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MAPEO DE GENES DE RESISTENCIA A ROYA DE LA HOJA
PROVENIENTES DE VARIEDADES DE TRIGO CON RESISTENCIA
DURABLE E INTROGRESION EN VARIEDADES COMERCIALES DE TRIGO

Resumen

La roya de la hoja, causada por el hongo biétrofo Puccinia triticina, es una de las enfermedades
de trigo de mayor impacto global, que en Argentina causa pérdidas de rendimiento de entre 5-
10%. La mayoria de las variedades cultivadas se vuelven susceptibles cuando alcanzan gran
difusién, sin embargo algunas muestran resistencia durable. La forma mas eficaz, econdémica y
ambientalmente sustentable para controlar la enfermedad es la utilizacion de cultivares de trigo
resistentes a roya. No obstante, la creacién de cultivares resistentes requiere del tiempo
necesario para introgresar y fijar los genes de resistencia en el fondo genético adecuado para
lograr lineas puras para el mejoramiento. El objetivo de este trabajo fue el desarrollo, la
implementacion y la validacién de una metodologia de introgresion de genes de resistencia del
germoplasma argentino, en variedades comerciales susceptibles mediante retrocruzas y
seleccién del fondo genético, asistidas por marcadores y razas especificas del patégeno.

Las fuentes de resistencia utilizadas son las variedades Sinvalocho MA y Buck Manantial que
han evidenciado resistencia durable como consecuencia, probablemente, de la acumulacién de
genes de resistencia de expresion en plantula como en planta adulta y posiblemente de QTLs.
En Sinvalocho MA fueron aislados y caracterizados varios genes de entre los cuales pueden
mencionarse al LrSV1, LrSV2, Lr12/31 y LrG6. Mientras que en Buck Manantial se report6 la
presencia de genes en el cromosoma 2BS, que se correlacionaron con la resistencia a campo
de esta variedad.

Con el propésito de acotar la localizaciéon genética de los genes de resistencia LrG6 y LrSV1,
se trabajo en la saturacién de los mapas existentes para las regiones que los contienen, a partir
de una poblacién de lineas recombinantes endocriadas provenientes del cruzamiento de
Sinvalocho x Gama6. Para el gen LrG6, de resistencia en plantula, proveniente de la linea
experimental Gama6 localizado en el cromosoma 2DL, se trabajé con 8 marcadores SSR
definiéndose un intervalo de 2 cM delimitado por los SSR Xgdm87 y Xbarc159. Este gen
constituye una novedad como fuente de resistencia, ya que no existen reportes previos de
genes de plantula en este cromosoma. Para el gen LrSV1, localizado en el cromosoma 2DS, se
trabajé con 9 SSRs, definiéndose un intervalo de 3.1 cM delimitado por los SSR Xgwm296 y
Xgwm261, lo que permitié lograr mapas de mediana resolucion, y de gran confiabilidad para
ser usados en la introgresion de genes.

A partir del uso de marcadores moleculares ligados se introgresaron los genes de resistencia
LrSV1, LrSV2 y LrG6 provenientes del cultivar Sinvalocho MA y el brazo corto del cromosoma
2BS del cultivar B. Manantial, en 3 y 4 variedades comerciales, respectivamente, lo que
permitid la obtencion de lineas con resistencia a roya de la hoja y alta similitud con el fondo
genético de las variedades comerciales. A partir de este trabajo se obtuvieron 21 lineas
mejoradas, con dos retrocruzas y una autofecundacién, con porcentajes del genoma recurrente
de 86% a 97%, constituyendo un avance significativo para un programa de mejoramiento por
introgresion de genes.

Palabras claves: roya de la hoja de trigo, genes de resistencia, marcadores moleculares,
mapeo genético, mejoramiento asistido.



MAPPING OF LEAF RUST RESISTANCE GENES COMING FROM W HEAT
VARIETIES WITH DURABLE RESISTANCE AND INTROGRESSION IN
COMMERCIAL WHEAT VARIETIES.

Summary

Leaf rust, caused by the biotrophic fungus Puccinia triticina, is one of the most important
diseases of wheat worldwide, causing in Argentina annual yield losses of about 5-10%. Most of
the new wheat commercial varieties become susceptible when widely grown over the years,
although some wheat varieties show durable resistance. The use of leaf rust resistant wheat
cultivars is the most efficient, cost effective and environment-friendly method to control this
disease. The development of resistant cultivars requires time to introgress the resistance genes
into the genetic background in order to obtain inbred lines. The aim of the present work was to
develop, implement and validate a methodology of introgression resistance genes into
commercial wheat varieties, through backcrosses and genetic background selection, with the
assistance of molecular markers and pathogen specific races.

The two wheat varieties used in this work, Sinvalocho MA and Buck Manantial, show durable
resistance. This kind of resistance is thought to be determined by additive effects and
interactions between adult plant and seedling resistance genes, and also by the presence of
QTLs. Several resistance genes were isolated and characterized in Sinvalocho MA, such as the
adult plant and seedling resistance genes, LrSV1, LrSV2, Lr12/31 and LrG6. Several genes
correlated with field resistance were reported in chromosome 2BS in the commercial wheat
variety Buck Manantial. In order to develop a medium resolution genetic maps of the regions
containing LrSV1 and LrG6 genes, a population of recombinant inbred lines coming from the
cross Sinvalocho x Gama6 was used. The closest markers on both sides of the seedling
resistance gene LrG6 coming from Gamaé, allocated on chromosome 2DL, were Xgdm87 and
Xbarc159 at a distance of 2 cM. No seedling leaf rust resistance gene has been reported on
this arm. The closest markers on both sides of the adult plant resistance gene, LrSV1, were
Xgwm296 and Xgwm261 at a distance of 3.1 cM. It was possible to develop a medium
resolution genetic map, increasing the availability of associated polymorphic markers that can
facilitate the leaf rust resistance gene introgression in different wheat varieties.

Using molecular markers the resistance genes LrSV1, LrSV2 and LrG6 from Sinvalocho MA,
and chromosome 2BS from B. Manantial were introgressed in 3 and 4 susceptible commercial
varieties, respectively, allowing to obtain varieties showing low leaf rust infection and highly
similar genetic background to the commercial variety. It was possible to obtain 21 lines with 86-
97% of recurrent genome, after 2 backcrosses and one self-pollination, which can facilitate
introgression of resistance genes in breeding programs.

Keywords: Wheat Leaf Rust, Resistance Genes, Molecular Markers, Genetic mapping, Marker
Assisted Selection.
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1. INTRODUCCION
1.1 Trigo

El trigo (Triticum aestivum) es uno de los cereales mas cultivados en el
mundo, con una produccion anual de alrededor de 690 millones de toneladas,
siendo el principal destino de esta produccion la elaboracién de productos
panificables, con una creciente tendencia para su uso en alimentacion animal.

En Argentina, es uno de los cultivos mas importantes, con una superficie
sembrada promedio que oscila alrededor de las 5 millones de hectareas y una
produccion anual de aproximadamente 15 millones de toneladas, con un valor
economico que supera los 1.500 millones de ddélares (FAO, 2012). Sin embargo
en los 2 ultimos afios disminuyé la superficie sembrada en casi 1 millon de
hectareas y fue reemplazada esa superficie por el cultivo de cebada.

El trigo pan, Triticum aestivum, es una especie alohexaploide constituida por
tres genomas homeodlogos A, B y D, derivados de las especies Triticum
monoccoccum, Aegilops speltoides y Triticum tauschii, respectivamente. El
contenido de nucleétidos del genoma de trigo es de aproximadamente 15 x 10°
bp/1C, siendo mas del 80% secuencias de ADN repetitivo (Bennett & Smith,
976). La distribuciébn de estas secuencias no es al azar, estudios de la
organizacion del genoma de trigo sugieren que mas del 85% de los genes de
trigo estan presentes en menos del 10% de las regiones cromosomicas
(Deepak and Gill, 2004).

Entre los factores que mas inciden sobre la estabilidad del cultivo se
encuentran las enfermedades fungicas y dentro de éstas, la roya de la hoja
constituye una de las limitantes principales. Esta enfermedad es endémica en
nuestro pais y es causada por el hongo biétrofo Puccinia triticina. Los efectos
perjudiciales sobre las plantas de trigo se traducen en pérdidas de rendimiento
y en atagues muy severos, en una disminucion de la calidad del grano.

1.2 Roya del Trigo

Puccinia triticina es un biotrofo obligado que solamente se multiplica sobre el
tejido vivo de hojas de plantas de trigo. La infeccion y posterior propagacion de
la enfermedad se produce a través de esporos asexuales originados en plantas
susceptibles y diseminados por el viento. Estos esporos, al depositarse sobre
las laminas de las hojas y encontrar condiciones de temperatura y humedad
adecuadas, germinan emitiendo un tubo germinativo que penetra a través de
los estomas. Posteriormente, el micelio se propaga en el mesdfilo de la hoja y
esporula formando pustulas de uredosporos a los 12-15 dias, reiniciando el
proceso de infeccion y diseminacion de la enfermedad (Annone et al. 2001)
(Figura 1). Aunque en Argentina no ocurre el ciclo sexual del hongo, se han

7



encontrado numerosas Vvariantes patogénicas sobre distintos genes de
resistencia, lo que indica la existencia de mecanismos que producen variacion
genética, distintos de los originados por meiosis en la reproduccidon sexual,
como las mutaciones espontaneas y la recombinacion somatica (Ingala et al.
2003).

Figura 1 : Infeccion de hojas de trigo con el hongo Puccinia triticina. Resistencia (1y 2) y
susceptibilidad (3).

La presencia de la roya de la hoja del trigo en Argentina, por diversas
circunstancias se ha magnificado en los ultimos afios, determinando que la
durabilidad promedio de la mayoria de los cultivares comerciales haya pasado
de 5-8 afios hace una década o més, a 2-3 afios en la actualidad, provocando
un recambio acelerado de cultivares. El control de esta enfermedad mediante
el uso de genes de resistencia es una alternativa interesante ya que elimina la
necesidad del uso de funguicidas, abaratando no soélo los costos de
produccion, sino también haciendo al cultivo de trigo mas sustentable.

El IGEAF “Ewald A. Favret” (IGEAF) cuenta con una coleccidén de distintas
razas de Puccinia triticina provenientes de aislamientos recolectados sobre
distintas variedades de trigo, en diferentes localidades de la zona triguera
durante los ultimos 15 afos. Las razas de P. triticina Ca04-PG, Ma04-Bg1l1,
Ma04-KDE, Ca04-KDE y Ca03-PIM permiten identificar al gen de resistencia
provisoriamente denominado como LrG6 de expresiéon en plantula y las razas
99-28 y Ca00-5 permiten identificar el gen provisoriamente denominado como
LrSV1 de expresion en planta adulta (Tabla 1) (Sacco, F datos no publicados,
Ingala et al. 2012).



Tabla 1. Razas de roya que identifican a los genes de resistencia LrG6 (Fila 2 a 5) y LrSV1
(Filas 6y 7)

Razas de roya ( Puccinia
ya ( Nomenclatura*

triticina)
Ca04-PG MCPS
Ca03-PIM MBBS
Ca04-KDE MCTS
Ma04-KDE MCPQ
Ma04-Bgll MCNS
99-28 MCTD
Ca00-5 CCTP

*De acuerdo al Sistema Norteamericano (Long and Kolmer 1989)

1.3 Resistencia Genética

Las bases genéticas de la interaccion hospedante-patdégeno han sido bien
caracterizadas a partir de los estudios realizados por Flor HH (1956) en roya
del lino. Los experimentos realizados por este autor sobre herencia de la
virulencia en el patégeno y de la resistencia en el hospedante, permitieron
establecer el determinismo genético de este tipo de enfermedades,
conduciendo a la teoria de la relacion gen a gen. Esta teoria establece que la
reaccion de resistencia se dard unicamente cuando exista al menos un gen de
resistencia en el huésped y el correspondiente alelo de avirulencia en el
parasito; cualquier otra combinacion resultara en wuna reaccion de
susceptibilidad. Favret EA (1971) propuso una modificacion de la teoria de
Flor, donde sugiri6 que la correspondencia entre el numero de genes
involucrados en la interaccion es diferente en el huésped con respecto al
patégeno. Propuso que por cada alelo para reaccion existe un locus para
patogenicidad, que puede estar en estado virulento o avirulento.

La relacién gen a gen fue confirmada en la interaccion trigo-roya de la hoja a
partir de los estudios genéticos realizados por Samborski DJ y Dyck PL
(1968). En trigo se han reportado més de 60 loci con genes de resistencia,
tanto de expresion en plantula como en planta adulta, provenientes no solo del
trigo hexaploide sino también de especies afines introgresados mediante
distintas manipulaciones genéticas. Se conocen como genes de expresion en
planta adulta a aquellos que comienzan a expresarse a medida que la planta
completa el desarrollo de sus hojas, incluyendo la hoja bandera, a diferencia
de los genes mas comunes de expresion en plantula, que conservan dicha
expresion en todos los estadios del desarrollo de la planta. Los genes de
resistencia a roya de la hoja se conocen como Lr's (del inglés leaf rust, roya
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de la hoja) y se distribuyen en los distintos cromosomas de los 3 genomas que
componen al trigo hexaploide (Mcintosh et al. 1995). Se puede encontrar la
Tabla de los genes de resistencia a roya de la hoja en
http://lwww.ars.usda.gov/News/docs.htm?docid=10342.

Se ha observado una alta variacion genética para patogenicidad en
poblaciones de roya y una rapida adaptacién a los genes de resistencia en
cultivares de trigo (Ingala et al. 2003). En general la mayoria de las nuevas
variedades comerciales son resistentes a las poblaciones del patégeno, pero
se vuelven susceptibles a medida que alcanzan gran difusién, debido
probablemente a la seleccidén de alelos de virulencia en baja frecuencia en la
poblacién, a la migracion desde otras regiones o a la ocurrencia y seleccion
de nuevas formas virulentas. Esta situacion es actualmente muy comun en
nuestro pais, planteando a los mejoradores un desafio acerca de que genes
de resistencia utilizar, como introgresarlos y recuperar de manera eficiente y
rapida el fondo genético de las variedades en uso.

A pesar de esta situacion, existen algunas variedades de trigo que muestran
una resistencia duradera a esta enfermedad, aun luego de alcanzar gran
difusién a lo largo del tiempo. Este tipo de resistencia fue operativamente
definida como “durable” por Johnson (1981). Existen distintas hipoétesis para
explicar este tipo de resistencia, pero la mas aceptada es la que considera
gue la misma es el resultado de los efectos aditivos e interacciones originadas
por la acumulacién de genes de resistencia con efectos mayores y menores
(poligenes) de expresion tanto en plantula como en planta adulta.

La identificacibn de genes responsables de resistencia durable, el
conocimiento de su modo de herencia, localizacion cromosomica, uso de
marcadores de ADN para asistir la incorporacion y seleccion de los mismos,
caracterizacion del fondo genético de los progenitores usados en los distintos
cruzamientos, asi como la evaluacién del comportamiento en distintos
ambientes, conforman un conjunto de conocimientos y tecnologias utiles que
pueden ser aprovechadas en mayor o menor medida por los mejoradores para
hacer mas eficientes los procesos de seleccion en las poblaciones
segregantes.

En Argentina, entre las variedades con resistencia durable a roya de la hoja,
pueden mencionarse variedades tradicionales como Sinvalocho MA,
Pergamino Gaboto, El Gaucho FA, Buck Manantial, entre otras (Favret et al.
1983), y otras modernas mas recientes como Buck Poncho. Las bases
genéticas de la resistencia en alguna de las variedades, fundamentalmente
Sinvalocho MA y Buck Manantial, han sido estudiadas no sélo en el IGEAF, del
INTA Castelar, sino también en Canada (Ingala et al. 2003, Altieri et al. 2008,
Ingala et al. 2012, Dyck et al. 1989, Saione et al. 1993, Haggag et al. 1973)
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1.4 Analisis genético de la resistencia a roya en materiales argentinos

En los ultimos afios los avances relacionados con la manipulacion del ADN vy el
desarrollo de tecnologias relacionados con el mismo, han permitido desarrollar
marcadores de distinta naturaleza AFLPs (Rodriguez et al. 2001), ESTs (Qi et
al., 2003), ISBPs (Paux et al. 2006, 2008), STSs (Liu et al. 2003, Liu et al.
2006, Xue et al. 2008), RFLPs (Delaney et al. 1995; Sacco et al. 1998), SSR
(Roder et al. 1998; Spielmeyer et al. 2003, Paux et al. 2006, 2008, Somers &
Isaac et al. 2004). Estos marcadores fueron utilizados para la construccion de
mapas genéticos saturados de cromosomas, de regiones cromosomicas
especificas, y también de genomas completos de numerosas especies, entre
las que pueden mencionarse cereales de interés econdmico, como trigo (Song
et al. 2005), cebada (Wenzl et al. 2006) y arroz (Wu et al. 2002).

Los marcadores moleculares permiten marcar genes de resistencia a roya y
como parte de programas de mejoramiento permiten ser utilizados en mejorar
la eficiencia de la seleccién en mejoramiento.

Se han reportado numerosos marcadores de ADN asociados a genes de
resistencia a roya de la hoja en trigo, entre los que se incluyen genes de
resistencia en plantula y planta adulta como el Lr1, Lr3, Lr9, Lr10, Lrl13, Lr19,
Lr21 Lr23, Lr24, Lr25, Lr27, Lr28, Lr29, Lr31, Lr34, Lr35, Lr37, Lr39, Lr46, Lr47,
Lr50 and Lr51 (http://maswheat.ucdavis.edu). Ademas los genes Lrl, Lr10 y
Lr21 de Resistencia en plantula y el gen Lr34 de resistencia en planta adulta
han sido caracterizados y clonados en los ultimos afios (Huang et al. 2003;
Feuillet et al. 2003; Cloutier et al. 2007; Krattinger et al. 2009)

Entre los marcadores moleculares mas utilizados en trigo por su bajo costo,
pueden mencionarse los microsatélites o SSRs y AFLPs. La técnica de AFLPs
esta basada en la deteccidon de fragmentos de restriccion de ADN amplificados
por PCR (Vos et al. 1995). La amplificacion de los fragmentos de restriccion se
lleva a cabo mediante la ligacion de adaptadores de doble cadena a los
extremos de los fragmentos de restriccion los cuales subsecuentemente sirven
como sitios de unién para los “primers” en el proceso de amplificaciéon de
fragmentos por PCR. Sin embargo al generarse un numero grande de
fragmentos que no pueden resolverse en los sistemas de analisis, se realiza
una amplificacion selectiva utilizando un cebador o “primer” de AFLP con un
namero de bases selectivo, lo cual permite ajustar el nimero de fragmentos a
generar, que usualmente esta limitado a 50-100, para permitir su deteccion en
geles de poliacrilamida.

La técnica de microsatélites o SSR (simple sequence repeats) ofrece buena
reproducibilidad y genera un ndmero importante de alelos aln en especies
como el trigo con bajo nivel de polimorfismo. Se basa en la amplificacion de
fragmentos de ADN utilizando “primers” que flanquean arreglos de mono-di-tri-
tetra 0 pentanucledtidos y muestran altos niveles de variacion basados en
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diferencias en el nimero de unidades repetidas en tandem en cada locus
(Morgante & Olivieri 1993). Los marcadores basados en secuencias de
microsatélites son codominantes y muestran alto numero de polimorfismos por
lo cual resultan mas informativos. Esta caracteristica permite identificar los
individuos heterocigotos y homocigotos y realizar una seleccién precisa basada
en la composicion genotipica de cada individuo.

Los mapas saturados son aquellos que contienen marcadores a distancias
pequefias y tienen diversas aplicaciones entre las que pueden citarse la
localizacion y clonado de genes, seleccion asistida por marcadores (MAS) y
seleccion del fondo genético. El uso de marcadores moleculares para asistir la
seleccion permiti6 en muchos casos mejorar la eficiencia de seleccién, no solo
de caracteres simples sino también de caracteres cuantitativos (QTLS), ya que
puede seguirse con precision el destino de los mismos en las poblaciones. Los
mapas desarrollados a partir de poblaciones de lineas recombinantes
homocigotas (RILs) presentan la enorme ventaja de la homocigosis de sus
lineas.

El analisis genético de Sinvalocho MA permitié determinar la presencia de 2
genes de resistencia en planta adulta denominados LrSV1 y LrSV2 y 2 genes
de resistencia en plantula: Lr3 y LrG6, este ultimo presente en la linea Gamaé,
derivada de Sinvalocho por mutagénesis mediante rayos gama (Ingala et al.
2012). La linea Gama6 es una linea experimental derivada de Sinvalocho por
tratamientos con rayos gama (Favret et al. 1969). Esta linea surgio de la
busqueda de nuevas fuentes de resistencia a Puccinia graminis sobre
germoplasma tradicional que tenia buen comportamiento a P. triticina. Segun
los autores, como consecuencia de los efectos de la radiacion gama se
produjeron roturas y translocaciones que determinaron la expresién de nuevos
factores de resistencia debido a efectos de posicion.

