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GENETICA DE LA RESISTENCIA A Puccinia striiformis W. EN PROGENITORES
RESISTENTES DE TRIGO EN PLANTULA Y PLANTA ADULTA

Mariana Rodriguez Flores, M.C.

Colegio de Postgraduados, 2021

RESUMEN

Se determind la genética de la resistencia a roya amarilla (Puccinia striiformis f. sp. tritici)
en los genotipos de trigo harinero ‘P1250413” y ‘C591°, mediante el analisis de las progenies
F3, F4 y Fs provenientes de las cruzas ‘Apav’ x ‘PI250413’, en respuesta a la infeccién en
contra de la raza MEX14.191 de roya amarilla P. striiformis. EI nimero de genes se estimo
mediante pruebas de Ji-cuadrada. Las distribuciones de la Fz se ajustan a la segregacion de
tres genes. En F3 las familias homocigotas similares al progenitor resistente o susceptible
fueron en frecuencia muy baja, lo que indico resistencia condicionada por méas de un gen. En
Fs4, se observd una proporcion 27:115:23 resistentes, segregantes y susceptibles
respectivamente. Para el analisis de F4, se agruparon las familias resistentes y segregantes
porque en campo no fue clara la diferenciacion de familias segregantes de las familias con
un porcentaje de infeccion intermedia las cuales se compararon con las susceptibles, las
distribuciones se ajustaron a la segregacion de dos genes. La Fs resultd en las proporciones
39:101:25, para el analisis los grupos segregantes 3 y 4 se agruparon y se compararon con
los resistentes y los susceptibles. Las distribuciones de la Fs siguieron ajustandose a la
segregacion de dos genes. Las frecuencias de las familias F4 en estado de plantula 67:50:49
resistentes: segregantes: y susceptibles respectivamente. En el andlisis en plantula se
agruparon las familias resistentes y segregantes las cuales se compararon con las susceptibles,
las distribuciones observadas se ajustaron a la segregacion de un gen. Estos resultados y la
ausencia de segregacion en la F3 de la cruza P1250413 x C591 indicarian que tanto P1250413
y C591 comparten el mismo gen de resistencia en plantula. El analisis molecular confirmo la
presencia de los genes Yr4d7 y Yr67 en los progenitores P1250413 y C591. Los resultados del
presente estudio indican que la combinacion Yr46/Yr67 es efectiva tanto en plantula como en
planta adulta y disminuye considerablemente los niveles de infeccion a casi inmunidad por
lo menos en P1250413 y C591.

Palabras clave: Resistencia, gen, segregacion y Puccinia striiformis f. sp. tritici.
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ABSTRACT

The genetics of resistance to stripe rust (Puccinia striiformis f. sp. tritici) in the bread wheat
genotypes 'P1250413" and 'C591" were determined by analyzing F3, F4 and Fs progenies from
the 'Apav' x 'P1250413" crosses in response to infection with race MEX14.191 of P.
striiformis. Gene numbers were estimated by Chi-square tests. The Fz distributions are
adjusted to the segregation of three genes. In Fs, homozygous families similar to the resistant
or susceptible parent were very low in frequency, indicating very resistance conditioned by
more than one gene. In F4, a proportion of 27:115:23 resistant, segregants and susceptibles
was observed, respectively. For the analysis of F4, resistant and segregating families were
grouped because in the field it was not clear the differentiation of segregating families from
families with an intermediate infection percentage, which were compared with susceptible
ones, the distributions were adjusted to the segregation of two genes. The Fs resulted in the
proportions 39:101:25, for the analysis the segregating groups 3 and 4 were grouped and
compared with the resistant and susceptible ones. The Fs distributions continued to adjust to
the two-gene segregation. The frequencies of the F4 families at seedling stage 67:50:49
resistant: segregants: and susceptible respectively. In the seedling analysis, the resistant and
segregating families were grouped and compared with the susceptible ones; the observed
distributions were adjusted to the segregation of one gene. These results and the absence of
segregation in Fs of the P1250413 x C591 cross would indicate that P1250413 and C591 share
the same seedling resistance gene. Molecular analysis confirmed the presence of genes Yr47
and Yr67 in the P1250413 and C591 parents. The results of the present study indicate that the
combination of Yr46/Yr67 is effective in seedling and adult plants and significantly decreases

infection levels to near immunity at least in PI1250413 and C591.

Key words: resistance, gene, segregation and Puccinia striiformis f. sp. tritici.
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INTRODUCCION GENERAL

La produccién y la demanda de los principales productos basicos agricolas registran un
crecimiento medio de alrededor de 1.6 % anual, o sea un 0.3 % por habitante. Se estima que
80 millones de agricultores en el mundo en desarrollo dependen de la produccion de trigo
para obtener su sustento y generar ingresos. En México, el trigo destaca como el segundo
cereal en importancia en cuanto a superficie sembrada. En promedio, entre 2008 y 2013 se
sembraron 733 mil hectéareas (FIRA, 2014). Se preveé que para el 2050, la demanda de trigo
aumentara un 70% debido al crecimiento de la poblacion y los cambios en sus habitos
alimentarios; los problemas que afectan la produccion de este cereal son graves y van en
aumento (FAO, 2004). Dentro de los riesgos que enfrenta el trigo estan los provocados por la
escasez de agua, la limitada extension de tierra cultivable y las inestables condiciones
meteoroldgicas originadas por el cambio climatico y, por otro lado, plagas y enfermedades
mas virulentas. Un ejemplo de estas Ultimas son las royas, enfermedades causadas por hongos
del género Puccinia (Fetch et al., 2011). Estas enfermedades se encuentran ampliamente
distribuidas al rededor del mundo y son un factor importante en la merma de la produccion

en trigo.

Haciendo énfasis sobre Puccinia striiformis f. sp. tritici, es la enfermedad mas limitante en
las regiones de produccion de trigo con climas himedos y frios (Chen et al., 2014; Wellings,
2011), como algunas regiones de temporal en los Valles Centrales de México. Sin embargo,
Hovmgller et al. (2011) refirio que desde el afio 2000 las epidemias de esta enfermedad se
presentaron en regiones con climas mas calidos, con temperaturas que oscilan entre los 12 y
28°C, esto se debi0 a la tolerancia del patdgeno a temperaturas mas altas y a la capacidad de
este de esporular en periodos mas cortos de tiempo. Aunado a esto, P. striiformis ha
desarrollado nuevas formas de virulencias capaces de vencer la resistencia de variedades, que
a sumomento de liberacion eran resistentes lo cual representa un reto importante en el manejo

de la enfermedad.

La produccion nacional de trigo en México histéricamente se ha basado en el control genético
contra P. striiformis (Hortelano et al., 2016), principalmente porqué representa el control mas
econdémico y ambientalmente seguro. De tal forma que a través de la liberacion de variedades

ha sido posible minimizar los dafios ocasionados por las enfermedades para lograr una mayor



productividad y hacer mejor uso de los insumos. Los retos del mejoramiento genético se
vislumbran mas adversos, la alta variacion genética y la rapida tasa de seleccion de nuevas
razas virulentas han presionado a los mejoradores a buscar estrategias que permitan obtener
variedades de trigo resistentes, basadas en la combinacion de varios genes de resistencia
especifica y de raza no-especifica para aumentar la durabilidad de la resistencia (Maccaferri
etal., 2015).

Cuando aparecen nuevas razas y las variedades presentan un Gnico gen de resistencia
especifico para la raza, éstas se ven rebasadas por las nuevas razas dando paso a que dichas
variedades, se vuelvan susceptibles afios después de haber sido cultivadas comercialmente
(Wellings y Mclntosh, 1990). La resistencia del trigo a P. striiformis esta determinada por
una interrelacion gen por gen, la cual implica que por cada gen de resistencia en el hospedante
existe un gen de avirulencia en el patégeno (Huerta-Espino et al., 2002). Singh et al. (2000;
2011), mencionan que una opcion para lograr a futuro variedades con resistencia durable es
el conjunto de 4 a 5 genes de efectos menores de accion genética aditiva o de raza no
especifica, que permitan reducir el progreso de la enfermedad a niveles bajos con porcentajes

minimos de severidad (entre el 5 al 10% en hoja bandera).

