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RESUMEN

La variedad 'Kenya Kongoni' muestra niveles altos de resistencia de planta adulta
(RPA) a roya de la hoja (LR) y roya amarilla (YR), causada por Puccinia triticina y P.
striiformis, respectivamente, en el campo. El objetivo de este estudio fue identificar
las regiones gendmicas asociadas con la resistencia a LR y YR en una poblacion de
138 lineas endogamicas recombinantes generadas por el cruzamiento de 'Kenya
Kongoni' con Avocet-YrA. Los experimentos de campo para RPA de LR se llevaron a
cabo en México durante el afio 2011 en El Batan, y 2012 y 2013 en la Cd. Obregén y
en La Estanzuela, Uruguay, durante 2012 y 2013. La caracterizacion fenotipica de
RPA a YR se evalu6 en Toluca, México, durante 2012 y 2013. Los experimentos de
campo en México estuvieron bajo epidemias inducidas artificialmente con las razas
prevalentes. El mapa de ligamiento se construyé con 438 DArT y 16 marcadores
SSR, utilizando el software IciMapping 3.3. Los andlisis genéticos mostraron que la
resistencia a ambas enfermedades estd determinada por 4 a 5 genes de RPA,
incluyendo Lr46/Yr29 y Sr2/Lr27/Yr30. El analisis de loci de rasgos cuantitativos
(QTL) indico que los loci pleiotropicos de RPA (PAPR), QYL.cim-1BL y QYL.cim-7BL,
explican 5-57% de la varianza para LR y 12-35 % de la varianza para YR. Estos loci,
en combinacion con los QTLs QLr.cim-2BL y QLr.cim-1DS para resistencia a LR y
QYr.cim-2BS y QYr.cim-5BL para resistencia a YR confieren alto nivel de resistencia

a ambas royas en México y Uruguay.



ABSTRACT

The Kenyan variety ‘Kenya Kongoni’ exhibits high levels of adult plant resistance
(APR) to leaf rust (LR) and stripe rust (YR), caused by Puccinia triticina and P.
striiformis, respectively, in the field. The objective of this study was to investigate the
genomic regions associated with LR and YR resistance in a population of 138
recombinant inbred lines generated by crossing ‘Kenya Kongoni’ with susceptible
Avocet-YrA. Field experiments for APR to LR were conducted in Mexico during 2011
in ElI Batan, and 2012 and 2013 in Cd. Obreg6n and in La Estanzuela, Uruguay
during 2012 and 2013. Phenotypic characterization for APR to YR was evaluated in
Toluca, Mexico during 2012 and 2013. Field experiments in Mexico were established
under artificially induced epidemics with prevalent races. The linkage map was
constructed with 438 DArT and 16 SSR markers by IciMapping 3.3 software. Genetic
analyses showed that the resistance to both diseases was determined by 4 to 5 APR
genes, including Lr46/Yr29 and Sr2/Lr27/Yr30. Quantitative trait loci (QTL) analysis
indicated that pleiotropic APR (PAPR) loci, QYL.cim-1BL and QYL.cim-7BL, explain
5-57% of the LR variance and 12-35% of the YR variance. These PAPR loci in
combination with QTLs QLr.cim-2BL and QLr.cim-1DS for LR resistance and QTLs
QYr.cim-2BS and QYr.cim-5BL for YR resistance conferred high level of resistance to

both rust diseases in Mexican and Uruguayan environments.



AGRADECIMIENTOS

Al Colegio de Postgraduado, Campus Montecillo por darme la oportunidad de

aprender en crecer intelectualmente.

Al Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT) por haberme

dado la posibilidad de llevar a cabo esta investigacion.
A la Dra. Sybil A. Herrera Foessel por su magnifica direccion de la tesis, por la
exhausta revision del escrito, por sus consejos, por su ayuda y por haber confiado en

mi.

Al Dr. Serafin Cruz lzquierdo por haberme apoyado a concluir mis estudios de
Maestria.

Al Dr. Ricardo Lobato por su valiosa y desinteresada ayuda.

Al Dr. José Sergio Sandoval Islas por brindarme su apoyo.

Al Dr. Mateo Vargas por apoyarme y ensefiarme en el transcurso de mi carrera

profesional.

A todo el personal del Laboratorio de Biotecnologia por su apoyo y ayuda
incondicional, pero sobre todo por ensefiarme y orientarme a lo largo de mi estancia

en la Institucion.



DEDICATORIAS

A mis padres Yolanda Salazar Razo y Victor Manuel Calvo Torres, quienes siempre
se han preocupado y ocupado por mi formacion, por ser el mas claro ejemplo de

entrega y generosidad, por su inmenso amor, dedicacién, apoyo y comprension.

A mi hermano Victor Calvo Salazar por brindarme lo mejor de él, por su entrega y

por compartir generosamente el logro de cada uno de los integrantes de esta familia.



CONTENIDO

INDICE DE CUADR S ... iisttteteeeessssasassassasansnsneeaeessssssssaasssnsnnnnnnnreeessssssssnnnns V
INDICE DE FIGURAS ...ttt e et et e et et et e e et e e et e e et e e e s e e e e e e e e e e e e e eeannee s Vi
[. INTRODUGCTION .ot e et e e e e e et e e et e e et e e ean e e eaneeeans 1
L1 -OBIETIVOS e e e e 2
I o 1| I Y T 2
[I.- REVISION DE LITERATURA .....ootiiiiie ettt ettt e e e e e e e e e e e e s 3
22000 I 1 T T TP 3
2.2.-LS TOYAS ..oviiiiiiieit et 4
2.3.-TIPOS A€ IESISIENCIA ...evvvvuiiiiieeeeieeeee e e e e e e e e e e e e 4
2.3.1.-Resistencia especifica @ la raza ............cccevvevviiiiiii e 5
2.3.2.-Resistencia no especifica alaraza ........ccccccciiiiiii i 5
2.4.-Genes de resistencia mas usados para resstencia de planta adulta (RPA)......... 5
p A N €T o T I 0 ot I 5
P A € 1= o T I G A A T 6
PG J 1= o B TG RSP 6
2.4 4. -GN LIBT/YTAB ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e s eaaee e s 7
PR 1= o T G SO 7
2.5.-MAPEOS GENELICOS ..o 7
2.5.1.-Mapeo genético 0 de lIgamiento ...........cooviiiiiiiiiiiieee e 8
2.5.2.-MAPEO FISICO ... oeeeeeeeeee e 8
2.6.-Construccion de mapas de lIgamiento ..........coooeeieiiiiiiie 9
2.6.1.- Frecuencia de reCOmMDINACION .........ccoieeeeiiiiiiiiiiiiee e e e e e e e e e e 9
2.6.2.- LIQAMIBNTO ... 9
2.6.3.- Distancias genéticas y funciones de Mapeo ........ccceeeevvreeerviiiiiieeeeeeeeeennnnnnnnns 10

