matricial que se estima como el cociente entre el más alto y el 

más bajo autovalor. Si CN < 100, la multicolinealidad no es problema, entre 100 < CN 

< 1000 la colinealidad es moderada a fuerte, si presenta CN > 1000 es severa. Los 

cálculos se realizaron con el programa Genes (Cruz, 2001). Posteriormente al estudio 
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de colinealidad se eliminó la variable PSNN, que no fue incluida en el diagrama. El 

índice de colinealidad CN del modelo usando 5 variables explicativas y como variable 

dependiente PSA fue de 81.07 (CN < 100 colinealidad baja). 

La correlación fenotípica fue particionada dentro de efectos directos e indirectos 

de acuerdo a las siguientes ecuaciones lineales: 

Primer grado 

Peso seco aéreo (PSA) 

r21 =  P21 + r23 P31 + r24 P41  

r31 = r23 P21 + P31 + r34 P41  

r41 = r42 P21 + r43 P31 +  P41  

Segundo grado 

Peso seco de hoja (PSH) 

r52 =    P52 + r56 P62  

r62 =  r56 P52 +  P62  

Peso seco de tallo (PST) 

r53 =    P53 + r56 P63  

r62 =  r56 P53 +  P63  

Altura de planta (AP) 

r54 =    P54 + r56 P64  

r64 =  r56 P54 +  P64  

 

Donde: 1-PSA. 2-PSH, 3-PST, 4-AP, 5-PSN y 6-NN (Figura 4.1).  

Donde r es el coeficiente de correlación fenotípica lineal entre dos variables, P es el 

efecto directo del coeficiente de paso; el producto r P es la medida del efecto indirecto de 

un variable sobre otra (Li, 1975). 
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Figura 4.1 | Diagrama de coeficientes de paso. P son los 
efectos directos y r los ceficientes de correlación de Pearson 
entre las variables. 

 

4.2.4. Evaluación genotípica de la población segregante F2 

De cada individuo de la F2 se extrajo con papel nucleico ADN genómico para 

proceder al “screening” usando β21 loci SSR ubicados a intervalos de entre 15-20 cM 

en cada cromosoma (mapa Soybase http://soybase.org/). Evaluando en la población 

parental el polimorfismo de dichos microsatélites, se seleccionaron los SSR a 

amplificar sobre la población F2 (Tabla A 1). Los SSRs polimórficos se utilizaron para 

determinar el genotipo (homo o heterocigota) de los individuos de la población F2 (94 

individuos). 

Con los datos moleculares se construyó una matriz genotípica “loci SSR x 

genotipo” considerando cada loci polimórfico SSR para los 94 individuos 

sobrevivientes de la F2. La codificación para cada individuo según el programa 

GQMOL (Schuster y Cruz, 2004) y considerando el SSR como marcador codominante 

fue: 0 para el genotipo idéntico al progenitor de alta capacidad de nodulación (NA 5485 

RG), 2 para el genotipo idéntico al progenitor de baja capacidad de nodulación (A 7053 

RG) y 1 para el genotipo heterocigota, que presenta los alelos de ambos progenitores. 
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4.2.4.1. Prueba de segregación de marcadores 

A partir de la matriz genotípica se puso a prueba la segregación esperada para 

la codominancia típica de los SSRs 1:2:1, para cada locus marcador polimórfico. Para 

esto se utilizaron tres pruebas, análisis de locus individual: Chi-cuadrado, análisis 

múltiple FDR (False Discovery Rate) y protección de Bonferroni (estos últimos 

controlan la tasa de error tipo I global). Dichas pruebas de segregación se realizaron 

con el programa GQMOL (Schuster y Cruz, 2004). 

 

4.2.4.2. Construcción del mapa de ligamiento 

Aquellos loci marcadores SSR que no se apartaron significativamente de la 

segregación esperada 1:2:1, fueron seleccionados para construir una matriz 

genotípica. Los marcadores que no ajustaron a la segregación no fueron 

considerados. La matriz resultante “loci SSR x genotipo” se utilizó para construir un 

mapa de ligamiento con el programa GQMOL (Schuster y Cruz, 2004) con el método 

de análisis multilocus, usando un LOD mínimo = 3 y una distancia máxima entre 

marcas adyacentes de 30 cM. Las distancias entre marcadores se estimaron con el 

método de mínimos cuadrados y se expresaron en unidades de mapa de Kosambi 

(Kosambi, 1944).  

 

4.2.5. Análisis de mapeo de QTLs 

A la matriz genotípica se le adicionó las medias fenotípicas de cada variable 

cuantitativa para cada familia F3, obteniéndose una matriz mixta de datos genotípicos y 

fenotípicos. Con dicha matriz se realizó el análisis de mapeo de QTLs. 

Los métodos de mapeo que se usaron en el presente capítulo fueron: 

i) Mapeo por locus simple 

ii) Mapeo por intervalo simple 
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iii) Mapeo por intervalo compuesto 

i) y ii) se realizaron con el programa GQMOL (Schuster y Cruz, 2004). iii) se 

analizó con el programa WINQTL –Cartographer, versión 2.5_011 (Basten et al., 2003) 

 

i) Locus simple 

El mapeo de locus simple analiza la asociación entre el marcador y el QTL 

utilizando ANOVA y regresión lineal. Se aplicó el test t-Student para comparar las 

medias condicionadas a las clases marcadoras, para cada variable estudiada. 

 

4.2.5.1. Locus simple. Método ANOVA de un solo factor  

El ANOVA, permitió testear si existen diferencias entre los valores medios del 

carácter condicionado por el genotipo de la clase marcadora, o sea: 

H0: MM = Mm = mm  

La existencia de diferencias significativas entre las medias es evidencia de 

ligamiento factorial entre el marcador y la característica. El modelo lineal fue propuesto 

por Edwards et al. (1987). 

El cuadrado medio entre clases marcadoras, a su vez, fue particionado 

ortogonalmente en efecto aditivo (A) y dominante (D), de esta manera se puso a 

prueba usando contraste para efecto aditivo (C1) y para el efecto dominante (C2) del 

QTL asociado al marcador (Liu, 1998). Las hipótesis de ambos contrastes fueron: 

C1: MM = mm 

C2: MM - ½ (Mm + mm) 

 

La tabla de ANOVA y el cálculo de la F’s respectivas se muestran en la Tabla 

4.1 (Liu, 1998). 
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Tabla 4.1 | Esquema del análisis de la varianza para una 
población F2. 

FV GL CM E(CM) F 

Entre clases 
marcadoras 

2 CMT 
22
SSRgd k 

 
CMT/CMR 

A 1 CMA  CMA/CMR  

D 1 CMD  CMD/CMR 

Dentro de clases 
marcadoras 

N-3 CMR 
2
gd   

Total N-1    

 

Donde: 

CMT: Cuadrado medio entre clases marcadoras  

CMR: Cuadrado medio residual 

CMA: Cuadrado medio debido al efecto de aditividad 

CMD: Cuadrado medio debido al efecto de dominancia 

2
gd : Componente de la varianza residual 

2
SSR : Componente de la varianza entre clases genotípicas condicionadas al 

marcador 

Por ser un diseño desbalanceado se calculó el número de observaciones k  

como: 

1

1

1

2




 


t

n
N

N
k

t

i
i

 donde  t

i
inN

1

 

t : número de clases genotípicas para un marcador ( t =3) 

in : Número de individuos de cada clase genotípica para un marcador 

N : Número de individuos totales  

A partir de la descomposición de las E(CM) se estimó la varianza genética 

( 2ˆSSR ) como: 
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k

CMCM RT
SSR

2̂  

 

Se calculó la heredabilidad ( 2H ) del QTL asociado al marcador como, 

2

2
2

ˆ
ˆ

T

SSRH 
  

Donde:  

k

CMT
T 2̂  

También se calculó la proporción de varianza genotípica entre familias F3 (
2ˆG , 

ver 4.2.3) atribuida a la varianza del marcador ( 2ˆSSR ) como 2

2

ˆ
ˆ

G

SSR


 

En aquellos loci marcadores donde el ANOVA fue significativo (P < 0.05) se 

compararon las medias de las tres clases genotípicas con una prueba de t-Student (P 

< 0.05). Se analizó el estado de ligamiento entre el marcador y el QTL o sea si se 

encuentran ligados, en acoplamiento o repulsión (Kearsey y Pooni, 1996). 

 

4.2.5.2. Locus simple. Método Regresión lineal 

La asociación entre el marcador y el QTL puede ser valorada a través de una 

regresión entre la característica cuantitativa en función de los scores relativos al 

genotipo o gen marcador. El modelo para una F2 (Schuster y Cruz, 2004) usado fue el 

siguiente: 

jjjj XXY   22110  

En que: 

jY es el valor de la característica cuantitativa tomada en el j-ésimo individuo de 

la población F2 
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jX1 es el código del marcador para el efecto aditivo (MM = 1, Mm = 0 y mm = -

1); 

jX 2 es el código del marcador para el efecto dominante (MM = 0, Mm = 1 y mm 

= 0); 

0 es el intercepto de la regresión (media de la característica); 

1 es la inclinación de la recta para el efecto aditivo; 

2 es la inclinación de la recta para el efecto dominante;  

j es el error aleatorio manifestado en la característica del j-ésimo individuo. 

Cabe aclarar que los estimadores de los coeficientes de regresión: 1  y 2 , son 

el efecto aditivo y dominante para un marcador. 

Para evaluar y confirmar el modelo completo se aplicó el test F (modelos aditivo 

+ dominante). Se analizó la importancia relativa de cada uno de los modelos por medio 

de una regresión múltiple de eliminación por paso (stepwise). También se estimó el 

coeficiente de determinación R2 que representa la proporción de la varianza fenotípica 

de la característica explicada por el marcador. La significación de los parámetros 1  y 

2 fueron realizados mediante un test de t-Student. 

 

4.2.5.3. Intervalo simple. Método máxima verosimilitud 

Se realizó un mapeo por intervalo simple (SIM) por el método de máxima 

verosimilitud (Liu, 1998). Haley y Knott (1992), presentaron un modelo de mapeo por 

intervalos basados en regresión. El modelo adoptado para poblaciones F2 es: 

jj dzaxy   **  

donde: jy  es el valor de la característica y  en el individuo j ; 

  es la media de la característica en la población;  
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a  es el efecto aditivo del locus que está siendo estudiado, sobre la 

característica y ; 

d  es el efecto de dominancia del locus que está siendo estudiado, sobre la 

característica y ; 

*x  y *z  son las variables indicadoras (utilizadas para estimar los efectos a  y 

d  del QTL) y dependen del genotipo de los marcadores flanqueantes al QTL, en el 

individuo j ; 

j es el error aleatorio para el j -ésimo individuo. 