A inicios del siglo XX se realizaban los primeros estudios relacionados con la herencia de la
resistencia, Biffen en 1905, describi6 la herencia mendeliana de la resistencia en variedades
de trigo y su progenie. Una década después Stakman reportaba la existencia de diferentes
razas fisioldgicas morfolégicamente iguales pero cuya capacidad de infectar a distintas
variedades de un mismo hospedante era diferencial, esto permitié explicar por qué unas
variedades eras susceptibles en algunas regiones geograficas y en otras no, porque la
resistencia se perdia con el paso del tiempo (Agrios, 2005). No fue hasta mediados de siglo
XX, gracias a los estudios realizados por Flor y Vanderplank, que se comprendié mejor la

resistencia genética a enfermedades por parte de las plantas (Blanco, 2017).

Desde los afios 40°s en que se introdujo el mejoramiento genético en México, este ha
mostrado ser el método de control mas rentable, instituciones como el INIFAP y CIMMYT
han intensificado esfuerzos que han dado como resultado la produccién de numerosas
variedades de trigo resistentes a royas de alto rendimiento y alta calidad (Hortelano et al.
2016). EIl constante estudio sobre el niUmero de genes que condicionan y el tipo de herencia

permite hacer un uso mas eficiente de la fuente de resistencia del germoplasma del trigo,



dando como resultado la obtencion de variedades capaces de resistir ante la presencia de un
patdgeno. Diversos estudios sobre el control genético de roya amarilla han permitido la
postulacion de genes de resistencia en planta adulta, en roya amarilla se ha encontrado
resistencia en planta adulta gracias a los genes Yr18 (Singh y Rajaram, 1995), Yr28 (Singh et
al., 2000) y Yr29 (William et al., 2003).

Conforme al marco anteriormente descrito, sobre el impacto de Puccinia striiformis f. sp.
tritici sobre la produccién del trigo, la presente investigacion se sustenta bajo el siguiente

objetivo:

Objetivo
e Determinar la herencia de la resistencia en las progenies de las cruzas
APAV/PI250413 y PI1250413/C591 a Puccinia striiformis f. sp. tritici en plantula y

planta adulta

Hipdtesis
Los progenitores PI1250413 y C591 poseen genes en comun que les confieren resistencia a P.
striiformis f. sp. tritici, y se heredan de forma mendeliana. Dichos genes de resistencia

confieren casi inmunidad a la roya amarilla en trigo harinero.



REVISION DE LITERATURA

Origen e importancia del trigo

La FAO predijo en 2009 que para 2050, la poblacion mundial aumentara en aproximadamente
2.3 millones de personas, lo que supondra un gran reto para la agricultura porque la
produccion debe incrementarse para satisfacer la demanda. En la produccion mundial, los
cereales han sido el alimento mas importante en la dieta de las personas. Desde la antigiiedad,
varias culturas se han basado en los cereales. Maiz en América Central y del Sur, sorgo en

Africa y Asia, arroz en Oriente Medio y trigo, centeno y cebada en Europa.

El trigo es un cultivo que se origind en la civilizacidbn mesopotamica, entre el Tigris y el
Eufrates en el Medio Oriente. Bonjean y Angus (2001), informaron que hace unos ocho mil
afios, los cruces y mutaciones entre el trigo silvestre produjeron una planta con tres 0 mas
conjuntos de cromosomas. El origen de esta planta tiene los componentes genéticos
necesarios para comenzar a cultivar granos, por lo que se ha convertido en uno de los

alimentos basicos de la humanidad (Ruiz, 1981).

En la actualidad la demanda a nivel mundial de este cereal ha ido en aumento no solo por el
consumo per capita sino por su uso industrial y el consumo forrajero. En el ciclo economico
de 2017-2018, se informd que la produccion mundial alcanzé un récord de 763.2 millones de
toneladas con un rendimiento de 3.47 toneladas por hectarea. A nivel mundial, los cinco
principales paises productores de trigo: la Unidn Europea, China, India, Rusia y los Estados
Unidos representan el 67.7% de la produccion total, con un rendimiento promedio de 4 a 5.5
toneladas por hectarea, mientras que la posicion de 0.5 de México lo ubica en el vigésimo
primer lugar. A nivel nacional, el trigo ocupa el séptimo lugar en el area sembrada, solo
superado por los granos de maiz, pastos y pastizales, frijoles, sorgo, cafia de azlcar y café.
Con 13 289 millones de pesos, ocupa el décimo lugar en el valor de la produccion agricola
total del pais. Las exportaciones mexicanas de trigo duro se dirigen principalmente a
Venezuela, Argelia y Suiza, mientras que las importaciones de trigo harinero son de Estados

Unidos, Rusia, Canada y Ucrania.

El Servicio de Informacidn Agricola, Alimentaria y Pesquera (SIAP) reportd que en el ciclo
otofio-invierno 2017/18 se sembraron 467 319 hectareas a nivel nacional. En este ciclo

agricola, el consumo alcanz6 un méaximo historico de 7.47 millones de toneladas, de las cuales



el 84.3 por ciento correspondio a trigo harinero y el 15.7 por ciento a trigo cristalino (FIRA,
2019). El trigo harinero o panificable (Triticum aestivum L.) tiene una mayor superficie y
rendimiento. Las principales areas de produccion de temporal estdn ubicadas en los valles
altos de México, incluyendo Tlaxcala, Hidalgo, Puebla y México (Villasefior y Espitia.,
2000). La Agencia de Servicios de Desarrollo y Comercializacion Agropecuaria (ASERCA)
con base en la informacion del Registro del Programa de Promocion Agropecuaria, sefialé
que un total de 42 957 productores en el pais se dedican al cultivo de trigo, representando asi,
gran parte de la economia mexicana no solo por sus ventas en el mercado, sino por la creacion

de fuentes de empleo para la comercializacion, distribucion e industrializacion.

Royas del trigo

Dado que este cultivo es de gran importancia para nuestro pais, es necesario prestar atencion
a todos los posibles riesgos que pudieran mermar la produccion. Los problemas que enfrenta
el trigo incluyen escasez de agua, condiciones climaticas inestables provocadas por el cambio
climatico y el impacto de plagas y enfermedades. Un ejemplo de esto ultimo son las royas,
enfermedades causadas por hongos del género Puccinia. Singh et al. (2000), mencionaron
que estas enfermedades han causado pérdidas considerables en todo el mundo durante cientos
de afios y estan ampliamente distribuidas en México. Las condiciones climéticas en nuestro
pais permiten el desarrollo de las tres especies de hongo que causan las royas: la roya del tallo
0 roya negra, causada por el hongo Puccinia graminis f. sp. tritici, roya de la hoja o roya café
por Puccinia triticina y la roya lineal o amarilla causada por Puccinia striiformis f. sp. tritici
(Huerta-Espino et al., 2014). Estas enfermedades ocasionan bajo peso hectolitrico, traducido

en una mala calidad del grano.

Importancia de la roya amarilla en México y a nivel mundial

El patdgeno que causa la roya amarilla fue descrito por primera vez por Eriksson y Henning,
con el paso del tiempo se ha extendido a las areas templadas de cultivo de trigo (Ali et al.,
2014; Chen, 2005). Kolmer (2005) refiri6 que la gran capacidad de diseminacién a larga
distancia se debe a su capacidad de causar infecciones continuas de una zona a otra, y su
particularidad como enfermedad policiclica (Figura 1). Asi mismo, posee gran variabilidad y
diversidad genética, plasticidad para generar razas virulentas y una adaptacion a diferentes

ambientes agroecologicos.
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Figura 1. Ciclo bioldgico de Puccinia striiformis f.sp. tritici (Huerta-Espino et al., 2014)

A pesar de la capacidad de adaptarse al cambio climatico, cuando se dan las siguientes
condiciones Optimas: temperatura de 15 a 20 ° C y una humedad superior al 70%, los dafos
pueden llegar a disminuir en un 100% el rendimiento en variedades susceptibles (Chen, 2005;
Lan et al., 2017). Esta enfermedad se desarrolla a lo largo de la lamina foliar (Figura 2) y
cuando la infeccion es muy severa, se pueden observar los signos en las espigas. Las lesiones
se desarrollan en forma de lineas amarillas, las cuales crecen siguiendo los haces vasculares
dando la impresion de formar lineas lo que en realidad son una serie de uredinias dispuestas

en una fila hasta invadir finalmente toda la lamina de la hoja.