2.6.4.- Grupos y mapas de lIgamiento.........ccooeeeieiiiiie i 10



2.7.- ANALISIS B QT L .. iiiiiiiiiiiie e e e e e e e et e e e e eaba e eeens 11

2.7.1.- Tipo de poblaciones (F2,DH,RIL) .....ccoviieiiiiiiiiee e 12
2.7.2.- Tamafo de 1as poblacioNeS ............coiiiiiiiiiiiieee e 13
2.7.3.- Marcadores MOIECUIAIES ........coooeiiiie e 13
2.7.4.- Analisis de un SOI0 MArCAUOr ........uuuuiiiiieeiiiieiiiie e 14
2.7.5.- Analisis de mapeo por intervalo SImple ... 14
2.7.6.- Analisis de mapeo por intervalo compuesto (CIM) ..., 15
J S T Yo 11,7 = SRR 15
Hl.- MATERIALES Y METODOS ..ot cteeeeees ettt enseneenen e, 16
3.1.- Material Vegetal . ....ooooeeeeeeeeeeeeeeee e 16
3.2.- EValuacion de CAMPO ......uuuiiiieeeeieeeiiiiei e e e e e e e e et e e e e e e e e e enaas 16
3.3.- Analisis molecular y mapas de ligamiento ...........ccccooeeieiiiiiiiiiiiiiiee e, 17
3.4.- Analisis genetico y eStadiStiCO .........uuuuiiiiiieeiiiiceee e 17
V.- RESULTADOS ...oiiiiiiiiie ettt ettt e e e e e e ettt e e e e e e e s s snnnsbareeeeeaeeeennnns 19
4.1.- Evaluacion feNOLIPICA . ......ccoiiiiiiiiie e 19
4.2.- Mapeo molecular y analisis de QTLS .....ccovviiiiiiiiiiie e 22
4.3.- Mapas de QTL con resistencia a roya de la hoja y roya amarilla . ................... 24
4.4.- Mapas de QTL con resistencia a roya de la hoja .........ccccccvvviviiiiiiiiiiiiiiiinnnnn. 25
4.5.- Mapas de QTL con resistencia aroya de lahoja . .......ccccccevviiiiiiiiiiiiiiiiiinnnnn. 25
V. DISCUSION ...ttt ettt ne e e ene e 28
VI CONCLUSION ..ottt ettt eeae e e 31

VII- LITERATURA ClITADA et eennns 32



Cuadro 1.-

Cuadro 2.-

Cuadro 3.-

Cuadro 4.-

INDICE DE CUADROS

Resumen de la dltima lectura tomada para roya de la hoja

y roya amarilla en la poblacién Fs Avocet/Kenya Kongoni.

Estimacion del nimero de genes de resistencia a roya de
la hoja y roya amarilla basado en el analisis de
segregacion Mendeliana para la poblacion Fs Avocet/

Kenya Kongoni.

Correlaciones fenotipicas para la severidad final de roya
de la hoja (El Batan, 2011; Ciudad Obregon 2012, 2013;
Uruguay 2012, 2013) y roya amarilla (Toluca, 2011, 2012)
en la poblacion Fs Avocet / Kenya Kongoni.

Posicion y efecto de loci con efecto cuantitativo (QTLS)
detectados para resistencia de planta adulta (RPA) a roya
de la hoja y roya amarilla, utilizando el area bajo la curva
(AUDPCQC) y lectura final de la severidad de la enfermedad
(FDS) en todos los entornos utilizando mapeo por
intervalo compuesto (ICIM) por IciMapping 3.3 en la

poblacién Fs Avocet / Kenya Kongoni.

Pag.

19

20

21

23



Figura 1.-

Figura 2.-

INDICE DE FIGURAS

Frecuencia de distribucidon de la dltima lectura tomada para
la severidad de la enfermedad en la poblacion Fs Avocet /
Kenya Kongoni para roya de la hoja en los campos
experimentales El Batan 2011 y Ciudad Obregon 2012,
2013 (Fig.1A), Uruguay 2012, 2013 (Fig.1A) y para roya
amarilla en Toluca 2011, 2012 (Fig. 1C).

Mapas de QTLs para la resistencia de planta adulta RPA)
a roya de la hoja en los cromosomas 1BL (Fig. 2A ), 7BL
(Fig. 2B ), 3BS (Fig. 2C), 1DS (Fig. 2D ) y 2BL (Fig. 2E ), y
para la roya amarilla en los cromosomas 1BL (Fig. 2A ), 7BL
(Fig. 2B ), 2BS (Fig. 2F ) y 5BL (Fig. 2G ), identificados con
IciMapping 3.3 en la poblacion Fs Avocet / Kenya Kongoni.
El umbral de LOD fue detectada en base a 1.000
permutaciones. Posiciones (cM) de los marcadores
moleculares a lo largo de los cromosomas se muestran en
el eje vertical, se muestran las leyendas de LR 11, LR12y
LR13 para roya de la hoja que representan los datos
fenotipicos en El Batan 2011, Uruguay 2012, y Ciudad
Obregdn durante 2011-2012 y 201-2013 , respectivamente;
YR11 y YR12, datos fenotipicos para roya amarilla en
Toluca en 2011 y 2012 , y las leyendas LR11A , LR12A,
LR13A , YR11A y YR12A, que representan el area bajo la

curva del progreso de la enfermedad (AUDPC).

Vi

Pag.
22

27



l.- INTRODUCCION GENERAL

La Roya de la hoja (LR) y roya amarilla (YR), causadas por Puccinia triticina y P.
striiformis, respectivamente, son importantes enfermedades foliares de trigo (Triticum
aestivum L.) en el mundo (Roelfs et al., 1992). El uso de variedades resistentes es la
forma mas eficaz de controlar estas enfermedades debido a que no genera dafos al
ambiente y por el bajo costo para los agricultores. Para lograr un alto nivel de
resistencia, dos tipos de resistencia son utilizados: la primera es especifica para las
razas o también llamada resistencia en plantulas (cualitativa), que se rige por los genes
dominantes Unicos con efectos mayores (Johnson, 1981). El segundo tipo de
resistencia es raza no especifica o0 la resistencia de planta adulta (RPA),
cuantitativamente heredado, controlado por varios genes menores de efecto aditivo.
(Johnson 198, Lagudah, 2010). La resistencia cuantitativa se postula ser mas duradera
gue la resistencia cualitativa debido a que el agente patdgeno tarda mas en superar la

resistencia generada por los genes de resistencia (Mcintosh et al., 1995).

Recientes estudios de mapeo molecular han identificado loci de rasgos cuantitativos
(QTL) para la resistencia a LR y YR. Entre estos loci se encuentran los genes
Lr34/Yr18 (Spielmeyer et al., 2005), Yr36 (Uauy et al., 2005), Lr46/Yr29 (Williams et al.,
2006), Lr67/Yr46 (Herrera- Foessel et al., 2011), Lr68 (Herrera- Foessel et al., 2012),
Yr54 (Basnet et al.,, 2013). Los genes RPA juegan un papel importante en el

mejoramiento para resistencia duradera a LR y YR en trigo.

“Kenya Kongoni” (KK) (CI8154 / 2 * FR / / 3 * ROM/4/W1S245/1150.17 / / CI8154 / 2 *
FR/3/TOB66) es una linea de trigo de primavera derivado del CIMMYT. Fue lanzado en
1981 en Kenia por el National Plant Breeding,en el Centro de Investigacién (KARI). KK
muestra altos niveles de resistencia a LR y YR en entornos mexicanos y uruguayos Yy
una fuerte necrosis en la punta de la hoja (NH). Sin embargo, KK no posee el gen RPA
Lr34 en base a la prueba de marcadores moleculares con csLV34 (Kolmer et al., 2008)

y el marcador nombre desarrollado en base del mismo gen (Lagudah et al., 2009).



1.1- Objetivos

Localizar las regiones gendémicas de caracter cuantitativo asociadas a la resistencia de

roya de la hoja y roya amarilla en la poblacion Fs Avocet / Kenya Kongoni.

1.2.- Hipotesis

La resistencia a royas (roya de la hoja, roya amarilla y roya del tallo) en la poblacién Fs

Avocet / Kenya Kongoni es regulada por genes menores desconocidos.



Il. — REVISION DE LITERATURA

2.1.- El trigo

Hace aproximadamente 12,000 afios antes de la actualidad (a.a) en Mesopotamia se
inicio el cultivo de trigo (Triticum aestivum). Estudios con marcadores moleculares han
mostrado que todas las formas cultivadas tienen su origen en las montafias del sureste
de Turquia, posteriormente se distribuyé a lo largo de toda la cuenca mediterranea,

hasta llegar a Italia y Espafa alrededor del afio 7000 a.a. (Mac Key, 2005).