De esta manera, el gen LrG6 de resistencia en plantula, proveniente de la linea
experimental Gama6 localizado en el cromosoma 2DL, constituye una
novedad como fuente de resistencia, ya que en la bibliografia no existen
reportes de genes de plantula en este cromosoma. Asimismo, el cruzamiento
de esta linea con Sinvalocho permitié identificar 2 genes de resistencia en
planta adulta y marcadores asociados a los mismos

Se localizaron marcadores asociados a estos genes utilizando una poblacion
F8 de 91 RILs (lineas recombinantes homocigotas) provenientes del
cruzamiento Sinvalocho X Gama 6, y se determinaron intervalos de 8.5 cM y
7.2 cM que incluian a los genes LrSV1 y LrSV2 respectivamente. El marcador
mas cercano al gen LrSV1 fue establecido a 1.4 cM y para el gen LISV2 un
marcador a 0,0 cM, mientras que en un trabajo de mapeo fino, ese mismo
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marcador, fue establecido a 0.3 cM (Dieguez et al. 2014) Para el gen LrG6 se
determiné un marcador cercano a 0.6 cM. EIl gen LrSV1 fue mapeado en el
cromosoma 2DS, el gen LrSV2 en el cromosoma 3BS y el gen LrG6, en el
cromosoma 2BL (Figura 2), (Ingala et al. 2012). El gen Lr3 fue mapeado en el
cromosoma 6B con marcadores completamente ligados al mismo (Dieguez et
al, 2006).
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Figura 2. Localizacion de los genes de resistencia en planta adulta denominados
provisoriamente LrSV1 y LrSV2 y del gen LrG6 de resistencia en plantula sobre una
poblacion de 91 RILs provenientes del cruzamiento Sinvalocho MA x Gama 6. A la izquierda
se muestran las distancias genéticas (cM). A la derecha se muestra la posicién de los
marcadores, donde PXX/MXX son de AFLP y los XgwmX son microsatélites. El circulo
indica la posicién del centromero.

Se observd que la expresion de la resistencia del gen especifico LrSV2
requeria de la presencia de un gen en el cromosoma 4BL, presumiblemente
alélico o idéntico al Lr12/31 (Petignat, Tesis de Licenciatura 2010). El gen Lr31
maped en el cromosoma 4BL completamente ligado o idéntico al gen Lrl2
(Singh et al. 1999). Este gen se encuentra flanqueado por los SSRs gwm251 y
gwm149 (Singh & Bowden, 2010) mientras que en la poblacion de mapeo
utilizada por Ferella en su Tesis de licenciatura estos dos SSRs cosegregan
(Figura 3, Ferella, Tesis de licenciatura 2013).
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Figura 3: Localizacion del gen responsable de la resistencia a la raza Ca02-G1R en el
cromosoma 4BL, construido a partir de una poblacion de 100 RILs del cruzamiento
Sinvalocho x Purplestraw. Se indica el centromero con un circulo y a la izquierda la distancia
en cM.

Para validar los efectos de los genes descriptos en Sinvalocho, particularmente
de los genes LrSV1, LrSV2 y LrG6, Ingala et al. (2012) realizaron evaluaciones
a campo en distintos ambientes, utilizando la poblacion de RILs antes
mencionada, bajo condiciones de infeccién natural. Las pruebas se llevaron a
cabo en distintos ambientes incluyendo el campo experimental del IGEAF
(3436'45°S-5889'31"W) durante 4 afios, en parc elas de la empresa Relmé
en Maciel (3227'47”S-6053'13"W) 3 afios y en Rec onquista (29°15 33"S-
5944’'38”W) dos afos. Estas 2 ultimas localidades estan ubicadas en el sur y
norte de Santa Fe, respectivamente, mientras que el IGEAF se encuentra en
Castelar, Provincia de Buenos Aires. Cabe mencionar que en estas 3
localidades la roya de la hoja se presenta anualmente de manera endémica,
por lo que constituyen lugares 6éptimos para este tipo de ensayos. En ese
estudio se comprob6é que las lineas que tuvieron mejor comportamiento
correspondian a las portadoras de los 3 genes de resistencia mencionados
(LrSV1, LrSV2 y LrG6) con un promedio de numero de pustulas
significativamente menor de la combinacion de 2 o menos genes, confirmando
la hipétesis que la acumulacion de genes de expresion en planta adulta y
plantula son los que brindan mayor proteccién frente al patégeno (Ingala et al.
2012).

En la poblacion de mapeo utilizada por Gasperini et al. (2012), uno de los
marcadores ligados al gen LrSV1, el SSR gwm261 se ubica a 0.6cM del gen de
enanismo RhT8. En el estudio realizado por Gasperini et al. en el afio 2012 se
desarrollaron marcadores, denominados DGXXX, (Figura 4) y se establecieron
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relaciones sinténicas entre trigo, B. distachyon y o. sativa que al encontrarse en
la region donde se encuentra el gen LrSV1, pueden brindar robustez en el
establecimiento de relaciones sinténicas para desarrollo de marcadores
moleculares asociados al gen LrSV1 (Figura 5).
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Figura 4 Grupo de ligamiento del cromosoma 2DS en la poblacion de RIL Cappelle-Desprez
(Mara 2D) (Gasperini et al. 2012). Las distancias genéticas se muestran en cM a la izquierda
de cada grupo, mientras que los marcadores se muestran a la derecha.
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Figura 5 Mapeo fino del gen Rht8. Mapa genético del cromosoma 2DS y su comparacion
con B.distachyon y O. sativa. (Gasperini et al. 2012).

15



En la variedad Buck Manantial se han aislado y caracterizado varios genes de
resistencia en plantula, como el Lr3, Lr16 y Lrl7 (Dyck et al. 1989, Saione et al.
1993), un gen de resistencia en planta adulta BMP1 asociado al gen de
resistencia en plantula Lrl6, y se ha sugerido la presencia del gen de
resistencia en planta adulta Lr13 (Dyck et al. 1989). En un estudio previo se
observé una alta correlacion entre la presencia del brazo corto del cromosoma
2B, donde se localizaron los genes BMP1, Lr16 y Lrl3, y resistencia a roya a
campo. Asimismo se han localizado marcadores AFLPs y SSR asociados a los
mismos (Figura 6, Altieri et al. 2008).

Brazo corto de! cromosoma 2B

00y FPERMEE1ED

12{  wash
%g m;g;_suss
W

210 west

244 i
264 FPostason
32 b LI16

36 Jironesi1s
454 BrP1
128,k wist
2,4 /Pmm-ﬁ
o,
4220 i PrahEZ10
4260\ |l tacrte
4844 {wﬁ&‘?ﬂ:—
52904 PahEG-315
a7 4%
5ﬁ41L PRMEZS
5'_4\%_:f g8
642 /PS?MH}
G [T
882 5 o400

Figura 6. Localizacién del gen de resistencia en planta adulta BMP1 y del gen Lrl6 de
resistencia en plantula. A la izquierda se muestran las distancias genéticas (cM). A la derecha
se muestra la posicion de los marcadores, donde PXX/MXX son de AFLP y los XgwmX son
microsatélites.

1.5 Mejoramiento genético

El mejoramiento genético se basa en la seleccion de aquellos individuos que
presentan el mayor numero de caracteristicas agronomicas deseables.
Usualmente, se realizan cruzamientos entre distintas variedades o lineas,
para combinar los caracteres favorables de ambas y posteriormente aplicar un
criterio de seleccion, que dependera de la especie en cuestiéon, su modo de
reproduccion, complejidad del caracter, etc. En el caso particular de especies
autbgamas anuales como el trigo, la mayor parte de las variedades
comerciales se obtienen a partir de cruzamientos convencionales para obtener
hibridos F1, desarrollar poblaciones F2 donde se genera la mayor variabilidad,
y luego iniciar el proceso de seleccion para fijar el mayor numero de
caracteres deseables en las generaciones avanzadas. (Jensen et al. 1988).

La retrocruza es otra metodologia tradicional que puede ser usada en el
mejoramiento de especies autbgamas como el trigo, especialmente para
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incorporar caracteres de alta heredabilidad como los genes de efectos
mayores para resistencia a royas. Las retrocruzas permiten incorporar
rapidamente un caracter presente en uno de los padres y recuperar el fondo
genético del otro padre. La metodologia MAS (Marker Assisted Selection)
consiste en identificar marcadores estrechamente ligados a caracteres de
interés en poblaciones segregantes para facilitar la seleccion de los individuos
portadores de las mejores combinaciones de esos caracteres (Tanksley et.
al.1989). Asimismo, permite incorporar varios genes de resistencia
simultdneamente. Cuando en un cultivar se introgresa un gen de efecto mayor
contra una enfermedad especifica como roya de la hoja, por lo general es
dificil introgresar genes adicionales para la misma caracteristica sino se
dispone de razas que los identifiquen, debido los efectos epistaticos que
ocultan la expresién de cada uno. Usando MAS, se pueden marcar genes y
asi desarrollar lineas con genes acumulados otorgandole al cultivar una
proteccion mayor que aquella que se hubiera podido lograr usando solamente
un gen de resistencia (Simons et al. 2011).

Los planes de retrocruzas para introgresar genes en variedades comerciales
se pueden acelerar si ademas se utiliza MAS del fondo genético del padre
recurrente (Tanksley et al 1989, Ragot et al. 1995; Johnson and Mumm,
1996). Esta metodologia se basa en seleccionar alelos de marcadores
correspondientes a los cromosomas del padre recurrente en las progenies de
las retrocruzas y /o autofecundaciones. La introgresion de genes mediante
retrocruzas necesariamente requiere de varios ciclos. En cualquier ciclo de
retrocruzas, en cada generacion se reduce la heterocigosis en un 50%, y en 4
generaciones puede alcanzarse en promedio mas del 95 % del fondo genético
del padre recurrente (Allard et al. 1999). El uso de MAS en esta situacion
permite reducir esos ciclos dado que las retrocruzas se realizan de forma
direccionada, teniendo en cuenta el genotipo de los individuos a retrocruzar
por el padre recurrente. En Australia en los programas de introgresion de
genes en trigo redujeron a la mitad el nimero de retrocruzas (Hospital et al.
1992, Visscher et al. 1996, Frisch et al. 1999).

La piramidalizacion de genes de resistencia, tanto de plantula como de planta
adulta, puede ser la mejor solucion para el control de la roya de la hoja del
trigo. Los genes de resistencia en planta adulta pueden aportar un nivel basal
de resistencia, y la adicion de una combinacion de genes de resistencia en
plantula pueden mejorar aun mas ese nivel (Ingala et al. 2012). También es
importante conocer la dinamica poblacional de los genes de virulencia del
patogeno para combinar en las variedades a mejorar, no solo los genes de
resistencia en planta adulta, sino también los de plantula que
circunstancialmente sean mas efectivos. (Ingala, Tesis doctoral 2008)
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La introgresion asistida se basa en incorporar rapidamente caracteristicas
agronOmicas utilizando marcadores moleculares ligados a un caracter de
interés, en este caso genes de resistencia. Se seleccionan las plantas
portadoras del caracter agronémico segun presenten o no el marcador
independizandose del fenotipo, del ambiente y ademas con la ventaja de
poder seleccionarse en cualquier estadio de la planta (Ragot et al.
1995; Johnson and Mumm, 1996).

Los marcadores también permiten realizar estudios de la conservacion del
orden de los marcadores entre los grupos de ligamiento de especies cercanas
(sintenia), lo que permite predecir las regiones gendmicas donde pueden
localizarse genes de interés. Los mapas de especies modelo como Oryza
sativa (arroz), Arabidopsis thaliana y Brachypodium distachyon son de gran
utiidad ya que facilitan la busqueda y localizacion de genes en distintas
especies. B.distachyon fue propuesta como organismo modelo para las
gramineas (Bossolini et al. 2007). El aislamiento y clonado de genes también
puede realizarse a partir de la estrategia basada en el mapeo de alta
resolucion. Esta técnica consiste en identificar secuencias de marcadores
situadas en las cercanias de un gen de interés, para ser utilizadas luego en la
identificacion de los fragmentos portadores del mismo en bibliotecas genémicas
totales o parciales.

En los ultimos afios se han desarrollado numerosos recursos gendmicos a
partir de la disponibilidad de informacion de secuencias de ADN, de trigo
hexaploide y de distintas especies modelo, emparentadas y progenitoras. En el
caso particular del trigo hexaploide, en 2003 se plante6 la necesidad de la
secuenciacion gendmica completa. Desarrollos paralelos como la separacion
de los distintos cromosomas mediante técnicas de citometria de flujo
permitieron el abordaje de secuenciacion a nivel cromosémico construyendo
bibliotecas gendmicas a nivel de brazo cromosémico (Dolezel et al. 2005). Esta
estratégica facilit6 enormemente las tareas de secuenciacion y ensamblado del
genoma de trigo publicado en 2015 (Chapman et al. 2015). Distintos
laboratorios a nivel mundial se sumaron a la iniciativa del Consorcio
Internacional del Genoma de Trigo (IGWSC), siendo el cromosoma 3B el
primero en ser descripto a nivel de secuencia completa (Choulet et al. 2014). El
estudio de las secuencias de ADN de especies como el arroz (Oryza sativa L.)
(Qi et al. 2004), Brachypodium distachyon (The International Brachypodium
Initiative, 2010), sorgo (Sorghum sp) (Mace et al. 2013), cebada (Hordeum sp)
(The International Barley Genome Sequencing Consortium, 2012), y distintas
especies de Triticum y Aegilops, ofrece un nuevo campo de investigacion para
mapeo, aislamiento de genes y desarrollo de nuevos marcadores asociados a
genes de interés en trigo, a partir del estudio de las relaciones sinténicas entre
las mismas (Bossolini et al. 2007, Mohan et al. 2007, Gupta et al. 2008, The
International Brachypodium Initiative, 2010; Luo et al. 2013, MASARU lehisa et
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al. 2014, Kumar et al. 2009,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/dbEST summary.html). Se dispone ademas
de la secuencia parcial de otros brazos cromosdmicos de trigo hexaploide
(IWGSC, www.wheatgenome.org).

Se dispone también de informacién de muy alta calidad del genoma de
especies relacionadas, como de Oryza sativa L. (Wang et al. 2014) y B.
distachyon que han sido utilizados para mapeo y aislamiento de genes
mediante analisis comparativo en trigo (Bossolini et al. 2007). Se han descripto
las relaciones sinténicas entre el genoma de B. distachyon y el de arroz, sorgo,
cebada, trigo hexaploide y Aegilops tauschii (The International Brachypodium
Initiative, 2010, The International Barley Genome Sequencing Consortium,
2012). Recientemente se han publicado ademas una secuencia borrador con
una cobertura de 90X (Jia et al. 2013) y de un mapa fisico del genoma D
proveniente del progenitor diploide, A. tauschii (Luo et al. 2013), y la secuencia
borrador del genoma del progenitor del genoma A de trigo, Triticum urartu (Ling
et al. 2013).
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HIPOTESIS DE TRABAJO

El comportamiento de las variedades de trigo frente a la roya de la hoja
causada por el hongo P. triticina, mejora debido a los efectos aditivos e
interacciones originados por la acumulacién de genes de resistencia a roya de
la hoja tanto de expresion en plantula como en planta adulta, confiriendo una
resistencia durable a la misma.

La gran cantidad de informacion de mapas genéticos y de secuencias de ADN
de trigo y de especies afines, facilita la identificacion y el desarrollo de
marcadores asociados a los genes de resistencia, para asistir la introgresion de
los mismos en variedades comerciales susceptibles, mejorando la eficiencia de
seleccién y la recuperacion del fondo genético de los padres recurrentes y
reduciendo el numero de generaciones para lograr la homocigosis en las
plantas selectas portadoras de los genes de resistencia.
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OBJETIVOS

Objetivo general
El objetivo general de este trabajo es desarrollar e implementar una

metodologia de introgresion y piramidalizacion de genes de resistencia a roya
de la hoja basada en la seleccion asistida por marcadores moleculares, que
resulte en un aumento en la eficiencia y un acortamiento en los tiempos del
proceso de mejora genética respecto de los métodos convencionales, con el fin
de contribuir a los programas de mejoramiento que hacen uso de las fuentes de
resistencia durable a la enfermedad presente en materiales argentinos.

Objetivos especificos

-Desarrollar mapas genéticos de mediana resolucion de las regiones que
incluyan al gen LrG6 de resistencia a roya de la hoja de trigo en plantula y al
gen LrSV1 de resistencia en planta adulta, utilizando una poblacion de RILs
obtenidas mediante el método de SSD (Single Seed Descendant) provenientes
de un cruzamiento de Sinvalocho MA x Gamas.

-Desarrollar e Implementar metodologias basadas en seleccion asistida por
marcadores moleculares para la introgresion y piramidalizacion de los genes de
resistencia provenientes de los cultivares con resistencia durable Sinvalocho
MA y Buck Manantial, en las variedades comerciales susceptibles Klein Don
Enrique, Relmé Siriri, Onix, BioINTA 1001, ACA 801, Buck Bigua y Baguette 9
y para la seleccion del fondo genético del padre recurrente. Asi como también,
evaluar visualmente el efecto de la piramidalizacion de genes de resistencia y
el comportamiento a campo de las distintas variedades modificadas.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Desarrollo de mapas genéticos de mediana/altar  esolucién que
incluyen a los genes de resistencia aroya delah ojadeltrigo LrSV1y
LrG6

2.1.a Material Vegetal

Para el desarrollo de un mapa genético de mediana resoluciéon que incluyera a
los genes LrSV1 y LrG6, se utiliz6 una poblacion original de 91 RILs (lineas
homocigotas recombinantes del cruzamiento Sinvalocho X Gama 6 en la cual
se habian mapeado los marcadores utilizados para la introgresion de genes en
esta tesis), mas 183 RILs adicionales provenientes de 2 poblaciones
independientes del mismo cruzamiento Sinvalocho X Gama6. Las poblaciones
de RILs fueron desarrolladas mediante el método SSD (“single seed
Descendant”) hasta la generacion F8 o mas (Figura 7). Este método esta
basado en que cada individuo de la generacion F2, y también de las sucesivas
generaciones, aporta un solo descendiente a la progenie con lo cual se puede
acelerar el intervalo entre generaciones creciendo las plantas en macetas
pequefias donde se acelera la floracidon. Una poblacién F8 teéricamente sélo
tiene un 0.8% de heterocigosis, por lo que la mayoria de los genes se
encuentran en estado homocigota facilitando el mapeo, no solo de marcadores
codominantes como los SSRs, sino también de marcadores dominantes como
los AFLPs. Asimismo, como en este tipo de poblaciones las lineas son
genéticamente homogéneas, se puede disponer de abundante semilla para
evaluar distintos caracteres simultdneamente o de manera separada en cada
linea. En el caso de los genes de resistencia a royas se realizan las infecciones
de cada linea separadamente con distintas razas para identificar los mismos.
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Figura 7: Esquema de formacion de RILs (Lineas Recombinantes Homocigotas)

2.1.b Caracterizacion fenotipica de resistenciaar oya en lineas
endocriadas

El protocolo de inoculacién se basoé en pulverizar plantulas con una suspension
de uredosporos de la raza que permitia identificar al gen de resistencia, en una
camara humeda con el 100% de humedad relativa. Para preparar el inéculo se
utilizan 10 miligramos de uredosporos de P. triticina en 50 ml de agua con una
gota de Tween 20 para romper la tensién superficial de los esporos y que se
mantengan en suspension. La camara humeda consiste en una estructura
metalica con un piso y una tapa del mismo material.

Las plantas se ubicaron en el interior de la camara, primero se las rocia con
agua y posteriormente con la suspension del inéculo. La camara humeda se
mantiene cerrada durante aproximadamente 16 horas. Posteriormente, las
plantas se colocaron en las banquinas del invernaculo con una temperatura
gue en las condiciones del ensayo oscilé entre 15 y 25C. Al cabo de 12-15
dias se realiz6 la evaluacion visual de resistencia o susceptibilidad de acuerdo
al tipo de infeccion.

Las razas de P. triticina Ca04-PG, Ma04-Bgl1, Ma04-KDE, Ca04-KDE y Ca03-
PIM fueron utilizadas para identificar al gen de resistencia en pantula LrG6 en
el estadio de plantula en el parental Gama6, mientras que el parental
Sinvalocho resulté susceptible frente a estas razas (Sacco, F datos no
publicados, Ingala et al. 2012).
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El gen LrSV1 de expresion en planta adulta fue identificado utilizando las razas
99-28 y Ca00-5 (Ingala et al. 2012). Frente a estas razas ambos parentales se
comportaron como susceptibles al estadio de plantula, mientras que en planta
adulta, Sinvalocho MA resulto resistente y Gama 6 susceptible. Después de la
inoculacion, para la evaluacion en Planta Adulta, las plantas se mantuvieron en
invernaculo a una temperatura entre 15y 25C y a los 14-21 dias se realizé6 la
evaluacion visual de la infeccion.

La determinacion del fenotipo de resistencia/susceptibilidad a roya se realiz6
por comparacién con los parentales y aplicando como referencia la escala
cualitativa de Mains y Jackson (figura 8 ), que va desde S (susceptible) a R
(resistente) pasando por grados intermedios de resistencia como MS
(moderadamente susceptible) y MR (moderadamente resistente) (extraido de
Mcintosh et al., 1995).

Tipo de < Sintomas
Infeccion Respuesta del huésped
0 Inmune No se observan uredios o pustulas
; Muy Resistente Flecks* hipersensibles
1 Resistente Pequefios uredios con necrosis
5 Resistente a Uredios pequefios a medianos con islas
moderadamente resistente verdes rodeadas por necrosis y clorosis
Resistencia moderada/ susceptibilidad . . . .
3 Uredios medianos con o sin clorosis
moderada
4 Susceptible Uredios grandes sin clorosis
X Resistente/ susceptible? Heterogeneo, t?lc;c;ktlspo de pustulas y

*se llaman flecks a pequefios puntos necréticos en el tejido de la planta en respuesta a
la infeccién del hongo.