Figura 2.- Lamina foliar de trigo con signos de Puccinia striiformis f.sp. tritici

Sobre la importancia de la gran variabilidad y diversidad genética que tiene este patdgeno,
Chen (2005), mencionaba la existencia de 109 razas encontradas solamente en Estados
Unidos, hasta la fecha de la publicacion, asi como la existencia de 78 genes de virulencia
distintos con la facultad de infectar variedades de trigo. Posteriormente, Sgrensen et al.
(2014), referian la existencia de 89 genes de resistencia en trigo, que serian equivalentes a
otros tantos genes de virulencia del patdgeno. Existen suficientes pruebas para apuntar que el
incremento en la agresividad de las nuevas poblaciones de P. striiformis a partir del 2000, se

debid en gran parte a su adaptacion a condiciones mas calidas (Milus et al., 2009).

En las ultimas dos décadas se han producido epidemias muy importantes de roya amarilla en
todo el mundo. Tan s6lo en el oeste y centro de Europa, los cambios en la dindmica
poblacional del hongo provocaron una variacion en las proporciones relativas de los genes de
virulencia, haciendo que gran parte de las variedades cultivadas perdieran su resistencia. En
el 2000 se describieron dos nuevas razas en Estados Unidos, Australia, Europa, zona este de
Africa y zonas centrales y oeste de Asia, que manifestaron una mayor agresividad,
aumentando asi, la severidad de las epidemias incluso en zonas mas calidas y no comunes
para este patdgeno (Hovmgller et al., 2008). Una de las razas fue Warrior/Ambition, la cual
se extendid a lo largo del continente europeo. Por otro lado, China, ha sido sefialada como la
region con mayores epidemias de roya amarilla en el mundo, causando grandes pérdidas
econdmicas cuando la enfermedad es grave (Wan et al., 2007). Tan s6lo en 2002, la epidemia
causada por la nueva raza PST CYR32 dio lugar a pérdidas de 1.31 millones de toneladas en
rendimientos (Wan et al. 2004).



En nuestro pais la situacion no difiere, afio con afio se identifican nuevas razas fisiologicas.
En el 2000, Huerta-Espino y Singh reportaron la presencia de la raza MEX96.11 en zonas de
trigo de temporal y el Bajio. Dicha raza se caracteriz6 por su virulencia para los genes Yr2,
3,6,7,9, Sk (27) y A. Por otro lado, estos mismos autores mencionan la importancia de tres
razas en las areas de temporal, una venciendo la resistencia de Temporalera M87, Galvez
M87 y Verano S91; la segunda de Batan F96 y de variedades que posean el gen Yr9; y la
tercera diferencia plantas resistentes y susceptibles en la variedad de triticale Secano TCL96
(Huerta-Espino y Singh, 2000).

En el verano del 2002, se tenian variedades desarrolladas por el Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP) para siembras de temporal, con
resistencia a la roya lineal, para el verano del siguiente afio se observo una nueva raza:
MEXO03.37 (219MEX0), caracterizada por infectar la espiga de las diversas variedades que
se habian desarrollado (Rodriguez et al., 2008). Rodriguez et al. (2004) cuantifican las
pérdidas de rendimiento causadas por la raza MEX96.11 y concluyeron que dichas pérdidas
estan en funcién del grado de tolerancia y/o resistencia a la enfermedad; en variedades
susceptibles las pérdidas en el rendimiento fueron hasta 75%, en las moderadamente

susceptibles del 30% y en variedades resistentes del 4%.

Se han identificado més de 18 razas fisioldgicas que infectan tanto a variedades de temporal
como de riego, aunque en la actualidad sdlo prevalecen nueve con mayor frecuencia,
provocando ademas de pérdidas importantes en el rendimiento, al aumento de los costos de

produccion que provoca el uso de quimicos para su manejo (Rodriguez et al., 2011).

Resistencia genética

El mejoramiento genético para lograr resistencia a la roya amarilla ha sido el método méas
eficiente en su control no sélo en cuestiones econdémicas sino porque resulta ser
ambientalmente mas seguro. Genes de resistencia efectivos reportados en Europa para 2010-
2011 han resultado ser ineficaces para las nuevas razas. Se estima que estas nuevas razas de
P. striiformis f. sp. tritici son originarias de la region del Himalaya, y que probablemente se

han diseminado a largas distancias a través del viento (Carmona y Sautua, 2018).

Los genes que confieren resistencia a royas en trigo estan clasificados en tres categorias: 1)

los que confieren resistencia en todas las etapas de crecimiento, la cual se va manifestar desde



plantula y se mantiene durante todo el ciclo de crecimiento en ausencia de virulencia; 2) los
genes que solo confieren resistencia en planta adulta (RPA: Resistencia de Planta Adulta),
cuya resistencia se hace més efectiva en la hoja bandera, que son de raza-especifica, y 3) los
genes que confieren resistencia parcial, a menudo como resistencia de campo y son de efecto

parcial (Rodriguez. et al., 2019).

Los genes con efectos mayores que confieren resistencia desde el estado plantula, se heredan
como un caracter cualitativo y resulta especifica a las diferentes razas del patdgeno, sin
embargo, este tipo de resistencia es poco durable. Por otro lado, los genes que proporcionan
resistencia en planta adulta son tanto de raza especifica como de raza no especifica (Johnson,
1981); de tal forma que los efectos individuales son menores, con la preeminencia de que
cuando se conjuntan tres 0 mas, estos genes suman sus efectos y se heredan como si fuera un

caracter cuantitativo.

Al recombinar una variedad susceptible por una resistente es posible determinar el tipo de
accion génica que se presenta, ya que se puede observar si los genes actian en forma
dominante o en forma recesiva (Huerta-Espino et al., 2012). Villasefior-Espin et al. (2009),
mencionan que una alternativa para obtener mayor durabilidad de la resistencia es mediante
la generacion de variedades que posean genes que confieren resistencia de enroyamiento
lento. En el caso de la roya amarilla se deben combinar de 4 a 5 genes de efecto aditivo o de
raza no especifica para reducir el progreso de la enfermedad a niveles bajos, donde sélo se

puedan observar porcentajes minimos de severidad (Singh et al., 2000; 2011).

Infecciones de roya amarilla con una baja severidad cominmente se asocia a una reduccion
del tipo de infeccidn, sin embargo, Singh et al. (2001) observaron que en el caso de cultivares
con resistencia potencialmente durable y de enroyamiento lento, la primera lesion o estria que

se manifiesta es moderadamente susceptible o susceptible.

El desarrollo y liberacion de variedades con resistencia de enroyamiento lento permiten a los
mejoradores un control eficaz de la enfermedad a largo plazo, permitiendo asi aumentar
potencialmente el rendimiento y las caracteristicas agrondmicas del grano. El
retrocruzamiento combinado con un esquema de seleccion de plantas resistentes y cosechadas
en masa, permiten la incorporacion de genes que condicionan resistencia de enroyamiento

lento en variedades con amplia adaptacion (Singh et al., 2004).



Genes que confieren resistencia a roya amarilla en trigos

Liu et al. (2020) mencionan la existencia de 82 genes con nombre oficial y 67 designados
provisionalmente como Yr (roya amarilla), asi como la existencia de mas de 300 loci de rasgos
cuantitativos (QTL) para la resistencia a la roya amarilla. Entre los genes formalmente
designados para la resistencia de la roya (Yr) se encuentran: Yrl, Yr2, Yr3, Yr3-a, Yr3-b, Yr3-
c, Yr4, Yr4-a Yr4-b, Yr5a, Yr5b, Yr6, Yr7, Yr8, Yr9, Yrl0, Yrll, Yrl2, Yrl3, Yr14, Yrl5, Yrl6,
Yrl7, Yrl8, Yrl9, Yr20, Yr21, Yr22, Yr23, Yr24, Yr25, Yr26, Yr27, Yr28, Yr29, Yr30, Yr31,
Yr32, Yr33, Yr34, Yr35, Yr36, Yr37, Yr38, Yr39, Yr40, Yr4l, Yrd2, Yr43, Yrd4, Yra5, Yr46,
Yrd7, Yrd8, Yr49, Yr50, Yr51, Yr52, Yr53, Yr54, Yr55, Yr56,Yr57, Yr58, Yr59, Yr60, Yr6l,
Yr62, Yr63, Yr64, Yr65, Yr67, Yr68, Yr69, Yr70, Yr71, Yr72, Yr73, Yr74, Yr75, Yr76, Yr77,
Yr78, Yr79, Yr80, Yr81, Yr82 y Yr83 (Feng et al., 2018; Gessese et al., 2019; Jamil S. et al.,
2020; Wang y Chen, 2017).