Los trigos comerciales actuales pertenecen a las especies Triticum aestivum
(hexaploide, 2n=42, genoma AABBCC) y Triticum durum (tetraploide, 2n=28, genoma
AABB), el primero considerado trigo panadero, trigo harinero o trigo blando utilizado
basicamente en la produccion de harina para pan, galletas y reposteria. La segunda
especie (Triticum durum) es considerado como trigo duro o trigo semolero cuyo

principal producto comercial son las pastas y sus derivados (Catrrillo, 2006).

En el 2013 la produccion mundial de trigo fue de 656.44 millones de toneladas teniendo
como principales paises productores a la Unién Europea con 142,896.0, China:
122,000.0 y la India: 92,460.0 (FAO, 2013).

2.2.- Las royas

Una de las principales enfermedades que amenaza a la produccion de trigo son las
royas, dentro de las que se encuentran la roya del tallo o negra (causada por Puccinia
graminis tritici), roya de la hoja o café (P. triticina) y la roya lineal, estriada o amarilla (P.
striiformis), contindan siendo una amenaza potencial en la mayoria de las regiones
trigueras en el mundo. La causa de este comportamiento es principalmente la habilidad
del patdgeno para mutar y multiplicarse rapidamente, por el efecto del eficiente
mecanismo de dispersion en forma aérea de un campo a otro y ademas su habilidad

para desplazarse a grandes distancias. La roya del tallo se desarrolla en climas calidos,



mientras que la roya amarilla o lineal se desarrolla en climas mas frios y en climas mas

templados encontramos la roya de la hoja (Huerta-Espino y Singh, 2000).

Se han desarrollado variedades de trigo resistentes a royas utilizando los dos tipos de
resistencia existentes: resistencia especifica a la raza y resistencia no especifica a la
raza que se describen adelante. En CIMMYT la mayoria de las variedades son
generadas por resistencia no especifica a la raza, con la interaccion de genes de

efectos menores efectuando un desarrollo lento a la enfermedad

2.3.-Tipos de resistencia

En 1963 Vanderplank establecié tedricamente las bases y conceptos de dos tipos de
resistencia vegetal, las cuales llamo vertical y horizontal, donde la primera es efectiva a
un solo genotipo del patdbgeno mientras que la horizontal por definicion es efectiva

contra todos los genotipos del patégeno.

2.3.1.-Resistencia especifica a la raza

La resistencia especifica también llamada resistencia vertical o resistencia de plantula
confiere una proteccién completa contra el patégeno, se basa en un simple gen mayor
0 una combinacion de genes mayores, se detecta facilmente con patotipos especificos,
es decir, individuos que enferman a algunas variedades del hospedante, también
llamadas razas del patdgeno y que comunmente se presenta en estado de plantula.
Los genes mayores son vulnerables a la variacién patogénica, y su longevidad es corta.
(Singh et al., 2001)



2.3.2.-Resistencia no especifica a la raza

La resistencia horizontal también llamada durable, poligénica, de patogenia lenta o de
planta adulta (RPA) se caracteriza por un desarrollo lento de la enfermedad a pesar de
un tipo de infeccidn susceptible, se basa en interacciones de genes con efectos de
accion geénica pequeiios a intermedios. Un solo gen de resistencia parcial causa
pequefia a moderada reduccion en el progreso de la enfermedad, pero la combinacién
de genes de efecto aditivo causa alto nivel de resistencia (3-5 genes resulta un nivel de
resistencia alto). Estos genes al combinarse reducen el progreso de la enfermedad a
niveles tan bajos que solo se pueden observar cuando hay una presién muy alta del
patégeno. Este nivel de resistencia es considerado de tipo durable y no especifica. La
expresion de la resistencia se reduce cuando mas genes de resistencia parcial estan
presentes y juntos, es decir, la estabilidad de la resistencia se incrementa con la

presencia de mas genes (Singh et al., 2003)

2.4.- Genes de resistencia mas usados para resistencia en planta adulta (RPA)

La incorporacion acumulada de 3 a 4 genes menores que confieren resistencia
duradera a royas continta siendo el instrumento més utilizado para el control de los
patdgenos causantes de enfermedades en México, el efecto aditivo de la combinacién
de genes se puede medir a través de un analisis de interaccion, la identificacion y el
estudio de la interaccién de genes a sido fundamental para la sustentabilidad de la

produccion en trigo (Singh et al., 2003).

2.4.1- Gen Lr34/Yr18

El gen de planta adulta Lr34 localizado en el cromosoma 7DS confiere resistencia de
desarrollo lento a todas las razas de roya de la hoja que han existido y que aun existen
en México (Huerta et al., 2002) por lo que es la base de la resistencia de muchas

variedades mexicanas (Singh y Rajaram, 1992b). Singh ( ¢?? ) identificé la presencia 'y



ausencia de este gen en los genotipos “Jupateco 73R” (Lr34 presente) y “Jupateco
73S” (Lr34 ausente) en variedades Mexicanas derivadas de cruzas del CIMMYT.

Krattinger demostro que el gen Lr34 esta totalmente ligado al gen Yr18, el cual confiere
resistencia de enroyamiento lento a roya lineal. La resistencia de enroyamiento lento
basado en el gen Yrl8 protege perdidas en el rendimiento en un rango del 36 al 58%

dependiendo del afio y de la fecha de siembra (Krattinger et al., 2009)

La variedad de trigo Sudamericana “Frontana” es considerada como una de las
mejores fuentes de resistencia durable a roya de la hoja (Roelfs, 1998). Esta variedad
fue usada primeramente por el programa cooperativo de México y la Fundacion
Rockefeller en la década de los 50. El analisis genético de “Frontana” y otros cultivares
de trigo producidos por el CIMMYT que poseen excelentes niveles de resistencia
parcial a nivel mundial ha indicado que la resistencia de planta adulta est4 basada en
los efectos aditivos de Lr34 y de dos a tres genes de resistencia de enroyamiento lento

adicionales, comunmente conocido como el complejo Lr34.

2.4.2.- Gen Lr46/Yr29

Otro de los genes involucrado que confiere enroyamiento lento a roya de la hoja es el
gen de “Pavon 76", Lr46, que se localiza en el cromosoma 1BL (Singh et al., 1998).
Este gen tiene un ligamiento con el gen Yr29 para roya amarilla el cual fue identificado
en la cruza “Avocet S/Pavon 76”. William et al. (2003) identificaron el gen Yr29 que esta

ligado al gen Lr46, ambos confieren resistencia durable a la enfermedad.

2.4.3.- Gen Yr36

El gen Yr36 que confiere resistencia parcial y de amplio espectro a P- striiformis fue
clonado por mapeo posicional en trigo gracias al empleo de una poblacién segregante
de 4.500 individuos lo que permitié identificar marcadores moleculares estrechamente

ligados a este locus. El gen Yr36 provee una resistencia parcial en las plantas adultas



cuando crecen en temperaturas altas y es muy Util porque protege contra todas las

razas conocidas de la roya lineal amarilla (Uauy et al., 2005).

2.4.4.- Gen Lr67/Yr46

En una poblacion desarrollada a partir de una cruza entre “RL6077” y “Avocet”, el gen
Lr67/Yr46 fue localizado en el cromosoma 4DL teniendo caracteristicas fenotipicas
similares a Lr34/Yr18, incluyendo necrosis en la hoja (NH) y resistencia a la roya lineal.
Este gen puede ser utilizado en combinacion con otros genes de desarrollo lento para
alcanzar niveles de durabilidad a roya de la hoja y roya lineal del trigo (Herrera-Foessel
et al., 2011).