 Este tipo de mapeo permite localizar la posición del QTL en el intervalo 

determinado por dos marcadores. La búsqueda se hizo cada 2 cM y se calculó el LR o 

LOD, se estimaron las medias y los efectos de aditividad y dominancia de los QTLs.  

La hipótesis de presencia de un QTL en el intervalo es testeada por la razón de 

verosimilitud (LR) entre el modelo reducido y el modelo completo. En los análisis de 

máxima verosimilitud, el test de razón de máxima verosimilitud es,  





0

1ln2
L

L
LR  

En que 0L  es el valor de la función de verosimilitud sobre una hipótesis nula H0; 

1L es el valor de la función de verosimilitud sobre una hipótesis alternativa H1. 

En el caso de las regresiones, cuando los errores son independientes y siguen 

una distribución normal, la razón de verosimilitud puede expresarse como una función 

de los valores de las sumas de cuadrados de los desvíos de los modelos completos y 

reducidos. Así, según Haley Knott (1992), el test de LR puede ser expresado como: 





c

r

SCD

SCD
nLR ln     

Donde: 

n  es el número de individuos. 
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rSCD  es la suma de cuadrados de desvío (o residual) del modelo reducido 

jjy   . 

cSCD  es la suma de cuadrados de desvío (o residual) del modelo completo 

jj dzaxy   **  

 

Las hipótesis que se testearon fueron las siguientes: 

H0: a  = 0, d  = 0 

H1: a  ≠ 0, d  = 0 

H2: a  = 0, d  ≠ 0 

H3: a  ≠ 0, d  ≠ 0 

Las siguientes pruebas de hipótesis se realizaron con el programa GQMol 

(Schuster y Cruz, 2004): 

a) H3:H0 (MM = Mm = mm o a = 0, d  = 0). Su efecto significativo indica 

presencia de aditividad y/o dominancia, indica presencia del QTL. 

b) H3:H1 (MM + mm - 2Mm o d  = 0). Test de detección de efecto no aditivo 

del QTL. 

c) H3:H2 (MM = mm o a  = 0). Test de detección de efecto aditivo del QTL. 

 

Sí el valor de LR sobrepasa el límite crítico o “threshold” definido (LRT), el QTL 

en esa posición se considera significativo, cuando el LR > LRT. Este LRT se estimó 

para cada carácter permutando 1000 veces los datos fenotípicos y se eligió como 

punto de corte, una tasa de error experimental tipo I del 5% (Churchill y Doerge, 1994). 

En todos los caracteres arrojaron un LRT≈11.41, por lo tanto se decidió tomar como 

punto de corte este valor o su equivalente LOD = 2.5 (LOD = LR / 4.61). 
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4.2.5.4. Mapeo por intervalo compuesto (CIM)  

Este tipo de mapeo es derivado del mapeo por intervalo simple e incluye 

marcadores adicionales como co-factores. La inclusión de estos co-factores en el 

análisis resulta en un aumento sustancial en el poder de detección de un QTL y en la 

precisión de la estimación de la posición del QTL, ya que reducen la varianza residual 

provocadas por otros QTLs fuera del intervalo (Liu, 1998). 

El modelo es el siguiente: 

  
 c

iik
jkjkjjj xbdzaxy

1,

  

jy es el valor fenotípico de la j-ésimo individuo; 

  es el efecto medio del modelo (intercepto del modelo); 

a  es el efecto aditivo del probable QTL; 

jx  y jz  son variables condicionadoras cuyos valores dependen del genotipo 

del marcador que flanquean el QTL en el individuo j 

d es el efecto de dominancia del probable QTL; 

kb  es el coeficiente de regresión parcial entre los valores fenotípicos y los 

marcadores k, asumiendo c marcadores incluido en el modelo de co-factores. 

kjx  variable condicionadora que depende del genotipo del marcador k para los c 

cofactores seleccionados en el modelo. 

j es el efecto residual del modelo. 

 

El término entre corchetes es el mismo presentado por la regresión de Haley 

Knott para mapeo por locus simples. Para probar y confirmar la existencia de los QTLs 

encontrados con locus simple, se empleó siempre que fue posible el mapeo por 

intervalo compuesto. Para realizar este mapeo se utilizó el programa QTL 
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Cartographer v2.5 (Basten et al., 2003). Se usó el modelo 6 (modelo estándar) por el 

método stepwise (forward/backward), con probabilidad de entrada y salida del 5%. 

El test de razón de verosimilitud (LR) fue realizado cada 1 cM de ligamiento 

(walking speed), con un tamaño de ventana (windows size) de 10 cM. Los valores 

obtenidos para los tests LR en cada posición fueron representados en un gráfico 

donde los puntos en el eje de las abscisas corresponden a las posiciones en que los 

tests fueron realizados, en cM, y los puntos en el eje de las ordenadas corresponden a 

los valores de LR en cada posición, obteniéndose la curva de LR vs posición para 

cada característica. La curva permitió realizar el mapeo de QTL.  

Al igual que en SIM, se consideró significativo un QTL cuando el LR > 11.41 

(LOD > 2.5) obtenido por el test permutacional (Churchill y Doerge, 1994). 

 

Las siguientes hipótesis fueron testeadas: 

i. Significancia del efecto del QTL en el intervalo (H0: a  = 0, d  = 0) 

En este caso el modelo completo presenta aditividad y dominancia 

 

ii. Significancia del efecto aditivo del QTL (H0: a  = 0) 

En este caso el modelo reducido a ser utilizado en el test de razón de 

verosimilitud será: 

  
 c

iik
jkjkjj exbdzy

1,

  

 

iii. Significancia del efecto atribuido al desvío de dominancia (H0: d  = 0) 

Para testear el modelo con efecto dominante del QTL, el modelo reducido será: 

  
 c

iik
jkjkjj exbaxy

1,
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4.3. Resultados  

4.3.1. Análisis fenotípico y genético de la F3 

La distribución de frecuencias de las características relacionadas con el 

crecimiento de la planta y la nodulación no presentaron desvíos significativamente 

diferentes de la normalidad, confirmando que las características fenotípicas tienen 

distribución continua (Figura 4.2). El cultivar parental NA5485 RG presentó valores 

medios de PST (330.66 ± 129.82 mg pl-1), PSH (264.26 ± 107.57 mg pl-1), PSA (552.78 

± 193.77 mg pl-1), AP (85.59 ± 17.55 cm pl-1), NN (20.33 ± 8.05 nódulos pl-1, PSN 

(20.10 ± 6.42 mg pl-1); mayores que el cultivar A7053 RG con valores medios de PST 

(294.70 ± 127.30 mg pl-1), PSH (250.49 ± 89.59 mg pl-1), PSA (502.31 ± 213.07        

mg pl-1), AP (72.35 ± 23.21 cm pl-1), NN (16.21 ± 5.46 nódulos pl-1), PSN (17.43 ± 5.88 

mg pl-1). En cuanto al PSNN se observó mayor valor en el parental A 7053 RG (1.12 ± 

0.39 mg nódulo-1) mientras que NA 5485 RG presentó el menor valor (1.04 ± 0.39 mg 

nódulo-1). 
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Figura 4.2 | Histogramas de distribución de frecuencias en la población F3, para los siete caracteres cuantitativos evaluados. NN: número 
de nódulos planta-1, PSN: peso seco de nódulos/planta (mg planta-1), AP: altura de planta (cm), PST: peso seco de tallo (mg planta-1), 
PSA: peso seco aéreo (mg planta-1), PSH: peso seco de hoja (mg planta-1), PSNN: peso seco de nódulo/nódulo (mg nodulo-1). Se indican 
los valores fenotípicos medios y desvíos estándar (± ds) de la generación parental (NA 5485 RG y A 7053 RG). Medias de la F3: 
NN:13.83, PSN: 13.37, PSNN: 1.03, PSH: 189.07, PST: 220.53, PSA: 384.33, AP: 63.26. 
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Tabla 4.2 | Análisis de la varianza de los valores fenotípicos de las 
94 familias F3 provenientes del cruzamiento entre NA 5485 RG y 
A7053 RG. NN: número de nódulos planta-1, PSN: peso seco de 
nódulos (mg planta-1), AP: altura de planta (cm), PST: peso seco de 
tallo (mg planta-1), PSA: peso seco aéreo (mg planta-1), PSH: peso 
seco de hoja (mg planta-1), PSNN: peso seco de nódulo/nódulo (mg 

nodulo-1). 2ˆG  : Varianza genética, 
2ˆF  : Varianza fenotípica, H2: 

heredabilidad en sentido amplio. 
 

Carácter Fte. de 
Variación g.l. CM 2ˆG  2ˆF  H2 

NN 
Familia 93 112.283** 13.47 18.26 0.74 
Error 495 29.479    
Total 588     

PSN 
Familia 93 78.6576** 7.8 12.86 0.61 
Error 482 30.9239    
Total 575     

AP 
Familia 93 1629.65** 216.3 250.73 0.86 
Error 518 223.78    
Total 611     

PST 
Familia 93 39654.8** 5038.91 6151.7 0.82 
Error 513 7173.2    
Total 606     

PSA 
Familia 93 120909** 15693.33 19266.74 0.81 
Error 497 22425    
Total 590     

PSH 
Familia 93 19704.8** 2214.03 3081.57 0.72 
Error 508 5547.4    
Total 601     

PSNN 
Familia 93 0.36225** 0.04 0.059 0.67 
Error 481 0.11984    
Total 574     

g.l: grados de libertad, CM: cuadrado medio. 

(*) p<0.05, (**) p<0.01 

 

4.3.2. Análisis de varianza de los caracteres en las familias F3 

Se probaron diferencias significativas entre familias F3 para todas las 

características (Tabla 4.2). Los coeficientes de variación (CV%) para los parámetros 

de crecimiento PSA, PST, PSH, AP fueron 38.96%, 38.41%, 39.39% y 23.65%, 

respectivamente; y para los parámetros asociados a nodulación PSN, PSNN y NN 

fueron 41.58%, 33.76% y 32.27%, respectivamente. Los valores de H2 estimados a 

partir del ANOVA, aplicados a los datos fenotípicos de la F3, tuvieron valores que 
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fluctuaron entre 0.61 y 0.81 con un promedio de 0.71. La H2 de las variables PSA, 

PST, AP, NN y PSH alcanzaron valores superiores a 0.71, mientras que las variables 

PSN y PSNN presentaron valores menores (Tabla 4.2).  