Figura 8. Clasificacion de los tipos de infecciones segin Mains y Jackson.

De acuerdo a los tipos de respuesta a la infeccidén observados con las distintas
razas mencionadas mas arriba, finalmente las poblaciones de RILs fueron
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evaluadas por la presencia del gen de expresion en plantula LrG6 a través de
infecciones realizadas en el estadio de plantula con la raza Ca04-KDE, y para
el gen de expresion en planta adulta LrSV1 en estadio de planta adulta con la
raza 99-28.

2.1.c Caracterizacion molecular de las poblaciones de RILs

Los marcadores moleculares utilizados para el desarrollo de mapas de mayor
resolucién fueron microsatélites, ya que se dispone de abundante informacion
publica sobre los mismos (Gupta et al. 2008).

Inicialmente se seleccionaron aquellos marcadores polimoérficos entre
Sinvalocho MA y Gamab, y luego se procedid a la busqueda de asociacion
entre los mismos y los genes de resistencia LrG6 y LrSV1.

El método utilizado para localizar marcadores de ADN asociados a los genes
de resistencia fue el denominado analisis segregante en lotes (bulk segregant
analysis o BSA, Michelmore et al 1991). El método se basa en la identificacién
de marcadores de ADN en regiones especificas del genoma comparando dos
grupos de mezclas de ADN de individuos provenientes de un cruzamiento
simple, donde los individuos que componen cada bulk o mezcla son idénticos
para el caracter o gen de interés.

En este trabajo se trabajo inicialmente con dos bulks conformados por ADNs
de 5 familias resistentes y 5 susceptibles, y si se observaba asociacion se
confirmaba el ligamiento realizando el analisis sobre los 91 RILs y luego se
extendia a los 183 RILs adicionales.

i. Extraccion y cuantificaciéon de ADN

Para la extraccion de ADN se usaron muestras de tejido de 2% 0 3" hoja
de plantulas cultivadas en invernaculo. El material vegetal fue deshidratado en
desecador con vacio conteniendo Silica gel, pulverizado utilizando 2 bolillas de
acero inoxidable en cada tubo y el equipo “Tissue Lyser” (Qiagen, frecuencia:
30 /s. Tiempo: 10 minutos) y conservado a -70°C hasta el momento de la
extraccion de ADN.

Método A de extraccion de ADN (Sacco et al. 1998):
Se agreg6 al tejido molido 800 ul del buffer de extraccion a 65C (100mM Tris-
HCl pH 7.5, 700mM NaCl, 50mM EDTA pH 8 y H,O bidestilada), 100 ul de
CTAB (Bromuro de Cetiltrimetilamonio) 10% con agitacion y 100 pl de SDS
20% con inversion. Se incubo durante 60 minutos a 65C en horno con
agitacion suave y continua. Se llevo a temperatura ambiente y luego se le
agregd 1 volumen (900ul) de cloroformo:isoamilico (24:1), se agit6 por
inversion 5 minutos y se centrifugd 10 minutos a 14000 RPM. El sobrenadante
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obtenido se incub6 con 5 pl de RNasa (10 pg/ul) por al menos 60 minutos a
37<C. Se agreg6 1 volumen (900 ul) de cloroformo:is oamilico (24:1), se agitd
por inversion 5 minutos y se centrifugd 10 minutos a 14000 RPM. Se trasvaso
la fase acuosa y se agreg6 un 60 % del volumen (510 pl) de isopropanol frio, se
lo invirtid unos segundos y se centrifugd 10 minutos a 14000 RPM. Al pellet
resultante, se le agregd 1 ml de alcohol 70% y se dejé reposar por unos
minutos. Luego se centrifugd 10 minutos, 14000 RPM, se retir6 el alcohol y se
dej6 secar y finalmente se resuspendio el ADN en 100 ul de H,O de grado
HPLC.

Cuantificacion de ADN:
La cuantificacion del ADN extraido se realizO mediante espectometria utilizando
el equipo modelo ND-1000, NanoDrop®.

El ADN extraido se cuantificO por comparacién con un estandar (ADN del fago
A digerido con Hindlll) mediante electroforesis en gel de agarosa 0.8% en buffer
TBE 1X (0.89mM Tris (base), 0.89mM Acido Borico y 0,2mM EDTA pH 8.0) con
agregado de 150ng/ml de Bromuro de Etidio (10 mg/ml) a 3,5 Volts/cm
constantes durante aproximadamente 120 minutos. Las muestras sembradas
correspondieron a diluciones 1/10 del ADN resuspendido en H,O y fueron
visualizadas por fluorescencia del bromuro de etidio con luz UV en un equipo
White/UV Transiluminator (Life Sciences).

Se emple6 también un equipo NanoDrop® (NanoDrop Technologies, EUA) que
permite medir sobre 2ul de muestra la absorbancia a 260nm (A260) y 280nm
(A280) para evaluar el contenido de &acidos nucleidos y la contaminacion con
proteinas, respectivamente. Para esto se utilizd la medicion de la absorbancia
a 260nm, que corresponde a una solucion de ADN doble hebra de 50 pg/ ml en
una cubeta de 1lcm de camino 6ptico. Se determiné el indice de pureza,
obtenido a partir del cociente entre la absorbancia obtenida a 260nm respecto a
aquella obtenida a 280nm, en donde valores de cociente entre 1,80 y 2,00
indican que el ADN obtenido es de alta pureza, mientras que valores mas bajos
podrian indicar contaminaciones por la presencia de proteinas, fenoles, etc.

ii. Analisis de Marcadores Microsatélites (SSR)

Se utilizaron 20ng de ADN. La reaccion se realizé en un volumen de 20ul con
1.5mM de MgCl,, 0.2mM dNTPs, 100nM de cada cebador y 0.8 unidades de
Tag DNA polimerasa (Invitrogen). El ciclado térmico se realizdé con temperatura
de “annealing” fija (50, 55 0 60 °C) o con una temperatura de “annealing” que
descendia un grado en cada ciclo, dependiendo del microsatélite.
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Programa con temperatura de Programa con temperatura de

“annealing” fija: “annealing” descendiente:
3 min 94°C 3 min 94°C
10 ciclos 30 seg a 94°C
45 ciclos 1 min a 94°C 1 min a 65°C
1 min a 50-55-60°C 2 mina 72°C
2 min a 72°C Descendiendo un grado en cada ciclo
10 min a 72°C 35 ciclos 30 seg a 94°C
1 min a 55°C
2mina72°C
10 mina 72°C

lii. Resolucion y visualizacion de los productos

-Electroforesis en geles de poliacrilamida.

Los productos de amplificacion se resolvieron en geles de poliacrilamida
en condiciones desnaturalizantes. Para ello se agregaron 15 ul de buffer de
siembra (10mM NaOH, 0.05% Azul de Bromofenol, 0.05% Xylene Cyanol y
95%(v/v) Formamida desionizada) y se desnaturaliz6 a 95°C por 5 minutos.,
conservandolo en hielo para su posterior siembra en el gel de poliacrilamida.

Para la resolucion de los productos de amplificacion, se sembraron 7 pl
de la muestra en un gel de poliacrilamida 5% (Acri:bis 19:1) desnaturalizante
(7M urea). La electroforesis se realizd con buffer TBE 0.5X durante
aproximadamente 90 minutos a 60 Watts constantes. Se incluyé un marcador
de peso molecular (25bp, Invitrogen).

La visualizacién de la corrida electroforética se realizé mediante tincion
con Nitrato de Plata (AgNO3) e Hidroxido de Sodio (NaOH), de acuerdo al
protocolo modificado de Benbouza et al. 2006:

Se fijo el gel por al menos 5 minutos en una solucion de Acético-etanol (0.5%
Acético y 10% etanol llevando a volumen final con agua bidestilada).

Esta solucion de Acético-etanol se reservé para reutilizar al finalizar el
revelado. Se incubd por 12 minutos en 200 ml de solucién de AgNO3 (15 mg/ml
de agua bidestilada) con 300 ul de formaldehido 37% (1.5ml/L). Se lavé 15
segundos en agua bidestilada y se revelé en 400 ml de solucién de NaOH (15
g/L de agua bidestilada) con 800 ul formaldehido 37%(2ml/L) hasta ver las
bandas. La tincion se detuvo por agitacion con la solucién de Acético-etanol
reutilizada del paso inicial de fijacion del presente protocolo.
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-Electroforesis en geles de agarosa.

Para la resolucion de los productos de amplificacion que presentaban un
peso molecular mayor a 500 pb o para aquellos productos que presentaban un
polimorfismo mayor a 10 pb de diferencia, se utilizaron geles de agarosa 1-
2.5% en buffer TBE 0.5x teflidos con Bromuro de Etidio.

A los productos de amplificacion se les agregd 5 pl de “loading buffer”
(12% sacarosa y una punta de espatula de rojo Cresol). Se sembraron entre 20
y 35 ul de la muestra en cada calle y se incluyé un marcador de peso molecular
(100 pb, Invitrogen).

La electroforesis se realiz6 a 4V/icm y la visualizacidon se realizd
empleando el equipo UVP (Syngene®).

2.1.d Mapeo Genético

I. Marcadores asociados al gen LrG6

En un trabajo previo el mapeo del gen LrG6 fue reportado en el cromosoma
2BL (Ingala et al. 2012). Por tal motivo se ensayaron en este estudio 50
marcadores publicos (Tabla 2) previamente localizados en ese brazo
cromosomico. Sin embargo no se encontraron nuevos marcadores asociados al
gen LrG6. En el trabajo mencionado, el mapeo del LrG6 se bas6 en un mapa
de ligamiento de pocos marcadores, sin el complemento de un analisis de
nulisémicos o ditelosdbmicos para confirmar su localizacion cromosémica. Se
decidié entonces realizar un analisis de los marcadores gwm382 y barc159 en
la linea nui2D-tetra2B de la variedad Chinese Spring, y progenitores de trigo
diploides y tetraploides para determinar la ubicacibn cromosomica de estos
marcadores, localizdndose en el brazo largo del cromosoma 2D (2DL). A partir
de la confirmacion de la localizacién del gen LrG6 en el cromosoma 2DL, se
realizd una nueva busqueda bibliografica y se seleccionaron 78 marcadores
SSR (Tabla 2, Paux et al. 2006, 2008, Rdoder et al. 1998, Stephenson et al.
1998, Pestsova et al. 2000, Gupta et al. 2002, Guyomarc'h et al. 2002, Somers
& Isaac et al. 2004, Yu et al. 2004, Sourdille et al. 2004, Ganal & Roder et al.
2007).

Tabla 2. Marcadores microsatélites seleccionados. Los marcadores con * corresponden a
marcadores del trabajo de Ganal & Roder et al. 2007 no disponibles publicamente. Las
columnas 1 a 4 corresponden a los marcadores seleccionados del cromosoma 2BL y las
columnas 5 a 10 a los del cromosoma 2DL.

Marcador | Marcador | Marcador | Marcador | Marcador | Marcador Marcador Marcador | Marcador | Marcador
wmc441 barc147 | gwm133 gwm630 barcll gpw354 wmc5163 | gwm4888 | wms4828 | wms4685
gwm332 | cfa2278 gwm410 | gwm374 barc219 gwm1027* | wmc5239 | barc1095 | wmc361 | barcl22
wmc627 barcl6 barc135 wmc272 cfd168 gwm1273* | wms1186* | gwm846 gpw2321 | cfd267
wmc317 barc115 barc160 wmc245 cfd239 gwm1325* | cfd156 stm730 wmc817 | gdm6
cfd73 barc210 | gwm47 gwmb5b5 cfd270 gwm1354* | cfd161 gwm349 gwm4820 | gwm608
cfd267 cfd267 gwm1leé gwm319 | gpw308 gwm1399* | cfd44 gwm4262 | gpw4474 | mag2120
gwm388 | gwm191 barc139 wmc265 gpw338 gwm1691* | cfd62 gpw5141 | stm731 mag299
wmc361 | wmc500 barc128 barc101 gwm991 gwm1730* | barc143 gwm4110 | gpw5237 | mag3080,2
gwml120 | wmcb51 barc7 gwml129 | gwm157 gwm3038* | barc228 gwm311 cfd193 gwm320
gwme619 wmc602 barc13 gwm129 mag3616 | wmc445 wmc5041 mag4059 | gpw5244 | wms4691
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gwm526 | wmcl75 barc1064 | cfd25 mag542 wms1235* | Ksum174 | mag4089 | stm36 gdm93
barc156 barc221 gwm501 barc9l mag633 Ksum44 cfd50 wmcl81 stm9 gwm739
barcl67 barc18 wmcl67 Ksum45 cfd73 wmc243 gdm87 wmcl8

ii. Marcadores asociados al genLr Svl

Se realiz6 una busqueda bibliografica de marcadores moleculares ubicados en
el extremo distal del cromosoma 2DS, donde se habia localizado el gen LrSV1,
(Ingala, Tesis doctoral, 2008), y se ensayaron 87 marcadores (Tabla 3)
(Paux et al. 2006, 2008, Rdder et al. 1998, Stephenson et al. 1998, Pestsova et
al. 2000, Gupta et al. 2002, Guyomarc'h et al. 2002, Somers and Isaac et al.
2004, Yu et al. 2004, Sourdille et al. 2004, Ganal & Roder et al. 2007, Gasperini
et al. 2012).

Tabla 3. Marcadores microsatélites del cromosoma 2DS utilizados. Los marcadores con *
corresponden a marcadores del trabajo de Ganal & Roder et al. 2007 no disponibles
publicamente

Marcador | Marcador | Marcador | Marcador Marcador Marcador Marcador
cfd51 barc168 Xib90 Xib91 gwm886* gwm721* cfd56
cfd53 barc230 Xib89 cfd160 gwm210 gwm249 wmcll2
gdm35 barc297 Xib99 gwm4815* | gdm77 gwm515 wmc630
gdm5 barc95 barc124 gwm102 gwm614 gdm107 wmcl49
gwm261 | cfdll barc90 gwm1418 | gwm702* mag277 wmcl67
gwm296 | cfd116 DG244 cfd36 mag3589 barc145 gwm4830*
gwm455 | cfd02 gwm112 cfd43 wmc470 cfdl7 wmcll
wmc25 cfd65 gwm157 cfd77 wmclll gwm37 gwm484
wmc503 gdm19 gwm358 DG072 cfd48 cfd255 gwm539
Xib100 gpw332 gpw361 DG087 Xib87 gwm30 gwm4515*
Xib128 gpw4080 | gwm 815* [ DG086 gwm 1099* | gwm 4893* | gwm4739*
Xib66 gpw5176 | gpw2088 DG236 gwm113 DG260 gwm4775*
wmcl8 wmc431 Wmc453

2.1. e. Busqueda y desarrollo de marcadores molecu lares ligados a
genes de resistencia a roya de la hoja mediante la  utilizacién de
herramientas genomicas.

Para el estudio de las regiones gendmicas correspondientes a los genes LrG6
y LrSV1 se realiz6 un alineamiento local de las secuencias de los primers de
los marcadores barcl59 y gwma382 asociados al gen de resistencia LrG6 y
wmc25, wmc503, gwm261, gwm296, gdm5, gdm35, gwm455 asociados al gen
LrSV1, sobre ensamblados parciales (“contigs”) del genoma de trigo
disponibles en una base de datos desarrollada por el Consorcio Internacional
de Secuenciacion de Trigo disponible en el instituto The Genome Analisis
Centre (Inglaterra). Los marcadores utilizados en el alineamiento son los que
resultaron asociados a los genes de resistencia luego del analisis del apartado
anterior (2.1.d). Los contigs seleccionados como resultado de este
alineamiento fueron utilizados para realizar una busqueda usando BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool), en bases de datos de secuencias de
Brachypodium distachyon alojadas en los servidores de Gramene
(gramene.org), Phytozome (phytozome.org) y Plant Ensembl
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(plants.ensemb.org), siguiendo la estrategia utilizada por Burt et al. 2011 para
poder identificar la region de B. distachyon que se corresponda con una region
homologa en los distintos cromosomas de interés en el genoma de trigo. Como
resultado de esta busqueda se obtuvieron secuencias correspondientes a
transcriptos de B. distachyon que delimitaron una region en el cromosoma 5 de
esa especie, consistente con la sintenia encontrada con el cromosoma 2 de
trigo (The International Brachypodium Initiative, 2010). Utilizando todas las
secuencias de transcriptos incluidas en esa region sinténica, se procedié a un
nuevo alineamiento sobre los contigs anclados a los brazos del cromosoma 2
de trigo. Sobre esta ultima seleccion de contigs se realizé la identificacion de
regiones variables utilizando el software WEBSAT (Martins et al. 2009), para la
identificacion de motivos de microsatélites, con el objetivo de construir un
catalogo de marcadores sobre la region de interés que ayuden a identificar
nuevos marcadores asociados a los genes de resistencia en la poblacion de
RILs.

En el caso particular del gen LrSV1, dado que uno de los marcadores
flanqueantes (gwm261) al gen no alineé con ningun “contig” de los
ensamblados parciales del cromosoma 2D de trigo disponibles en TGAC, se
realizdé una seleccion indirecta. En un trabajo de mapeo fino en el cromosoma
2DS publicado por Gasperini et al. (2012), el marcador gwm261 fue reportado
como ligado al gen de altura Rht8 junto a otros marcadores disefiados por la
autora. Uno de estos marcadores disefiados por la autora es el marcador
DGO087, que se encuentra muy proximo (0,6¢cM) al gwm261. Este marcador,
DGO087, fue disefiado a partir del transcripto de B. distachyon Bd5g02980 y se
utilizé para delimitar la region. Este transcripto fue utilizado para realizar un
alineamiento sobre ensamblados parciales del cromosoma 2DS y permitié
identificar un contig.

Los transcriptos de B distachyon también se analizaron contra bases de datos
de secuencias de especies cercanas como Hordeum vulgare, Oryza sativa y
Sorghum bicolor. Se utilizaron transcriptos de O. sativa, se procedié a un nuevo
alineamiento sobre los contigs anclados a los brazos del cromosoma 2 de trigo.
Sobre esta seleccion de contigs se realizdé la identificacion de regiones
variables utilizando el software WEBSAT (Martins et al. 2009), para
identificacion de motivos de microsatélites.

2.1.f Andlisis Genético
Los analisis de ligamiento y las distancias genéticas se calcularon con el
software MAPMAKER version 3.0 (Lander et al. 1987) y CarthaGene (S. de
Givry et al. 2005).
Los grupos de ligamiento se determinaron con un LOD minimo de 3.0 y una
distancia méxima de 30 cM. Se confeccioné una tabla de datos en donde se le
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asigno el numero “1” a los alelos pertenecientes a Sinvalocho y “0” a aquellos
correspondientes a Gammas.

Las frecuencias de recombinacién fueron convertidas a cM con la funcion de
Kosambi. El mapa se grafico con el software Map-Chart (Voorrips 2002).

2.2 Piramidacion de genes de resistencia en varieda des comerciales de
trigo
221 Material Vegetal

i.Variedades donadoras de resistencia a roya

-Buck Manantial:

Donante del brazo corto del cromosoma 2B. Esta variedad tradicional de trigo,
Buck Manantial, ha demostrado desde su inscripcion como cultivar comercial
en 1964, resistencia durable a roya de la hoja (Favret et al. 1983).

-RIL46:

Donante de los genes de resistencia LrSV1, LrSV2 de expresion en planta
adulta y el gen LrG6 de expresion en plantula. Esta linea forma parte de una
poblacion de RILs obtenida del cruzamiento de la variedad tradicional de trigo
Sinvalocho MA, portadora de los genes LrSV1y LrSV2 y la linea experimental
Gamab6 portadora del gen LrG6, derivada del cultivar Sinvalocho MA mediante
un tratamiento de mutagénesis con rayos gamma (Ingala et al. 2012).