2.4.5.- Gen Lr68

Lr68 es un gen de resistencia de planta adulta (RPA) que confiere resistencia a roya de
la hoja causada por P. triticina, utilizando una linea recombinante de “Avocet-
YrAxParula” se ubico el gen en el cromosoma 7B, este gen se asocia con una ligera
necrosis de la hoja que podria indicar que Lr68 y Lr34 comparten un mecanismo de

defensa comun (Herrera-Foessel et al., 2012).

2.5.- Mapeo

El mapeo genético se define como un diagrama descriptivo de los genes en cada
cromosoma. Existen dos variantes fundamentales de mapas: los genéticos, definidos
mediante unidades de frecuencia de recombinacion, y los fisicos, en los que las
distancias entre loci se expresan en unidades de distancia en nucleotidos (Collard et
al., 2005).


http://link.springer.com/article/10.1007%2Fs00122-013-2256-9/fulltext.html#CR9

2.5.1.- Mapeo genético o de ligamiento

Un mapa genético o de ligamiento es una representacion de la posicion relativa de los
genes o marcadores dentro de un cromosoma o grupo de ligamiento (Patterson 1996;
Collard et al., 2005).

Los mapas de ligamiento estan basados en el principio de que los genes (marcadores o
loci) segregan via recombinacion de los cromosomas durante la meiosis, permitiendo
asi su analisis en la progenie, de esta manera los mapas de ligamiento permiten
realizar un andlisis completo de los genotipos, descomponer caracteristicas complejas
en sus componentes mendelianos, localizar regiones gendmicas que controlan
caracteres de importancia agronomica, ademas de cuantificar el efecto de estas

regiones (Ferreira y Grattapaplia, 1998).

2.5.2.- Mapeo fisico

Los mapas fisicos son capaces de medir la distancia real entre puntos de los
cromosomas. Las técnicas mas avanzadas combinan robdética, informatica y uso de
laser para calcular la distancia entre marcadores genéticos conocidos. En los mapas
fisicos, la mayoria de los marcadores son estrechamente agrupados para representar
la ubicacion de los genes. En 1994 Gill propuso una estrategia de mapeo para analizar
las regiones ricas de genes de trigo. Esta técnica se conoce como una asignacion de
Ladder citogenético (CLM, siglas en inglés) donde no sélo identifica de manera

eficiente los grupos de genes, sino también mapas (Gill et al., 1996; Faris et al., 2000).



2.6.- Construccion de mapas de ligamiento

2.6.1.-Frecuencia de Recombinaciéon

La construccion de un mapa genético implica la estimacion de la distancia genética o
distancia entre dos loci, esta distancia se define como el valor de recombinacion entre
dos genes, es decir, la proporcion en que se forman nuevas asociaciones entre dos
pares de genes con respecto al numero total de asociaciones. La distancia entre
marcadores es un valor relativo para cada cruzamiento puesto que depende de los
marcadores que se consideren, su valor minimo es 0 y el maximo 0.5, este ultimo valor
representa la independencia genética de un loci (Kearsey y Pooni, 1998; Nuez, 2000;
De Vienne, 2003Db).

2.6.2.- Ligamiento

Newton Morton en 1955 idedé el concepto de LOD score ("puntuacion LOD")
representado por la letra Z que es el logip del cociente de verosimilitudes. Un cociente
de verosimilitudes = 1000 equivale a un LOD score igual a 3 (Z=3), valor minimo de Z
gue se requiere para poder afirmar que existe ligamiento significativo entre dos loci
(Morton, 1955).

Una vez calculados los valores de recombinacién entre loci, hay que definir la
significancia de éstos, es decir, la probabilidad de que dos loci estén ligados con el
valor calculado frente a la probabilidad de que sean independientes con la misma
segregacion. Un LOD > 3 es equivalente a decir que la hipétesis alternativa (ligamiento)
es 1000 veces mas probable que la hipétesis nula (independencia) (Kearsey y Pooni,
1996; Nuez, 2000; De Vienne, 2003b).



2.6.3.- Distancias genéticas y funciones de mapeo

Para la construccion de un mapa de ligamiento es necesario desarrollar una poblacién
y marcadores polimérficos para esta poblacion. De este modo, a partir de la frecuencia
de recombinacion entre los marcadores se puede inferir su posicion relativa y la
distancia en centiMorgan (cM) que es la unidad de distancia genética entre dos loci y
equivale a una frecuencia de recombinacion del 1% de individuos recombinantes.
(Semagn et al., 2006)

Se debe de tener en cuenta que existen diferentes factores como los maternos,
nutricionales o genotipicos que pueden distorsionar las frecuencias de recombinacion y
en consecuencia, las distancias obtenidas.

Tres funciones de mapeo son comunmente usadas:

Kosambi: Cuando se considera un cierto grado de interferencia

Haldane: Cuando no se considera interferencia.

Morgan: Se considera interferencia completa y distancias pequefias (Semagn et al.,
2006)

2.6.4.- Grupos y mapas de ligamiento

Un grupo de ligamiento incluye todos los genes que pueden conectarse, directa o
indirectamente, por relaciones de ligamiento. Los genes que estan muy proximos entre
si muestran ligamiento directo mientras que los estan a mas de 50 cM se dice que
segregan independientemente. Los marcadores ligados son agrupados en grupos de
ligamiento (GL), el nUmero de grupos de ligamiento es igual al nimero de cromosomas.
(Collard et al., 2005).
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Un mapa de ligamiento es el diagrama descriptivo de los genes en cada cromosoma y
Su uso mas importante es la identificacion de loci de caracter cuantitativo (QTL, siglas
en inglés) asociados con rasgos de interés, estos mapas se denominan mapas de
QTLs, basados en el principio de la deteccion de la asociacion entre marcadores
fenotipicos y genotipicos (Collard et al., 2005).

2.7.- Andlisis QTL

El mapeo de caracteristicas cuantitativas a través de la identificacion de loci de
caracteres cuantitativos (QTL, Quantitative Trait Loci) conceptualmente puede ser
influenciado por un grupo amplio de genes o pocos genes que generan un gran efecto

sobre el rasgo de interés (Gelderman, 1975).

Estudios de QTLs se han reportado en diversos cultivos como maiz, arroz, trigo,
jitomate entre otros para diversos rasgos como componentes de rendimiento,
enfermedades y resistencia, mejorando su produccion a nivel mundial, por tanto, se
considera una herramienta importante dentro del mejoramiento genético de plantas

(Ceron-Rojas y Sahagun-Castellanos, 2007).

El andlisis QTLs estad basado en la deteccién de una asociacién entre el fenotipo y
genotipo de una poblacion, se debe tener en cuenta que para la realizacién de un mapa
QTL se necesita una poblacion segregante como F; o retrocruzas, ademas de métodos
biométricos que muestren si el marcador esta relacionado con el rasgo fenotipico y

detectar los parametros de los QTL detectados (Ferreira y Grattaplagia, 1998)
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2.7.1.- Tipo de poblaciones (F,, DH, RIL)

La seleccion de la poblacion de mapeo es critico para el éxito del mapa de ligamiento
genético. Existen varios tipos de poblaciones. Una poblacion F», es desarrollada por la
autopolinizacion de un hibrido F; derivado del cruzamiento de dos parentales, mientras
gue una poblacion BC (Back-Cross), es producida por el cruzamiento de la F; con uno
de sus parentales llamado parental recurrente, si este retrocruzamiento se repite de
seis a siete generaciones, se obtiene una BC6 el cual tendra mas de 99% del genoma
del padre recurrente (Babu, 2004), si esta BC6 es autopolinizada se obtiene una
BC6S1 en las cuales las lineas estan en estado de homocigosis, estas lineas se

denominan lineas isogénicas o (NILs).