La resistencia especifica, también llamada de plantula (ASR), suele conferir un alto nivel de
resistencia contra determinadas razas de la roya a lo largo de todas las etapas de crecimiento,
pero a menudo es superada por las razas virulentas al cabo de unos afios (Chen, 2013). La
resistencia no especifica o de planta adulta (APR) suele ser duradera (Chen, 2005), pero el
nivel de resistencia puede no ser adecuado en ciertas condiciones. El combinar genes ASR y
APR resulta ser la mejor estrategia para lograr una resistencia de alto nivel y duradera (Liu et
al., 2018).

Existen genes de resistencia en planta adulta también conocidos como “slow rusting” y con
un efecto pleiotrépico, es decir, que confieren resistencia a mas de una enfermedad, tales
como; roya del tallo, roya de la hoja, roya amarilla y cenicilla polvorienta. Dentro de los genes
pleiotropicos estan los denominados Lr34/Yr18/Sr57/Pm38/Ltn1,
Lr46/Yr29/Sr58/Pm39/Ltn2 (Singh et al., 2012:2013) y Lr67/Yr46/Sr55Pm389/Ltn3
(Herrera-Fossel et al., 2014).
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Origen de P1250413 Y C591

PI1250413 es un trigo comun originalmente recolectado en Pakistan. En 1979, los autores
Dyck P. L. y Samborski D. J. informaban sobre un gen adicional que confiere resistencia a
varios aislamientos de roya de la hoja en la etapa de planta adulta de PI250413. EIl gen de
resistencia identificado fue Lr67 (Herrera-Foessel et al., 2011). Moore et al. (2015),
concluyeron que tanto Lr67 como Yr46 son el mismo gen solo después de haber clonado
Lr67.

El cultivar de trigo C591 tiene su origen lo que ahora es Pakistan, esté reportada su resistencia
tanto en plantula como en planta adulta a las razas de roya amarilla predominantes en China
(Li et al., 2009). Se postulo la presencia de Yr67 como el gen que confiere la resistencia a
roya amarilla recientemente en la variedad C591 (muy probablemente el mismo que YrC591
basado en el origen de la resistencia y la posicion cromosoémica (Xu et al., 2014), sin

embargo, no se ha determinado la presencia de Lr67/Yr46 en C591.
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CAPITULO I. GENETICA DE LA RESISTENCIA A ROYA AMARILLA (Puccinia
striiformis f. sp tritici) EN LOS PROGENITORES DE TRIGO P120413 Y C591

1.1 RESUMEN

Puccinia striiformis f. sp. tritici, agente causal de la roya amarilla del trigo, es un patégeno
que en los ultimos afios ha adquirido gran importancia a nivel mundial. El uso del
mejoramiento genético para lograr resistencia genética a este patdgeno representa el control
mas eficaz y rentable. La liberacion de variedades resistentes ha permitido minimizar los
dafios ocasionados por enfermedades, mayor productividad y un mejor uso de los insumos.
La alta variacion genética y la rapida tasa de seleccion de nuevas razas fisioldgicas virulentas
se han convertido en un reto para los mejoradores. El objetivo del presente estudio fue
determinar la herencia de la resistencia y estimar el niUmero de genes que condicionan dicha
resistencia a roya amarilla en los genotipos de trigo harinero ‘P1250413” y ‘C591°, mediante
el andlisis de las progenies Fs, F4 y Fs provenientes de las cruzas ‘Apav’ x ‘P1250413’, en
respuesta a la infeccion en contra de la raza MEX14.191 de roya amarilla P. striiformis. El
ndmero de genes se estimé mediante pruebas de X2. Las distribuciones observadas de la Fs
sefialaron que se ajustan a la segregacion de tres genes. Las distribuciones de la F4 y la Fs se
ajustaron a la segregacion de dos genes. Las frecuencias de las distribuciones observadas de
la F4 en plantula se ajustaron a la segregacion de un gen. Los resultados indican que tanto
P1250413 y C591 comparten el mismo gen de resistencia en plantula. El analisis molecular
confirmé la presencia de Yr47 y Yr67 en los progenitores PI250413 y C591. Los resultados
del presente estudio indican que la combinacion Yr46/Yr67 es efectiva tanto en plantula como
en planta adulta, y disminuye considerablemente los niveles de infeccidn a casi inmunidad
por lo menos en P1250413 y C591.

Palabras clave: Puccinia striiformis f. sp. tritici, resistencia genética, raza fisioldgica y

segregacion.
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GENETICS OF YELLOW RUST (Puccinia striiformis f. sp tritici) RESISTANCE IN
WHEAT PROGENITORS P120413 AND C591.

1.2 ABSTRACT

Puccinia striiformis f. sp. tritici, the causal agent of wheat stripe rust, is a pathogen that in
recent years has acquired great importance worldwide. The use of genetic improvement to
achieve genetic resistance to this pathogen represents the most efficient and economical
control. The liberation of resistant varieties has made it possible to minimize the damage
caused by diseases, increase productivity and make better use of resources. The high genetic
variation and the rapid variation in the rate of selection of new virulent races have become a
challenge for breeders. The objective of the present study was to determine the heritability
of resistance and to estimate the number of genes conditioning resistance to stripe rust in the
bread wheat genotypes 'P1250413"' and 'C591' by analyzing Fs, F4 and Fs progenies from
'‘Apav' X 'P1250413' crosses in response to infection with race MEX14.191 of P. striiformis.
The number of genes was estimated by X2 tests. The observed distributions of F5 indicated
that they conform to segregation of three genes. The distributions of Fsand Fs conformed to
the segregation of two genes. The frequencies of the observed distributions of F4in seedling
were adjusted to the segregation of one gene. The results indicate that P1250413 and C591
share the same seedling resistance gene. Molecular analysis confirmed the presence of genes
Yr47 and Yr67 in PI1250413 and C591 parents. The results of the present study indicate that
the Yr46/Yr67 combination is effective in seedling and adult plants and reduces significantly

the levels of infection to near immunity at least in PI250413 and C591.

Key words: Puccinia striiformis f. sp. tritici, genetic resistance, physiological race and

segregation.
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1.3 INTRODUCCION

El cultivo del trigo en México ocupa el segundo lugar en importancia solo después del Maiz.
En 2017 el Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), reporté una
produccion de 3 millones 236 mil toneladas con un rendimiento de 5,300 kg/ha. Con el
incremento de la produccion de trigo en México se vuelve un reto para los productores, el
disminuir o controlar los factores que merman la produccion del cultivo. Puccinia striiformis
agente causal de la roya amarilla del trigo, por ejemplo, es un patégeno obligado que posee
una alta variacion genética para virulencia, debido a mutaciones y recombinacidn genética
(Singh et al., 2011). EI mejoramiento genético sigue siendo la forma mas eficiente y
ambientalmente mas segura para el control de las royas o enfermedades causadas por el
hongo del género Puccinia (Huerta-Espino et al., 2020).

El conocimiento basado en las leyes genéticas de la herencia y el descubrimiento de que la
resistencia a royas es un caracter de herencia simple, dieron lugar a considerables
investigaciones sobre la herencia de la resistencia a roya amarilla, principalmente para
identificar genes mayores (Villasefior-Espin et al., 2009). Singh et al. (2000; 2011),
mencionan que para alcanzar una resistencia durable a la roya es esencial conjuntar de cuatro
a cinco genes de efectos menores con accion génica aditiva, y asi obtener una resistencia

cercana a la inmunidad.

Con P. striiformis se vuelve necesario estar un paso adelante, puesto que la resistencia de las
variedades que se liberan comercialmente perdura poco tiempo y al cabo de 3 a 5 afios se
vuelven susceptibles por la evolucién del patogeno en nuevas formas de virulencia. De tal
forma que, buscar alternativas en el manejo y fuentes de resistencia para recombinar

diferentes genes nos permite alcanzar una resistencia mas estable en los diferentes ambientes.