El nimero de marcadores polimorficos entre esta linea y las variedades
comerciales a mejorar es mayor que el nimero de marcadores polimérficos que
presentaban otras RILs portadoras de los tres genes de resistencia.

ii.Variedades comerciales susceptibles o parentales recurrentes

-Buck Bigua:

Esta variedad fue inscripta en el afio 2002 y ha sido ensayada en las
subregiones Il Norte y Sur, IV y V Sur mostrando un alto rendimiento con una
excelente adaptacion. Es un material semienano, que alcanza en promedio los
80 cm. Su ciclo es corto, similar al de Klein Don Enrique, con baja sensibilidad
al fotoperiodo y sin requerimientos de vernalizacion. Es bueno su
comportamiento frente a Septoria Triticci, una enfermedades flangicas
importancia econdémica que afecta los tejidos foliares conocida como "Mancha
de la Hoja o Septoriosis" y tolerante a Fusariosis de la espiga, una enfermedad
fungica que afecta los granos, causada por Fusarium graminearum. Bajo
condiciones de secano ha mostrado buena resistencia al vuelco aun en
situaciones de alta fertilidad. Es resistente al desgrane. Es un cultivar de grano
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mediano con alto peso hectolitrito, ubicado dentro del grupo de mejor calidad
panadera, con altos niveles de proteina, excelentes valores reoldgicos
generales, y particularmente destacado por su alta estabilidad farinogréfica.
(www.inase.gov.ar)

-Bio INTA1001.:

Esta variedad fue inscripta en el afio 2004, de porte vegetativo erecto. Su ciclo
es corto, un alto potencial de rendimiento y excelente calidad panadera. Esta
variedad se ha reportada como adaptada a todos los sistemas de produccion,
incluyendo NOA y NEA. Tiene muy buena capacidad de macollaje, es tolerante
al desgrane y al vuelco. En cuanto al comportamiento frente a Dreschlera, una
enfermedad de importancia econdmica que afectan los tejido foliares conocida
como la "Mancha Amarilla®, fue reportado como moderadamente susceptible y
el comportamiento frente a Fusariosis, moderadamente tolerante.
(www.inase.gov.ar)

-ACA801:

Fue inscripta en el afio 2004, de excelente comportamiento agronomico.
Variedad de ciclo corto y buen comportamiento a roya de la hoja.
Posteriormente se volvio muy susceptible a esta enfermedad. Presenta buena
calidad panadera y molinera. (www.inase.gov.ar)

-Baguette 9:

Es una variedad comercial inscripta en 2006. Es de ciclo intermedio-corto y
porte erecto que presenta un alto potencial de rendimiento en la Subregion 1V,
de las regiones trigueras argentinas, siendo indicado su cultivo en modelos de
alta produccion con aplicacion de fungicidas y fertilizantes, por su buena cafa y
moderada altura. Esta variedad se mostr6 como susceptible a Puccinia
recondita desde su inscripcion en 2006 y con buen comportamiento a Septoria
Triticci. Su calidad comercial es aceptable y se lo define como un trigo duro
apto para la panificacion tradicional. (Catalogo cultivo nidera semillas)

-Relmo Siriri:

Esta variedad de ciclo corto fue inscripta en el aflo 2009 y su fecha de siembra
se extiende desde mediados del mes de julio en las subregiones del norte
hasta mediados de agosto-septiembre en las del sur. La densidad 6ptima
lograda oscila entre 350 a 380 plantas por metro cuadrado. El porte vegetativo
de Relmo Siriri es erecto, alcanzando el estado de floracién plena a los 82 dias
desde su implantacién. En cuanto a su comportamiento sanitario se presentaba
como moderadamente susceptible a roya de la hoja al afio de la inscripcion y
presenta una excelente tolerancia al complejo de manchas foliares (catalogo
cultivo criadero Relmo).
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-Klein Don Enrique:

Es un cultivar de ciclo corto a intermedio que presenta un alto potencial de
rendimiento con una produccion promedio de 4682 kg/ha y una excelente
calidad industrial y panadera superior a los testigos. Fue inscripta en 1998. Al
afo 2001 no se registraba presencia de Puccinia Recondita, P. Graminis, ni P.
Striformis. Portadora de la translocacibn de centeno (Lr26), de uso
generalizado en mejoramiento en Argentina en la década del 90, para
resistencia a roya de la hoja y del tallo. Posteriormente se volvio muy
susceptible a roya de la hoja, alcanzando un maximo de superficie sembrada
superior a las 300.000 has. (régimen de fiscalizaciéon: informe técnico, Nuevo
trigo Pan Klein Don Enrique).

-Onix:

Variedad de ciclo corto que alcanza en promedio una altura de 85 cm.
Presenta un muy buen comportamiento frente al desgrane y al vuelco y al
momento de la inscripcibn se mostraba susceptible a roya de la hoja.
Moderadamente susceptible a Dreschlera, moderadamente tolerante a Septoria
y buen comportamiento a Fusarium. De buena calidad panadera
(www.inase.gov.ar).

2.2. b Caracterizacion fenotipica de resistenciaa  roya en lineas
introgresadas
i. Infeccion con Roya

Se inocularon las plantulas segun el protocolo de infeccién descripto en el
apartado 2.1. Se utilizé una suspension de uredosporos de la raza que permitia
identificar al gen Lrl6 en el extremo distal del cromosoma 2BS o al gen LrG6
del RIL 46, segun el cruzamiento (Tabla 4).

Tabla 4: Raza de roya utilizada para la identificacion del gen de resistencia en cada
cruzamiento.

Cruzamiento Raza Gen
Klein Don Enrique x RIL46 Ca04 Klein Don Enrique | LrG6
Relm¢ Siriri x RIL46 Ma07Bg9 LrG6
Onix x RIL46 Ma07Bg9 LrG6
Baguette 9 x Buck Manantial Ma07B.Guapo Lr16
ACAB801 x Buck Manantial Ma07B.Guapo Lr16
Buck Bigua x Buck Manantial Bg07Bg9 Lr16
BioINTA1001 x Buck Manantial | Bg07Bg9 Lr16

ii. Andlisis de fenotipos
La resistencia o susceptibilidad a la infeccion se evalud visualmente
examinando la 1ra-2da hoja a los 14 dias post-inoculacién. La determinacion
del fenotipo de resistencia/susceptibilidad a roya se realiz6 por comparaciéon
con los testigos resistentes (RIL46 y Buck Manantial) y susceptibles (Onix,

Relmo6 Siriri, Klein Don Enrique, Buck Bigua, Biolntal001, ACA801 vy
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Baguette9), y aplicando una escala cualitativa que va desde S (susceptible) a R
(resistente) pasando por grados intermedios de resistencia como MS
(moderadamente susceptible) y MR (moderadamente resistente), tomando
como referencia la escala de Mains y Jackson (Figura 8).

Para el andlisis de los resultados fenotipicos de pruebas de progenie se
agrupo dicotomicamente a los individuos categorizados como R o MR como
resistentes y a los que presentaban fenotipos S 0 MS como susceptibles. Las
segregaciones de genes fueron evaluadas mediante pruebas de Chi cuadrado
de bondad de ajuste.

2.2.c Caracterizacién molecular de las lineas intro  gresadas
i. Extraccion y cuantificacion de ADN
Se utilizo el protocolo descripto en Materiales y Métodos en el apartado
2.1. para las retrocruzas, mientras que para las autofecundaciones se utilizé el
Método B, (Dellaporta et al. 1994), que resultdé mas rapido, y aunque el ADN
extraido resulté de menor calidad, fue adecuado para amplificar microsatélites.

Método B de extraccion de ADN:

Se agrego al tejido molido 750 pl del buffer de extraccién a 65C (50mM Tris-
HClI pH 8, 100mM NaCl, 10mM EDTA pH 8, 10% SDS y 20ul/ml B-
mercaptoetanol). Se homogeneizo utilizando un vortex y se incub6 a 65T por
10 minutos. Se agreg6 150 pl de KAcO 5M (24.5g/50 ml). Se agitd y se dejo en
hielo por 20 minutos. Luego se centrifugd a 14000 rpm por 10 minutos a 4.
Se trasvaso el sobrenadante a otro tubo y se le agreg6 750 pl de isopropanol
frio se lo invirti6 unos segundos y se centrifugé a 14000 rpm por 10 minutos a
4<C. Al pellet resultante, se le agregd 1 ml de alcohol 70% y se dejé reposar
por unos minutos luego se centrifugé a 14000 rpm por 10 minutos a 4C. Se
resuspendio el ADN en 100 pl de H,O de grado HPLC con 5 pl de RNasa
(10mg/ml) y incubé a 37<C por 1 hora.

La cuantificacion del ADN extraido por ambos métodos se realizO mediante
espectometria utilizando el equipo modelo ND-1000, NanoDrop®.

-Cuantificacion de ADN:
Se utilizé el protocolo descripto en Materiales y Métodos en el apartado 2.1.

ii.Seleccion de marcadores moleculares
Se seleccionaron dos grupos de marcadores moleculares, los marcadores
ligados a los genes de resistencia LrSV2, LrSV1y LrG6 (Ingala et al. 2012).
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(Tabla 5), al brazo corto del cromosoma 2B (Altieri et al. 2008) (Tabla 6) y los
marcadores de seleccion de fondo genético (Tablas 7y 8).

En ambos casos los marcadores se seleccionaron en base a la existencia de
polimorfismo entre los parentales de cada cruzamiento y la distribucion en los
cromosomas, por presentar distinta movilidad en la corrida electroforética, por
ser reproducibles y por ser codominantes, es decir no presentar alelos nulos.

Particularmente, en el caso de los SSRs o AFLPs ligados a los genes LrSV1,
LrSV2 o LrG6 (Tabla 5), se seleccionaron los marcadores que presentaran las
caracteristicas antes descriptas y que ademas fueran los mas cercanos a
dichos genes de resistencia. Estos marcadores fueron previamente reportados
como ligados a los genes de resistencia LrSV1, LrSV2 o LrG6 (Figura 2) en la
poblacion de 91 RILs, de donde proviene el RIL46 utilizado en los cruzamientos
(Ingala et al. 2012).

En la Tabla 5 se detallan los distintos marcadores utilizados en las diferentes
etapas de introgresion de los genes de resistencia provenientes del RIL46.

Tabla 5: Marcadores ligados a los genes LrSV1, LrSV2 o LrG6 utilizados en los distintos
cruzamientos. La columna 1 corresponde a los cruzamientos, las columnas 2 y 4 a los SSRs
utilizados en las distintas generaciones y las 3 y 5 corresponden al cromosoma al cromosoma
donde fue reportado el marcador asociado.

Cruzamiento | SSRs/AFLPs en BCly BC2 gen SSRs en Gen
Autofecundacion
KDE x RIL46 | P31/M42 LrsSv1i gwm?261 Lrsvi
P31/M37 LrSV2 gwm533 LrSVv2
barc159 LrG6
R.Siriri x gwm261 LrSV1 gwm261 LrSV1
RIL46 gwm533 Lrsv2 gwm533 LrSv2
barc159 LrG6
Onix x RIL46 | gwm261 LrsvV1i gwm?261 Lrsv1i
gwm>533 LrSVvV2 gwm533 LrSV2
barc159 LrG6

Ademas, durante el desarrollo de esta tesis se encontré que la expresiéon del
gen de resistencia en planta adulta LrSV2, previamente mapeado en el
cromosoma 3BS por Ingala et al. (2012) dependia de la presencia del gen de
resistencia Lr12/31 localizado en el cromosoma 4BL (Tesis licenciatura, Camila
Petignat 2010). Para identificar la presencia de este gen en las variedades
donde fueron introgresados los genes de resistencia LrG6, LrSV1 y LrSV2 del
RIL46, se utilizé el marcador asociado gwm149 (Singh & Bowden, 2010, Tesis
licenciatura, Luciana Ferella, 2013) en las autofecundaciones del BC2.

En el caso de los SSRs utilizados en las introgresiones del brazo corto del

cromosoma 2B (2BS) de Buck Manantial, se tuvo en cuenta para la seleccion
35



de los marcadores la distribucién a lo largo del cromosoma de interés (Tabla
6).

Tabla 6: Marcadores localizados en el brazo cromosomico 2BS utilizados en los distintos
cruzamientos. Bm corresponde a la variedad Buck Manantial. La columna 1 corresponde a los
cruzamientos, las columnas 2 y 4 a los SSRs utilizados en las distintas generaciones ylas 3y 5
corresponden al cromosoma al cromosoma donde fue reportado el marcador asociado.

Cruzamiento SSRs en BC1 | Cromosoma | SSRs en BC2 y Autofecundaciéon | cromosoma

Baguette9 x Bm | wmc597 2BS wmc597 2BS
barc18 2BS barc18 2BS
gwma374 2BS gwma374 2BS
gwm403 2BS gwm403 2BS

ACA801 x Bm wmc597 2BS wmc597 2BS
gwm148 2BS gwm148 2BS
gwm403 2BS gwm403 2BS
gwm374 2BS gwm374 2BS
gwm630 2BS gwm630 2BS
gwm257 2BS
barc124 2BS
gwm636 2BS

B. Bigua x Bm gwm?257 2BS gwm257 2BS
gwm374 2BS gwm374 2BS
barc124 2BS barc124 2BS
gwm630 2BS gwm630 2BS

BioINTA x Bm wmc597 2BS wmc597 2BS
gwm148 2BS gwm148 2BS
gwma374 2BS gwm374 2BS

Para la seleccion de fondo genético se utilizé6 un grupo de 380 marcadores
SSRs que fue ensayado en las variedades R. Siriri, Onix, ACA801, Baguette9,
Buck Bigud, BioINTA, Buck Manantial y RIL46.

Se seleccionaron aquellos que presentaron polimorfismo entre la variedad
comercial o recurrente y el donor con la intencién de cubrir la mayor cantidad
de brazos cromosémicos.

Para cada cruzamiento, en cada ciclo de retrocruza se utilizé un grupo de
marcadores distintos. No se utilizaron los marcadores que no presentaban
una buena diferencia entre los alelos parentales o sus productos de
amplificacion eran muy tenues y, en consecuencia, el analisis en una poblacién
con un alto niumero de individuos podria haber conllevado un alto error de
clasificacion (Tablas 7y 8).

Tabla 7. SSRs utilizados por cromosoma en cada cruzamiento para marcar el fondo genético
en las variedades donde fueron introgresados los genes de resistencia LrG6, LrSV1y LrSV2
del RIL46.

Onix Relmg Siriri x RIL46 | KDE x RIL46
BC1 BC2 BC1 BC2 BC2 de la autofecundacion del BC1
Crom | Pr Pr Pr Pr Pr
1AL barc158 | gwm135 | gwm99 gwm99
1AL gwm99 barc158 | barc158
1AL gwm135 barc213 | gwm135
1AS gwm135 | gwm357 | gwm164 gwm164
1AS gwm164
1BL gwm259 | gwm403 gwm153 | gwm403
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1BS gwm273 gwm273 | psp3000 | gwm?273 gwml8
1BS gwm604 gwm18 gwme604

1DL wmc216 wmc216 gdm19

1DS wmcl47 wmcl47

2AL gwm47 gwm4a7 gwm328

2AL gwm382 gwm312 | gwm554

2AL gwm312 gwm526

2AS gwm71 gwm558 | barc212 | barc212

2AS barc124 | gwm636

2BL gwm120 gwm120 | gwm388 | gwm120

2BS barc18 gwm?257 | barc18 gwm429

2BS wmc597 wmc764 | gwm299

2BS gwm374 wmc474 | gwm319

2DL gwm382 gwma349 gwma349

2DS gwm296 gwm484

3AL gwm391

3AS gwma32 gwm133

3AS barc19 barcl9

3AS gwm369 gwma369

3BL gwm247 gwm247 gwm247 barc206 barc292
3BL gwm107 gwma383
3BS gwm389 | gwm566 | wmc69,1 | wmc69 barc101

3BS wmc54 wmc78 wmc78 wmc54

3BS barc218 wmc54

3DL gwmbs2 gwmb2 gwml14

3DS barc8 barc135

3DS barc8

4AL gwm350 | gwm610 | barc106 | barc343 | barcl06 gwm350
4AL gwm610 gwme637
4AS barc106 | gwm397 gwma397 gwm165
4BL gwm495 | gwm513 | gwm495 gwm314
4BS barc193

4DL barc334 wmc622

4DL gwme624

4DS barc308 barc308 | gwm194 gwm192
5AL gwm293 gwm?293 gwm126
5AS gwm304

5BL gwm604 | gwm371 | barc4

5BL gwml74

5BL gwm427

5BL gwme626

5BL gwm469 gwm469

5BS gwmb44 gwm156
5DL gwm1l74 gwml74 | gwm?232

5DS barc130 barc130 | gwm190 gwm540
6AL gwm427 gwm427

6AL gwm570 gwm570

6AS barc3 gwm334 barc3 gwm334

6BL gwme626 | gwm626 gwma88
6BL barc178 gwm219
6BS gwm508 gwm508 | gwm518

6DL barc21 gwm582
6DS gwm469 gwmb5

7AL gwm332 gwm332 gwma332

7AS gwm573 gwm350 | gwm276

7BL gwm146 gwm400

7BS gwm46 gwm46

7DS barc128
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Tabla 8. SSRs utilizados por cromosoma en cada cruzamiento para marcar el fondo genético

en las variedades donde fue introgresado el brazo corto del cromosoma 2 (2BS)

ACA801 x BM Baguette9 x BM B. Bigua x BM Bio INTA x BM
BC1 BC2 BC1 BC2 BC1 BC1 BC2
SSR SSR SSR SSR SSR SSR SSR SSR
1AS | barc28 gwm357 | barc28 barc28 gwm99
1AS | gwm357
1AL gwm135 | barc213 gwm99
1BS | gwm413 | gwm413 psp3000
1BS | gwm273 | barc194 gwm273
1BS | psp3000 | psp3000 gwm264
1BL gwm403 | gwm153 gwm259 | gwm153 | gwm?259
1DS | wmcl47 | wmcl47 wmcl47
1DL | barcl69 | wmc216 | gwm642 gdm19 gwme642
1DL | gdm19 barc169 | barc169 [ gdml9 wmc216 wmc216 | barcl69
1DL | gwm642 barc169
1DL | wmc216
2AS barcs barc212 | gwm614 | gwm636 | gwm95 wmc630
2AS gwme636 barc5 gwm614
2AS barch
2AL gwm382 | gwm312 | barc309 | gwm311l | gwm312 | gwm312
2AL gwm312 | gwm382
2BS | barcl60 | gwm319 gwm382 barc160 | gwm148
2BS barc18
2BL | gwm120 | gwm388 | gwm388 gwm120 | gwm120 | gwm614 | gwm614
2BL | gwm382 | gwm130 | gwm120 gwm388 gwm388
2BL | gwm388 gwm257 gwm120
2BL gwm257
2DS gwm296 | gwm455 wmc25 gwm515 | wme630 | gwm515
2DS gwm261 gwm455 | gwm296 | gwm455 | gwm?296
2DS barc124
2DL | gwm349 gwm349 | wmcl8 gwm539 | barc159 | gwm349 | barc159
2DL gwm349 | gwm382
2DL gwm157
3AL | gwm247 | gwm391 | gwm155 gwm155 | gwm674
3AS gwm369 | barcl9 gwm391 | gwm674 | gwm369 | barcl9 gwm369
3AS gwmz247
3BL gwm108 gwm299 | gwm?247
3BS | barc87 wmc78 gwm389 | wmc54 barc218 | wmc69 gwm285 | wmc78
3B gwm299 gwme69 gwmb566
3BS | gwm389
3BS | wmc69
3BL gwm247
3DS barc8 barc135 | barc135 | barc8 barc8 barc8 gwm161
3DL gwm645 | gwm456 | gwm314 | gwm664 gwme645
3DL gwmb5s2 gwme645
3DL gwm456
4AL | gwm160 | gwm160 | gwm397 | gwm160 | gwm610 gwm160 [ gwm397
4AL barc106 | barc343 | gwm601 | barc106
4AS | gwm165 gwm601 [ gwm165
4BL | gwm513 | gwm495 | gwm513 gwm165 | gwm538 | gwm107 | gwm513
4BL gwmb513 gwm495
4BS gwm368
4DL wmc622 | gwm194 gwme624 gwm194
4DL wmc622
4DS | gwm194 | barc308 | barc308 | wmc622 | barc308 barc308 | gwm194
5AL | gwm126 | gwm617 | gwm617 | gwm410 | gwm126 | gwm617 | gwm617
5AL gwme17
5AL gwm291
5AS barc316 barc316 | barc316 | barc316 | barc316
5BL | gwm604 | wmc27 gwm604 | gwm499 | gwm604 | gwm554 | gwm499 | gwm499
5BL barc4 gwm371 | gwm67 gwmb544 | gwm604
5BL gwme7 gwm371
5BS | gwm540 | gwm540 gwm540 gwm140
5DL gwml74 | gwm272 | gwml74 gwml74
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5DS | gwm192 | barc143 | gwm192 barc143 gwm192

6AL gwm570

6AS | barc3 barc3 barc3 gwm459

6AS | gwm334 gwm334

6BL gwm219 gwm219 gwme626
6BL gwme626

6BS | gwm193 gwm508 | gwm193 | gwm193 gwm193

6DL gwm325 | wmc773 | gwm325 | barc2l gwm325

6DL gwmb5 wmc773

6DS gwm469 | gwm469 gwm>55

7AL barc108 gwm332

7AS barc64 gwm573 | gwm471 | gwm573
7BL | gwm146 gwm611l | gwm46 gwm146 | gwm46 gwm146 [ gwm400
7BL gwm333

7BS | gwm400 gwm43 gwm400

7DL gwm37 barc235

7DS barc154 barc154

2.2.d Introgresion de genes de resistencia y selecc

iv. Analisis de datos
Para cada locus en particular, los individuos se codificaron de la siguiente
manera: 1 para aquellos individuos homocigotas para el alelo del padre
recurrente, 0 para aquellos homocigotas para el alelo del parental dador (Buck
Manantial o RIL46) y H para los heterocigotas.

Los porcentajes de genoma recurrente (GR%)
metodologia empleada en Benchimol et al. (2005).Se utilizé la siguiente formula
GR% = [B+ (0.5H)/(B+H+A)] x 100, donde la letra B corresponde al nimero de
alelos del tipo padre recurrente, la letra A al nimero de alelos del parental tipo
donory la letra H a los heterocigotas.

genético
La metodologia general de introgresion de genes de resistencia y seleccién del
fondo genético se muestra en el siguiente diagrama (Figura 9).
Linea donora x Padre recurrente

(Resistente) l

(Susceptible)
Variedad Comercial

F1 x Padre recurrente

v

BC1

v

BC1 x Padre recurrente

v

BC2

v

Autofecundacion BC2

Figura 9. Esquema basico de las introgresiones

Andlisis de Marcadores Microsatélites (SSR)
Se utilizo el protocolo descripto en materiales y métodos para mapeo.

ion del fondo

fueron calculados segun la
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Para la introgresion de los genes de resistencia se realizaron cruzamientos de
las variedades comerciales a mejorar con la linea donora correspondiente
(RIL46 y la variedad Buck manantial). Se llevaron a cabo 2 retrocruzas. En
cada ciclo se seleccionaron los genes de resistencia utlizando razas
diferenciales de roya y marcadores asociados a los genes de resistencia o bien
al brazo corto del cromosoma 2B.