Otro tipo de poblacibn son las RILs (Recombinant Inbred Lines) las cuales se
desarrollan a través de una estrategia SSD (Single Seed Descent), en la cual s6lo una
semilla de cada linea avanza a la siguiente generacién desde F,-n. La base del
desarrollo de una poblacion RILs es, seleccionar dos parentales con caracteristicas
diferentes, obtener una F; mediante el cruzamiento de los parentales, luego el hibrido
es autopolinizado obteniendo una F,, de cada uno de los individuos F, se toma una
semilla la cual pasa a la siguiente generacion, esto se repite de seis a ocho

generaciones.

Un tipo de poblacion muy utilizada es la poblacion DH (Double Haploid), la cual es
producida por el doblamiento de gametos de una poblaciéon F; o F,. Las plantas son
generadas utilizando técnicas de cultivo de tejidos después de la induccién del
doblamiento de cromosomas de granos de polen o embriones haploides los cuales

resultan de cruzas entre especies (Semagn, 2006).
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2.7.2.- Tamafo de las poblaciones

Otro factor importante a considerar, es el tamafio de la poblacion. Estudios de
simulaciones utilizando diferente numero de individuos, desde 50 a 1000 en
poblaciones F,, BC, RILs y DHs, han mostrado que el tipo y el tamafio de la poblacion

puede ejercer influencia sobre la exactitud del mapa genético (Ferreira, 2006).

Segun Mohan (1997), los estudios de mapas genéticos preliminarmente requieren de
50 a 250 individuos para lograr un mapa de alta resolucion. Las poblaciones con
namero muy bajo de individuos proveen varios grupos de ligamientos fragmentados e
inexactos en el orden de los loci. La mayor exactitud en los mapas ha sido obtenida por
poblaciones F,, DH y RIL, utilizando marcadores codominantes. Por otro lado, a mayor
namero de individuos se ha obtenido mayor precision en los mapas de ligamiento
(Ferreira, 2006).

2.7.3.- Marcadores moleculares

Un marcador genético es cualquier caracter heredable que muestra variabilidad o
polimorfismo en los individuos de estudio. Para la eleccion del tipo de marcadores
moleculares a utilizar, es necesario tener en cuenta que el marcador cumpla con
herencia codominante, interaccion nula con el medio o con otros genes, elevado
polimorfismo, expresién en cualquier tejido o estado de desarrollo, rapidez, simplicidad

en la deteccion y bajo costo (Phillips, 1995)

Existen diferentes tipos de marcadores genéticos empezando por los primeros que
fueron los morfologicos, proteicos y los que estan basados en polimorfismo del ADN,
actualmente los marcadores moleculares mas utilizados son los SSRs (Simple
Sequence Repeats), también conocidos como microsatélites que son regiones de
secuencias pequeias (de 2 a 10 pares de bases) repetidas las cuales se asume que
estan distribuidas por todo el genoma, son marcadores muy polimérficos, codominantes

y con una alta reproducibilidad (Phillips, 1995).
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Los DArT (Diversity Array Technology) es una tecnologia resiente con alto grado de
automatizacion capaz de detectar centenas de polimorfismos en un solo analisis
(Jacoud, 2001). Para realizar este andlisis es necesario disponer previamente de una
coleccion de fragmentos de ADN representativos de la especie, cada uno de los
fragmentos generados por restriccibn son clonados identificando asi los clones
polimorficos. Los fragmentos de los clones polimérficos se inmovilizan en una matriz y
se marca con fluorescencia para ser hibridados. El polimorfismo se detecta en forma de
presencia/ausencia y responde a cambios de una sola base, deleciones o inserciones
en la secuencia de ADN (Wenzl et al., 2004).

2.7.4.- Anélisis de un solo marcador

Este método no requiere un mapa de ligamiento completo y puede desarrollarse con un
“software” estadistico basico. Sin embargo, tiene la desventaja que entre mas lejano
este el QTL del marcador, la probabilidad para identificarlo ser& menor y por lo tanto se
subestime la magnitud del efecto del QTL, entre los pardmetros estadisticos usados
para el analisis de un solo marcador se incluye la prueba — t, el analisis de varianza
(ANOVA) y la regresion lineal (Tanksley, 1993).

2.7.5.-Andlisis de mapeo por intervalo simple
Este método considera dos marcadores moleculares adyacentes y ligados a lo largo de

los cromosomas, por lo tanto, se considera estadisticamente mas confiable comparada

con el andlisis de un solo marcador (Lander y Bostein, 1989; Liu, 1998).
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2.7.6.-Analisis de mapeo por intervalo compuesto (CIM)

La combinacion de regresion lineal y mapeo por intervalo permite a este método
aumentar la eficiencia de deteccién y posicionamiento de QTLs importantes aun con
efectos menores (Jansen, 1993; 1996; 2003 y Zeng, 1994).

2.7.-Software

En el estudio de las bases genéticas con especial referencia a su aplicaciéon en el
mejoramiento, se desarrollan y aplican distintas herramientas de analisis de QTL. Los
programas estadisticos mas utilizados para el mapeo e identificacion de QTLs son
GenStart 13th (VSN International, 2010), QTL Cartographer (Basten et al., 1994, 2001),
MapManager QTX (Manly et al., 2001), QGene (Nelson, 1997; Jaehanes y Nelson,
2008), PLABQTL (Utz y Melchinger, 1996), ICImapping 3.3 (Wang et al., 2012). Estos
programas estadisticos estdn especialmente disefiados para el estudio genético que

nos permite analizar datos llevandonos a resultados confiables.
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II.-MATERIALES Y METODOS

3.1.-Material vegetal

El germoplasma utilizado como progenitor susceptible fue “Avocet-YrA” que cruzado
con el progenitor resistente “Kenya Kongoni” derivO una poblacion de 138 lineas
endogamicas recombinantes (RIL). El avance generacional de plantas F, a Fs se
realiz6 mediante la descendencia de una sola semilla, utilizando muestras voluminosas.
Los padres y RILs se multiplicaron y se utilizaron para todos los ensayos en México y

Uruguay.

3.2.-Evaluacion de campo

Los padres y los RILs de “Avocet / Kenya Kongoni” se evaluaron para LR en tres afios
(2011, 2012, 2013) en dos estaciones mexicanas (El Batan y Valle de Yaqui, Cd.
Obregbdn) y dos afios en La Estanzuela, Uruguay (2012, 2013). YR se evalu6 en
Toluca, México durante el 2011 y 2012. Un ensayo no replicado en la poblacion se
utilizé para el primer afio de evaluacion en ambas enfermedades, en la segunda y
tercera evaluacion, se utilizé un disefio aumentado de bloques completos utilizando la

repeticion de 28 RILs y la duplicacién de los padres.

Las parcelas de campo fueron de aproximadamente 60 plantas que incluyeron dos filas
paralelas de 0.7. El cultivar altamente susceptible 'Morocco' se planté en un lado de
cada parcela con 0.5m de separacion y alrededor de la zona experimental.

En México se crearon epidemias artificiales utilizando una mezcla de las razas de P.
triticina MCJ/SP y MBJ/SP, y para YR una mezcla de las razas de P. striiformis Mex
96.11 y Mex08. Las inoculaciones se realizaron mediante suspension de
urediniosporas en aceite Soltrol usando un atomizador. En Uruguay se utiliz6 epidemia

natural, las filas separadoras era una mezcla de Morocco, Thatcher y Little Club.
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La severidad de la enfermedad (DS, siglas en inglés) se anot6 2-3 veces segun la
escala modificada de Cobb cuando “Avocet-YrA” alcanzé la maxima severidad
(Pearson et al., 1984). Estos datos se utilizaron para calcular el area bajo la curva
(AUDPC). ElI AUDPC vy lecturas finales de la severidad de la enfermedad (FDS, siglas
en inglés) se dividieron en tres clases HPTR (homocigotos parentales tipo resistente)
HPTS (homocigotos parentales tipo susceptible) y otros (lineas intermedias entre HPTR

y HPTS) en cada afio y se utilizaron para hacer el andlisis de QTL.
3.3.-Analisis molecular y mapas de ligamiento

La extraccion de ADN de los padres y de cada uno de los RILs se hizo a través del

método de CTAB (bromuro de alquiltrimetilamonio).