 

4.3.3. Análisis de correlación y coeficientes de paso 

Se puede observar que las correlaciones genéticas y fenotípicas fueron 

similares. Estos resultados no sorprenden ya que los ensayos se realizaron en 

cámaras de crecimiento bajo condiciones controladas, esto hace que las varianzas 

ambientales sean bajas a nulas. Para todos los caracteres fenotípicos las 

correlaciones mas altas se observaron entre las variables asociadas a biomasa (Tabla 

4.3). Se destaca que las tres variables PSH, PST y PSA junto con la AP estuvieron 

correlacionadas significativamente entre sí y con las variables relacionadas con la 

capacidad de nodular, PSN y NN. Entre el NN y el PSN se encontró un r alto (P < 

0.01). También el NN y PSNN tuvieron correlaciones fenotípicas y genotípicas 

negativas y significativa (P < 0.01) aunque sólo se demostró relación directa 

significativa al 5% entre PSN con el PSNN para la correlación fenotípica. No se 

demostró asociación entre PSNN con las variables de biomasa y crecimiento (PSH, 

PST, PSA y AP) (Tabla 4.3). 

En cuanto a los distintos modelos planteados (Figura 4.1) para explicar el 

problema utilizando las variables de segundo orden, se encontró el mayor coeficiente 

de determinación (R2) para PSH (0.54) (Tabla 4.5). El PSN tuvo un marcado efecto 

directo sobre el PSH (0.8), mientras que el efecto directo del NN fue bajo (-0.09). 

Como consecuencia, concluimos que el PSH esta influido mayormente por el PSN, 

mientras que el NN tendría una influencia indirecta a través de su efecto modificador 

del PSN. Los modelos propuestos para PST y AP resultaron tener un bajo ajuste (R2 = 

0.31 y R2 = 0.12, respectivamente) y valores residuales altos (83% y 94%). Esto 
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indicaría que otras variables no consideradas en el modelo estarían influyendo en la 

determinación del PST y la AP (Tabla 4.4 y Tabla 4.5).  

 

Tabla 4.3 | Matriz de correlaciones fenotípica (encima de la 
diagonal) y genética (debajo de la diagonal) entre todas las 
variables cuantitativas en 94 familias F3 de soja proveniente del 
cruzamiento NA 5485 RG x A 7053 RG. NN: número de nódulos 
planta-1, PSN: peso seco de nódulos (mg planta-1), AP: altura de 
planta (cm), PST: peso seco de tallo (mg planta-1), PSA: peso 
seco aéreo (mg planta-1), PSH: peso seco de hoja (mg planta-1), 
PSNN: peso seco de nódulo por nódulo (mg nodulo-1). 
 

carácter NN PSN PSNN AP PSH PST PSA 
NN 1 0.72** -0.49** 0.25** 0.48** 0.42** 0.40** 

        
PSN 0.74** 1 0.17* 0.34** 0.73** 0.56** 0.46** 

        
PSNN -0.60** 0.03 1 -0.09 0.11 0.02 -0.02 

        
AP 0.22* 0.28** -0.08 1 0.61** 0.84** 0.59** 

        
PSH 0.45** 0.74** 0.04 0.61** 1 0.88** 0.80** 

        
PST 0.39** 0.51** -0.05 0.85** 0.88** 1 0.81** 

        

PSA 0.37** 0.37** -0.12 0.57** 0.77** 0.77** 1 
(*) p<0.05, (**) p<0.01 

 

Figura 4.3 | Diagrama de coeficientes de paso describiendo la relación 
entre el peso seco aéreo (PSA), número de nódulos (NN), peso seco de 
nódulos (PSN), peso seco de hojas (PSH), peso seco de tallo (PST) y 
altura de planta (AP) de 94 familias F3 de soja. Los coeficientes de paso 
se muestran en flechas de una dirección, y los coeficientes de correlación 
se muestran en flechas con ambas direcciones. 



Capítulo 4 137 

 

 

Tabla 4.4 | Coeficientes de paso que 
muestran los efectos directos e indirectos 
para la variable dependientes PSA. 

 

Tipo de efecto 
Valores 

estimados 
Efecto del PSH  
Efecto directo 0.28 
Efecto indirecto vía PST 0.63 
Efecto indirecto vía AP -0.11 
Correlación total 0.80 
  
Efecto del PST  
Efecto directo 0.72 
Efecto indirecto vía PSH 0.25 

Efecto indirecto vía AP -0.15 
Correlación total 0.82 
  
Efecto del AP  
Efecto directo -0.18 
Efecto indirecto vía PSH 0.17 
Efecto indirecto vía PST 0.60 
Correlación total 0.59 
  

R2 0.70 
Residual 0.55 

 
 

Tabla 4.5 | Coeficientes de paso que muestran los efectos 
directos e indirectos para la variable dependientes PSH 
(izquierda), PST (centro) y AP (derecha). 

 

Tipo de efecto 
valores 

estimados 
PSH 

valores 
estimados 

PST 

valores 
estimados 

AP 
Efecto del NN    
Efecto directo -0.09 0.04 0.01 
Efecto indirecto vía PSN 0.57 0.38 0.24 
Correlación total 0.48 0.42 0.25 
    
Efecto del PSN    

Efecto directo 0.8 0.53 0.33 
Efecto indirecto vía NN -0.07 0.03 0.007 
Correlación total 0.73 0.56 0.34 

R2 0.54 0.31 0.12 
Residual 0.68 0.83 0.94 
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4.3.4. Análisis molecular 

4.3.4.1.  Selección y segregación de marcadores  

Se evaluaron un total de 221 marcadores SSR, de los cuales un 62.9% no 

fueron polimórficos, un 20.8% no generaron amplicones y sólo un 16.3% (36 

marcadores) del total amplificado fueron polimórficos para los progenitores y las 

plantas F2. Luego de aplicar los métodos estadísticos para comprobar la segregación 

esperada, finalmente se optó por el criterio FDR por ser la metodología más 

conservadora entre las pruebas que controlan el error global de tipo I (Schuster y Cruz, 

2004). Al utilizar este método, se seleccionaron 35 marcadores que ajustaron a la 

segregación esperada para marcadores codominantes (1:2:1) y sólo un marcador 

ajustó a una segregación dominante 3:1 (Tabla 4.6).  

 

4.3.4.2. Construcción de Mapa de ligamiento 

Sólo un tercio de los marcadores polimórficos estuvieron ligados, formando 5 

grupos de ligamiento, 3 construidos con dos marcas y 2 con tres marcas. No se 

detectó ligamiento entre los restantes marcadores. Las distancias de ligamiento en 

unidades de Kosambi fueron desde 9.2 a 17.2 cM. Los 5 grupos de ligamientos 

formados se correspondieron parcialmente con 5 cromosomas, del total de 20 que 

posee el genoma de soja (Cregan et al., 1999). El grupo de ligamiento 1 (GL-1) 

constituido con los marcadores Sct_065 y Satt414 fue coincidente con el cromosoma 

J. El Grupo de ligamiento 2 (GL-2) constituido por tres marcadores Satt646, Satt294 y 

Satt195 coincidió con el cromosoma C1. El grupo de ligamiento 3 (GL-3) asoció los 

marcadores Satt245 y Satt435 y coincidió con el cromosoma M. El grupo de ligamiento 

4 (GL-4) formado por el Satt005 y Sat141, fue coincidente con el cromosoma D1b y el 

grupo de ligamiento 5 (GL-5) formado por 3 marcadores: Satt152, Satt584 y Satt009 

fue coincidente con el cromosoma N aunque, en este último, el orden de los 
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marcadores fue inconsistente con el orden citado en el mapa de soja (Cregan et. al., 

1999) (Figura 4.4). 
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Tabla 4.6 | Segregación de los 36 marcadores microsatélites según tres pruebas: Chi-
cuadrado, criterio individual, Bonferroni y FDR (False Discovery Rate). 
 

Marcador 0 1 2 3 4 9 Hipótesis 
Chi-

Cuadrado
1
  

Chi-
Cuadrado

2
  

Chi-
Cuadrado

3
  

Satt197 20 46 24   4 1:2:1 0.40 0.40 0.40 
Satt560 19 33 4   38 1:2:1 9.82* 9.82 9.82 
Satt434 19 47 23   5 1:2:1 0.64 0.64 0.64 
Satt245 16 39 29   10 1:2:1 4.45 4.45 4.45 
Satt152 28 35 25   6 1:2:1 3.89 3.89 3.89 
Satt005 17 34 20   23 1:2:1 0.38 0.38 0.38 
Sat_114 19 44 17   14 1:2:1 0.90 0.90 0.90 
Sct_065 17 48 18   11 1:2:1 2.06 2.06 2.06 
Satt187 24 44 19   7 1:2:1 0.59 0.59 0.59 
Satt216 33 43 14   4 1:2:1 8.20* 8.20 8.20 
Satt646 22 48 22   2 1:2:1 0.17 0.17 0.17 
Satt294 12 56 25   1 1:2:1 7.52* 7.52 7.52 
Satt164 20 52 21   1 1:2:1 1.32 1.32 1.32 
Satt195 19 39 35   1 1:2:1 7.93* 7.93 7.93 
Satt458 20 42 29   3 1:2:1 2.32 2.32 2.32 
Satt309 19 40 20   15 1:2:1 0.04 0.04 0.04 
Satt311 14 40 25   15 1:2:1 3.08 3.08 3.08 
Satt353 23 39 30   2 1:2:1 3.20 3.20 3.20 
Satt296 23 46 23   2 1:2:1 0.00 0.00 0.00 
Satt271 22 45 24   3 1:2:1 0.10 0.10 0.10 
Sat_232 21 40 31   2 1:2:1 3.74 3.74 3.74 
Satt431 32 38 23   1 1:2:1 4.85 4.85 4.85 
Satt174 23 46 23   2 1:2:1 0.00 0.00 0.00 
Sat_294 20 58 15   1 1:2:1 6.23* 6.23 6.23 
Satt168 24 51 19   - 1:2:1 1.21 1.21 1.21 

BE021153 23 47 24   - 1:2:1 0.02 0.02 0.02 
Satt141 18 52 24   - 1:2:1 1.83 1.83 1.83 
Satt703 19 45 28   2 1:2:1 1.80 1.80 1.80 
Satt414 22 51 20   1 1:2:1 0.96 0.96 0.96 
Satt435 22 41 28   3 1:2:1 1.68 1.68 1.68 
Satt009 28 37 22   7 1:2:1 2.77 2.77 2.77 
Satt584 29 44 21   - 1:2:1 1.75 1.75 1.75 
Satt687 20 53 21   - 1:2:1 1.55 1.55 1.55 
Satt462 18 10 48   18 1:2:1 64.95* 64.947* 64.95 
Sat_283 16 10 58   10 1:2:1 90.76* 90.762* 90.76* 

Sat_244     28   57 9 3:1 2.86 2.86 2.86 
1criterio individual al 5% 
2Bonferroni Nível crítico: 0.14% 
3FDR , nivel crítico 0.0 % 
(*) p<0.05 
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Figura 4.4 | Mapa genético producido a partir de los marcadores 
microsatélites de una población F2 proveniente del cruzamiento entre NA 
5485 RG x A 7053 RG. Se indican los marcadores microsatélites y las 
distancias en unidades de Kosambi.  