Al final de cada ciclo se evalu6 con marcadores el fondo genético de las
plantas seleccionadas por parecido al padre recurrente, seleccionandose las
progenies no solo por la evaluacion del fondo genético sino que también se
hizo una seleccion fenotipica. Al final de la dltima etapa se llevaron a
homocigosis los genes de resistencia mediante autofecundacion, se
identificaron en las progenies con razas y marcadores y en la generacion
siguiente se evaluaron a campo en condiciones de infeccién natural.

I Introgresion de los genes de resistencia LrG6, LrSV1 y
LrSV2 del RIL46:

Se realizaron cruzamientos entre las variedades comerciales Klein Don
Enrique, Onix y R. Siriri, por la variedad donadora RIL46. Las F1 resultantes
se retrocruzaron con las variedades comerciales respectivas, obteniéndose
una poblacién de individuos *BC1. La metodologia de andlisis consistié en
evaluar los individuos BC1 de manera secuencial con una raza de roya que
identificaba al gen de resistencia LrG6 (Tabla 3), y luego con los marcadores
gwm261 y gwm533, asociados a los genes de resistencia LrSV1 y LrSV2,
respectivamente, para identificar a los individuos heterocigotos para los
mismos.

Una vez finalizada la seleccion de los individuos portadores de los genes de
resistencia, se evaluo el fondo genético de las plantas BC1 seleccionadas
utilizando marcadores para cada cromosoma y se seleccionaron los individuos
con mayor parecido al padre recurrente o variedad comercial. Estos individuos
fueron cruzados nuevamente con las variedades comerciales obteniéndose
poblaciones BC2, sobre las cuales se repitio el proceso de seleccion anterior.
Al final del proceso se autofecundaron las plantas selectas para llevar a
estado de homocigosis los genes de resistencia, los cuales fueron
identificados utilizando una raza diferencial de roya para el gen LrG6 y luego
los marcadores gwm261 y gwm533 ligados a los genes LrSV1 y LrSV2,
respectivamente.

Para confirmar el marcador barc159, recientemente descripto como asociado
al gen LrG6, se evaluaron las plantas resistentes previamente seleccionadas
con la raza de roya que lo identifica.
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Las plantas homocigotas y mas parecidas al padre recurrente (tanto por fondo
genético como por parecido fenotipico) fueron seleccionadas y evaluadas en
el campo experimental del IGEAF, bajo condiciones de infeccién natural. Se
evaluaron en promedio 10 progenies de cada linea homocigota selecta.

En el caso particular de Klein Don Enrique, la seleccion de los genes de
resistencia LrSV1 y LrSV2 en las poblaciones BC1 y BC2 se realizé mediante
la utilizacion de dos AFLPs P31/M42 y P31/M37 respectivamente (LOpez,
Tesis de licenciatura 2007).

ii. Introgresion del brazo corto del cromosoma 2B d e Buck
Manantial

Se realizaron cruzamientos entre las variedades comerciales Baguette 9, Buck
Bigua, ACA801 y BioINTA 1001, por la variedad donadora Buck Manantial.
Las F1 resultantes se retrocruzaron con las variedades comerciales,
obteniéndose individuos *BC1 que fueron evaluados de manera secuencial
con una raza de roya que identificaba a uno de los genes de resistencia en
plantula (Lrl6) ubicado en el telémero del cromosoma 2BS. Las plantas
seleccionadas se genotipificaron con un grupo de marcadores polimorficos
codominantes localizados en distintas posiciones de acuerdo a los mapas
disponibles del cromosoma 2BS, selecciondndose preferentemente
marcadores telémericos, centroméricos y de la parte central del cromosoma
para identificar a los individuos heterocigotos para los mismos.

Una vez finalizada la seleccion para el brazo 2BS de Buck Manantial, se
evalué el fondo genético de las plantas BC1 selectas utilizando marcadores
para cada cromosoma y se seleccionaron los individuos con mayor parecido al
padre recurrente o variedad comercial. Los individuos selectos fueron
cruzados nuevamente con las variedades comerciales obteniéndose las
poblaciones BC2 y se repiti0 de manera secuencial el proceso de seleccion
anterior. Las plantas BC2 selectas fueron autofecundadas y sus progenies
fueron analizadas con los marcadores polimorficos para cada cruzamiento que
identificaban al 2BS, seleccionando aquellos individuos con la mayor cantidad
de marcadores homocigotas para el tipo Buck Manantial. En estos
cruzamientos el marcador wmc764, reportado como asociado al gen Lrl6
(Altieri et al. 2008), fue evaluado sobre las plantas portadoras del gen de
resistencia seleccionadas con la raza de roya que lo identificaba para
confirmar su asociacion.
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2.2.e. Validacion de la resistencia en las variedad  es introgresadas
Para validar los efectos de la acumulacion de genes provenientes de
variedades resistentes en variedades comerciales susceptibles se realizaron
evaluaciones de campo bajo condiciones de infeccién natural, durante dos
anos.
Se evaluaron visualmente, en promedio 10 lineas de cada cruzamiento en el
campo experimental del IGEAF. Se sembraron surcos de un metro, con 10-11
plantas de cada combinacion por surco.
Para cada cruzamiento y sus progenitores se tomaron datos sobre el tipo de
respuesta a la infeccion basado en la escala de Mains y Jackson (1926).
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3. RESULTADOS

3.1 Desarrollo de mapas genéticos de mediana/alta r esoluciébn que
incluyen a los genes de resistencia a roya de la h  oja del trigo LrSV1y
LrG6

3.1. a. Mapeo mapeo geneético del gen  LrG6

Para la busqueda de nuevos marcadores asociados al gen LrG6 se evaluaron
inicialmente 50 SSRs publicos localizados en el cromosoma 2BL. Estos 50
marcadores fueron evaluados mediante BSA y 20 resultaron polimoérficos no
asociados, 23 no polimérficos y 7 no amplificaron (Tabla 9).

Tabla 9: Resultados obtenidos de las pruebas de BSA para el conjunto de marcadores anclados al
cromosoma 2BL. NA: No amplifica.

Marcador | Condicién Marcador | Condicién Marcador | Condicién Marcador | Condicién
wmc441 no asociado | barcl47 | no asociado | gwm133 no polimérfico | gwm630 no polimérfico
gwm332 no asociado | cfa2278 no asociado | gwm410 no polimérfico | gwm374 no polimérfico
wmc627 no asociado | barcl6 no asociado | barc135 no polimérfico | wmc272 no polimérfico
wmc317 no asociado | barcl115 no asociado | barc160 no polimérfico | wmc245 no polimérfico
cfd73 no asociado | barc210 | no asociado | gwm47 no polimérfico | gwm55 no polimérfico
cfd267 no asociado | cfd267 no asociado | gwm16 no polimérfico | gwm319 | no polimérfico
gwm388 no asociado | gwm191 no asociado | barc139 no polimérfico | wmc265 no polimérfico
wmc361 no asociado | wmc500 NA barc128 no polimérfico | barc101 no polimérfico
gwm120 | no asociado | wmc51 NA barc7 no polimérfico | gwm129 | no polimérfico
gwm619 | no asociado | wmc602 NA barc13 no polimérfico | gwm129 | no polimoérfico
cfd25 no asociado | wmcl75 NA barc9l no polimérfico | barc167 no polimérfico
barc1064 | no asociado | barc221 NA barc18 no polimérfico

gwm526 no asociado | barc156 NA gwm501 NA

Debido a estos resultados, y que la ubicacién cromosémica de los marcadores
barc159 y gwm382 (Ingala et al. 2012), ligados al gen LrG6, no habia sido
confirmada en este ensayo se decidié reevaluar la ubicacion del mismo mediante
la utilizacion de la linea nuli2D-tetra2B de Chinese Spring. Esta evaluacion sugirio
gue las bandas de los marcadores barc159 y gwm382, ligadas al gen LrG6, se
localizaban en el cromosoma 2D y no en el 2B, dado que las bandas ligadas al
gen LrG6 se visualizaban en C. Spring, en los parentales de la poblacién de
mapeo pero no en la linea nuli2D-tetra2B de C. Spring. A partir de estos
resultados se evaluaron entonces mediante BSA, 78 SSRs publicos reportados en
ese cromosoma, de los cuales 61 resultaron no polimorficos, 12 polimorficos (7 no
asociados y 5 asociados) y 5 no amplificaron (Tabla 10).



Tabla 10 Resultados obtenidos de las pruebas de BSA para el conjunto de marcadores anclados al
cromosoma 2DL. NA: No amplifica.

Marcador Condicion Marcador | Condicién Marcador | Condicién Marcador | Condicién
barcll no polimérfico | gpw354 no polimérfico | mag542 no polimérfico | wmc5163 | no polimérfico
barc219 no polimérfico | gwm1027 | no polimérfico | mag633 no polimérfico | wmc5239 | no polimérfico
cfd168 no polimérfico | gwm1273 | no polimérfico | wmcl67 no polimérfico | wms1186 | no polimérfico
cfd239 no polimérfico | gwm1325 | no polimérfico | wms1235 | no polimérfico | cfd156 no polimérfico
cfd270 no polimérfico | gwm1354 | no polimérfico | Ksum44 no polimérfico | cfd161 no polimérfico
gpw308 no polimérfico | gwm1399 | no polimdrfico | Ksum45 no polimérfico | cfd44 no polimérfico
gpw338 no polimérfico | gwm1691 | no polimérfico | Ksum174 | no polimérfico | cfd62 no polimérfico
gwm991 no polimérfico | gwm1730 | no polimérfico | cfd50 no polimérfico | barc143 no polimérfico
gwm157 no polimérfico | gwm3038 | no polimérfico | cfd73 no polimérfico | barc228 no polimérfico
gwm311 no polimérfico | gwm4110 | no polimdrfico | gpw5237 | no polimérfico | cfd193 no polimérfico
gwm320 no polimérfico | gwm4262 | no polimdrfico | gpw4474 | no polimérfico | gpw2321 | no polimérfico
gwm349 no polimérfico | gwm4820 | no polimdrfico | gpw5141 | no polimérfico | stm731 no polimérfico
gwme608 no polimérfico | gwm739 no polimérfico | wms4685 | no Asociado stm36 no polimérfico
mag2120 no polimérfico | wmcl8 no polimérfico | barc122 no asociado gdm87 Asociado
mag299 no polimérfico | wmc181 no polimérfico | cfd267 no asociado gdm93 Asociado
mag3080,2 | no polimérfico | wmc243 no polimérfico | gdm6 no asociado wms4828 | Asociado
mag3616 no polimérfico | wmc445 no polimérfico | gwm4888 | no asociado wmc361 Asociado
mag4089 no polimérfico | wmc5041 | no polimdrfico | barc1095 | no asociado wmc817 Asociado
mag4059 NA gpw5244 | NA gwm846 no Asociado

wms4691 NA stm9 NA stm730 NA

Los 7 marcadores asociados al gen LrG6 fueron mapeados genéticamente en el
cromosoma 2DL al evaluar la poblacion de 274 RILs (Figura 10) (Tabla Anexo 1).
Los marcadores asociados fueron gdm87, gdm93, wms4828, wmc361, y wmc817,
gue junto con barc159, y gwm382 fueron luego mapeados sobre 274 RILs del
cruzamiento sinvalocho x gama 6 (figura 10). En este nuevo mapa, el gen LrG6
guedo delimitado en un intervalo de 2 cM., con el marcador barc159 distal a 1 cM
y el marcador gdm87 proximal a 1 cM. Mientras que para los marcadores gwm382
y wmc817 las distancias fueron 3,3 cM y 7,3cM proximal, respectivamente. En
cuanto a los marcadores Wms4828, wmc361 y gdm93 las distancias fueron 2,2cM,
7.7cM y 13,4cM distal, respectivamente.

40—
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F—wmcg17

H— gwm 382
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— LrG6
— barc159

— wms4828

—wmc361

H— gdmea

Figura 10: Localizacién del gen LrG6 de resistencia en plantula en el cromosoma 2DL. A la
izquierda se muestran las distancias genéticas (cM). A la derecha se muestra la posicion de los
marcadores, donde XgdmX, XwmcX, Xbarc y los XgwmX son microsatélites.
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i. Desarrollo de marcadores moleculares ligados al gen LrG6
mediante la utilizacion de herramientas gendmicas.

Para ampliar la busqueda de marcadores asociados al gen LrG6 se realizd un
estudio sobre secuencias parciales de ADN del brazo cromosoémico. Considerando
los estudios de sintenia publicados, la region cromosémica donde se encontraria
el gen LrG6 seria sinténico con el cromosoma 5 de B. distachyon (The
International Brachypodium Initiative). Teniendo en cuenta esta informacioén se
realiz6 un alineamiento local de las secuencias de los primers de los SSRs
previamente asociados al gen de resistencia LrG6 (barc159 y gwm382), sobre los
ensamblados parciales del brazo 2DL en el repositorio de secuencias
correspondientes al proyecto de secuenciacion del genoma de trigo IWGSC.
Como resultado de este alineamiento se identificaron 2 contigs, que fueron
utilizados para realizar una busqueda usando BLAST contra secuencias de B
distachyon alojadas en los servidores de Gramene (gramene.org) , Phytozome
(phytozome.org) y Plants Ensembl (plants.ensembl.org) identificandose 1
transcripto para el contig correspondiente al marcador gwm382 y una regién no
codificante para el marcador barcl59, en el cromosoma 5 consistente con la
sintenia encontrada con el cromosoma 2 de trigo (International Brachypodium
Initiative, 2010). Se delimitd una regién comprendida por el transcripto Bd59g26812
para gwm382 y el transcripto Bd5g27110, reportado como telomérico por Masaru
lehisa y Shimizu et al (2012). Dentro de esta region se identificaron 51
secuencias de transcriptos, con las cuales se procedié a un nuevo alineamiento
sobre los ensamblados parciales del brazo cromosémico de trigo 2DL identificando
81 contigs adicionales de trigo (Tabla Anexo 2 ). Finalmente con las secuencias
de los contigs identificados en trigo, se realizO una busqueda de regiones
variables, fundamentalmente de microsatélites y mutaciones puntuales (SNPs),
mediante el programa WEBSAT, disefiandose 42 primers para repeticiones de
SSRs (Tabla anexo 3). Teniendo en cuenta las caracteristicas de los primers y
secuencias repetitivas solo fueron ensayados 16 marcadores mediante BSA, de
los cuales 1 no amplificd, 13 resultaron no polimérficos, y 2 asociados (FSs53,
FSs30) a la resistencia que fueron posteriormente mapeados en la poblacién de
RILs.

Con los 7 marcadores asociados mencionados mas arriba (gdm93, gwm382,
gdm87, FSs53, barc159, FSs30, wmc817, wms4828*,*=MTA) vy los 2 marcadores
desarrollados con herramientas gendmicas (FSs53, FSs30) se construyo un
nuevo mapa genético mediante el programa Cartagene con un Lod de 3 y una
distancia maxima de 30 cM, utilizando una poblacion de 274 RILs derivados del
cruzamiento Sinvalocho X Gama6. En este mapa, el gen LrG6 quedd delimitado
en un intervalo de 3,6 cM, con el marcador FSs30 completamente ligado (Figura
11). Mientras que para los marcadores barc159, gdm87, gwm382 y gdm93 las
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distancias fueron 0,6 cM, 2,4cM, 6,1cM y 14,5cM proximal, respectivamente. En
cuanto a los marcadores wmc817 y FSs53 las distancias fueron 3 cM y 6,6 cM
distal, respectivamente.

~

— gdm93
8,4 —

H— gwm382
3,7

F— gdm87
1,8 —

! | |~ barc159

0,6 L JFss30
30— | ILrce

—— wmc817
3,3
H— FSs53

Figura 11: Localizacion del gen LrG6 de resistencia en plantula en el cromosoma 2DL. A la
izquierda se muestran las distancias genéticas (cM). A la derecha se muestra la posicién de los
marcadores, donde XgdmX, XwmcX, Xbarc y los XgwmX son microsatélites y FSsX
corresponde a los marcadores disefiados en esta Tesis.

3.1. b. Desarrollo de marcadores moleculares y mape 0 genético del gen
LrSV1

Para la busqueda de nuevos marcadores asociados al gen de resistencia LrSV1
se evaluaron 87 SSRs publicos localizados en el cromosoma 2DS (Tabla 11).
Cabe mencionar que la localizacion del gen LrSV1 fue confirmada en base a
evaluaciones usando lineas ditelo y nulitetrasémicos para el cromosoma 2DS
(Ingala et al. 2012). Se evaluaron 87 marcadores de los cuales 36 resultaron no
polimorficos, 41 polimérficos y 10 no amplificaron. De los 41 polimorficos 9
marcadores resultaron asociados a la resistencia en las pruebas de BSA.

Tabla 11: Resultados obtenidos de las pruebas de BSA para el conjunto de marcadores anclados
al cromosoma 2DS. NA: No amplifica. * Confidencial/l MTA

Marcador condicién Marcador condicién Marcador condicién Marcador condicién

Xib100 no polimérfico Dg236 no polimérfico barc168 no asociado wmcll2 no asociado

Xib128 no polimérfico DG244 no polimérfico barc230 no asociado | wmc149 no asociado

Xib66 no polimérfico DG260 no polimérfico barc297 no asociado | wmcl67 no asociado
Xib87 no polimérfico | gpw2088 | no polimdrfico barc95 no asociado wmcl8 no asociado
Xib89 no polimérfico | gwm815* | no polimdrfico cfd1l no asociado | wmc431 no asociado
Xib90 no polimérfico | gwm886* | no polimdrfico cfd116 no asociado wmc453 no asociado
Xib91 no polimérfico | gwm102 no polimérfico cfd02 no asociado wmc630 no asociado
Xib99 no polimérfico | gwm1418 | no polimdrfico cfd6é5 no asociado | gwm4830* | no asociado

barc124 no polimérfico | gwm157 | no polimdrfico gdm19 no asociado | gwm4739* | no asociado
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barc90 no polimérfico | gwm210 | no polimdrfico gpw332 no asociado | gwm721* | no asociado
cfd160 no polimérfico | gwm249 | no polimdrfico | gpw4080 | no asociado wmcll no asociado
cfd36 no polimérfico | gwm515 | no polimdrfico | gpw5176 | no asociado | gwm539 no asociado
cfd43 no polimérfico | gwm614 | no polimdrfico | gwm1099* | no asociado gwm484 no asociado
cfd77 no polimérfico | gwm702* | no polimérfico | gwm4893* | no asociado | gwm4515* | no asociado
DG072 no polimérfico | mag277 | no polimdrfico gwm1i12 no asociado | gwm4775* | no asociado
DG086 no polimérfico | mag3589 | no polimdrfico gwm113 no asociado gwm358 no asociado
DG087 no polimérfico | wmcl11ll | no polimdrfico cfd255 NA cfd48 NA
gwm4815* | no polimérfico | wmc470 | no polimérfico gpw361 NA cfd56 NA
cfd53 Asociado gwm?296 asociado gwm30 NA gwm37 NA
gdm35 Asociado gwm455 asociado gdm107 NA barc145 NA
gdm5 Asociado wmc25 asociado gdm77 NA cfd17 NA
gwm261 Asociado wmc 503 asociado cfd51 asociado

Los marcadores asociados fueron cfd51, gdm35, gdm5, gwm455, gwm296,
gwm261, wmc503, cfd53 y wmc25, que fueron luego mapeados sobre 274 RILs
del cruzamiento Sinvalocho x Gama 6 (Figura 12) (Tabla Anexo 4) . En este
nuevo mapa, el gen LrSV1 quedd6 delimitado en un intervalo de 3,1 cM, con el
marcador gwm?296 distal a 0,4cM y el marcador gwm?261 proximal a 2,7 cM.

Mientras que para los marcadores gdm5, gwm455, gdm35 y cfd51 las distancias
fueron 2,4cM, 4,5cM, 9,7cM y 15,5¢cM proximal, respectivamente. En cuanto a los
marcadores cfd53, wmc503 y wmc25 las distancias fueron 6,4 cM, 10cM y 16,5

cM distal, respectivamente.
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Figura 12: Localizacion del gen de resistencia en planta adulta denominado provisoriamente
LrSV1 en el cromosoma 2DS. A la izquierda se muestran las distancias genéticas (cM). A la
derecha se muestra la posicién de los marcadores, donde XgdmX, XwmcX, Xbarc y los XgwmX
son microsatélites.
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i.Desarrollo de marcadores moleculares ligados al gen LrSV1
mediante la utilizacion de herramientas gendmicas.