El genotipeo de la poblacién se realizdé a través de DArTs (Triticarte, Australia) asi
como la utilizacién de 16 marcadores SSR, un marcador STS (Sitios con Marca de
Secuencia) y un CAPs (Secuencia polimérfica amplificada y cortada) para identificar la
asociacion de los genes Lr46 (Lagudah, com. Pers.') y Sr2 (Spielmeyer et al., 2003),

respectivamente.

El mapa de ligamiento fue generado por QTL IciMapping 3.3 (Wang et al., 2012) y fue

graficamente visualizado con el software Mapchart (Voorrips 2002).
3.4.- Anédlisis genético y estadistico
Los analisis estadisticos: distribucidn fenotipica, coeficiente de correlacion, el andlisis

de varianza (ANOVA), y la regresién marcador - fenotipo se realizaron con el software
SAS 9.2 (SAS Institute, Cary, NC).

! Evans S. Lagudah CSIRO Plant Industry GPO Box 1600, Canberra ACT 2601, Australia e-mail:
evans.lagudah@csiro.au
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Para el célculo de la heredabilidad (h%) se utiliz6 el método de componentes de
varianza como: h2 = 02g/o02p , donde , 029 = ( MSG- MSGE ) / r,y 02p = 02g + 02ge /
r , siendo o2g = varianza genética , o2p = varianza fenotipica , 02ge = varianza
atribuida a la interaccion entre los experimentos y los genotipos ( lo que es equivalente,
la varianza error total en este andlisis ), r = nimero de repeticiones (el nimero de
experimentos en este analisis) , msg = cuadrado de lineas de media y MSGE =
cuadrado de lineas y de interaccion experimento media . Estos analisis s6lo pudieron

llevarse a cabo en los afios 2012 y 2013 debido a que en estos afos el disefio

experimental fue un disefio aumentado.

Los datos genotipicos de los marcadores SSR y los DARTSs se utilizaron para construir
mapas de ligamiento genético con el software IciMapping 3.3. Los marcadores fueron
asignados al grupo de ligamiento con un LOD minimo de 3.0, las distancias del mapa
se calcularon sobre la base de la funcion de mapeo Kosambr1 y la deteccién de QTLs se

hizo con el andlisis de 1000 permutaciones.

La estimacion del nUmero de genes segregantes para roya de la hoja y roya amarilla se
estimé mediante el analisis de segregacion mendeliana tradicional (Singh y Rajaram,
1992) con los andlisis de chi-cuadrado (X?) calculada con la funcién "PRUEBA CHI "

en Microsoft Office 12 Excel.
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IV.- RESULTADOS

4.1.- Evaluacién fenotipica

El progenitor resistente “Kenya Kongoni” mostro valores del 5% para LR y YR en la
Gltima lectura tomada, mientras que el progenitor susceptible “Avocet-YrA” mostré
valores del 70 - 90% para LR y el 80 - 90% para YR, la media para los 138 RILs vario
entre 41-63% y 37-47% para LR y YR respectivamente (Cuadro 1).

Cuadro 1: Resumen de la ultima lectura tomada para roya de la hoja y roya amarilla en la poblacion Fs

Avocet / Kenya Kongoni.

Roya de la hoja

Roya de la hoja Roya amarilla
Uruguay

Categoria 2011 2012 2013 2012 2013 2011 2012
Avocet 90 90 70 90 80 90 80
Kenya Kongoni 10 5 5 5 5 5 5
Media de la

poblacién 52 41 42 51 63 47 37
Rango menor 10 5 1 0 5 5 5
Rango mayor 100 100 90 99 99 100 90
(0%) B 5785 272.4 N 3 B 331.5
(0%) B 348 26 B B B 31.9
Heredabilidad (h?) 094 091 N 3 B 0.91

El andlisis X? indic6 la presencia de cuatro a cinco genes que confieren resistencia a
planta adulta (RPA) para LR y YR, el andlisis se basa en la suposicién de que los

genes de resistencia actuan de manera aditiva (Cuadro 2).
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Cuadro 2: Estimacion del nimero de genes de resistencia a roya de la hoja y roya amarilla basado en el

analisis de segregacion Mendeliana para la poblacion Fs Avocet / Kenya Kongoni

No. de RILs (planta adulta)

Roya de la hoja Roya de Ila hoja Roya amarilla
Categoria (México) (Uruguay) (México)
2011 2012 2013 2012 2013 2011 2012
HPTS 6 8 6 8 6 2 2
HPTR 2 1 2 1 2 2 2
Otro 139 138 135 138 135 143 142
Error 1 1 5 1 5 1 2
Total 148 148 148 148 148 148 148
No. de genes 4 4 4 4 4 5 5
P- evaluada' 032 0.09 035 0.09 0.35 0.92 0.92

"P- evaluada es para la prueba de x2 . La relacion esperada para los grupos de RILs: HPTR, HPTS, y
otros OTHER son 0.037:0.037:0.926, 0.016:0.016:0.968 para la segregacion de 4 y 5 genes que se

heredan de forma independiente en la generacion Fs.

Con las ultimas lecturas obtenidas para la severidad de la enfermedad se hizo la
correlacion de Pearson obteniendo un rango de 0,37 - 0,8 (p < 0,0001) para roya de la
hoja y un rango de 0.82 (P < 0,0001) para roya amarilla. Se encontraron relaciones
significativas entre LR y YR en los diferentes ambientes con un rango de 0,61-0,64, (P
< 0,0001). (Cuadro 3)
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Cuadro 3: Correlaciones fenotipicas para la severidad final de roya de la hoja (El Batan, 2011; Ciudad
Obregén 2012, 2013; Uruguay 2012, 2013) y roya amarilla (Toluca, 2011, 2012) en la poblacion Fs

Avocet / Kenya Kongoni.

Ambiente LR2011 LR2012 LR2013 URU2012 URU2013 YR2011
LR2012 0.75%+*

LR2013 0.72%* 0.8**

URU2012 0.66** 0.62** 0.65**

URU2013 0.43** 0.37** 0.55** 0.66**

YR2011 0.53** 0.61** 0.57** 0.35** 0.22%*

YR2012° 0.56** 0.64** 0.64** 0.36** 0.27** 0.82**

%*P<0.0001

Se graficaron las ultimas lecturas tomadas para la severidad de la enfermedad y se

determiné la frecuencia de distribucién. ElI comportamiento fue una segregacion

transgresiva en el cual la progenie posee la caracteristica de obtener rangos mayores a

los de ambos padres (Fig. 1).
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Fig. 1: Frecuencia de distribucion de la ultima lectura tomada para la severidad de la enfermedad en la
poblacién Fs Avocet / Kenya Kongoni para roya de la hoja en los campos experimentales El Batan 2011 y
Ciudad Obregén 2012, 2013 (Fig.1A), Uruguay 2012, 2013 (Fig.1A) y para roya amarilla en Toluca 2011,
2012 (Fig. 1C).

4.2.- Mapeo molecular y analisis de QTLs

Veintiin grupos de ligamiento se construyeron con 455 marcadores moleculares
polimorficos a través de analisis de QTL, se obtuvo una representacion de cada
cromosoma. Los mapas de ligamiento se utilizaron para el andlisis QTL y se reportan

solo los QTLs significativos.

El marcador csLV46G22 asociado al gen de resistencia (RPA) Lr46/Yr29 para roya de
la hoja y roya amarilla, y el marcador csSr2 asociado al gen Sr2 para roya del tallo se
incluyeron en el andlisis para detectar la presencia de estos genes dando una
respuesta positiva en el cromosoma 1BL y 3BL, respectivamente.