 

 

4.3.5. Análisis de QTLs 

4.3.5.1. Mapeo de locus simple. Método ANOVA 

El análisis de las diferencias entre familias F3 dentro de las clases marcadoras, 

mediante el análisis de la varianza, demostró la existencia de diferencias significativas 

entre medias de los genotipos pertenecientes a cada clase marcadora. En la Tabla 4.7 

se muestran los resultados del análisis de la varianza que confirmó la existencia de 4 

QTLs de NN ligados a los marcadores Satt353, Satt271, Sat_294 y Satt414. 3 QTLs 

de PSN ligados a Satt560, Satt414 y Satt434. 5 QTLs de AP ligados a los marcadores 

Satt434, Satt245, Satt216, Satt168 y Satt435. 2 QTLs de PST ligados a Satt434 y 

Satt216. 5 QTLs de PSA ligados a los marcadores Satt152, Satt271, BE021153, 

Satt009 y Sat462. 3 QTLs de PSH ligados a los marcadores Satt005, Satt216 y 
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Satt309. 4 QTLs de PSNN ligados a los marcadores Satt197, Satt560, Satt195 y 

Satt353.  

Este modelo además permitió estimar las varianzas genéticas explicadas por 

cada QTL. Debido a que cada clase marcadora estuvo constituida por diferente 

número de familias, se estimó el tamaño medio de la muestra, “ k ” (calculada como 

media armónica) y se estimó la heredabilidad de cada QTL. La razón entre la varianza 

genética estimada para cada QTL condicionado a cada marcador y la varianza 

genética del carácter es una medida de la importancia y la magnitud de la variación 

que explica cada QTL. Algunos microsatélites explicaron más del 25% de la variación 

genética total del carácter. Por ejemplo Satt353, explicó el 25.8% de la variación 

genética total del NN, El Satt560, explicó el 45.4% de la variabilidad del PSN y el 

32.5% en el caso del PSNN. Los marcadores Satt245 y Satt435 explicaron el 42% y 

35.1%, respectivamente de la variación para la AP.  

En las Figura 4.5 a Figura 4.11 se muestran las medias de los caracteres 

cuantitativos condicionadas a las 3 clases marcadoras y su comparación utilizando un 

test t-Student. La observación de las comparaciones permite entender la fase de 

ligamiento y el modo de herencia de cada QTL ligado a las clases marcadoras.  

Para el NN, existió un efecto aditivo significativo, los QTLs asociados fueron 

Satt353 y Satt414, y presentaron desvíos de dominancia significativos, los marcadores 

Satt271 y Sat_294. El QTL para NN podría encontrarse ligado en repulsión con el 

marcador Satt353 (Figura 4.5).  

El QTL para el PSN asociado a Satt414 tuvo un efecto aditivo significativo, 

mientras que Satt560 y Satt434 tuvieron un efecto dominante significativo. Se puede 

observar una sobredominancia a favor del progenitor con mayor peso seco de nódulo. 

El marcador Satt434 se encuentra en fase de repulsión con el QTL para PSN (Figura 

4.6).  

Tres QTLs de AP tuvieron efecto aditivo significativo, Satt245, Satt216 y 

Satt435 y dos, Satt434 y Satt168, efecto dominante significativo. Como se observa en 
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Figura 4.7, estos dos últimos marcadores presentaron sobredominancia. El QTL de 

AP estaría ligado en repulsión al marcador Satt434.  

El QTL de PSH asociado a Satt216 tuvo un efecto aditivo significativo, mientras 

que los QTLs asociados a Satt005 y Satt309 solo presentaron efecto dominante 

significativo. Únicamente se encontró fase de repulsión entre el QTL de PSH con el 

Satt309 (Figura 4.9). 

Los QTLs de PSA asociados a los marcadores Satt152, Satt271 y Satt009 

presentaron efectos aditivo significativos, mientras que el Satt462 tuvo un efecto 

dominante significativo. Únicamente el QTL asociado al marcador BE021153 presentó 

ambos efectos, aditivo y dominante significativos. El locus Satt462 tuvo un grado de 

dominancia alto, indicando sobredominancia. Los marcadores Satt152, Satt009 y 

Satt462 indicarían ligamiento en repulsión con el QTL respectivo (Figura 4.10). 

Para PSNN los QTLs asociados con los marcadores Satt560 y Satt353 

presentaron el efecto aditivo significativo y Satt 197 y Satt195 efecto dominante 

significativo (Figura 4.11). 
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Tabla 4.7 | Marcadores microsatélites asociados a los caracteres cuantitativos por medio del análisis 
de la varianza. Se indican los valores fenotípicos medios de cada carácter condicionadosa cada 
marcador. NN: número de nódulos/planta, PSN: peso seco de nódulos planta-1 (mg), AP: altura de 
planta (cm), PST: peso seco de tallo (mg), PSA: peso seco aéreo (mg), PSH: peso seco de hoja 
(mg), PSNN: peso seco de nódulo nódulo-1 (mg). Se estimó la varianza genética entre clases 
genotípicas ( 2

)(ˆ SSR ), la heredabilidad del QTL (H2), proporción de la varianza genética entre familias 

F3 explicada por el marcador ( 22
)( ˆˆ GSSR  ). GL: grupo de ligamiento, a  = efecto aditivo, d  = efecto de 

dominancia. 
 

 

Marcador GL F Media(0) 
A1A1 

Media(1) 
A1A2 

Media(2) 
A2A2 

 
 

 
   

 
 Efecto  

NN 

Satt353  H 6.89** 11.91 12.7 15.81 3.47 0.85 25.76 a*** 
Satt271  D1b 4.67* 15.65 12.31 14.16 2.41 0.76 17.89 d** 
Sat_294  A2 4.06* 15.44 12.5 14.72 2.33 0.75 17.3 d** 
Satt414  J 3.57* 14.56 13.95 11.23 1.79 0.72 13.28 a* 

           

PSN 
Satt560  B2 3.80* 11.89 14.83 10.5 3.54 0.74 45.38 d* 
Satt414  J 3.48* 14.43 13.65 11.24 1.53 0.71 19.62 a* 
Satt434 H 3.97* 11.21 14.34 13.38 1.82 0.75 23.33 d* 

           

AP 

Satt434  H 3.45* 54.44 65.33 59.09 23.17 0.71 9.24 d* 
Satt245  M 14.10** 71.3 65.6 50.06 105.25 0.93 41.98 a*** 
Satt216  D1b 4.27* 66.77 58.72 53.2 30.1 0.77 12 a** 
Satt168  B2 3.47* 67.44 57.43 63.37 22.05 0.71 8.79 d* 
Satt435  M 13.99** 70.12 62.83 49.65 88.04 0.93 35.11 a*** 

           

PST Satt434  H 4.45* 172.15 231.95 205.42 713.54 0.78 14.16 d** 
Satt216  D1b 6.10** 242.63 200.48 166.78 986.74 0.84 19.58 a*** 

           

PSA 

Satt152  N 3.66* 321.91 392.36 411.94 
1545.8

3 0.73 9.85 a* 

Satt271  D1b 3.73* 439.99 358.65 345.75 
1607.8

4 0.73 10.25 a* 

BE021153  D1b 5.29** 385.68 409.47 305.5 
2402.3

2 0.81 15.31 a* y d* 

Satt009 N 3.60* 323.48 386.15 422.36 
1634.0

7 0.72 10.41 a** 
Satt462  L 4.32* 383.52 275.2 406.13 2716.5 0.77 17.31 d** 

           

PSH 
Satt005 D1b 3.28* 173.22 193.6 156.34 278.69 0.7 12.59 d* 
Satt216 D1b 3.62* 201.86 179.85 157.57 275.89 0.72 12.46 a** 
Satt309 G 3.42* 159.98 201.14 190.64 316.09 0.71 14.28 d* 

           

PSNN 

Satt197 B1 4.35* 0.92 1.12 1 0.01 0.77 21.25 d** 
Satt560 B2 3.69* 0.92 1.13 1.14 0.01 0.73 32.5 a* 
Satt195 C1 3.19* 0.99 1.13 0.98 0.01 0.69 13 d* 
Satt353 H 4.34* 1.1 1.1 0.93 0.01 0.77 19.5 a* 

(*) p<0.5, (**) p<0.01, (***) p<0.001 

2
)(ˆ SSR 2H 2

2
)(

ˆ
ˆ

G

SSR
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Figura 4.5 | Valores fenotípicos del NN medios condicionados a 
cada clase genotípica de cada marcador SSR en la población F2. 0: 
homocigota para el padre mayor NN (NA 5485 RG), 2: homocigota 
para el padre de menor NN (A 7053 RG), 1: heterocigota (comparte 
alelos de ambos padres para el marcador). Mismas letras indican 
diferencias no significativas al 5% por el test t-Student entre pares 
de medias. 
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Figura 4.6 | Valores fenotípicos del PSN medios condicionados a cada clase 
genotípica de cada marcador SSR en la población F2. 0: homocigota para el 
padre mayor PSN (NA 5485 RG), 2: homocigota para el padre de menor PSN (A 
7053 RG), 1: heterocigota (comparte alelos de ambos padres para el marcador). 
Mismas letras indican diferencias no significativas al 5% por el test t-Student 
entre pares de medias. 

 

Figura 4.7 | Valores fenotípicos de la AP medios condicionados a cada clase 
genotípica de cada marcador SSR en la población F2. 0: homocigota para el 
padre mayor AP (NA 5485 RG), 2: homocigota para el padre de menor AP (A 
7053 RG), 1: heterocigota (comparte alelos de ambos padres para el marcador). 
Mismas letras indican diferencias no significativas al 5% por el test t-Student 
entre pares de medias. 
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Figura 4.8 | Valores fenotípicos del PST medios condicionados a cada clase 
genotípica de cada marcador SSR en la población F2. 0: homocigota para el 
padre mayor PST (NA 5485 RG), 2: homocigota para el padre de menor 
PST (A 7053 RG), 1: heterocigota (comparte alelos de ambos padres para el 
marcador). Mismas letras indican diferencias no significativas al 5% por el 
test t-Student entre pares de medias. 

 

Figura 4.9 | Valores fenotípicos del PSH medios condicionados a cada 
clase genotípica de cada marcador SSR en la población F2. 0: homocigota 
para el padre mayor PSH (NA 5485 RG), 2: homocigota para el padre de 
menor PSH (A 7053 RG), 1: heterocigota (comparte alelos de ambos 
padres para el marcador). Mismas letras indican diferencias no 
significativas al 5% por el test t-Student entre pares de medias. 
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Figura 4.10 | Valores fenotípicos del PSA medios condicionados a cada clase 
genotípica de cada marcador SSR en la población F2. 0: homocigota para el padre 
mayor PSA (NA 5485 RG), 2: homocigota para el padre de menor PSA (A 7053 RG), 
1: heterocigota (comparte alelos de ambos padres para el marcador). Mismas letras 
indican diferencias no significativas al 5% por el test t-Student entre pares de medias. 
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Figura 4.11 | Valores fenotípicos del PSNN medios condicionados a 
cada clase genotípica de cada marcador SSR en la población F2. 0: 
homocigota para el padre menor PSNN (NA 5485 RG), 2: homocigota 
para el padre de mayor PSNN (A 7053 RG), 1: heterocigota (comparte 
alelos de ambos padres para el marcador). Mismas letras indican 
diferencias no significativas al 5% por el test t-Student entre pares de 
medias. 
 