Con las secuencias de los marcadores flanqueantes del gen LrSV1 se realizd un
alineamiento sobre ensamblados parciales del cromosoma 2D de trigo, lo que
permitié identificar 1 contig con el marcador gdm5, 1 contig con el marcador
gwm296 y ninguno para el marcador gwm261. Para este udltimo, como se
menciond en Materiales y Métodos, se realiz6 una seleccion indirecta usando el
marcador DG087 asociado al gen de enanismo Rht8, el cual se encuentra en un
grupo de ligamiento estrechamente ligado (0,6cM) al marcador gwm261 (Gasperini
et al. 2012), lo que permitid seleccionar un contig para este marcador. Con los 3
contigs identificados en los ensamblados parciales del cromosma 2D de trigo se
realizé un BLAST en distintas bases de datos de secuencias correspondientes al
cromosoma 5 de Brachypodium distachyon. Se identificaron  secuencias
correspondientes a 3 transcriptos de B. distachyon (B59g02480 para el marcador el
marcador gdm5, Bd5g02830 para el marcador gwm296 y Bd5g02980 para el
marcador DG087) que delimitaron una regién en el cromosoma 5 de esa especie,
consistente con la sintenia encontrada con el cromosoma 2D de trigo (International
Brachypodium Initiative, 2010). En la region (delimitada por los transcriptos Bd5g
02480 y Bd5g02980) se identificaron 35 transcriptos con los cuales se procedio a
un nuevo alineamiento sobre los ensamblados parciales correspondientes al
cromosoma 2DS de trigo, identificAndose finalmente 45 contigs. Paralelamente,
los transcriptos de B distachyon se analizaron contra bases de datos de
secuencias de especies cercanas como Hordeum vulgare, Oryza sativa y
Sorghum bicolor. Se utilizaron 5 transcriptos de O. sativa, se procedié a un nuevo
alineamiento sobre los contigs anclados a los brazos del cromosoma 2 de trigo
identificAndose 7 contigs. Sobre esta seleccion de 52 contigs de trigo en total
(Tabla Anexo 5) se realizo la identificacion de regiones variables utilizando el
software WEBSAT (Martins et al. 2009) para identificacion de motivos de
microsatélites, disefiandose finalmente 19 pares de primers de SSRs (Tabla
anexo 6), que fueron evaluados por su asociacion con la resistencia mediante
BSA. De los 19 microsatélites 17 resultaron monomorficos y uno, el FSs70, resulto
asociado en las pruebas de BSA y consiguientemente fue mapeado en la
poblacion de 274 RILs, formando un grupo de ligamiento con los 9 marcadores
mencionados mas arriba. El marcador FSs70 mape6 a 1,4 cM proximal al gen
LrSV1, determinando un intervalo de 1,8 cM con el marcador distal gwm296
(Figura 13).
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Mientras que para los marcadores gdm5, gwm455, gdm35 y cfd51 las distancias
fueron 2,3cM, 4,4cM, 9,6cM y 15,4cM proximal, respectivamente. En cuanto a los
marcadores gwmz261, cfd53, wmc503 y wmc25 las distancias fueron 3,8 cM, 7,6

cM, 11,2 cMy 17,8 cM distal, respectivamente.

M1 cfd51
5,8

H— gdm35

F— gwm455
217 Gams
| 9dm
(l)’?1~=/ gwm296
14— I~ LrSV1
’ I [~ FSs70

F— gwm261

2,47

3,87
1 cfd53
3,6
M— wmc503

—— wmc25

Figura 13: Localizaciéon del gen de resistencia en planta adulta denominado provisoriamente
LrSV1 en el cromosoma 2DS. A la izquierda se muestran las distancias genéticas (cM). A la
derecha se muestra la posicién de los marcadores, donde XgdmX, XwmcX, Xbarc y los XgwmX

son microsatélites y FSsXX corresponde a los marcadores disefiados en esta Tesis.
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3.2 Introgresion de genes de resistencia y selecciond el fondo genético

La introgresion de genes de resistencia y seleccién del fondo genético en las
variedades comerciales se realiz0 segun el esquema descripto en el apartado
2.2.d (Figura 9), a excepcidn del apartado 3.2.3, que alli se detalla.

En todos los casos, para la seleccion del fondo genético se tuvieron cuenta las
evaluaciones con los marcadores moleculares asi como también se considero el
parecido fenotipico con el padre recurrente, razén por la cual en los distintos
cruzamientos se pueden observar individuos que no fueron seleccionados a pesar
de presentar mayores porcentajes de genoma recurrente (GR%)

3.2.1 Introgresion de los genes LrSV1, LrSV2 y LrG6 en la variedad
comercial Onix
A partir de 10 plantas F1 del cruzamiento ONIX x RIL46 se obtuvieron 198 plantas

BC1 de las cuales 94 resultaron resistentes a la infeccion con la raza de roya
Ma07 Bg9 que identifica al gen LrG6 (x* 1:1, p=0.47). Posteriormente las plantas
portadoras del gen LrG6 fueron evaluadas con los marcadores Xgwm261 y
Xgwmb33, asociados a los genes LrSV1 y LrSV2 de planta adulta,
respectivamente, y se seleccionaron 19 plantas heterocigotas portadoras de los
tres genes de resistencia (Tabla Anexo 7) .

Se evaluo el fondo genético de las 19 plantas selectas con 31 marcadores SSRs
(Tabla Anexo 8) lo que permitio seleccionar 4 plantas para el BC2 con
porcentajes de genoma recurrente (Onix) de 79-87% (Tabla 12) (Figura 14),
considerando asimismo el parecido fenotipico con el padre recurrente.

Tabla 12 Analisis de los 31 microsatélites polimérficos entre los parentales RIL 46 y Onix
ensayados para evaluar el fondo genético del padre recurrente de las plantas selectas BC1
portadoras de los tres genes de resistencia. Se muestra la cantidad de homocigotas (1) para la
variedad comercial (Onix) y cantidad de Heterocigotas (H). La fila GR% corresponde a porcentaje
de genoma recurrente donde (GR%= [cant 1+ (0.5 cant H)/(cant 1+cant H+cant 0)] x 100 )

5 18 26 30 37 39 40 53 58 62 64 65 67 71 78 79 83 94 36

CANT.1 [13 12 11 12 11 11 7 14 14 6 12 11 12 10 8 7 10 7 14
CANT.H | 9 11 11 9 5 6 15 7 8 12 7 7 9 11 12 13 10 13 5
GR% |80 76 75 79 84 82* 66 83* 82 67 8 8 79" 74 70 68 75 68 87*

25 100,00

90,00

20 80,00

1 9 _ 9 5 70,00
7
7
5 6 B ! g2 i 13 60,00

50,00
10 MGR%

40,00
5 30,00

20,00

10,00
5 13 26 30 37 3¢ 40 53 58 62 64 65 67 71 78 79 83 94 36 ’

o000 S LI LB L IL L DL R P DL L P T L

meant.1 - cent.H A 5 13263037 3940535862646567717879 8309436 B

Figura 14 . Gréfico de barras de la cantidad de marcadores en estado heterocigota y
homocigota en los individuos seleccionados. A. “1” es homocigota para Onix, “H” es
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heterocigota y “0” es homocigota para RIL46; B. porcentaje de genoma recurrente GR% de las
plantas selectas.

Estas 4 plantas selectas en el BC1 se retrocruzaron con Onix obteniéndose 225
plantas BC2, de las cuales 124, resultaron portadoras del gen LrG6 al ser
evaluadas con la raza Ma07Bg9 (x* 1:1, p=0.12), y se evaluaron luego con los
SSRs asociados genes a los genes LrSV1 y LrSV2 (Xgwm261 y Xgwm533,
respectivamente), permitiendo seleccionar 22 plantas heterocigotas para los 3
genes de resistencia (Tabla Anexo 9) .

Se analiz6 el fondo genético de las 22 plantas selectas con 29 SSRs (Tabla

Anexo 10) seleccionandose finalmente 9 plantas con porcentajes de genoma
recurrente que oscilaron entre el 85y 96 % (Tabla 13) (Figura 15).
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Tabla 13: Andlisis de los 29 microsatélites polimérficos entre los parentales RIL 46 y Onix ensayados para evaluar el fondo genético del padre
recurrente de las plantas selectas BC2 portadoras de los tres genes de resistencia. Se muestra la cantidad de homocigotas (1) para la variedad
comercial (Onix) y cantidad de Heterocigotas (H). La fila GR% corresponde a porcentaje de genoma recurrente donde (GR%-= [cant 1+ (0.5 cant
H)/(cant 1+cant H+cant 0)] x 100 )

7 8 14 15 16 17 20 26 46 54 56 62 73 75 81 85 87 118 124 136 138 141

CANT. 1 15 18 17 23 18 24 17 17 18 16 16 11 14 19 17 19 13 25 22 22 25 21
CANT. H 11 9 9 5 9 4 11 6 5 8 10 14 11 8 8 8 14 3 4 4 2 6
%GR | 78,8 833 827 911* 833 929* 804 87* 89,1* 833 808 72 78 852 84 852* 741 946* 92,3 923* 96,3* 88,89*

W %GR

7 8 141516 1720 26 46 54 56 62 73 75 81 85 87 118124136138141 oA NAENEE B 5NN I BN EENE B

~oo st n oSO
mcant. 1 mcant. H A S aa AR

26
46 )
54
56

ﬁﬁﬁﬁﬁ

Figura 15 . Grafico de barras de la cantidad marcadores en estado heterocigota y homocigota en individuos seleccionados. A: “1” es homocigota
para Onix, “H” es heterocigota y “0” es homocigota para RIL 46. B. Porcentaje de genoma recurrente GR% de los individuos seleccionados.
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Estas 9 plantas fueron autofecundadas y se obtuvieron 1458 plantas de las

cuales 387 resultaron resistentes a la infeccion con roya, por lo tanto portadoras

del gen LrG6 (x* 1:3, p= 0.17). A las plantas resistentes se las analizé con los

SSRs asociados a los genes de resistencia LrSV1 y LrSV2 (Xgwm261 y

Xgwmb33, respectivamente). En este momento ya fue posible ensayar el

marcador asociado al gen LrG6, barcl59, ya que se encontraba disponible, sin

que fuera necesario utilizar la raza de roya que lo identificaba. El andlisis con los

3 marcadores, permitio seleccionar 19 plantas homocigotas para los marcadores

asociados a los tres genes y 14 plantas homocigotas para dos genes y

heterocigotas para uno de los genes (Tabla Anexo 11).

Las 34 plantas selecionadas fueron evaluadas con el marcador gwm149 asociado
al gen de resistencia Lr12/31 localizado en el cromosoma 4BL (Tabla 14), que
ejerce un efecto complementario al gen LrSV2 para la expresion de resistencia en
planta adulta (Petignat, Tesis licenciatura, 2010; Ferella, Tesis licenciatura, 2013.
En la Figura 16 se muestran los marcadores asociados al gen Lr12/31 y sus
posiciones relativas en el mapa genético (Ferella, Tesis licenciatura 2013).

Tabla 14: Resultado del andlisis de los 34 individuos selectos en la
. autofecundacion del BC2 con el marcador gwm149, ligado al
Lr12/31. Las columnas 1, 3,5y 7 indican nimero de individuo y la
columnas 2, 4, 6 y 8 el marcador analizado, donde 1 Indica
Ll gwmses homocigota tipo padre recurrente, 0 tipo padre donante y H indica
45 | gum 107 Heterocigota y 9 sin dato.
8971 gwms13
13 s ind Gwm149 ind Gwm149 ind Gwm149 ind  Gwml49
21 G182 4 0 24 0 209 9 345 0
12 :fx{gm;‘;? 7 H 49 0 215 9 374 1
i \E;’;’E?;i,a 2 roya 11 H 61 0 233 0 380 0
AR 12 0 64 0 241 0 405 0
28N S 13 0 84 O 252 0 406 0
wme349 15 H 116 O 309 O 412 0
21 H 143 H 312 O 413 0
22 H 162 H 317 O Onix 1
= 23 0 199 0 336 O Ril46 O

Figura 16 : Mapa genético del cromosoma 4BL donde mape6 el gen Lr12/31, construido a partir de
una poblacion de 100 RILs del cruzamiento Sinvalocho x Purplestraw. Se indica el centrémero con
un circulo y a la izquierda la distancia en cM.

I. Validacion de la resistencia en las variedades i  ntrogresadas
Las progenies de estas 34 plantas selectas fueron sembradas en el campo
experimental del IGEAF y evaluadas fenotipicamente por parecido a la variedad
original Onix (control) y por su comportamiento a roya de hoja bajo condiciones de
infeccidn natural. Se seleccionaron finalmente 2 lineas resistentes y con fenotipo
similar al control susceptible (altura, forma de espiga y morfologia foliar evaluadas
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visualmente). A continuacién se muestra un esquema resumido del proceso de
introgresion y seleccion (Figura 17) :

RIL46 x Onix

v

F1 x Onix
v

BC1 198 individuos (94 R a Ma07 Bg9 (LrG6))
19 portadores de LRSV1 y LrSV2)
31 SSRs para fondo genético: 4 plantas con %GR: 79-87

BC1 x Onix

v
BC2 225 individuos (124 R a Ma07 Bg9 (LrG6))

22 portadores de LrSV1y LrSV2)
29 SSRs para fondo genético: 9 plantas con %GR: 85- 96 .

Autofecundacion

Autofecundacion BC2 1458 individuos (387 R a Ma07 Bg9 (LrG6))
34 portadoras de al menos un alelo LrSV1, LrSV2 LrG6 y Lr12/31

Figura 17. Esquema de la introgresion asistida por marcadores, para la introgresion de los genes
de resistencia LrG6, LrSV1, LrSV2. Se utilizé el donor RIL46I (resistente) y como padre recurrente
a la variedad comercial Onix (susceptible)

En las retrocruzas se utilizaron dos grupos de marcadores: los marcadores ligados a los genes de
resistencia y los marcadores de seleccion de fondo genético.

En total, se realizaron dos retroruzas y una autofecundacion para obtener las lineas introgresadas.
Se confirmé ademas la presencia del gen Lr12/31 en las 34 lineas introgresadas. Finalmente,
luego de la validacion de la resistencia se seleccionaron 2 lineas.

3.2.2 Introgresion de los genes LrSV1, LrSV2 y LrG6 en la variedad

comercial Relmo Siriri
A partir de 10 plantas F1 del cruzamiento Relm¢ Siriri x RIL46 se obtuvieron 215
plantas BC1 de las cuales 106 resultaron resistentes a la infecciéon con la raza
Ma07 Bg9 (x* 1:1, p= 0.84) que identifica al gen LrG6. Estas plantas resistentes
fueron evaluadas con los marcadores Xgwm261 y Xgwmb533 ligados a los genes
LrSV1y LrSV2, respectivamente y se seleccionaron 21 plantas portadoras de los 3
genes (Tabla Anexo 12).

A estas 21 plantas se les evalué el fondo genético por parecido al padre
recurrente R. Siriri utilizando 23 marcadores microsatélites (Tabla Anexo 13) , y se
seleccionaron 2 plantas para el BC2 con porcentajes de genoma recurrente de 77-
84% (Tabla 15) (Figura 18).
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Tabla 15: Andlisis de los 23 microsatélites polimérficos entre los parentales RIL 46 y R. Siriri ensayados para evaluar el fondo genético del padre
recurrente de las plantas selectas BC1 portadoras de los tres genes de resistencia. Se muestra la cantidad de homocigotas (1) para la variedad
comercial (R. Siriri) y cantidad de Heterocigotas (H). La fila GR% corresponde a porcentaje de genoma recurrente donde (GR%-= [cant 1+ (0.5
cant H)/(cant 1+cant H+cant 0)] x 100 )

3 5 7 8 9 13 14 20 35 38 44 46 48 65 69 73 74 87 88 93 94
CANT. 1 12 7 9 5 5 11 14 12 15 12 13 12 12 15 10 13 7 12 13 8 10
CANT. H 10 14 15 15 18 13 11 12 7 10 8 8 11 9 11 12 16 8 9 15 13
GR% ‘77,27 66,67 68,75 62,5 609 7292 78 75 84,09+ 77,3 80,952* 80 76,1 81,25 73,8 76 65217 80 7955 674 72
30 90,00
2 80,00
70,00
20 i 7 9 12 60,00
5 10 N 15 N 13 12 0 8 3 11 | I 3 9 N 13 5000
0 i 40,00 mGR%
30,00
5
20,00
0 10,00
3 5 7 8 9 13 14 20 35 38 44 46 48 65 69 73 74 87 88 93 94 :
goo (BB R EEEEENEEENENENRENENRER
mcant.1 mcant.H 3 5 7 8 9 1314203538 4446 48 6569 73 74 87 88 93 94 B

Figura 18. Grafico de barras de la cantidad marcadores en estado heterocigota y homocigota en individuos seleccionados. A: “1” es homocigota
para R. Siriri, “H” es heterocigota y “0” es homocigota para RIL 46. B. Porcentaje de genoma recurrente  GR% de los individuos seleccionados.
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Estas dos plantas fueron cruzadas por Relmé Siriri obteniéndose 143 plantas BC2
de las cuales 75 fueron resistentes a la infeccién con la raza Ma07Bg9 (x* 1:1, p=
0.56) y luego estas plantas resistentes fueron evaluadas con los marcadores
Xgwm261 y Xgwmb533 y se seleccionaron 16 plantas heterocigotas para los 3
genes de resistencia (Tabla Anexo 14 ).

Estas 16 plantas fueron evaluadas con 31 SSRs para evaluar el fondo genético
(Tabla Anexo 15) y se seleccionaron finalmente 8 plantas con porcentajes de
genoma recurrente de 84-97% que fueron autofecundadas (Tabla 16)(Figura 19).

Tabla 16: Andlisis de los 31 microsatélites polimoérficos entre los parentales RIL 46 y R. Siriri
ensayados para evaluar el fondo genético del padre recurrente de las plantas selectas BC2 portadoras
de los tres genes de resistencia Se muestra la cantidad de homocigotas (1) para la variedad comercial
(R. Siriri) y cantidad de Heterocigotas (H). La fila GR% corresponde a porcentaje de genoma
recurrente donde (GR%= [cant 1+ (0.5 cant H)/(cant 1+cant H+cant 0)] x 100 )

12 18 24 26 28 37 45 56 65 69 71 72 74 75 76 77
cant.1 25 24 21 22 18 19 19 26 22 25 23 26 24 24 28 22
cant. H 4 6 10 6 9 6 10 4 7 4 7 4 5 7 2 6
%GR 93 90* 84* 89* 83 83 83 93 88 93* 88 93* 91* 89 9O7* 89*

35 120

100

80

60

W %GR

40

2 3 12 18 24 26 28 37 45 56 65 69 71 72 74 75 76 77

Wcant.1 Wcant.H 2 3121824262837 45 566569 717274 7576 77

Figura 19. Gréfico de barras de la cantidad marcadores en estado heterocigota y homocigota en
individuos seleccionados. A: “1” es homocigota para R. Siriri, “H” es heterocigota y “0” es homocigota
para RIL 46. B. Porcentaje de genoma recurrente  GR% de los individuos seleccionados.
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Se obtuvieron 997 plantas provenientes de la autofecundacion de las 8 selectas,
de las cuales 229 (x* 1:3, p=0.14) resultaron resistentes a la raza Ma07Bg9 y
fueron evaluadas con los marcadores asociados a los genes LrSV1 y LrSV2.
También se confirmo la presencia del marcador barc159 asociado al gen LrG6
(Tabla Anexo 16) . El andlisis con los marcadores, permitié seleccionar 8 plantas
homocigotas para los marcadores asociados a los tres genes y 8 plantas
homocigotas para dos genes y heterocigotas para uno de los genes. Se identifico
la presencia del gen Lr12/31 en las 16 plantas selectas (Tabla 17).

Tabla 17: Resultados del andlisis de los16 individuos selectos en la autofecundacién del BC2 con
el marcador gwm149, ligado al Lr12/31 del cromosoma 4BL (ver mapa en cruzamiento Onix x
RIL46). Las columnas 1, 3,5, 7 y 9 correspondes al nimero de individuo y las columnas 2,4,6, 8 y
10 corresponden al marcador , donde 1 Indica homocigota tipo padre recurrente, 0 tipo padre
donante y H indica Heterocigota.

Gwm149 Ind Gwmil49 Ind Gwmi149 Ind Gwmi149 Ind Gwm149
Ind
10 O 67 H 124 0 176 0 Relmo Siriri 1
14 0 95 H 133 H 208 H RIL46 0
47 H 100 O 144 0 226 H
65 H 111 © 172 0 238 H

i.Validacion de la resistencia en las variedades in  trogresadas

Las progenies de estas 16 plantas selectas fueron sembradas en el campo
experimental del IGEAF y evaluadas fenotipicamente por parecido a la variedad
original R. Siriri (control) y por su comportamiento a roya de hoja bajo condiciones
de infeccién natural. Se seleccionaron finalmente 2 lineas resistentes y con
fenotipo similar al control susceptible (altura, forma de espiga y morfologia foliar
evaluadas visualmente). A continuacion se muestra un esquema resumido del
proceso de introgresion y seleccion (Figura 20 ):
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RIL46 x R.Siriri

!