El analisis identificé varios QTL de resistencia asociados con LR y YR en la poblacion
“Avocet-Yra/ Kenya Kongoni”. La variacion fenotipica (PVE) oscilé entre 5-57 % y 5-34
% para la hoja y roya amarilla respectivamente (Cuadro 4). En total, seis regiones
cromosomicas confieren resistencia a LR en México y cuatro en Uruguay , que se
encuentra en los cromosomas 1BL (Lr46/Yr46 ), 1DS , 2BL , 2DL , 3BS y 7BL . Para
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YR cinco regiones cromosOmicas confieren resistencia a esta enfermedad en los
cromosomas 1BL, 2AS, 2BS, 5BL y 7BL.

Cuadro 4: Posicion y efecto de loci con efecto cuantitativo (QTLs) detectados para resistencia de planta

adulta (RPA) a roya de la hoja y roya amarilla, utilizando el area bajo la curva (AUDPC) y lectura final de

la severidad de la enfermedad (FDS) en todos los entornos utilizando mapeo por intervalo compuesto

(ICIM) IciMapping 3.3 en la poblacién Fs Avocet / Kenya Kongoni.

) h ..+ Marcador Marcador . PVE |
Ambiente QTL Posicion LOD . Add
izquierdo derecho (%)’
LR11 FDS QLr.cim-1BL 12 wPt-1770 csLV46G22 14 24 -10
QLr.cim-1DS 0 wPt-3738 rPt-4471 4 6 -5
QLr.cim-2BL wPt-6174 wPt-8548 12 21 -9
QLr.cim-5AC 36 wPt-3187 wPt-7769 3 5 4
LR11 AUDPC* QLr.cim-1BL 12 wPt-1770 csLVv46G22 16 28 -34
QLr.cim-1DS 0 wPt-3738 rPt-4471 5 7 -17
QLr.cim-2BL wPt-6174 wPt-8548 12 20 -28
QLr.cim-2DL 12 wPt-668017 wPt-666518 5 -14
QLr.cim-5AC 37 wPt-3187 wPt-3884 5 15
LR12 FDS QLr.cim-1BL 22 csLV46G22  wPt-729773 20 51 -20
QLr.cim-3BS 5 wPt-5209 csSr2 5 -6
QLr.cim-7BL 12 wPt-9925 wPt-0194 -7
LR12 AUDPC" QLr.cim-1BL 23 csLV46G22 wPt-729773 25 57 -111
QLr.cim-3BS 5 wPt-5209 csSr2 8 -41
QLr.cim-7BL 12 wPt-9925 wPt-0194 7 -38
LR12URUGUAY*® QLr.cim-1BL 24 csLV46G22 wPt-729773 5 12 -11
QLr.cim-1DS 0 wPt-3738 rPt-4471 11 21 -14
QLr.cim-3BS wPt-5209 csSr2 5 10 -10
QLr.cim-3BS 65 wPt-664393  tPt-1366 3 5 7
QLr.cim-7BL 32 wPt-8938 wPt-9013 7 13 -12
LR13 FDS QLr.cim-1BL 11 tPt-6091 wPt-1770 9 24 -10
QLr.cim-7BL O wPt-8981 wPt-2273 3 5 -5
LR13 AUDPC* QLr.cim-1BL 13 wPt-1770 wPt-734314 13 31 -63
QLr.cim-2BL 1 wPt-6174 wPt-8548 3 6 -28
QLr.cim-2DL 32 wPt-2781 barc159 3 -27
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QLr.cim-6BS 8 wPt-743200 wPt5234 3 6 28

LR13URUGUAY FDS  QLr.cim-3BS 5 wPt-5209  wPt-7984 3 6 -7
LR13URUGUAY
AUDPC® QLr.cim-3BS 5 wPt-5209  wPt-7984 4 10 -38
YR11 FDS QYr.cim-1BL 12 wPt-1770 csLv46G22 17 35 -13
QYr.cim-2AS 0 barc124 wPt-1722 3 5 -5
QYr.cim-2BS 15 wPt-1813  wPt-4613 4 7 -6
QYr.cim-5BL 135 barc59 wPt-3922 4 8 -6
YR11 AUDPC' QYr.cim-1BL 13 wPt-1770 csLV46G22 15 32 -142
QYr.cim-2AS 0 barc124 wPt-1722 3 6 -59
QYr.cim-2BS 9 wPt-1813  wPt-4613 5 8 -71
QYr.cim-5BL 135 barc59 wPt-3922 3 6 -64
YR12 FDS QYr.cim-1BL 11 tPt-6091 csLV46G22 10 25 -11
QYr.cim-2BS 21 wPt-6158  wPt-5188 4 8 -6
QYr.cim-7BL 12 wPt-9925  wPt-744632 5 12 -8
YR12 AUDPC?® QYrcim-1BL 11 tPt-6091 csLV46G22 14 34 -143
QYr.cim-2BS 29 wPt-3949  wPt-8072 5 12 -86
QYr.cim-7BL 11 wPt-9925  wPt-0194 6 12 -85

% AUDPC para roya de la hoja en el 2011, Batan; ® AUDPC roya de la hoja 2011-2012 , Obregdn;
‘LR12URUGUAY roya de la hoja 2012 Uruguay; 4 AUDPC roya de la hoja 2012-2013 Obreg6n; ° AUDPC
roya de la hoja 2012-2013 Uruguay; " AUDPC roya amarilla 2011 Toluca; ® AUDPC roya amarilla 2012
Toluca, " QTL que se extiende a través de los intervalos de confianza; 'Posicion en centi-Morgans desde
el primer marcador ligado al grupo correspondiente; ] Logaritmo de las poblaciones (LOD) basado en

1,000 permutaciones; “PVE proporcion de la varianza fenotipica del QTL; 'Efecto aditivo de cada QTL

4.3.- Mapas de QTL con resistencia aroya de la hojay roya amarilla

Uno de las principales QTL significativos para ambas enfermedades fueron: QLr.cim-
1BL y QYr.cim-1BL (Lr46/Yr29), con un PVE que varié desde 12 hasta 57% y 25-35%,
respectivamente y un LOD de 9-25 para LR y 10-15 para YR, asociada a los
marcadores moleculares wPt-1770 y csLV46G22 (Fig. 2, A). Otros QTLs importantes
para estas enfermedades son QLr.cim.7BL y QYr.cim.7BL ubicado entre los
marcadores wPt-9925 y wPt-8938 con un LOD de 3-7 y 5-6, y un PVE de 5-13% para
LRy 10% para YR. (Fig. 2, B).
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4.4.- Mapas de QTL con resistencia aroya de la hoja

Un QTL con menor efecto para LR fue QLr.cim-3BS, ubicado entre los marcadores
wPt-5209 y csSr2 que explica el 5-10% de PVE y un LOD de 3-6 (Fig 2. C). Otro QTL
fue el QLr.cim-1DS con un LOD de 3-5y 6-21% del PVE, entre los marcadores wPt-
3738 y rPT-4471 (Fig. 2. D). Finalmente el QLr.cim-2BL que solo fue significativo en
México 2011 entre los marcadores wPt-6174 y el wPt-8548, explico el 20% de PVE y
con un LOD de 12 (Fig. 3.E).