4.3.5.2. Mapeo de locus simple. Análisis de Regresión 

Los resultados del análisis de regresión aplicado al análisis de locus simple 

fueron coincidentes con los obtenidos por el análisis de la varianza presentado 

anteriormente, y confirmó el ligamiento entre los QTLs y los marcadores. La Tabla 4.8 
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muestra los valores 0, 1 y 2 y el cálculo del coeficiente de determinación R2 para 

cada QTL confirmado. 

Los efectos aditivos (1) fueron significativos para: los marcadores Satt353 y 

Satt414 para NN; por el marcador Satt414 para PSN; por los marcadores Satt245, 

Satt216 y Satt435 para AP; por Satt216 para PST; por Satt152, Satt271, BE021153 y 

Satt009 para PSA; por Satt216 para PSH y por Satt560 y Satt353 para PSNN.  

Efectos de dominacia (2) significativos y negativos fueron encontrados para la 

variable NN cuando se cuantificó con el marcador Satt271 y Sat_294; para la variable 

AP cuantificada por el marcador Satt168; PSA cuantificada por el marcador Satt462. 

Se encontraron efectos de dominancia (2) significativos y positivos para la variables 

PSN cuantificada por el marcador Satt560 y Satt434; para la variable AP cuantificado 

para el marcador Satt434; para la variable PSA cuantificada por el marcador 

BE021153; Para la variable PSH cuantificada para el marcador Satt005 y Satt309; 

para la variables PSNN cuantificada por el Satt197 y Satt195. 

Solo el carácter PSA, el locus BE021153 presentó ambos efectos (1 y 2) 

significativos (igual que en ANOVA) y con magnitudes semejantes. Comparativamente 

la prueba de t-Student no detectó diferencias significativas al comparar el heterocigota 

con el progenitor superior, por consiguiente, se podría considerar una herencia de 

dominancia completa (Figura 4.10).  

El R2 es una medida de la magnitud de la varianza fenotípica del carácter que 

explica el marcador. El Satt245 explicó el 26% y el Satt435 el 24%, por lo cual en 

conjunto explicaron el 50 % de la variación fenotípica de AP. Satt353 explicó el 13.4% 

de la variación del NN; el Satt414 el 12.6% del PSN; Satt216 el 12.3% del PST; 

Satt560 el 12.2% del PSNN; Satt462 y BE021153 el 10.6% y 10.4, respectivamente 

del PSA y Satt005 y Satt309 el 8.8 y 8.3, respectivamente del PSH. 
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Tabla 4.8 | Marcadores microsatélites asociados significativamente a 
los caracteres cuantitativos por medio del análisis de regresión. NN: 
número de nódulos planta-1, PSN: peso seco de nódulos planta-1 (mg), 
AP: altura de planta (cm), PST: peso seco de tallo (mg), PSA: peso 
seco aéreo (mg), PSH: peso seco de hoja (mg), PSNN: peso seco de 
nódulo nódulo-1 (mg). Se muestran la media general de los caracteres 
estimada como 0, los valores de las pendientes 1 (efecto aditivo) y 2 
(efecto dominante) y sus significaciones mediante la prueba t. GL: 
grupo de ligamiento. 

 
Carácter Marca GL Prob (F) 0 1 2 R²(%) 

NN 

Satt353 H 0.002** 13.859 1.95** -1.16 13.4 
Satt271 D1b 0.012* 14.907 1.95 -2.59** 9.6 
Sat_294 A2 0.021* 15.079 1.95 -2.58** 8.27 
Satt414 J 0.032* 12.897 1.95* 1.05 7.36 

               

PSN 
Satt560 B2 .029* 11.198 -0.70 3.63* 12.55 
Satt414 J .035* 12.832 -1.60* 0.81 7.19 
Satt434 H .022* 12.298 1.09 2.04* 8.46 

               

AP 

Satt434 H .036* 56.766 2.32 8.56* 7.43 
Satt245 M .0** 60.681 -10.62** 4.92 25.82 
Satt216 D1b .017* 59.982 -6.78** -1.26 8.94 
Satt168 B2 .035* 65.402 -2.03 -7.97* 7.08 
Satt435 M .0** 59.882 -10.24** 2.95 24.12 

               

PST Satt434 H .015* 188.782 16.63 43.17** 9.38 
Satt216 D1b .003** 204.703 -37.92** -4.22 12.29 

               

PSA 

Satt152 N .03* 366.923 45.02* 25.44 7.92 
Satt271 D1b .028* 392.869 -47.12* -34.21 7.81 

BE021153 D1b .007** 345.591 -40.09* 63.88* 10.42 
Satt009 N .032* 372.917 49.44* 13.24 7.9 
Satt462 L .017* 394.825 11.31 -119.62** 10.58 

               

PSH 
Satt005 D1b .044* 164.782 -8.44 28.82* 8.8 
Satt216 D1b .031* 179.713 -22.15* 0.14 7.69 
Satt309 G .038* 175.306 15.33 25.83* 8.26 

               

PSNN 

Satt197 B1 .016* 0.96 0.04 0.16** 9.08 
Satt560 B2 .032* 1.029 0.11* 0.10 12.21 
Satt195 C1 .046* 0.987 -0.004 0.14* 6.62 
Satt353 H .016* 1.015 -0.09* 0.09 8.9 

   (*) p<0.5, (**) p<0.01 
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4.3.5.3. Mapeo por intervalo simple. Análisis de regresión por máxima 

verosimilitud  

Este análisis de mapeo reveló asociación entre los 4 caracteres NN, PSNN, AP 

y PSH con 5 regiones genómicas. Se incluyó, entre los marcadores Sct_065 y Satt414 

en el GL J, un intervalo que tuvo un efecto significativo en la expresión fenotípica del 

NN (LOD = 3.43) a 3.2 cM del marcador Satt414, con un efecto dominante significativo 

(LOD = 4.82) (Figura 4.12). 

 

 

Figura 4.12 | Mapeo por intérvalo aplicando el método máxima verosimilitud del QTL 
número de nódulos por planta (NN) en el grupo de ligamiento J. a) y b) prueba de 
posición del QTL (LR y LOD, respectivamente vs distancia de Kosambi); c) y d) 
pruebas de efecto de dominancia del QTL (LR y LOD, respectivamente vs distancia de 
Kosambi). 
 

 

La expresión del PSNN se mapeo en 2 regiones, una ubicada en GL-C1 dentro 

del intervalo formado por los marcadores Satt195 y Satt294, a 4.5 cM de Satt195 (LOD 
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= 2.7) y de efecto dominante (LOD = 5.27); la otra región se encuentra en el GL-M 

dentro del intervalo formado por los marcadores Satt245 y Satt435, a 1 cM de Satt245 

(LOD = 2.84) y también con efecto dominante (LOD = 5.15) (Figura 4.13 y Figura 

4.14). Esta última asociación indica la presencia de un nuevo QTL en el GL-M, que no 

había sido confirmado previamente con la metodología de locus simple, por ninguno 

de los dos métodos estadísticos utilizados (ni ANOVA, ni regresión). 

 

Figura 4.13 | Mapeo por intérvalo por el método máxima verosimilitud del QTL del 
peso seco de nódulos por nódulo por planta (PSNN) en el grupo de ligamiento C1. 
a) y b) prueba de posición del QTL (LR y LOD vs distancia de Kosambi); c) y d) 
pruebas de efecto de dominancia del QTL (LR y LOD vs distancia de Kosambi). 
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Figura 4.14 | Mapeo por intérvalo por el método máxima verosimilitud del QTL del 
peso seco de nódulos por nódulo por planta (PSNN) en el grupo de ligamiento M. a) y 
b) prueba de posición del QTL (LR y LOD, respectivamente vs distancia de Kosambi); 
c) y d) pruebas de efecto de dominancia del QTL (LR y LOD, respectivamente vs 
distancia de Kosambi). 

 

Para el carácter AP, al igual que en regresión por SIM, se ubicó un QTL en el 

GL M entre Satt245 y Satt435, a 4 cM de Satt245 (LOD = 4.28) y de efecto aditivo 

(LOD = 2.89) (Figura 4.15). Como señalamos anteriormente, ambos marcadores 

fueron los que presentaron R2 más altos, explicando el 50 % de la variación del 

carácter. 

El PSH se localizó en el GL D1b dentro del intervalo formado por Satt005 y 

Satt141 a 6.2 cM de Satt141 (LOD = 3.21) y tuvo un significativo efecto dominante 

(LOD = 6.53) (Figura 4.16). 



Capítulo 4 155 

 

 

 

Figura 4.15 | Mapeo por intérvalo aplicando el método máxima verosimilitud 
del QTL de la altura de la planta (AP) en el grupo de ligamiento M. a) y b) 
prueba de posición del QTL (LR y LOD, respectivamente vs distancia de 
Kosambi); c) y d) pruebas de efecto de aditividad del QTL (LR y LOD, 
respectivamente vs distancia de Kosambi). 
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Figura 4.16 | Mapeo por intérvalo por el método máxima verosimilitud del QTL 
del peso seco de hojas por planta (PSH) en el grupo de ligamiento D1b. a) y b) 
prueba de posición del QTL (LR y LOD, respectivamente vs distancia de 
Kosambi); c) y d) pruebas de efecto de dominancia del QTL (LR y LOD, 
respectivamente vs distancia de Kosambi). 
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En la Figura 4.17 se puede observar el mapa parcial con la localización de los 

QTLs hallados por intervalo simple. 

 

Figura 4.17 | Mapa parcial de ligamiento con la localización de los cinco QTLs y efecto 
aditivo (a) o dominante (d) usando el método de mapeo por intérvalo simple (SIM). NN: 
número de nódulos/planta, AP: altura de planta (cm), PSH: peso seco de hoja (mg 
planta-1), PSNN: peso seco de nódulo/nódulo (mg nodulo-1). Se indican las posiciones 
de cada QTLs y los intervalos entre los marcadores en unidades cM de Kosambi. 
 