Los estudios genéticos permiten identificar genes y el tipo de resistencia que estos generan,
lo que resulta en una herramienta valiosa para tomar decisiones, por ejemplo, sobre el tipo
de resistencia mas conveniente a utilizar, es decir resistencia de plantula o resistencia de
planta adulta (APR), siendo ésta ultima la que se considera como la mas efectiva y
conveniente dentro del control genético ya que se establece una relacién de
convivencia entre la especie hospedante y el patdgeno, presumiblemente de tipo
durable (Huerta-Espino et al., 2010). Sin embargo, y en ciertos ambientes de produccién la

combinacion de ambos tipos de resistencia resulta la mejor opcion.
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El gen de resistencia que ahora se conoce como Lr67 fue identificado por primera vez en un
trigo proveniente de Pakistan identificado como PI1250413 y transferido a Thatcher para
producir la linea RL6077 (Thatcher*6/P1250413) (Dyck y Samborski 1979). Hiebert et al.
(2010) maped Lr67 de RL6077 en el brazo largo del cromosoma 4D. Sin embargo, este gen
de resistencia ha estado presente en cultivares liberados desde la década de los 50’s (Huerta-
Espino et al., 2020). Asi, Lr67 se puede encontrar en las variedades de trigo como Sujata
(Lan et al. 2015) y New Pusa 876 (Ponce-Molina et al. 2018). Lr67 también se ha reportado
en las variedades mexicanas Yaqui 48, Yaqui 50, Yaqui 53, Chapingo 48, Chapingo 53 y
Mayo 54 entre otras (Moore et al., 2015; Huerta-Espino et al., 2020). Pero en ninguna de
estas variedades a la fecha se ha indicado la presencia de Yr67. Se ha determinado que existe
una asociacion o un efecto pleiotropico entre Lr67 con Yr46 (Herrera-Foessel et al., 2011),
llegandose a determinar que tanto Lr67 como Yr46 son el mismo gen solo después de haber
clonado Lr67 (Moore et al., 2015). Yr67 por otra parte es un gen de resistencia a roya
amarilla efectivo en todas las etapas de desarrollo de la planta; se localiza en el cromosoma
7BL y se ha identificado primeramente en la variedad C591 y a la fecha no se ha reportado

Su presencia en ninguna otra variedad de trigo.

P1250413 que es uno de los progenitores de RL6077 que confiere resistencia a la roya de la
hoja por el gen Lr67 un gen de resistencia de raza no especifica y mas efectivo en planta
adulta a roya de la hoja y Sr55 que confiere resistencia a la roya del tallo (Herrera-Foessel et
al., 2014). RL6077 es susceptible en plantula a roya amarilla (Herrera et al., 2011), pero
P1250413 el progenitor que le confiere resistencia en planta adulta a RL6077 es resistente en
estado de plantula. Sin embargo, en el caso de roya del tallo PI250413 es susceptible en
plantula (Spielmeyer et al., 2013). La resistencia en PI1250413 a la roya amarilla en plantula,
no ha sido reportada a la fecha y aparentemente es una resistencia efectiva en todas las etapas
de crecimiento de la planta. C591 es una variedad de trigo harinero liberada en Pakistan en
1934 y es producto de la cruza de dos trigos criollos denominados T9 y 8B. T9 fue producto
de una colecta hecha en 1911 (CIMMYT, 1989). Por lo anterior, el objetivo de la presente
investigacion fue determinar la herencia de la resistencia a Puccinia striiformis f. sp. tritici
en las progenies de las cruzas APAV/P1250413 y P1250413/C591.
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1.4 MATERIALES Y METODOS

Material genético

Se utilizaron los genotipos de trigo harinero resistentes a la roya amarilla: P1250413 y C591.
Como progenitor susceptible, se utilizd6 APAV, linea proveniente de la cruza de Avocet-
YrA/Pavon76 (Herrera-Foessel et al., 2012).

Obtencidn de las generaciones F1, F2 y familias F3, Fay Fs

Se realizaron las cruzas entre el progenitor susceptible APAV Yy el resistente PI1250413 para
obtener la cruza APAV/PI1250413 y los progenitores resistentes P1250413/C591 mediante el
método emasculacion-polinizacién manual simple (Mellado, 2007). Se obtuvo la primera
generacion filial, la cual se sembré para avanzar a la generacion F2. En un lote experimental
ubicado en Chapingo, México, en el ciclo primavera-verano 2019 se sembraron las
poblaciones F. para la obtencion de las familias Fs. Se seleccionaron plantas individuales y
se obtuvo un total de 182 familias de la cruza APAV/PI250413 y 134 de la cruza
PI1250413/C591.

De la cruza APAV/PI250413 sembradas en Chapingo durante el ciclo de cultivo Verano
2019, se seleccionaron 166 familias. Una espiga por familia se sembrd en el Campo
Experimental de INIFAP Bajio en Roque, Guanajuato, para obtener la F4. Las parcelas fueron
de un suco de 1 m por espiga. Esta se cosech6 en masa como Fs y ademas se selecciond una
espiga para obtener la Fs. La F4 se sembr6 en un lote en Nanacamilpa, Tlaxcala y la Fs en un
lote experimental en el CEVAMEX-INIFAP en Chapingo. Ambos en surcos de un metro y
bordes de las variedades Nana y Morocco, esto con la finalidad de propiciar la infeccion

natural por P. striiformis en campo.

Evaluacion y clasificacion de familias Fs en plantula

Las familias y los progenitores se evaluaron en plantula bajo condiciones de temperatura
controladas de invernadero en el Laboratorio Nacional de Royas y otras Enfermedades de
Cereales (LANAREC) del INIFAP-CEVAMEX. Las familias de cada cruza se sembraron en
charolas de plastico (20 x 30 x 6 cm). A cada charola se realizaron orificios con una plancha
de acero. Se sembro en charolas de ocho hileras y seis columnas (9 semillas por familia). Se

agrego tierra para tapar las semillas y se dio un riego ligero. Se realiz6 una fertilizacion a los
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5 dias después de la emergencia. Asi mismo, se sembrd un juego con un set de las lineas

diferenciales de roya amarilla con el fin de determinar la pureza de la raza usada en el estudio.

Plantulas de 14 dias de edad se inocularon con aspersiones de urediniosporas de la raza de
roya amarilla, proporcionada por el Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo,
MEX14.191 con su formula de avirulencia/virulencia Yrl, 5a, 5b, 10, 15, 24, 26, YrPoll/Yr2,
3,6,7,8,9,17, 27 y 31 (Huerta-Espino et al., 2015). Para rehabilitar las urediniosporas se
dio un tratamiento de rehidratacion por 4 h en una camara humeda (Mariscal et al., 2009).
Posteriormente, se suspendieron en aceite mineral Sotrol@170 a una concentracion de 1mg
de urediniosporas x 10 ml. Una vez que se inocularon las plantulas se colocaron en camara
de rocio a 7°C, con 3 h de rocio continuo y después de 16 h se trasladaron al invernadero.

Cuya temperatura oscil6 entre los 18 y 20°C.

Analisis de datos y pruebas estadisticas en plantula

Trece dias después de la inoculacion se evaluaron los tipos de infeccion de las 166 familias
procedentes de la cruza ‘Apav’ x ‘P1250413” y los progenitores. Se clasificaron en tres grupos
de acuerdo con la reaccidn de infeccidn en: resistentes, segregantes y susceptibles (Singh y
Rajaram, 1994) y se contrastaron con las frecuencias esperadas y se utiliza la frecuencia de
las familias homocigdticas susceptibles para determinar el nimero de genes de resistencia.
Para esto se realizo la prueba de Ji-cuadrada (X?), el valor de tablas y la significancia fue
determinada de acuerdo con la X? que se obtuvieron de las proporciones de las familias. Para
el valor de tablas se usaron n-1 grados de libertad, siendo n el niumero de grupos de

clasificacion de familias (Infante-Gil y Zarate de Lara, 1998).