4.-5.- Mapas de QTL con resistencia a roya amarilla

Para YR un QTL con menor efecto fue localizado en el cromosoma 2BS en los
marcadores wPt-1813 y el wPt-8072. El QYr.cim-2BS mostré consistencia durante los
dos afos de evaluacion con un LOD y PVE de 4-5y 7-12 y%, respectivamente (Fig. 4,
F). Asi mismo se ubico el QYr.cim.5BL entre los marcadores Xbarc59 y wPt-3922 con
un rango de 6-8% para PVE y un LOD de 3-4 (Fig. 4, G).
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Fig 2: Mapas de QTLs para la resistencia en planta adulta (RPA) a roya de la hoja y roya en los
cromosomas 1BL (Fig. 2A), 7BL (Fig. 2B ), 3BS (Fig. 2C), 1DS (Fig. 2D ) y 2BL (Fig. 2E ), y para la roya
amarilla en los cromosomas 1BL (Fig. 2A ), 7BL (Fig. 2B ), 2BS (Fig. 2F ) y 5BL (Fig. 2G ), identificados
con IciMapping 3.3 en la Fs Avocet / Kenya Kongoni. El umbral de LOD fue detectada en base a 1.000

permutaciones. Posiciones (cM) de los marcadores moleculares a lo largo de los cromosomas se

muestran en el eje vertical; se muestran las leyendas de LR 11, LR12 y LR13 para roya de la hoja que

representan los datos fenotipicos en El Batan 2011, Uruguay 2012, y Ciudad Obregén durante 2011-

2012 y 201-2013 , respectivamente ; YR11 y YR12, datos fenotipicos para roya amarilla en Toluca en
2011y 2012, ylas leyendas LR11A, LR12A, LR13A, YR11Ay YR12A, que representan el area bajo la

curva del progreso de la enfermedad (AUDPC).
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V.- DISCUSION

Se identificaron varias regiones cromosomicas con efecto significativo de resistencia
para LR y YR de los cuales se encontraron dos genes de resistencia conocidos de la
hoja y la roya lineal que son Lr46/Yr29 y Sr2/Yr30, con base en marcadores
moleculares ligados. (Singh et al., 1998 y Mago et al., 2010)

El gen Lr46/Yr29 (Singh et al., 1998) proporciona niveles relativamente altos de
proteccion para ambas enfermedades en todos los ambientes y explica la expresion de

NH en la poblacién.

El QTL QLr.cim-3BS detectado en la poblacién Avocet-Yra/Kenya Kongoni se asocio
con el gen Sr2/Yr30. Estudios anteriores identificaron QTL para LR en 3BS

(Singh et al., 2000b, Suenaga y col. 2003, Khlestkina et al., 2007, Dedryver et al., 2009
y Rosewarne et al., 2012) utilizando el marcador CAPS csSr2 (Mago et al., 2010) el
cual representa el 100% de confiabilidad en los resultados. Este QTL es significativo en

México y Uruguay siendo constante en diferentes afios de evaluacion.

Otro QTL asociados con la resistencia de LR y YR se encuentra en el cromosoma 7BL
entre los marcadores wPt-9925 y wPt- 8938. Crossa et al., (2007) menciona que el
marcador wPt-9925 puede estar asociado al gen Yr39. Lin y Chen et al., (2007), en su
estudio, trabajaron con diferentes marcadores para identificar Yr39 en el cultivar de
trigo “Alpowa” y un marcador asociado es el Xgwm131, este marcador se utilizé en los
padres, Avocet-Yra y Kenia Kongoni dando una respuesta de ausencia del gen.
Herrera- Foessel et al., (2012) en el cultivar “Parula” detecta el nuevo gen de
enroyamiento lenta (RPA) Lr68 ubicado en el cromosoma 7BL. Lr68 esta situado a una
distancia de 7,5 cM del marcador Xgwm146 y esta altamente ligado al gen Lr1l4b, un
gen de resistencia especifica. Se utilizaron en los padres los marcadores SSR
Xgwm344 y Xgwm146 asociado al gen obteniendo una distancia de 27,32 y 32,05 cM,
de nuestro QTL por lo que se concluye que esta region probablemente sea nueva y que

debera ser confirmada en el futuro.
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Para el QLr.cim.2BL significativo en LR ubicado entre los marcadores wPt - 6174 y wPt
—8548 en estudios anteriores han demostrado QTL para la misma regién, esto indica
gue estas regiones son sitios importantes para la resistencia de desarrollo lento a roya.
El cromosoma 2BL es de interés en este estudio debido a que mostré6 un LOD y PVE
de 3-13 y 6-20 %, respectivamente. Rosewarne et al., (2008) encontré un importante
QTL en el cromosoma 2BL para YR derivado de ‘Avocet-S’ entre los marcadores SSR
Xgwm1027 y Xgwm619, es dificil de explicar la relacion entre este dos QTL debido a
qgue no tienen ningin marcador molecular en comun, pero es una region interesante

para analizar en el futuro

Para LR también se encontraron QTLs en el cromosoma 1DS, QLr.cim.1DS, en los
marcadores wPt - 3738, rPt- 4471, fue mas significativo en Uruguay, con un limite de
deteccion de 10 y PVE de 10 %. En 2011, en México se encontré un QTL asociado a
los mismos marcadores, pero con un limite de deteccion menor. El marcador wPt -3738
se asocio con el rendimiento de grano (Crossa et al., 2007) y el gen de resistencia
especifico Lr42. El gen fue flanqueado por los marcadores Xwmc432 y Xcdfl5 y
mapeados en el cromosoma 1DS (Sun et al.,, 2010). Basnet et al., (2013) también
encontraron Lr42 en cultivar trigo “Quaiu 3”, que estad estrechamente vinculado al
marcador SSR Xwmc432. Este marcador se utilizO en esta investigacion y los

resultados mostraron la ausencia de este gen.

El QTL asociado con la resistencia a YR (QYr.cim-2BS) entre los marcadores wPt-1813
y WPt-6158 con un LOD de 3-5y un PVE 6-10% una region es rica en genes mayores
de resistencia , por ejemplo, el gen de resistencia a especifica Yr31 (Singh et al., 2003)
y Yr27 (Wellings et al., 1992), ambos genes muestran un tipo de infeccién intermedio
contra patotipos no virulentas en plantulas y también confiere niveles moderados de
resistencia cuando esta presente solo en plantas adultas. Sobre la base de pruebas en
plantula (resultados no mostrados) se llega a la conclusién de que los genes Yr27 y
Yr31 no esta presente en la poblacion Avocet-Yra / Kenia Kongoni, dando una infeccion

de tipo de 7 y 6, respectivamente.
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Otro QTL significativo para YR fue identificado en el cromosoma 5BL (QYr.cim - 5BL)
entre los marcadores Xbarc59 y wPt—-3922. E Chu et al., 2009 identifico un gen de RPA
para LR en este cromosoma situado en el intervalo de los marcadores SSR Xgdm116 y
Xbarc59 y que explicaba el 7% de la variacion fenotipica. En nuestro estudio la
variacion fenotipica tiene un rango del 5-9%, la misma relacion con el marcador Xbarc
-59 y un efecto un efecto similar, por lo que podria considerarse una zona de interés

para estudios posteriores.
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VI.-CONCLUSIONES

La poblacion “Avocet-YrA/Kenya Kongoni” muestra resistencia a roya de la hoja y roya
amarilla en los sitios de campo para México y Uruguay. La resistencia ha demostrado
ser controlada en base al andlisis X* por una combinacién de 4 y 5 genes de
enroyamiento lento para roya de la hoja y roya amarilla. Entre estos genes de
resistencia de planta adulta identificados bajo el uso de marcadores moleculares, se
encuentran los genes Lr46/Yr29 y Sr2/Lr27/Yr30 ubicados en el cromosoma 1BL y 3BS
respectivamente. El QTL que se encuentra en el cromosoma 7BL es considerado
importante porque fue significativo y constante para ambas enfermedades y podria ser
un nuevo gen candidato que confiere resistencia a planta adulta. Los QTLs
QLr.cim.2BL y QLr.1DS también son significativos en este estudio y pueden ser de
igual forma nuevos genes candidatos. Los QTLs para roya amarilla en 2BS y 5BL
(QYr.cim-2BS y QYr.cim-5BL) no estan asociados con ningun gen de resistencia

especifica y pueden ser considerados en el futuro.
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