F1 x R.Siriri

BC1 215 individuos (106 R a Ma07 Bg9b (LrG6))
21 portadores de LRSV1y LrSV2
l 23 SSRs para fondo genético: 2 plantas con %GR: 77-84

BC1 x R.Sirir{

BC2 143 individuos (75 R a Ma07 Bg9 (LrG6))
16 portadores de LrSV1y LrSV2
31 SSRs para fondo genético: 8 plantas con %GR: 84- 97 %.
Autofecundacion

Autofecundaciéon BC2 997 individuos (229 R a Ma07 Bg9 (LrG6))
16 portadoras de al menos un alelo LrSV1, LrSV2 LrG6 y Lr12/31

Figura 20 . Esquema de la introgresion asistida por marcadores, para la introgresion de los genes
de resistencia LrG6, LrSV1, LrSV2. Se utiliz6 el donor RIL46 (resistente) y como padre recurrente
a la variedad comercial R.Siriri (susceptible)

En las retrocruzas se utilizaron dos grupos de marcadores: los marcadores ligados a los genes de
resistencia y los marcadores de seleccion de fondo genético. En total, se realizaron dos retroruzas
y una autofecundacién para obtener las lineas introgresadas. Se confirmé ademas la presencia del
gen Lr12/31 en las 16 lineas introgresadas. Finalmente, luego de la validacion de la resistencia se
seleccionaron 2 lineas.

3.2.3 Introgresion de los genes LrSV1, LrSV2 y LrG6 en la variedad
comercial Klein Don Enrique (KDE)

En este caso patrticular, se contaba con dos plantas portadoras de los genes de
resistencia LrSV1, LrSV2 y LrG6 que habian sido seleccionadas durante la tesis
de Licenciatura de Lopez (FCEN UBA, 2007).

Estas dos plantas provenientes de la autofecundacion del BC1 de KDE X RIL 46,
con parecidos del 71% y 65 % a KDE (Lopez, Tesis Licenciatura 2007), fueron
retrocruzadas con KDE (BC2) y se obtuvieron 66 progenies. Al evaluar estas
progenies con la raza Ca 04 KDE, que identifica al gen de resistencia LrG6, todas
las plantas fueron resistentes. Las 66 progenies también fueron evaluadas con los
marcadores gwm533 y gwm261, ligados a los genes LrSV2 y LrSV1,
respectivamente, permitiendo seleccionar 21 plantas heterocigotas para los 3
genes de resistencia (13 provenientes de un BC2 y 8 del otro). Estos resultados
indican que las 2 plantas usadas para el BC2 eran homocigotas para el gen de
resistencia LrG6 y heterocigotas para los genes LrSV1y LrSV2 (x* 3: 1 p: 0,20).
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Estas 21 plantas fueron evaluadas a campo frente a las poblaciones naturales de
P. triticina en el IGEAF y también el fondo genético por su parecido a KDE con un
minimo 55 marcadores polimdrficos (Tabla Anexo 17 ), seleccionandose 4 plantas
con porcentajes de genoma recurrente de 93 al 96 (Tabla 18) (Figura 21) y un
rango de respuesta de resistencia (R) a moderada resistencia (MR).

Tabla 18: Andlisis de los 55 microsatélites polimérficos entre los parentales RIL 46 y KDE
ensayados para evaluar el fondo genético del padre recurrente de las plantas selectas del BC2 de la
autofecundacion del BC1 portadoras de los tres genes de resistencia. Se muestra la cantidad de
homocigotas (1) para la variedad comercial (KDE) y cantidad de Heterocigotas (H). La fila GR%
corresponde a porcentaje de genoma recurrente donde (GR%= [cant 1+ (0.5 cant H)/(cant 1+cant
H+cant 0)] x 100)

SELECTA 18
3 11 19 26 28 31 33 40
GR% | 94,73* 93,18 91,40 87,09 92,30 90,98 87,09 95

SELECTA 11

\ 3 10 13 16 18 19 20 21 28 32 33 36 37
GR 959 959 0916 96,7 957 949 97, 933 944 943 952 935 941
% 6* 0 6 2 6* 1 5 3 4 5 3 4* 6

cant1 %0
| GRY%

30 mcantH

3 ‘11‘1Q‘26‘28‘31‘33‘AO‘ 3 ‘10‘13‘16‘18‘1‘1‘20‘21‘28‘32‘33‘36‘37 B
Figura 21. Grafico de barras de la cantidad marcadores en estado heterocigota y homocigota en
individuos seleccionados. A: “1” es homocigota para KDE, “H” es heterocigota y “0” es homocigota
para RIL 46. B. Porcentaje de genoma recurrente GR% de los individuos seleccionados.

3 11192628 31 33 40 3 10 13 16 18 19 20 21 28 32 33 36 37

Las 4 selectas fueron autofecundadas por dos generaciones y evaluadas con la
raza Ca04KDE y los marcadores gwm533 y gwm261. Las pruebas de progenie de
55 plantas con la raza de roya permitieron identificar 16 familias homocigotas
(tamafio promedio de las familias 12-13 plantas) resistentes para el gen LrG6 (x>
1:2:1 p=0,5-0,3) de las cuales se seleccionaron 83 plantas que fueron evaluadas
con los marcadores ligados a los genes de resistencia LrSV1 y LrSV2, llegando a
una seleccién final de 8 plantas homocigotas para los 3 genes de resistencia
introgresados (x* 1:15 p= 0,20).

La variedad de trigo KDE es portadora del gen de resistencia Lr26, derivado de la
translocacion de centeno 1B/1R (Zeller et al, 1973). Se han reportado marcadores
asociados para este gen de resistencia, como el SCAR dominante SCSS30.2

59



(Das, et al 2006), el cual fue ensayado en las progenies de las 8 plantas
homocigotas selectas, permitiendo realizar una seleccién adicional de aquellos
individuos portadores de al menos un alelo del gen Lr26.

Las ocho plantas seleccionadas fueron evaluadas asimismo con el marcador
gwm149 asociado al gen de resistencia Lr12/31 localizado en el cromosoma 4BL
gue complementa la expresion del gen de resistencia LrG6 en planta adulta,
permitiendo apilar en las mismas un total de 5 genes de resistencia.

Finalmente cabe mencionar que en las progenies de las 8 plantas selectas se
ensay0d y confirm6 la asociacion del marcador barcl59, localizado en el
cromosoma 2D con el gen de resistencia LrG6.

i.Validacion de la resistencia en las variedades in  trogresadas
Las progenies de estas 8 plantas selectas fueron sembradas en el campo
experimental del IGEAF y evaluadas fenotipicamente por parecido a la variedad
original KDE (control) y por su comportamiento a roya de hoja bajo condiciones de
infeccién natural. Se seleccionaron finalmente las 8 lineas resistentes y con
fenotipo similar al control susceptible (altura, forma de espiga y morfologia foliar
evaluadas visualmente).

3.2.4 Introgresion del cromosoma 2BS en la variedad comer cial Bio INTA
1001
A partir del cruzamiento de Bio INTA 1001 por 10 individuos F1 del cruzamiento
Bio INTA 1001 x Buck Manantial, se obtuvieron 308 plantas BC1. Estas plantas
fueron ensayadas con el marcador molecular wmc764 que se encuentra asociado
al gen de resistencia Lr16.
Ademés para seleccionar el resto del cromosoma 2BS de Buck Manantial se
utilizaron los siguientes marcadores polimorficos: wmc597, gwm148 y gwm374,
ubicados en los mapas genéticos a lo largo del brazo corto del cromosoma 2B. Se
seleccionaron 22 plantas heterocigotas para distintas combinaciones de los
marcadores (Tabla Anexo 18 ).

Estas 22 plantas selectas fueron analizadas con 29 marcadores al azar para
evaluar el fondo genético del padre recurrente (Tabla Anexo 19 ), seleccionandose
6 plantas BC1 con porcentajes de genoma recurrente 78-85% (Tabla 19)(Figura
22), para realizar la retrocruza 2 (BC2).

60



Tabla 19: Analisis de los 29 microsatélites polimérficos entre los parentales Buck Manantial y BioINTA1001 ensayados para evaluar el fondo genético del
padre recurrente de las plantas selectas del BC1 portadoras de las distintas combinaciones de los marcadores del 2BS. Se muestra la cantidad de
homocigotas (1) para la variedad comercial (BioINTA1001) y cantidad de Heterocigotas (H). La fila GR% corresponde a porcentaje de genoma recurrente
donde (GR%= [cant 1+ (0.5 cant H)/(cant 1+cant H+cant 0)] x 100 )

41 48 52 71 84 86 96 103 128 173 257
CANT. 1 14 14 17 16 16 14 13 12 11 17 11
CANT. H 12 11 10 13 8 13 10 15 10 12
GR% 76,92 78* 815* 7759 833* 75926 78,26 786 71,2 81,481 73,91*
35 100,00
10 90,00
- 80,00
13 10 11 8 70,00
20 12 11 B g 13 inl 1351312 | ENE [ | | 6 60,00
15 ° 50,00
HGR%
10 40,00
30,00
5
20,00
0 10,00
41 48 52 71 84 86 96 103128130136144167170173180184191248257266278
B B
Mcant. 1 cant. H R =T T = O = e A T

Figura 22. Grafico de barras de la cantidad marcadores en estado heterocigota y homocigota en individuos seleccionados. A: “1” es homocigota
para BioINTA1001 “H” es heterocigota y “0” es homocigota para B. Manantial. B. Porcentaje de genoma recurrente  GR% de los individuos

seleccionados.
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Del BC2 se obtuvieron 474 plantas. Estas plantas fueron ensayadas con el
marcador molecular wmc764, que se encuentra asociado al gen de resistencia
Lrl6.

Ademéas para seleccionar el resto del cromosoma 2BS de B Manantial se
utilizaron los siguientes marcadores polimorficos: wmc597, gwm148 y gwm374,
ubicados en los mapas genéticos a lo largo del brazo corto del cromosoma 2B. Se
seleccionaron 22 plantas heterocigotas para distintas combinaciones de los
marcadores (Tabla Anexo 20 ).

Se evalué el fondo genético de las 22 plantas selectas por parecido al padre
recurrente con 28 SSRs (Tabla Anexo 21 ), seleccionandose 10 plantas con un
parecido de 83-90% (Tabla 20) (Figura 23) y posteriormente fueron
autofecundadas .
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Tabla 20: Analisis de los 28 microsatélites polimérficos entre los parentales Buck Manantial y BioINTA1001 ensayados para evaluar el fondo
genético del padre recurrente de las plantas selectas del BC2 portadoras de las distintas combinaciones de los marcadores del 2BS. Se muestra
la cantidad de homocigotas (1) para la variedad comercial (BioINTA1001) y cantidad de Heterocigotas (H). La fila GR% corresponde a porcentaje
de genoma recurrente donde (GR%= [cant 1+ (0.5 cant H)/(cant 1+cant H+cant 0)] x 100 ).

5 60 69 129 131 153 174 263 270 306 310 313 332 335 338 340 342 376 405 420 453 501

CANT. 1 15 18 13 22 18 21 18 14 15 17 15 21 14 19 18 18 17 16 19 15 4 18

CANT. H 12 9 14 6 7 6 10 12 10 5 11 5 14 9 9 8 11 12 7 3 1 4

GR% 78 833* 74,1 89 86* 889* 821 i 80 88,6* 79 90 75 839 833 85 804 79 86,54 91,7 90* 90,91*
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Figura 23 . Gréfico de barras de la cantidad marcadores en estado heterocigota y homocigota en individuos seleccionados. A: “1” es homocigota
para BioINTA1001 “H” es heterocigota y “0” es homocigota para B. Manantial. B. Porcentaje de genoma recurrente GR% de los individuos
seleccionados.
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De la autofecundacion de estas 10 plantas se obtuvieron 1734 plantas de las
cuales 428 resultaron resistentes a la raza de roya que identifica al gen Lr16 (x°
1:3 p=0.76). Las plantas resistentes fueron evaluadas con los marcadores
moleculares del 2BS wmc764, wmc597, gwm148 y gwm374 y se seleccionaron 29
plantas con la mayor cantidad de marcadores homocigotas similares al padre
resistente (Buck Manantial) (Tabla Anexo 22 ).

i.Validacion de la resistencia en las variedades in  trogresadas

Las progenies de estas 29 plantas selectas fueron sembradas en el campo
experimental del IGEAF y evaluadas fenotipicamente por parecido a la variedad
original BioINTA 1001 (control) y por su comportamiento a roya de hoja bajo
condiciones de infeccion natural. Se seleccionaron finalmente 4 lineas resistentes
y con fenotipos similares al control susceptible (altura, forma de espiga y
morfologia foliar evaluados visualmente). A continuacion se muestra un esquema
resumido del proceso de introgresion y seleccion (Figura 24 ):

Buck Manantial x Bio INTA 1001

!

F1 x Bio INTA 1001

BC1 308 individuos
22 portadores de Lr1l6 y 4 SSRs del 2BS
l 29 SSRs para fondo genético: 6 plantas con %GR:78-85

BC1 x Bio INTA 1001

|

BC2 474 individuos
22 portadores de Lr1l6 y 4 SSRs del 2BS
28 SSRs para fondo genético: 10 plantas con %GR: 83- 90 %.
Autofecundacion

Autofecundacién BC2 1734 individuos (428 R a raza de roya que identifica a (Lr16))
29 portadoras de al menos un alelo 4 SSRs del 2BS

Figura 24 . Esquema de la introgresion asistida por marcadores, para la introgresion del
cromosoma 2BS, que contiene a los genes BMP1, Lrl16 y Lr13.Se utilizé el donor Buck Manantial
(resistente) y como padre recurrente a la variedad comercial Bio INTA 1001 (susceptible)

En las retrocruzas se utilizaron dos grupos de marcadores: lo marcadores asociados al brazo corto
del cromosoma 2 (2BS) y los marcadores de seleccion de fondo genético

En total, se realizaron dos retroruzas y una autofecundacion para obtener las lineas introgresadas.
Finalmente, luego de la validacion de la resistencia se seleccionaron 4 lineas.
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3.2.5 Introgresion del cromosoma 2BS en la variedad comer  cial ACA801

A partir del cruzamiento de ACA 801 por 10 individuos F1 del cruzamiento
ACA801 x Buck Manantial, se obtuvieron 210 plantas BC1. Estas plantas fueron
ensayadas con la raza de roya MaO7 Baguette9, que identifica al gen de
resistencia Lrl6 localizado en el extremo distal del cromosoma 2BS, permitiendo
seleccionar 94 plantas resistentes (x* 1:1 p=0.13) Para seleccionar el resto del
2BS de B Manantial se utilizaron los siguientes marcadores polimorficos:
Xgwm257, Xgwm403, Xwmc597, Xbarc124, Xgwm636 y Xgwm630, ubicados en
los mapas genéticos a lo largo del brazo corto. Se seleccionaron 22 plantas
heterocigotas para distintas combinaciones de los marcadores (Tabla Anexo 23).
El marcador wmc764 resulté heterocigota para las 22 plantas evaluadas ya que
este marcador esta asociado al gen de resistencia Lr16).

Estas 22 plantas selectas fueron analizadas con 22 marcadores al azar para
evaluar el fondo genético del padre recurrente (Tabla Anexo 24 ), seleccionandose
2 plantas BC1 con porcentajes de genoma recurrente del 71-77 % (Tabla 21) (
Figura 25), para obtener el BC2.
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Tabla 21: Analisis de los 28 microsatélites polimérficos entre los parentales Buck Manantial y ACA801 ensayados para evaluar el fondo genético
del padre recurrente de las plantas selectas del BC1 portadoras de las distintas combinaciones de los marcadores del 2BS. Se muestra la
cantidad de homocigotas (1) para la variedad comercial (ACA801) y cantidad de Heterocigotas (H). La fila GR% corresponde a porcentaje de
genoma recurrente donde (GR%= [cant 1+ (0.5 cant H)/(cant 1+cant H+cant 0)] x 100 )

2 4 10 12 14 16 20 31 34 42 45 59 65 67 77 79 81 93 94 11 17 97
CANT. H 7 8 14 11 9 7 11 12 15 12 11 10 14 6 12 9 14 12 15 17 12 3
CANT. 1 11 12 6 9 13 17 10 9 7 9 15 15 11 11 7 9 12 10 11 10 14 15
GR% 8055 80 65 725 795 8542 7381 7143 6591 7143 7885 80 72 8235 6842 75 7308 72,73 71,15 685 76,9* 0917
30 100,00
90,00
23 1c 80,00
20 SHERE ERENR 70,00
15 EEEEZERENT | 60,00
50,00 B GR%
10 40,00
5 30,00
o 20,00
2 4101214152031 344245596567 7779819394 111797 10,00
0,00 B

W cant. B

cant. 1

2 4 10 12 14 16 20 31 34 42 45 59 65 67 77 79 81 93 94 11 17 97

Figura 25. Gréfico de barras de la cantidad marcadores en estado heterocigota y homocigota en individuos seleccionados. A: “1” es homocigota
para ACA801 “H” es heterocigota y “0” es homocigota para B. Manantial. B. Porcentaje de genoma recurrente GR% de los individuos

seleccionados.
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Del BC2 se obtuvieron 303 plantas, de las cuales 139 plantas resultaron
resistentes a la infeccion con roya Ma07 Baguette9 (x°1:1 p=0.15) y heterocigotas
para el analisis con el marcador wmc764. Estas plantas resistentes se evaluaron
con los marcadores del 2BS: Xgwml148, Xgwm403, wmc597, Xgwm374 vy
Xgwm630 y se seleccionaron 22 plantas con entre 4 y 5 de los marcadores en
estado heterocigota (Tabla Anexo 25) .

Se evaluo el fondo genético de las plantas selectas por parecido al padre
recurrente con 29 SSRs (Tabla Anexo 26 ), seleccionandose 7 plantas con un con
porcentajes de genoma recurrente (ACA801) de 80-86% (Tabla 22) (Figura 26) y
posteriormente fueron autofecundadas.
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Tabla 22: Analisis de los 29 microsatélites polimérficos entre los parentales Buck Manantial y ACA801 ensayados para evaluar el fondo genético
del padre recurrente de las plantas selectas del BC2 portadoras de las distintas combinaciones de los marcadores del 2BS. Se muestra la
cantidad de homocigotas (1) para la variedad comercial (ACA801) y cantidad de Heterocigotas (H). La fila GR% corresponde a porcentaje de
genoma recurrente donde (GR%= [cant 1+ (0.5 cant H)/(cant 1+cant H+cant 0)] x 100 )

50 51 53 54 57 58 59 73 140 172

CANT. 1 14 14 16 16 18 16 20 17 17 13
CANT. H 13 13 13 11 8 9 8 12 10 16
GR% \ 759 759 77,6 79,6 846* 82* 857 793 759 81,5* 80,8 72,4
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Figura 26. Grafico de barras de la cantidad marcadores en estado heterocigota y homocigota en individuos seleccionados. A: “1” es homocigota
para ACA801 “H” es heterocigota y “0” es homocigota para B. Manantial. B. Porcentaje de genoma recurrente GR% de los individuos

seleccionados.

68



De la autofecundacion de las 7 plantas se obtuvieron 1115 plantas de las cuales
299 resultaron resistentes a la raza de roya que identifica al gen Lr16 (x* 3:1
p=0.16). Las plantas resistentes fueron evaluadas con los  marcadores
moleculares del 2BS Xgwm630, Xgwm148, Xgwm374 y Xgwm403 (Tabla Anexo
27) y se seleccionaron 19 plantas con la mayor cantidad de marcadores
homocigotas similares al padre resistente (Buck Manantial).

i.Validacion de la resistencia en las variedades in  trogresadas

Las progenies de estas 19 plantas selectas fueron sembradas en el campo
experimental del IGEAF y evaluadas fenotipicamente por parecido a la variedad
original ACA801 (control) y por su comportamiento a roya de hoja bajo condiciones
de infeccion natural. Se seleccionaron finalmente 3 lineas resistentes y con
fenotipos similares al control susceptible (altura, forma de espiga y morfologia
foliar evaluados visualmente). A continuacion se muestra un esquema resumido
del proceso de introgresion y seleccion (Figura 27):

Buck Manantial x ACA801

!

F1 x ACA801

BC1 210 individuos (94 R a Ma07 Baguette9 (Lr16)
22 portadores de Lr16 y 6 SSRs del 2BS
22 SSRs para fondo genético: 2 plantas con %GR:71-77

BC1 x ACA801

|

BC2 303 individuos (139 R a Ma07 Baguette9 (Lr16)
22 portadores de Lr16 y 5 SSRs del 2BS
29 SSRs para fondo genético: 7 plantas con %GR: 80-86.
Autofecundacion

Autofecundacion BC2 1115 individuos (299 R a Ma07 Baguette9 (Lr16))
19 portadoras de al menos un alelo 5 SSRs del 2BS

Figura 27 . Esquema de la introgresién asistida por marcadores, para la introgresion del cromosoma 2BS,
gue contiene a los genes BMP1, Lr16 y Lr13.Se utilizé el donor Buck Manantial (resistente) y como padre
recurrente a la variedad comercial ACA801 (susceptible)

En las retrocruzas se utilizaron dos grupos de marcadores: lo marcadores asociados al brazo corto del
cromosoma 2 (2BS) y los marcadores de seleccion de fondo genético En total, se realizaron dos retroruzas
y una autofecundacion para obtener las lineas introgresadas. Finalmente, luego de la validacion de la
resistencia se seleccionaron 3 lineas.



3.2.6 Introgresion del cromosoma 2BS en la variedad comercial Baguette9

A partir del cruzamiento de Baguette9 por 10 individuos F1 del cruzamiento
Baguette9 x Buck Manantial, se obtuvieron 138 plantas BC1. Estas plantas fueron
ensayadas con la raza de roya MaO7 Baguette9, que identifica al gen de
resistencia Lrl6 localizado en el extremo distal del cromosoma 2BS, permitiendo
seleccionar 75 plantas resistentes (x> 1:1 p=0.31). Para seleccionar el resto del
2BS de B Manantial se utilizaron los siguientes marcadores polimorficos:
Xwmc597, Xbarcl8, Xgwm374 y Xgwm403 (Tabla Anexo 28 ), ubicados en los
mapas geneéticos a lo largo del brazo corto.