Evaluacion y clasificacion de familias Fs, F4y Fs en planta adulta en el campo

Generacion Fs. La evaluacion de las familias Fz y progenitores se realizd por respuesta a la
infeccion por roya amarilla. Para esto se establecid una epidemia artificial con el fin de
asegurar que la infeccion se estableciera a tiempo. Se utiliz6 la raza de roya amarilla
MEX14.191 con su férmula de avirulencia/virulencia Yrl, 5a, 5b, 10, 15, 24, 26, YrPoll/Yr2,
3,6,7,8,9, 17, 27 y 31 (Huerta-Espino et al., 2015). Para llevar a cabo la inoculacién, las
urediosporas se suspendieron en aceite mineral de bajo peso molecular (Sotrol® 170), con
ayuda de atomizadores manuales se asperjo directamente la superficie de las hojas de las

plantas.
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La toma de datos se realiz6 dos veces, una vez que el progenitor susceptible alcanzé de 80 a
100 % de infeccién en la hoja bandera, la primera evaluacién permitié identificar a las
familias homocigéticas susceptibles mientras que con la segunda se corroboraron los datos y
observaron las familias homocigoticas resistentes. En las plantas de cada una de las familias
se registro el porcentaje de infeccion por la enfermedad en la hoja bandera. En las familias
heterocig6ticas identificadas por su segregacion, se utiliz la misma escala y se registro el
dato promedio de infeccion. Una vez realizada la toma de datos de las familias F3 de cada
cruza, las familias se clasificaron en cuatro grupos; Grupo 1 conformado por las familias
homocigéticas con una respuesta similar a la del progenitor resistente, Grupo 2 por las
familias homocigo6ticas con una respuesta similar a la del progenitor susceptible, Grupo 3
incluye las familias heterocigéticas segregantes, hasta un porcentaje intermedio y finalmente
el Grupo 4 que comprende las familias heterocigéticas segregantes en las que se agrupan
todas las categorias, de plantas tan resistentes como el progenitor resistente, intermedias y tan

susceptibles como el progenitor susceptible (Singh y Rajaram, 1994).

Al evaluar la Fs de la cruza PI250413/C591 tanto en plantula como en planta adulta no se
observo segregacion por lo que ya no se avanzo a la siguiente generacion. Por lo tanto, solo
la F4 en plantula 'y la Fs y Fs de la cruza APAV/ P1250413 se siguieron evaluado en planta

adulta.

Generacion F4 y F5. Las familias F4 de la cruza APAV/ P1250413 se evaluaron bajo la
incidencia natural de roya amarilla en un lote de Nanacamilpa en Tlaxcala; mientras que en
Chapingo se evalud la F5 mediante el establecimiento de una epidemia artificial con la raza
MEX14.191 con su férmula de avirulencia/virulencia Yr1, 5a, 5b, 10, 15, 24, 26, YrPoll/Yr2,
3,6,7,8,9, 17, 27 y 31 (Huerta-Espino et al., 2015). Para llevar a cabo la inoculacién, las
urediniosporas se suspendieron en aceite mineral de bajo peso molecular (Sotrol® 170), con
ayuda de atomizadores manuales se asperjo directamente la superficie de las hojas de las

plantas. La evaluacion y clasificacion de las familias se realiz6 igual que en la generacion Fa.

Analisis estadistico

Los datos tomados de las frecuencias observadas tanto en la F3 como en la Fs y Fs, se
compararon con las esperadas en cada una de las generaciones segregantes mediante la

prueba de Ji-cuadrada (X?), el valor de tablas y la significancia fue determinada de acuerdo
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con la X? que se obtuvieron de las proporciones de las familias de cada cruza (Infante-Gil y
Zérate de Lara, 1998).

La frecuencia de familias susceptibles similares al progenitor susceptible es la que sirve de
base para determinar el nimero de genes de acuerdo con las proporciones esperadas
(Villasefor-Espin et al., 2009).

Analisis molecular de los progenitores.

El analisis molecular se realizé en el laboratorio de Biotecnologia del CIMMYT ubicado en
El Batan Texcoco, México. Se analizaron los progenitores P125043, C591 y Apav, Yy se
utilizaron como testigos RL6077 y Sujata. Los cinco genotipos fueron sembrados en charolas
de pléstico que contenian suelo estéril, 15 dias posteriores a la siembra se hizo la extraccion
de ADN, usando la técnica CTAB siguiendo los protocolos de Dreisigacker et al. (2013). La
cuantificacion y valoracion de la calidad del ADN se realizd de acuerdo con los protocolos

de laboratorio para trigo descritos por Dreisigacker et al. (2016).

La caracterizacion génica se realizd con los marcadores moleculares tipo SNP (Single
Nucleotide Polymorphism) Kukri_c18011_732/IWB41869 y
Tdurum_contig28598 245/IWB69562 para detectar la presencia del gen Yr67 y el marcador
TM4 para el gen Yr46.

Se incluyeron muestras control VIC y FAM correspondientes a los alelos positivos y
negativos. El programa para la PCR (Kompetitive Allele Specific PCR genotyping system-
KASPar) se ejecut6 con la temperatura de amplificacion mas favorable de acuerdo con los
protocolos del CIMMYT (Dreisigacker et al., 2016). La lectura de las placas del producto de
PCR se realiz6 en lector de placas fluorescentes BMG Pherastar Plus (BMG LABTECH, 30
Ortenberg, Alemania); para la visualizacion geografica de datos genotipicos se utilizo el
Software KlusterCallerTM.
1.5 RESULTADOS Y DISCUSION

El nimero de genes se estimaron mediante un analisis en el que las frecuencias observadas
para cada categoria se contrastaron con las frecuencias esperadas para diferentes niumeros de
genes mediante un andlisis de Ji-cuadrada (X?). Los datos obtenidos de las respuestas a la
infeccion a P. striiformis en las familias Fz de cruza del progenitor resistente ‘P1250413” por

el susceptible ‘Apav’, senalaron que las distribuciones observadas se ajustan a la segregacion
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de tres genes (Cuadro 1). La frecuencia de familias F3 homocigotas similares al progenitor
resistente o susceptible fueron en frecuencia muy baja lo que indica que la resistencia fue
compleja, condicionada por mas de un gen. Singh y Rajaram (1994), indican que la genética
de la resistencia cuantitativa puede ser controlada por uno o varios genes, con tipo de accion

génica aditiva y parcialmente dominante

Cuadro 1. Frecuencias observadas y esperadas de las familias Fs de las cruzas entre el

progenitor susceptible y el progenitor resistente durante el ciclo PV-2019

Grupos de familias

No. De
Cruza Observadas Esperadas X?
genes
1 3+4 2 1 3+4
6.3 875 6.3 2
APAV/PI250413 1.7 97.2 1.1 8.7261
1.6 96.9 1.6 3 0.1634

X?t=5.9915, gl=2, a=0.05

En la Figura 3 se muestra la frecuencia de las familias Fs, de acuerdo con la clasificacion de

cada grupo con base en la respuesta a la infeccion de roya amarilla.
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Figura 3. Frecuencia de las familias Fz de las familias procedentes de la cruza ‘Apav’ x
‘P1250413°, de acuerdo con la clasificacion de cada grupo con base en la respuesta a la

infeccion de roya amarilla (Singh y Rajaram 1994).
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En algunas de las familias F3 de la cruza Apav x P1250413, se identificé la presencia de la
necrosis de la punta de la hoja (Ltn =Leaf tip necrosis), caracter morfoldgico asociado con
los genes de resistencia a roya amarilla Yrl8, Yr29 y Yr46 (Huerta-Espino et al., 2020).
P1250413 es el progenitor de RI6077 en el cual se identifico el gen de planta adulta Lr67/Yr46
(Herrera-Foessel et al., 2014) por lo que la presencia de Ltn en este caso se puede asociar con

la presencia del gen Lr67/Yr46.

Asi mismo las generaciones F4, Fs y sus progenitores evaluadas sobre la respuesta a la
infeccion, se clasificaron en tres categorias fenotipicas siguiendo a Singh y Rajaram (1994):
resistente (R), susceptible (S) y lineas segregantes (Seg). En la generacién Fa, se observé una
proporcidn 27:115:23; resistentes, segregantes y susceptibles respectivamente. En la Fs las
proporciones resultaron en 39:101:25. Para realizar el andlisis de la F4 (Cuadro 2) se
agruparon las familias resistentes y segregantes porque en campo no fue clara la
diferenciacion de familias segregantes de las familias con un porcentaje de infeccion
intermedia las cuales se compararon con las susceptibles, las distribuciones observadas

comparadas con las esperadas se ajustaron a la segregacion de dos genes.