4.3.5.4. Mapeo por intervalo compuesto 

Cuando se realizó el mapeo por intervalo compuesto, utilizando el programa 

QTL cartographer v.2.5, sólo se confirmó la localización del QTL para altura de planta 

(AP) en el GL-3 (cromosoma M) a 5 cM del marcador Satt245 con un LR de 29.7. Este 

valor fue superior al limite crítico estimado a partir de 1000 permutaciones y una 

significación al 5% (LRT = 11.42), con un efecto aditivo significativo de 11.46 que 

explicó un 29.7% de la varianza fenotípica total (R2 = 0.30) (Figura 4.18). 
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Figura 4.18 | Mapeo de QTLs por intervalo compuesto. C1: cromosoma J, C2: 
cromosoma C1, C3: cromosoma M, C4: cromosoma D1b, C5: cromosoma N. NN: 
número de nódulos/planta, PSN: peso seco de nódulos/planta (mg planta-1), AP: altura 
de planta (cm), PST: peso seco de tallo (mg planta-1), PSA: peso seco aéreo (mg 
planta-1), PSH: peso seco de hoja (mg planta-1), PSNN: peso seco de nódulo/nódulo 
(mg nodulo-1). El eje de las x representa distancia de Kosambi (cM). 
 

 

4.4. Discusión 

La distribución de frecuencia en la F3 de los caracteres cuantitativos estudiados, 

mostró una amplia norma de reacción, tal como es esperado para una población 

segregante cuya varianza fenotípica es explicada por la varianza genética y ambiental. 

Todas las variables de la población F3 presentaron una segregación transgresiva, ya 

que las clases fenotípicas de las colas de la distribución superaron a la medias de los 

progenitores. Nicolás et al. (2002) también reportó segregación transgresiva para la 

población segregante F3 producida a partir del cruzamiento entre BRS133 (baja 
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nodulación) x E-20 (media nodulación). La segregación transgresiva se produce 

cuando son distintos los genes que controlan el carácter en una y otra variedad 

progenitora, o bien cuando hay un número de genes menores y distintos en ellas. Esta 

segregación es típica cuando los parentales no están emparentados entre sí (Cubero, 

2003). Esta herencia se cumplió no solo para caracteres asociados a la capacidad de 

nodulación sino también con las demás variables consideradas. Sin embargo, los 

resultados moleculares no demostraron una gran divergencia genética entre 

progenitores, ya que sólo un 20.6% (36 marcadores) fueron polimórficos para los 

progenitores y las plantas F2. Una posible explicación sería que otras fuerzas estén 

actuando, tales como efectos maternos o efectos epistáticos no estimados.  

Los valores fenotípicos de los caracteres de la F3 mostraron valores de CV%, 

generalmente superiores a 30%. Estos altos valores concuerdan con los reportados 

por otros autores también para variables asociadas a nodulación (Bohrer y Hungria, 

1998; Hungria y Bohrer, 2000; Nicolás et al., 2002). En presencia de una población 

homogénea el CV% sólo puede atribuirse a causas de tipo aleatorio o más 

genéricamente a lo que se considera variabilidad de tipo ambiental, relacionados con 

errores experimentales o efectos de variabilidad microambiental que influyen en la 

expresión individual. En una población F3 la varianza residual esta determinada por 

componentes genéticos y ambientales (Mariotti, 1986). El efecto ambiental produce 

“ruido”, pudiendo provocar un valor de varianza debida a la dominancia superior a su 

valor auténtico. Un buen diseño experimental con una completa distribución al azar del 

material en estudio disminuirá la covariación del genotipo con el ambiente (Cubero, 

2003). Dado que las plantas crecieron en condiciones controladas de luz y 

temperatura, y que se aplicó un diseño completamente aleatorizado sería esperable 

una reducción mínima del componente ambiental entre y dentro de familias. Por ende, 

los altos valores de CV% encontrados estarían principalmente explicados por 

importantes efectos genéticos más que por elevados efectos ambientales. Un 

parámetro importante que permite medir la importancia relativa del componente 



160 Capítulo 4 

 

 

genético (G) con respecto al valor fenotípico (F) total es la heredabilidad en sentido 

amplio (H2) (Falconer y Mackay, 1996). Valores bajos de H2 para un carácter dado 

indican una base genética estrecha o una baja precisión experimental. En relación a lo 

discutido anteriormente, y en consistencia con los valores de H2, se confirmó una alta 

varianza genética y una baja varianza ambiental. Las H2 para las variables PSA, PST, 

AP, NN y PSH alcanzaron valores superiores a 0.71, mientras que para las variables 

PSN y PSNN la H2 fue menor (Tabla 4.2). Valores de H2 moderados a altos coinciden 

con lo encontrado por otros autores, Tanya et al. (2005), estudiando una población de 

136 RILs (SJ2 x Suwon 157), encontraron valores de heredabilidad para PSA, PSN y 

para NN de 0.66, 0.55 y 0.78, respectivamente. Nicolás et al. (2002) y Santos et al. 

(2006) estudiando cuatro poblaciones F3 derivadas de cruzamientos entre cultivares 

brasileros, citaron valores de heredabilidad en sentido estricto de moderados a bajos 

para estas 3 variables. Es importante destacar que las variables asociadas a 

capacidad de nodular presentaron valores más bajos de H2. Esto podría indicar efectos 

génicos epistáticos no controlados o bien la existencia de un componente intrínseco a 

dichas variables que no influye sobre las demás variables. Una situación diferente 

podría ser la producida por la interacción compleja entre huésped (bacteria)-

hospedador (planta) necesaria para la producción de nódulos. 

En línea con lo arriba expuesto, fueron detectados valores de correlaciones 

genéticas y fenotípicas similares. Cheverud (1988) señaló que una alta heredabilidad 

incrementa la contribución proporcional de la correlación genética a la fenotípica en 

detrimento de la ambiental.  

A partir de los resultados de correlaciones entre las variables, se encontraron 

evidencias similares a las descriptas por otros autores. Sinclair et al. (1991), al 

comparar los caracteres de nodulación versus la masa de la raíz y de la parte aérea 

encontraron correlaciones medias a altas. También encontraron una alta correlación al 

comparar PSN versus el NN (entre r = 0.84 y r = 0.91). Hungria y Bohrer (2000) en un 

experimentos con 152 cultivares evaluados en invernáculo, citaron coeficientes de 
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correlación fenotípicos de 0.58 entre PSN y NN, de 0.66 entre PSN y PSA y de 0.31 

entre NN y PSA. Hungria y Bohrer (2000) también citaron altas correlaciones entre el 

N total de la parte aérea (NTPA) versus PSN y PSA (r = 0.70 y r = 0.91, 

respectivamente). Estos resultados confirman a los caracteres PSN y PSA, como 

buenos indicadores de nodulación y de N fijado por la planta. Por otra parte, Souza et 

al. (2008) estimaron correlaciones altas entre PSN y NN (r = 0.91) y entre PSA y el 

NTPA (r = 0.88), cuando utilizaron experimentos a campo con repeticiones en seis 

estados brasileros. Estos autores sugieren que en suelos pobres en N y en ausencia 

de fertilización nitrogenada, los caracteres PSN y PSA serían buenos indicadores de la 

FBN.  

En cuanto a los resultados del análisis molecular se encontró bajo polimorfismo 

entre los progenitores y sólo un bajo porcentaje de microsatélites pudo ser utilizado 

(16.3%) en el análisis de QTLs. Este patrón estaría señalando una baja divergencia 

genética entre las variedades progenitoras que podría ser explicado por la existencia 

de cierto grado de parentezco entre ellas. Como consecuencia se encontraron 5 

grupos de ligamiento que se correspondieron con regiones parciales de 5 cromosomas 

sobre un total de 20. A pesar de la reducida región genómica estudiada, las distancias 

encontradas entre marcadores fueron menores a 20 cM, que es la distancia 

recomendada para mapeo (Kearsey y Pooni, 1996).  

Al realizar una comparación entre los métodos de mapeo de QTLs, se pudieron 

observar diferentes situaciones: 

Los resultados encontrados para la mayoría de los QTLs se confirmaron por 

ambos métodos: el de locus simple y por SIM. Un QTL para NN se localizó cerca del 

Satt414 cuando se aplicó el SIM y también se probó asociación significativa al usar 

mapeo por locus simple (ANOVA y regresión). Para la AP dos de los marcadores 

(Satt245 y Satt435) que explicaron mayormente la variación fenotípica al aplicar locus 

simple resultaron ser los límites del intervalo donde se localizó el QTL por SIM y 

también fue el único QTL que se detectó por CIM. 
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La proporción de varianzas fenotípicas explicadas por los QTLs encontrados 

fueron altas para la mayoría de los QTLs localizados (> 20%). La variable que alcanzó 

una mayor proporción fue la AP con dos QTLs que sumaron más del 50%. 

Coincidentemente dichos QTLs explicaron una proporción de varianza genética mayor 

al 35 % de la varianza genética total. 

En cuanto a la significancia de los efectos génicos de aditividad-dominancia, en 

general, los resultados encontrados al aplicar la metodología SIM y marca simple 

(ANOVA y regresión) fueron similares. Resultados dispares fueron encontrados para 

NN que presentó un efecto aditivo significativo al usar el locus simple (ANOVA y 

regresión) y dominante en SIM. El bajo porcentaje de la variación fenotípica (R2 = 

7.4%) explicado por el QTL conjuntamente con una baja probabilidad (5%) encontrada 

para el efecto aditivo explicarían dicha divergencia. Para el caso de la variable PSNN, 

un QTL fue mapeado a 1 cM de Satt245 en GL M. Sin embargo, cuando se aplicó el 

método de locus simple no se observó asociación significativa entre el QTL y dicho 

marcador. Dado que el método SIM ubica con mayor eficiencia QTLs podríamos 

confirmar la existencia de dicho QTL. Lander y Botstein (1989) y Nodari et al. (1993) 

encontraron que el mapeo de QTLs utilizando el análisis de regresión se aproxima a 

los resultados obtenidos por intervalo simple cuando el QTL está localizado cerca del 

locus marcador. La falta de saturación no permitió aplicar métodos de mapeo por 

intervalo, que presentan mayor precisión y eficiencia en la localización de un QTL. 

Es interesante destacar que en el trabajo realizado por Nicolás et al. (2006), al 

utilizar el método de mapeo de locus simple ANOVA, detectó asociación significativa 

entre el locus marcador Satt414 con dos QTLs para NN y PSN, ambos con efectos 

dominantes significativos. En este estudio también se asociaron dichas variables con 

el locus marcador Satt414, sin embargo solo se probaron efectos aditivos 

significativos, para ambas variables al aplicar regresión. Por otro lado, el locus Satt434 

estuvo asociado a varios QTLs: PSN, AP y PST, por ANOVA-regresión pero no se 
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encontró asociación a ningún GL. Santos et al. (2006) demostraron asociación entre 

dicho marcador y el PSA en el GL H.  