Cuadro 2. Distribucién y frecuencias observadas y esperadas en familias F4 en planta adulta

de la cruza de los progenitores ‘Apav’ x ‘PI250413” sembradas en Nanacamilpa, Tlaxcala

Grupos de familias

Total de No. De
Cruza . Observadas Esperadas X?
familias genes

1+3+4 2 1+3+4 2

APAV/PI250413 165 142 23 14179 23.2 2 0.00203516

X?t=3.8415, gl= 1, 0=0.05

Por otro lado, el andlisis de la Fs (Cuadro 3) implico agrupar los grupos segregantes 3y 4y
se compararon con los resistentes y los susceptibles. Las distribuciones de la Fs en observadas

y esperadas, siguieron ajustandose a la segregacion de dos genes.
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Cuadro 3. Distribucion y frecuencias observadas y esperadas en familias Fs en planta adulta
de la cruza de los progenitores ‘Apav’ x ‘P1250413” sembradas en Chapingo CEVAMEX -
INIFAP.

Grupos de familias
Total No. D
Cruza ota} _de Observadas Esperadas 0. L€ X?
familias genes

1 3+4 2 1 3+4 2

APAV/PI25041

3 165 39 101 25 3158 101.8 31.58 2 3.1207

X?t=5.9915, gl=2, a=0.05

La presencia de un solo gen de resistencia del tipo permite de una pequefia a moderada
reduccion en el progreso de la enfermedad, sin embargo, cuando se logra combinar entre
cuatro a cinco genes de efecto aditivo se obtienen altos niveles de resistencia. En 2009
Villasefior-Espin demostrd que la disposicion de més de tres genes de efecto aditivo en royas

es atractiva para los mejoradores.

Genes que confieren resistencia que puede ser expresada desde el estado plantula y durante
las siguientes etapas de desarrollo de la planta, es un tipo de resistencia que puede ser
heredada como un carécter cualitativo y es especifica a las diferentes razas del patdgeno. En
el Cuadro 4 se muestran las frecuencias de las familias F4 en estado de plantula cuando se

evaluaron en contra de la raza MEX14.191 de roya amarilla bajo condiciones controladas.

Las familias se clasificaron en resistentes, segregantes y susceptibles. En la determinacion
del nimero de genes se tomo6 como referencia el numero de familias homocigotas susceptibles
(Singh et al., 2001). Las frecuencias observadas en plantulas de familias F4 fueron 67:50:49,
resistentes: segregantes: susceptibles, respectivamente. Para el andlisis en plantula se
agruparon las familias resistentes y segregantes las cuales se compararon con las susceptibles,

las distribuciones observadas se ajustaron a la segregacion de un gen.
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Cuadro 4. Distribucion y frecuencias observadas y esperadas de familias F4 en plantula de la
cruza de los progenitores ‘Apav’ x ‘P1250413’, frente a la raza MEX14.191 de roya amarilla
bajo condiciones controladas.

Grupos

Cruza Total de Observados Esperados I\gllg'ng)se X?

familias
1 3+4 2 1 3+4 2

APAV/P1250413 166 67 50 49 6225 415 62.25 1 4.9237

X2t=5.9915, gl= 2, 0=0.05

Existen variedades que pueden presentar genes de resistencia similar, por lo que es necesario
determinar esta posible similitud a través de la prueba de la segregacion, en este caso se
realizd la cruza resistente por resistente. Mariscal et al. (2010) mencionan que la similitud de

genes de resistencia se puede observar al evaluar progenitores de cereales resistentes.

Los autores Li et al. (2009) y Xu et al. (2014), indicaron que el gen presente en C591, es muy
efectivo en contra de las poblaciones de P. striiformis en China, tanto en la etapa de plantula
como en planta adulta. Estos mismos autores corroboraron que en la cruza C591 x Taichung
29 las progenies en la Fs segregaron 33 lineas homocigotas resistentes; 64 fueron
heterocigotas y 30 susceptibles, proporciones que se ajustaron a una proporcién 1:2:1 cuando
se probaron con la raza de China CYR32 (Xu et al., 2014). Estos resultados y la ausencia de
segregacion en la Fz de la cruza P1250413 x C591 indicarian que tanto P1250413 y C591
comparten el mismo gen de resistencia en plantula; ademas por el origen no es de sorprender
ya que ambos progenitores son de origen Pakistani (Dyck y Samborski 1979; CIMMYT
1989).

El anélisis de la F4 en estado plantula indicaron que no existio una segregacion normal al
encontrarse un mayor namero de familias resistentes que las esperadas lo que podria indicar
gue uno de los genes de planta adulta este influenciado el comportamiento de las familias en
estado de plantula; aun asi, las distribuciones y frecuencias se ajustan a la segregacion de un

gen.

La combinacion de genes efectivos desde las primeras etapas de crecimiento de las plantas y

la expresion de la resistencia de otros genes en planta adulta, ayudaran a tener una mayor
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proteccion de las variedades en contra de la roya amarilla, en particular en aquellas regiones
donde las condiciones para el desarrollo de la enfermedad son propicias desde las primeras
etapas de crecimiento de la planta de trigo. Desde el punto de vista de Singh et al. (2015), los
genotipos con resistencia de planta adulta son excelentes para su uso como fuentes de
resistencia, sin embargo, diversificar las fuentes de resistencia que permitan recombinar
diferentes genes permitiria alcanzar la casi inmunidad al patégeno y asi obtener una

resistencia mas estable en diferentes ambientes.

El analisis molecular de los progenitores implicados en el estudio, indicaron una asociacién
positiva de los marcadores en los progenitores P1250413 y C591 con los marcadores
asociados a los genes Yr46 y Yr67 lo que confirma la presencia de Yr46 y Yr67 en PI250413
y C591 (Cuadro 5). Por lo tanto, si Yr46 y Yr67 estan presentes en ambos progenitores, esto
explica la ausencia de segregacion cuando se analizd la progenie de la Fs de la cruza
PI1250413/C591.

La presencia deYr46 y Yr67 en Sujata se puede atribuir a la presencia de C591 en su pedigri
al ser también positiva para ambos marcadores. Los resultados del presente estudio indican
que la combinacion Yr46/Yr67 es efectiva tanto en plantula como en planta adulta y
disminuye considerablemente los niveles de infeccion a casi inmunidad por lo menos en
P1250413 y C591 y lo mismo ocurre en otras variedades con la misma combinacion como en
el caso de Sujata (Lan et al., 2014). C591 aparece dos veces como uno de los progenitores de
Sujata (pedigri: Regent/Checoslovaquia-3//2*C-591/3/C-217/Niphad-4//C-591/NP) (Jain
1994; Lan et al., 2015) que posee resistencia de Planta Adulta (RPA) a las razas mexicanas
predominantes de P. triticina (LR) y muestra un tipo intermedio de infeccion en plantula a
roya amarilla. Sin embargo, Yr67, el gen de resistencia a roya amarilla recientemente
designado en la variedad C591 (y muy probablemente el mismo que YrC591) con base en el
origen de la resistencia y la posicién cromosomica (Xu et al., 2014), puede ser el mismo gen
que el designado temporalmente como YrSuj, porque tanto Sujata como C591 mostraron un
tipo de infeccion similar en plantula contra la raza Mex96.11 en pruebas de invernadero (Lan
etal., 2015).

Sin embargo, no se ha determinado la presencia de Lr67/Yr46 en C591, aunque lo mas
probable es que este progenitor sea el que le confiere el gen Lr67/Yr46 a Sujata. Otra variedad

que también posee Lr67 es New Pusa 876; pero no se tienen evidencias si New Pusa posee
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Yr67, o por lo menos no se ha reportado y podria ser que ocurrié algo similar como en la
cruza Thatcher*6/P1250413 (RL6077) que se mantuvo Yr46, pero se perdié Yr67 en el
proceso de obtencion de la linea (Ponce-Molina et al., 2018) pero en su pedigri, New Pusa
876 (C591/Gazal//2*C591) comparte C591 como progenitor (Zeven y Zeven-Hissink, 1976;
Ponce-Molina et al., 2018).

Cuadro 5. Producto de amplificacion de los genotipos resistentes P1250413 y C591, usando
los marcadores Lr67_TM4, Kukri_c18011 732/IWB41869, YrV2 Yr67_YrC591 vy
Tdurum_contig28598 245/IWB69562. Y los testigos Sujata y RL6077

CIMMYT ID CIMW%ASOO CIMWMAS0651 CIMwWMAS0652
Gen Lr67 YrV2_Yr67_YrC591 YrV2_Yr67_YrCh91
Nombre del Lr67 TM4 Kukri_c18011 732/IW  Tdurum_contig28598 2
Marcador - B41869 45/IWB69562
Herencia Co-dominante Co-dominante Co-dominante
Call1 (FAM) C:C-Lr67+ AA - Yr67- A:A - Yr67-
Call 2 (VIC) G:G - Lr67- G:G-Yre7+ C:.C-Yre7+
P1250413 Lr67/Yr46+ Yre7+ Yre7+
C-591 Lr67/Yrd6+ Yr67+ Yr67+
SUJATA Lr67/Yr46+ Yr67+ Yr67+
RL6077 Lr67/YR46+ Yr67- Yr67-
Apav Lr67/Yr46- Yr67- Yr67-

La presencia de los marcadores Kukri_c18011 732/1WB41869 y
Tdurum_contig28598 245/IWB69562 se pueden usar para la deteccion de Yr67 en un

proceso de seleccion asistida para incorporar resistencia a la roya amarilla en trigo.

Las grandes pérdidas provocadas por la roya amarilla y su constante evolucién que le
permiten romper la resistencia nos obligan a buscar nuevas fuentes de resistencia tanto en
parientes silvestres como en variedades ancestrales. Contar con un alto grado de diversidad
genética en genotipos resistentes en los campos de los agricultores permite disminuir las
posibilidades de una aparicion imprevista de nuevas razas fisiologicas, con la capacidad de
vencer la resistencia de las variedades comerciales sembradas y causar pérdidas econdémicas

a los productores.
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1.6 CONCLUSIONES

Con base en los resultados del presente estudio, se concluye que la poblacion derivada de los
cruzamientos ‘Apav’ y ‘PI1250413’, de acuerdo ajuste de las distribuciones de frecuencias
observadas, se delimito a la segregacion de dos genes que confieren resistencia. El gen de
resistencia que se expresa en estado de plantula en la poblacion es Yr67, mientras que en
planta adulta los dos genes identificados en las progenies Fs y Fs fueron Yr46 y Yr67 de
acuerdo con los marcadores moleculares. Asi mismo, tanto el progenitor PI250413 como

C591 fueron positivos para los marcadores asociados con los genes Yr46 'y Yr67.

La resistencia identificada en PI1250413 y C591 puede ser Util en el desarrollo de variedades
con resistencia a la roya amarilla causada por P. striiformis, ya que al combinar Yr67 (efectivo
en plantula) con Yr46 (eficaz en planta adulta) reducen los niveles de infeccidén a casi
inmunidad (0). Lo anterior indica que si es posible conjuntar un gen de raza especifica como
Yr67 con otro mas efectivo en planta adulta como Yr46, y asi obtener una mayor proteccién
en todas las etapas de desarrollo de la planta y en especial para aquellas zonas de produccion
donde las condiciones para el establecimiento y desarrollo del patdgeno son propicias desde

las etapas iniciales del cultivo como en los Valles Altos.
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DISCUSION GENERAL

Las pérdidas en produccion y rendimiento que los hongos del género Puccinia han
ocasionado a través del tiempo, anteponen un reto en la basqueda de estrategias que permitan
obtener variedades de trigo resistentes a estos patdgenos. Diversos estudios sobre el control
geneético de roya amarilla han permitido la postulacion de genes de resistencia en planta
adulta, es asi que, el constante estudio sobre el nimero de genes que condicionan la
resistencia y el tipo de herencia, permite hacer un uso mas eficiente de la fuente de resistencia

del germoplasma del trigo.

Existen variedades que pueden presentar genes de resistencia similar, por lo que es necesario
determinar esta posible similitud a través de pruebas de segregacion, en este caso se realiz6
la cruza resistente por resistente. Mariscal et al. (2010) mencionan que la similitud de genes
de resistencia se puede observar al evaluar progenitores de cereales resistentes. Al evaluar la
Fz de la cruza PI250413/C591 tanto en plantula como en planta adulta no se observo
segregacion. La falta de segregacion en las cruzas de los progenitores resistentes sugiere la

presencia de genes en comun en estos genotipos.

La poblacion derivada de los cruzamientos ‘Apav’ y ‘P1250413°, de acuerdo ajuste de las
distribuciones de frecuencias observadas, se delimito a la segregacion de dos genes que
confieren resistencia. Liu et al. (2020) enlista la existencia de 82 genes para la resistencia a
la roya amarilla, entre los cuales se encuentran: Yr46 y Yr67. Yr46 tiene efecto pleiotrépico
con Lr67 (Herrera-Fossil et al., 2014), el cual fue identificado en P1250413 por Dyck P. L.y
Samborski D. J. en 2011. Por otro lado, se postuld la presencia de Yr67 como el gen que
confiere la resistencia a roya amarilla en el cultivar de trigo C591, pero no se tenian reportes
sobre la presencia de Lr67/Yr46 en C591. El gen de resistencia que se expresa en estado de
plantula en la poblacion es Yr67, mientras que en planta adulta los dos genes identificados
en las progenies F4 'y Fs fueron Yr46'y Yr67 de acuerdo con los marcadores moleculares. Asi
mismo, tanto el progenitor P1250413 como C591 fueron positivos para los marcadores

asociados con los genes Yr46 y Yr67.

La resistencia especifica, también llamada de plantula (ASR), suele conferir un alto nivel de
resistencia contra determinadas razas de la roya a lo largo de todas las etapas decrecimiento,

pero a menudo es superada por las razas virulentas al cabo de uno afios (Chen, 2013). La
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resistencia no especifica o de planta adulta (APR) suele ser duradera (Chen, 2005), pero el
nivel de resistencia puede no ser adecuado en ciertas condiciones. Conjuntar genes ASR y
APR resulta ser la mejor estrategia para lograr una resistencia de alto nivel y duradera (Liu
et al., 2018). La resistencia identificada en PI250413 y C591 puede ser til en el desarrollo
de variedades con resistencia a la roya amarilla causada por P. striiformis, ya que al combinar
Yr67 (efectivo en plantula) con Yr46 (eficaz en planta adulta) reducen los niveles de infeccion
a casi inmunidad (0).

Maccaferri et al. (2015), menciona que la combinacion de varios genes de resistencia
especifica y de raza no-especifica permiten aumentar la durabilidad de la resistencia. Lo
anterior indica que si es posible conjuntar un gen de raza especifica como Yr67 con otro mas
efectivo en planta adulta como Yr46, y asi obtener una mayor proteccion en todas las etapas
de desarrollo de la planta. Por su parte Singh et al. (2000; 2011), refieren que el conjuntar de
4 a 5 genes de efectos menores de accion genética aditiva o de raza no especifica, permitan

reducir el progreso de la enfermedad y obtener porcentajes de severidad minimos.

Desde el punto de vista de Singh et al. (2015), los genotipos con resistencia de planta adulta
son excelentes para su uso como fuentes de resistencia, sin embargo, diversificar las fuentes
de resistencia que permitan recombinar diferentes genes permitiria alcanzar la casi inmunidad

al patdgeno y asi obtener una resistencia mas estable en diferentes ambientes.
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CONCLUSIONES GENERALES
En plantas adultas de las generaciones filiales Fs+ y Fs derivadas de los cruzamientos
‘Apav’y ‘PI1250413°, de acuerdo ajuste de las distribuciones de frecuencias de familias
observadas, se delimito la segregacién de dos genes que confieren resistencia.
En pléantula la generacion filial F4 derivada del cruzamiento ‘Apav’y ‘P1250413°, de
acuerdo ajuste de las distribuciones de frecuencias observadas, se delimito la segregacion
de un gen que confieren resistencia.
El gen que se expresa en estado de plantula corresponde al gene Yr67.
Tanto el progenitor PI250413 como C591 fueron positivos para los marcadores asociados
con los genes Yr46 y Yr67 que confieren resistencia a roya amarilla. Lo que sugiere que
genes implicados en las progenies F4 y Fs son Yr46y Yr67
La resistencia identificada en P1250413 y C591 puede ser util en el desarrollo de

variedades con resistencia a la roya amarilla causada por P. striiformis.
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