En este trabajo se confirmó la asociación entre el locus marcador Satt197 y un 

QTL para PSNN con efecto dominante significativo, que también fue encontrado por 

Nicolás et al. (2006), utilizando una población de mapeo F2:3 proveniente del 

cruzamiento BRS133 x E-20. Estos mismos autores, aplicando el método de regresión 

y SIM, encontraron asociación entre este marcador y variables relacionadas a la 

nodulación (PSN), y la producción de biomasa vegetal (PSA), ambos con efectos 

aditivos significativos. Este mismo marcador estuvo también asociado al NN cuando se 

realizó un mapeo en una población F2:7 proveniente del cruzamiento entre Bossier x E-

20 (Santos et al., 2006). Es importante resaltar que en capítulo 3 de la presente tesis 

se demostró asociación entre el alelo A3 del marcador Satt197 con un aumento del NN 

y del PSA cuando se realizó el biplot del AC (Figura 3.4). Otros alelos además 

estuvieron asociados con las clases fenotípicas de poblaciones con diferentes 

capacidades de nodulación. Entre ellos, los alelos A1 y A3 del Satt216 que 

discriminaron grupos de alta y medio NN, respectivamente (Figura 3.4). 

La utilización de poblaciones derivadas de diferentes cruzamientos podría 

concluir en mapas distintos. Por ejemplo, la utilización de poblaciones derivadas de los 

cruzamientos BRS1γγ х E-20 (Nicolás et al., 2005) y Bossier x E-20 (Santos et al., 

2006) generaron resultados diferentes. Esto sería causado principalmente por la 

disposición de los alelos en los progenitores (Mian et al.,1998). Analizando la 

ocurrencia de QTLs en las características relacionadas a la producción de la soja en 

tres poblaciones diferentes de RILs, Orf et al. (1999) identificaron algunos QTLs en las 

tres poblaciones, otros en dos, y otros en apenas una población. En ese contexto, la 

base genética también contribuiría para la identificación. La ausencia de un QTL no 

puede ser simplemente atribuida a la falta de ligamiento entre un locus marcador y el 

QTL. En muchos casos, una asociación entre un marcador y un QTL puede ser falso 

positiva y en este caso se estaría cometiendo error de tipo I (Dudley, 1993), esto 
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significaría no aceptar una hipótesis nula cuando ésta es verdadera. Fasoula et al., 

2004, señalaron que los estudios sobre detección de QTLs en soja son limitados y 

contradictorios, por lo que sería necesario repetirlos utilizando diferentes poblaciones y 

ambientes para poder aplicar los conocimientos encontrados con mayor precisión en 

programas de mejoramiento. 

Algunos marcadores se asociaron significativamente a más de una 

característica fenotípica o QTL. Satt434 se asoció con PSN, AP y PST; Satt271 con 

NN y PSA; Satt560 con PSN y PSNN y Satt216 estuvo asociado con PST, PSH y AP. 

Otros autores, también encontraron que algunos microsatélites se asociaron a más de 

un carácter, al evaluar caracteres relacionados con la FBN (Tanya, et al., 2005; 

Nicolas et al., 2006; Santos, et al., 2006). Las variables estuvieron correlacionadas y 

esto fue mostrado por los coeficientes medios a altos y positivos, especialmente para 

los pares PSN vs. NN (r = 0.72). El PSH estuvo mejor correlacionado que el PST que 

con el PSN (r = 0.73 y r = 0.56 respectivamente), siendo estas las variables que mejor 

explicarían la acumulación de N en el tejido foliar teniendo en cuenta la biomasa total 

(PSA). El análisis de sendero demostró que el PSN tiene un efecto directo importante, 

principalmente sobre la biomasa foliar (PSH). Además ésta también determina 

medianamente a la biomasa de tallo (PST). Por otro lado, el número de nódulos no 

influiría directamente sobre las variables de biomasa sino únicamente lo haría a través 

del PSN. Por otro lado el PSA estaría determinado principalmente por el PST, el que a 

su vez estaría influenciado por el PSH y la AP. Dado que las variables, PST y PSH 

constituyen al PSA se puede concluir que es el peso de los nódulos y no el número de 

nódulos es el carácter que contribuye mayormente al aumento de la biomasa aérea. 

Souza et al. (2008) alcanzaron resultados similares a los encontrados en este trabajo y 

deberían tenerse en cuenta en caso de aplicarse métodos de selección indirecta en 

programas de mejoramiento.  

La asociación de varios QTLs con un mismo marcador podría indicar una 

herencia pleiotrópica o bien la existencia de varios QTLs ligados en el mismo sector de 



Capítulo 4 165 

 

 

un cromosoma. Esta última causa podría ser revertida por recombinación génica, lo 

que permitiría romper un ligamiento no deseado. En este estudio, se localizó en el 

cromosoma H, al marcador Satt434 asociado a tres QTLs, el PSN, el PST y la AP, 

pudiendo ser consecuencia de ligamiento en fase de acoplamiento. Estos resultados 

estarían confirmados además por la influencia directa que el PSN tuvo sobre las 

características de biomasa demostrada por el análisis de coeficientes de paso. 

 

4.4.1. Otros QTLs coincidentes relacionados con FBN 

En las regiones donde se identificaron QTLs para FBN, se realizó una 

búsqueda en la base de datos Soybase (2009) con el objetivo de verificar QTLs 

descriptos en esos intervalos (SIM) que estuvieran relacionados con alta producción y 

calidad de grano, ambas características que se asocian a una alta demanda de N. 

Se encontró que en este intervalo se ha citado un QTL para peso de semilla 

asociado al Satt195 (Chen et al., 2007). En el mapa generado en este trabajo se 

localizó un QTL para PSNN asociado al GL C1, en el intervalo Satt294-Satt195. 

En el GL J se registró ligamiento entre el Satt414 y QTLs asociados con 

rendimiento (Guzman et al., 2007), con NN (Nicolás et al., 2006) y con PSN (Tanya et 

al., 2005). Nuestro mapa incluyó un QTL para NN en el intervalo Sat_065-Satt414.  

En el GL M, donde se mapeó el QTL para PSNN y para AP, en el intervalo 

Satt245-Satt435, otros autores encontraron un QTL para contenido total de daidzeina 

en semillas (Satt245) (Primomo et al., 2005). La daidzeina es un isoflavonoide, y 

pertenece a un grupo de compuestos que son secretados por la planta y que atraen 

químicamente a los rizobios hacia la región apical de los pelos radicales y son 

consideradas una señal primaria durante el proceso de infección para la producción de 

nódulos y fijación de nitrógeno. 

Cabe destacar que el marcador Satt271 asociado con el NN, se encuentra 

vecino al locus nod49. Su producto génico es la proteína GmNFR1, que forma parte 
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del receptor de membrana y que interviene en el sensado del factor Nod en el inicio de 

la interacción temprana de las raíces con los rizobios. Esta primer señalización 

desencadena en la organogénesis del nódulo. Además, se probó en soja un aumento 

de la nodulación utilizando ensayos de sobreexpresión del gen (Indrasumunar et al., 

2011). 

 

4.5. Conclusiones 

En base a los estudios genéticos realizados sobre la población F2:3 se presentaron las 

siguientes conclusiones: 

 Localización de QTLs para las variables estudiadas que explican valores 

mayores al 15% de la varianza fenotípica total de la población segregante de 

cultivares argentinos de soja. 

 Herencia trangresiva para la mayoría de las variables asociadas a capacidad 

de nodulación, típica de los caracteres cuantitativos, que presentan medios a 

altos valores de heredabilidad, asegurando un exitoso avance genético en 

programas de mejora para nodulación.  

 Asociación en acoplamiento entre variables relacionadas con la capacidad de 

nodular y el aumento de la biomasa y la FBN. 

 Para caracteres de capacidad de nodulación, se localizaron QTLs en los 

siguientes grupos de ligamiento: GL H para NN; PSN y PSNN; GL D1b para 

NN; GL A2 para NN; GL J para NN y PSN; GL B2 para PSN y PSNN; GL B1 

para PSNN, GL C1 para PSNN. Estos QTLs explicaron entre 12.2-13.4% de la 

variación fenotípica total.  

 Para caracteres de biomasa, relacionados con la FBN, se localizaron QTLs en 

los siguientes grupos de ligamiento: GL H para AP y PST; GL M para AP. GL 

D1b para AP, PST, PSA y PSH; GL B2 para AP; GL N para PSA. GL L para 
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PSA; GL G para PSH. Estos QTLs explicaron entre 8.3-25.6% de la variación 

fenotípica total. 
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Consideraciones finales 

 

Para manejar un QTL como si fuera un gen mendeliano, es necesario que 

tenga un efecto importante sobre la variación total, y que además los genes estén 

ubicados en una corta región del mapa y no dispersos a lo largo de todo el genoma. 

Esto es condición necesaria para ser eficientes en la selección asistida. Para esto es 

necesario aplicar y contar con marcadores flanqueantes y de algún marcador adicional 

en el interior del QTL para reducir al máximo el riesgo de recombinación entre los 

extremos. La existencia de un bajo nivel de divergencia genética entre los progenitores 

hizo que las metodologías no identificarán con mayor eficiencia QTLs.  

La utilización de mapas más saturados permitirá discernir acerca de si los 

genes que determinan la capacidad de nodular son pocos o muchos, concentrados o 

esparcidos, importantes o insignificantes. Pocos y muy localizados es la condición 

ideal. Si son varios pero extendidos en una gran longitud y explicando una pequeña 

parte de la variación total, el efecto práctico sería nulo, y además un elevado número 

de marcadores haría más costoso el proceso de selección tradicional. Si bien la 

metodología aplicada permitió localizar algunos QTLs de nodulación en intervalos, 

estas regiones deberían saturarse con otros marcadores de mayor eficiencia y 

variabilidad como los SNPs. Una mayor saturación conjuntamente con la información 

disponible sobre el genoma de la soja y los bancos de ESTs permitirián identificar 

genes candidatos relacionados con el carácter en estudio.  

La herencia transgresiva observada en la población de fenotipado (F2:3) permite 

distinguir claramente las colas de la distribución de frecuencia. Estas contienen los 

individuos más extremos (menos y más nodulantes) y, en teoría, presentarían los 

genes que controlan la capacidad de nodular en estado homocigota. La selección de 

individuos extremos permitirá obtener nuevos progenitores con características 

contrastantes extremas en homocigosis. Los cruzamientos entre ellos redundarán en 
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poblaciones segregantes con mayor variabilidad genética de tipo aditiva, que es la que 

mejor explica el parecido entre parientes y es la única que puede ser fijada por 

selección. 

Nuestro ensayo se realizó en un único ambiente, inoculando con una cepa 

seleccionada de alta eficiencia, en condiciones controladas de luz y temperatura y en 

un medio nutritivo sin nitrógeno. Como se explicó en la introducción, la capacidad de 

fijar nitrógeno por parte de las leguminosas puede ser condicionada no sólo por el 

genotipo de la planta sino por prácticas culturales, por condiciones edafológicas 

particulares, y por factores climáticos (temperatura, humedad, etc). Por lo tanto, sería 

imprescindible en los futuros programas de mejora, incorporar ensayos experimentales 

bajo diferentes condiciones ambientales. 
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ANEXO  

Tabla A 1 |. Marcadores microsatélites seleccionados para el screening de 
polimorfismo entre los cultvares NA 5485 RG x A 7053 RG. 

Microsatélite LGa cMb Polimorfismo  Microsatélite LGa cMb Polimorfismo 
Satt382 A1(5) 26.42 NP  Sat_367 C1(4) 28.04 NP 
Satt042 A1(5) 27.66 NP  Sat_337 C1(4) 32.10 NP 
Satt385 A1(5) 64.74 NP  Sat_140 C1(4) 41.43 NP 
Satt174 A1(5) 88.58 P  Satt578 C1(4) 65.08 NP 
Satt236 A1(5) 93.23 NP  Satt646 C1(4) 70.52 P 
Satt511 A1(5) 94.20 NP  Satt294 C1(4) 78.65 P 
Satt390 A2(8) 9.14 NP  Sat_042 C1(4) 82.51 NP 
Sct_067 A2(8) 14.99 NP  Satt195 C1(4) 84.81 P 
Satt315 A2(8) 45.29 NP  Sct_191 C1(4) 92.99 NP 
Satt632 A2(8) 51.51 NP  Sat_235 C1(4) 94.62 NP 
Satt187 A2(8) 54.92 P  Satt524 C1(4) 120.12 NP 

GMENOD2B A2(8) 58.44 NP  Satt164 C1(4) 132.46 P 
Satt424 A2(8) 60.59 NP  Satt640 C2(6) 30.47 NP 
Satt377 A2(8) 90.84 NP  Satt281 C2(6) 40.30 NP 
Satt233 A2(8) 100.09 NP  Satt520 C2(6) 42.37 NA 
Satt329 A2(8) 110.94 NP  Satt291 C2(6) 45.76 NP 
Sat_232 A2(8) 112.88 P  Satt363 C2(6) 98.07 NP 
Satt421 A2(8) 115.93 NP  Sat_076 C2(6) 99.18 NA 
Satt209 A2(8) 128.44 NP  Satt202 C2(6) 126.24 NP 
Satt455 A2(8) 129.86 NP  Sat_252 C2(6) 127.00 NP 
Sat_294 A2(8) 131.97 P  Satt371 C2(6) 145.48 NP 
Satt409 A2(8) 145.57 NP  Satt357 C2(6) 151.91 NA 
Satt429 A2(8) 162.03 NP  Sat_353 D1a(1) 36.23 NP 
Sat_272 B1(11) 14.32 NP  Satt531 D1a(1) 40.87 NA 
Satt509 B1(11) 32.51 NP  Satt368 D1a(1) 43.84 NP 
Satt251 B1(11) 36.48 NP  Satt321 D1a(1) 50.16 NP 
Satt197 B1(11) 46.39 P  Satt169 D1a(1) 50.55 NP 
Sct_026 B1(11) 78.13 NP  Satt254 D1a(1) 56.43 NA 
Satt415 B1(11) 82.89 NP  Satt580 D1a(1) 62.37 NP 
Sat_123 B1(11) 100.88 NP  Sat_106 D1a(1) 66.39 NP 
Satt453 B1(11) 123.96 NP  Sat_036 D1a(1) 75.25 NP 
Satt577 B2(14) 6.05 NP  Satt408 D1a(1) 106.69 NP 
Satt168 B2(14) 55.20 P  Satt147 D1a(1) 108.89 NP 
Satt020 B2(14) 72.13 NP  Satt129 D1a(1) 109.67 NP 
Satt066 B2(14) 78.84 NP  Sat_096 D1b(2) 0.00 NP 
Satt534 B2(14) 87.59 NP  Sat_279 D1b(2) 3.79 NP 
Satt560 B2(14) 97.92 P  Satt216 D1b(2) 9.80 P 
Satt687 B2(14) 113.61 P  Sat_351 D1b(2) 20.61 NP 
Satt565 C1(4) 0.00 NA  BE021153 D1b(2) 30.23 P 
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Microsatélite LGa cMb Polimorfismo  Microsatélite LG cM Polimorfismo 
Satt157 D1b(2) 37.07 NP  Satt334 F(13) 78.06 NA 
Sat_211 D1b(2) 38.04 NP  Satt072 F(13) 87.01 NP 
Satt698 D1b(2) 38.04 NA  Satt490 F(13) 97.97 NP 
Satt634 D1b(2) 46.62 NA  Sat_074 F(13) 142.35 NP 
Satt296 D1b(2) 52.61 P  Satt163 G(18) 0.00 NA 
Satt266 D1b(2) 59.61 NP  Satt038 G(18) 1.84 NP 
Sat_135 D1b(2) 70.65 NP  Satt309 G(18) 4.53 P 
Satt141 D1b(2) 72.89 P  Satt610 G(18) 10.92 NP 
Satt005 D1b(2) 75.29 P  Satt217 G(18) 18.25 NP 
Satt644 D1b(2) 79.42 NP  Satt235 G(18) 21.89 NP 
Satt041 D1b(2) 84.04 NA  Satt130 G(18) 23.10 NP 
Sat_139 D1b(2) 93.35 NA  Sat_131 G(18) 31.33 NP 
Satt703 D1b(2) 98.75 P  Satt594 G(18) 52.94 NP 
Satt172 D1b(2) 100.89 NP  Satt564 G(18) 57.32 NP 
Sat_069 D1b(2) 102.60 NA  Sat_088 G(18) 58.00 NA 

Staga002 D1b(2) 126.45 NP  Satt199 G(18) 62.16 NA 
Sat_289 D1b(2) 131.92 NP  Satt400 G(18) 63.28 NP 
Sat_283 D1b(2) 136.66 P  Satt517 G(18) 69.87 NP 
Satt271 D1b(2) 137.06 P  Sat_143 G(18) 73.42 NA 
Satt458 D2(17) 24.52 P  Satt612 G(18) 80.38 NA 
Satt002 D2(17) 47.73 NP  Satt472 G(18) 94.84 NA 
Sat_092 D2(17) 57.51 NA  Sat_117 G(18) 100.00 NP 
Satt447 D2(17) 66.27 NP  Sct_187 G(18) 107.11 NP 
Satt389 D2(17) 79.23 NA  Sat_064 G(18) 108.70 NP 
Sat_114 D2(17) 84.18 P  Satt353 H(12) 8.48 P 
Satt311 D2(17) 84.62 P  Sat_122 H(12) 61.33 NA 
Sat_001 D2(17) 92.12 NA  Satt253 H(12) 67.17 NP 
Satt186 D2(17) 105.45 NP  Sat_205 H(12) 68.18 NA 
Sat_326 D2(17) 112.85 NA  Satt181 H(12) 91.12 NP 
Satt672 D2(17) 114.97 NA  Satt434 H(12) 105.74 P 
Satt256 D2(17) 124.31 NP  Satt571 I(20) 18.50 NP 
Satt386 D2(17) 125.00 NA  Satt127 I(20) 35.35 NP 
Sat_112 E(15) 8.67 NP  Satt239 I(20) 36.94 NP 
Sat_107 E(15) 43.05 NA  Satt354 I(20) 46.22 NP 
Satt045 E(15) 46.65 NP  Sat_104 I(20) 65.62 NP 
Satt553 E(15) 67.92 NP  Satt330 I(20) 77.84 NP 
Satt231 E(15) 70.23 NP  Satt148 I(20) 100.78 NP 
Satt030 F(13) 3.95 NP  Satt440 I(20) 112.70 NP 
Satt269 F(13) 11.37 NP  Satt249 J(16) 11.74 NP 
Sat_039 F(13) 27.87 NA  Satt285 J(16) 25.51 NP 
Sat_133 F(13) 50.78 NA  Sct_065 J(16) 32.10 P 
Satt114 F(13) 63.69 NA  Satt414 J(16) 37.04 P 
Sct_033 F(13) 74.13 NA  Satt215 J(16) 44.08 NP 
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Microsatélite LGa cMb Polimorfismo  Microsatélite LGa cMb Polimorfismo 
Sct_001 J(16) 44.68 NA  Satt494 M(7) 71.71 NA 
Satt620 J(16) 53.71 NP  Satt551 M(7) 95.45 NP 
Sat_396 J(16) 69.30 NP  Sat_121 M(7) 103.98 NA 
Satt431 J(16) 78.57 P  Satt308 M(7) 130.76 NP 
Sat_087 K(9) 4.85 NP  Satt152 N(3) 22.67 P 
Satt242 K(9) 14.35 NP  Satt009 N(3) 28.52 P 
Satt102 K(9) 30.28 NP  Satt683 N(3) 34.52 NP 
Satt046 K(9) 45.59 NA  Sat_084 N(3) 36.86 NA 
Satt417 K(9) 46.20 NP  Satt584 N(3) 37.98 P 
Satt001 K(9) 50.56 NA  Satt125 N(3) 40.63 NA 
Sat_044 K(9) 58.01 NP  Satt080 N(3) 45.14 NP 
Sat_043 K(9) 61.67 NP  Satt387 N(3) 53.25 NP 
Satt475 K(9) 78.68 NP  Satt660 N(3) 72.60 NA 
Satt196 K(9) 104.79 NP  Sat_304 N(3) 77.10 NA 
Satt588 K(9) 117.02 NP  Satt312 N(3) 79.86 NP 
Satt232 L(19) 10.35 NP  Satt022 N(3) 102.06 NP 
Sat_071 L(19) 20.78 NA  Sat_125 N(3) 103.34 NP 
Satt462 L(19) 41.00 P  Satt358 O(10) 5.44 NA 
Satt156 L(19) 56.14 NP  Sat_132 O(10) 8.75 NA 

Satt076 L(19) 61.35 NA  Satt487 O(10) 9.53 NP 
Satt006 L(19) 92.00 NP  Satt445 O(10) 20.43 NP 
Satt373 L(19) 107.24 NP  Satt259 O(10) 39.82 NP 
Satt590 M(7) 7.84 NP  Sat_221 O(10) 51.01 NP 
Satt150 M(7) 18.58 NP  Satt094 O(10) 56.58 NA 
Sat_316 M(7) 21.00 NP  Satt173 O(10) 58.40 NP 
Satt435 M(7) 38.94 P  Satt241 O(10) 59.49 NP 
Sat_244 M(7) 48.86 P  Sat_038 O(10) 112.17 NP 
Satt245 M(7) 53.54 P  Sat_108 O(10) 129.30 NP 
Sat_003 M(7) 62.31 NA      

aGL: Grupo de ligamiento, los números entre paréntesis corresponden a los números de 
cromosomas, bcM: centimorgan. Los valores correponden a la posición de los marcadores 
en el mapa consenso de soja (Cregan et al., 1999). P: polimórfico, NP: no polimórfico, NA: 
no presentó amplificación. 
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