Se seleccionaron 22 plantas heterocigotas para distintas combinaciones de los
marcadores. El marcador wmc764 resultd heterocigota para las 22 plantas
evaluadas ya que este marcador esta asociado al gen de resistencia Lr16 y se uso
como control.

Estas 22 plantas selectas fueron analizadas con 28 marcadores al azar para
evaluar el fondo genético del padre recurrente (Tabla Anexo 29 ), seleccionandose
5 plantas BC1 con un parecido del 78-86 % con Baguette9 (Tabla 23) (Figura27),
para realizar la retrocruza 2 (BC2).
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Tabla 23: Andlisis de los 28 microsatélites polimoérficos entre los parentales Buck Manantial y Baguette9 ensayados para evaluar el fondo

genético del padre recurrente de las plantas selectas del BC1 portadoras de las distintas combinaciones de los marcadores del 2BS. Se muestra
la cantidad de homocigotas (1) para la variedad comercial (Baguette9) y cantidad de Heterocigotas (H). La fila GR% corresponde a porcentaje de
genoma recurrente donde (GR%-= [cant 1+ (0.5 cant H)/(cant 1+cant H+cant 0)] x 100 )

2 9 15 16 18 21 25 30 31 38 44 45 46 47 48 54 56 57 58 66 72 73
CANT. 1 19 17 18 18 18 17 25 16 13 19 11 18 15 20 16 21 25 21 21 15 14 25
CANT. H 17 19 12 17 16 13 10 18 21 15 20 11 19 15 17 16 10 13 13 17 22 10
%GR 76,4 73,61 80 757 76,47 7833 8571* 735 6912 77941* 68 81 7206 786 74 78 86 809* 809 73 694 857*
a0 20
35 80
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Figura 27 : Gréfico de barras de la cantidad marcadores en estado heterocigota y homocigota en individuos seleccionados. A: “1” es homocigota
para Baguette9 “H” es heterocigota y “0” es homocigota para B. Manantial. B. Porcentaje de genoma recurrente GR% de los individuos

seleccionados.
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Del BC2 se obtuvieron 337 plantas, de las cuales 177 plantas resultaron
resistentes a la infeccién con roya Ma07 Baguette9 (x*1:1 p=0.35). Estas plantas
resistentes se evaluaron con los marcadores del 2BS: wmc597, barc18, Xgwm374
y Xgwm403 (Tabla Anexo 30 ) y se seleccionaron 19 plantas con entre 3y 4 de los
marcadores en estado heterocigota. EI marcador wmc764 resultd heterocigota
para las 19 plantas evaluadas ya que este marcador esta asociado al gen de
resistencia Lrl16.

Se evaluo el fondo genético de estas selectas por porcentajes de genoma
recurrente con 27 SSRs (Tabla Anexo 31), seleccionandose 8 plantas con
porcentajes de genoma recurrente de 85-94% (Tabla 24) (Figura 28) vy
posteriormente fueron autofecundadas.
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Tabla 24: Andlisis de los 28 microsatélites polimorficos entre los parentales Buck Manantial y Baguette9 ensayados para evaluar el fondo
genético del padre recurrente de las plantas selectas del BC2 portadoras de las distintas combinaciones de los marcadores del 2BS . Se muestra
la cantidad de homocigotas (1) para la variedad comercial (Baguette9) y cantidad de Heterocigotas (H). La fila GR% corresponde a porcentaje de
genoma recurrente donde (GR%= [cant 1+ (0.5 cant H)/(cant 1+cant H+cant 0)] x 100 )

4 12 13 14 16 19 30 31 37 53 56 59 60 141 152 153 166 168 171

CANT. 1 21 19 16 15 18 19 16 19 15 15 15 18 15 14 20 19 19 24 22
CANT. H 6 8 9 12 8 8 8 7 11 10 9 7 10 12 7 7 7 3 5
GR% 88,89* 852* 82 78 84,6 852 833 865 7885 80 81,3 86* 80 76,92 87* 86,5 86,54 94,4* 90,7*
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Figura 28. Grafico de barras de la cantidad marcadores en estado heterocigota y homocigota en individuos seleccionados. A: “1” es homocigota

para Baguette9 “H” es heterocigota y “0” es homocigota para B. Manantial. B. Porcentaje de genoma recurrente GR% de los individuos
seleccionados.
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De la autofecundacion de estas 8 plantas se obtuvieron 1997 plantas de las cuales
529 resultaron resistentes a la raza de roya que identifica al gen Lr16 (x* 1:3,
p=0.12). Las plantas resistentes fueron evaluadas con los  marcadores
moleculares del 2BS wmc764, wmc597, Xbarcl8 y Xgwm403 (Tabla Anexo 32 )y
se seleccionaron 30 plantas con la mayor cantidad de marcadores homocigotas
similares al padre resistente (Buck Manantial).

i.Validacion de la resistencia en las variedades in  trogresadas

Las progenies de estas 30 plantas selectas fueron sembradas en el campo
experimental del IGEAF y evaluadas fenotipicamente por parecido a la variedad
original baguette 9 (control) y por su comportamiento a roya de hoja bajo
condiciones de infeccion natural. Se seleccionaron finalmente 1 linea resistente y
con fenotipo similar al control susceptible (altura, forma de espiga y morfologia
foliar evaluada visualmente). A continuacion se muestra un esquema resumido del
proceso de introgresion y seleccion (Figura 29 ):

Buck Manantial x Baguette9

}

F1 x Baguette9

|

BC1 138 individuos (75 R a Ma07 Baguette9 (Lr16))
22 portadores de Lrl6 y 4 SSRs del 2BS
28 SSRs para fondo genético: 5 plantas con %GR: 78-86

BC1 x Baguette9

|

BC2 337 individuos (177 R a Ma07 Baguette9 (Lr16)
19 portadores de Lr16 y 4 SSRs del 2BS
27 SSRs para fondo genético: 8 plantas con %GR: 85-94.
Autofecundacion

Autofecundacién BC2 1997 individuos (529 R R a Ma07 Baguette9 (Lr16))
30 portadoras de al menos un alelo 4 SSRs del 2BS

Figura 29. Esquema de la introgresion asistida por marcadores, para la introgresion del
cromosoma 2BS, que contiene a los genesBMP1, Lr16 y Lr13.Se utilizd el donor Buck Manantial
(resistente) y como padre recurrente a la variedad comercial Baguette 9 (susceptible) En las
retrocruzas se utilizaron dos grupos de marcadores: lo marcadores asociados al brazo corto del
cromosoma 2 (2BS) y los marcadores de selecciéon de fondo genético En total, se realizaron dos
retrocruzas y una autofecundacion para obtener las lineas introgresadas. . Finalmente, luego de la
validacion de la resistencia se seleccion6 una linea.
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3.2.7 Introgresion del cromosoma 2BS en la variedad comercial Buck

Bigua
A partir del cruzamiento de Buck Bigua por 10 individuos F1 del cruzamiento Buck
Biguad x Buck Manantial, se obtuvieron 283 plantas BC1. Estas plantas fueron
ensayadas con la raza de roya BgO7 Baguette9, que identifica al gen de
resistencia Lrl16 localizado en el extremo distal del cromosoma 2BS, permitiendo
seleccionar 139 plantas resistentes (x> 1: 1 p=0.77) Para seleccionar el resto del
2BS de B Manantial se utilizaron los siguientes marcadores polimorficos: gwm257,
gwm374, barcl24 y gwm630 ubicados en los mapas genéticos a lo largo del
brazo corto. Se seleccionaron 19 plantas heterocigotas para distintas
combinaciones de los marcadores (Tabla Anexo 33 ). El marcador wmc764 resultd
heterocigota para las 22 plantas evaluadas ya que este marcador estd asociado al
gen de resistencia Lr16.

Estas 19 plantas selectas fueron analizadas con 34 marcadores al azar para
evaluar el fondo genético del padre recurrente (Tabla Anexo 34 ), seleccionandose
5 plantas BC1 con porcentajes de genoma recurrente del 72-80% (Tabla 25)
(Figura30), para realizar la retrocruza 2 (BC2).
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Tabla 25: Andlisis de los 28 microsatélites polimérficos entre los parentales Buck Manantial y Buck Bigua ensayados para evaluar el fondo genético
del padre recurrente de las plantas selectas del BC1 portadoras de las distintas combinaciones de los marcadores del 2BS . Se muestra la cantidad
de homocigotas (1) para la variedad comercial (Buck Bigud) y cantidad de Heterocigotas (H). La fila GR% corresponde a porcentaje de genoma

recurrente donde (GR%-= [cant 1+ (0.5 cant H)/(cant 1+cant H+cant 0)] x 100 )

19 20 21 33 35 41 45 48 51 52 68 84 87 85 90 91 95 96 97 109 123 124
CANT. 1 19 17 11 15 18 20 15 12 17 16 15 19 15 15 17 20 14 19 16 17 13 19
CANT.H | 14 16 23 16 15 13 19 21 17 17 19 13 18 17 15 14 18 13 17 15 20 14
GR% 78,79 75,76 66,18 74,19 77,27* 80,30 72,06 68,18 7500 74,24 72,06* 79,69* 72,73 73,44 7656 79,41 71,88 79,69* 74,24* 76,56 69,70 78,79
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Figura 30 . Gréfico de barras de la cantidad marcadores en estado heterocigota y homocigota en individuos seleccionados. A: “1” es homocigota
para Buck Bigua “H” es heterocigota y “0” es homocigota para B. Manantial. B. Porcentaje de genoma recurrente GR% de los individuos

seleccionados.
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Del BC2 se obtuvieron 409 plantas, de las cuales 207 plantas resultaron
resistentes a la infeccién con roya Bg07 Baguette9 (x* 1:1 p=0.8). Estas plantas
resistentes se evaluaron con los marcadores del 2BS: gwm257, gwm374, barc124
y gwm630 (Tabla Anexo 35 ) y se seleccionaron 22 plantas con entre 4 y 5 de los
marcadores en estado heterocigota.

Se evalud el fondo genético de estas selectas por parecido al padre recurrente con
33 SSRs (Tabla Anexo 36 ), seleccionandose 7 plantas con porcentajes de
genoma recurrente 81-88% (Tabla 26)(Figura 31) y posteriormente fueron
autofecundadas.
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Tabla 26: Analisis de los 28 microsatélites polimérficos entre los parentales Buck Manantial y Buck Bigua ensayados para evaluar el fondo

genético del padre recurrente de las plantas selectas del BC2 portadoras de las distintas combinaciones de los marcadores del 2BS . Se muestra
la cantidad de homocigotas (1) para la variedad comercial (Buck Bigua) y cantidad de Heterocigotas (H). La fila GR% corresponde a porcentaje de
genoma recurrente donde (GR%= [cant 1+ (0.5 cant H)/(cant 1+cant H+cant 0)] x 100 )

10 11 32 34 40 47 64 70 75 85 91 109 122 123 175 182 183 190 192 201 204 205
CANT. 1 23 17 20 18 20 24 19 17 16 17 18 21 21 16 19 20 18 18 21 20 21 24
CANT. H 8 15 13 15 12 9 12 16 15 12 6 8 11 15 10 10 7 9 9 13 10 9
GR% | 87,1 77 803 77,3 8l* 86* 806 758 758 79 88 86* 828 76 82,8 833 86* 833 85 80* 83,9* 86,4
ar : ,
25 W B2 | s M AR 9 13 10 sa
20 | 6 d & 22
15 & | | |
: L 1]
Al 111l | |
: » 1L 11 | |
o » ALl 11 | |
10 1132 38 40 4/ 64 /0 /5 85 91 1091221251/5182183190192201 208205 | I‘I‘I‘ ‘ ‘I‘I‘I‘I‘ i | I‘ ‘I‘ B

mcant.1 mcant.H

Figura 31 . Gréfico de barras de la cantidad marcadores en estado heterocigota y homocigota en individuos seleccionados. A: “1” es homocigota
para Buck Bigua “H” es heterocigota y “0” es homocigota para B. Manantial. B. Porcentaje de genoma recurrente  GR% de los individuos

seleccionados.
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De la autofecundacion de estas 7 plantas se obtuvieron 2214 plantas de las cuales
509 resultaron resistentes a la raza de roya que identifica al gen Lr16 (x2 1:3 p=0.32).
Las plantas resistentes fueron evaluadas con los marcadores moleculares del 2BS
gwm257, gwm374, barcl24 y gwm630 (Tabla Anexo 37 ) vy se seleccionaron 21
plantas con la mayor cantidad de marcadores homocigotas similares al padre
resistente (Buck Manantial).

i.Validacion de la resistencia en las variedades in  trogresadas

Las progenies de estas 21 plantas selectas fueron sembradas en el campo
experimental del IGEAF y evaluadas fenotipicamente por parecido a la variedad
original Buck Bigua (control) y por su comportamiento a roya de hoja bajo
condiciones de infeccion natural. Se seleccionaron finalmente 4 lineas resistentes
y con fenotipos similares al control susceptible (altura, forma de espiga y
morfologia foliar evaluados visualmente). A continuacién se muestra un esquema
resumido del proceso de introgresion y seleccion (Figura 32 ):

Buck Manantial x Buck Bigua

!

F1 x Buck Bigua

BC1 283 individuos (139 R a Bg07 Baguette9 (Lr16))
19 portadores de Lr16 y 4 SSRs del 2BS
34 SSRs para fondo genético: 5 plantas con %GR:72-80

BC1 x Buck Bigua

BC2 409 individuos (207 R a Bg07 Baguette9 (Lr16)
22 portadores de Lr1l6 y 4 SSRs del 2BS
33 SSRs para fondo genético: 7 plantas con %GR: 81-88.
Autofecundacion

Autofecundaciéon BC2 2214 individuos (509 R a Bg07 Baguette9 (Lr16))
21 portadoras de al menos un alelo 4 SSRs del 2BS

Figura 32 . Esquema de la introgresion asistida por marcadores, para la introgresion del
cromosoma 2BS, que contiene a los genes BMP1, Lrl16 y Lr13.Se utilizé el donor Buck Manantial
(resistente) y como padre recurrente a la variedad comercial Buck Bigua (susceptible)En las
retrocruzas se utilizaron dos grupos de marcadores: lo marcadores asociados al brazo corto del
cromosoma 2 (2BS) y los marcadores de seleccidén de fondo genético.En total, se realizaron dos
retroruzas y una autofecundacion para obtener las lineas introgresadas. . Finalmente, luego de la
validacion de la resistencia se seleccionaron 4 lineas.
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Finalmente, cabe mencionar que se validé el marcador molecular Wmc764 ligado
al gen Lrl6 (Altieri et al, 2008) para las introgresiones cuyo parental donor era
Buck Manantial. Se comprobé que todos aquellos individuos selectos que eran
resistentes a la raza de roya que identifica al gen Lrl6 presentaban el mismo alelo
gue el parental resistente.

En las Figuras 33 y 34 se muestran ejemplos del aspecto de las lineas selectas a
campo y el detalle de la infeccion en el recuadro superior derecho

Figura 33. Se muestran las lineas introgresadas sembradas a campo y el detalle de la infeccion de
la linea comercial susceptible (Baguette 9, Buck Bigua y ACA801) y la infeccion del parental
resistente Buck Manantial. BM corresponde a Buck Manantial, Bg9 corresponde a Baguette 9, BB
corresponde a Buck Bigua.
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Onix  Ril46

1)
1)

Figura 34. Se muestran las lineas introgresadas sembradas a campo y el detalle de la infeccion de
la linea comercial susceptible (BioINTA1001, Relmo Sirir y Onix) y la infeccidn del parental

resistente Buck Manantial o RIL 46 segun el cruzamiento. BM corresponde a Buck Manantial, Bl
corresponde a BioINTA1001.
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4. DISCUSION

4.1 Desarrollo de mapas genéticos de mediana/altar  esolucion que

incluyen a los genes de resistenciaaroya delah ojadeltrigo LrSV1y

LrG6
La disponibilidad de mapas genéticos y fisicos permite posicionar con precision los
genes y marcadores ligados a los mismos en los cromosomas, lo cual facilita la
introgresion de genes de interés y, entre otras posibilidades, si se dispone de
mapas de alta resolucion, el clonado posicional de los mismos (Harper & Cande et
al. 2000). Mientras los mapas genéticos de baja resolucion son Utiles para
determinar grupos de ligamiento y localizaciones cromosémicas, los mapas de
mediana o alta resolucion permiten definir con mayor precision el orden de los
marcadores y las distancias entre los mismos, y disponer de intervalos confiables,
especialmente para avanzar en la busqueda de nuevos marcadores informativos
utilizando las nuevas herramientas de gendémica, no solo en la especie en estudio,
sino también en las especies afines o emparentadas. Los intervalos robustos
aseguran una introgresion correcta de los genes o regiones cromosOmicas de
interés, y también sustentan las busquedas confiables de regiones homoélogas en
los bancos de secuencias de ADN.
En esta Tesis se trabajé con los genes LrSV1 y LrG6 previamente reportados
como asociados a genes de resistencia a roya de la hoja, con el objetivo de
obtener lineas con resistencia durable y alta similitud con el fondo genético de las
variedades comerciales. La informacion disponible para los marcadores asociados
a los genes LrSV1 y LrG6 con los que contabamos al comienzo de esta Tesis
resultaron del mapeo de baja resolucion sobre una poblacién de 91 RILs del
cruzamiento Sinvalocho X Gama 6 (Ingala, Tesis doctoral, 2008). De alli la
decision de mejorar estos mapas, ampliando el nimero de individuos de la
poblacion de mapeo en estudio y haciendo uso de la informacién gendmica
disponible para la especie para lograr mapas de mediana resolucion.

Para el mapeo de mediana resolucion de los genes LrSV1 y LrG6 se trabajo con
una poblacion ampliada del cruzamiento Sinvalocho X Gama6 que consiste de
274 RILs, lo que permitid lograr mapas de mediana resolucion, y de gran
confiabilidad para ser usados en la introgresibn de genes, con una oferta de
marcadores asociados que permiten tener mayores probabilidades de encontrar
polimdrficos para la incorporacion potencial de genes de resistencia en distintas
variedades para mejorar su comportamiento a roya de hoja. La estrategia de
mapeo utilizada en este trabajo es el método de BSA (Bulk segregant analysis,
Michelmore et al. 1991), que resulta muy eficaz para identificar marcadores
asociados a los genes de resistencia. Esta tarea se facilitdé principalmente por la
disponibilidad de poblaciones RILs que permitieron realizar pruebas tanto con
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marcadores, como con razas del patdgeno. La naturaleza autdbgama del trigo
permiti6 un manejo simple de las generaciones y la disponibilidad de stocks
citolégicos y marcadores publicos, que han alcanzado un considerable grado de
desarrollo en el trigo, facilitaron las localizaciones cromosomicas.

4.1.a Mapeo mapeo genético del gen LrG6

El gen LrG6 de resistencia en plantula, proveniente de la linea experimental
Gamab6 localizado en el cromosoma 2DL, constituye una novedad como fuente de
resistencia, ya que en la bibliografia no existen reportes de genes de plantula en
este cromosoma. Asimismo, el cruzamiento de esta linea con Sinvalocho permitid
identificar 2 genes de resistencia en planta adulta y marcadores asociados a los
mismos. En un principio el gen LrG6 fue ubicado en el cromosoma 2BL, con 2
marcadores asociados (Ingala et al. 2012). Sin embargo, a partir del estudio
abordado en esta Tesis usando 50 marcadores SSRs disponibles para ese brazo
cromosomico, no se encontraron nuevos marcadores asociados. Dado que esta
localizacion en el cromosoma 2BL estuvo basada en un mapa de baja resolucion,
y sin confirmacion citologica, se procedio a evaluar nuevamente su localizacion
cromosOmica mediante el uso de nulitetrasomicos, ditelosbmicos y especies
diploides vy tetraploides de trigo, llegandose a la conclusion que el gen LrG6 se
localizaba en el cromosoma 2DL. Se procedié a una nueva busqueda de
marcadores en ese brazo teniendo como referencia el mapa consenso publicado
por Sommers et al. (2004). A partir de la evaluacién de 78 SSRs, se identificaron
8 marcadores asociados al gen LrG6, que fueron posteriormente mapeados en la
poblacién de 274 RILs. Estos marcadores formaron un grupo de ligamiento con el
gen LrG6, confirmando su ubicacion en la regién distal del cromosoma 2DL, en un
intervalo de 2 cM definido por los marcadores gdm87 y barc159. El gen de
resistencia se ubicé en ese intervalo a 1cM de ambos marcadores (Figura 10).
Los marcadores usados en este estudio habian sido mapeados en la region distal
del cromosoma 2DL (Sommers et al. 2004). La falta de precision en la localizacion
inicial del gen en el cromosoma 2BL, puede ser explicada por el bajo nimero de
marcadores del mapa de ligamiento para los cromosoma 2D y 2B, lo cual condujo
a una asignacion erronea por el programa usado en ese momento (Ingala et al.
2012)
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4.1.b Mapeo mapeo geneético del gen LrSV1

La basqueda de nuevos marcadores asociados al LrSV1 a partir de informacion
bibliogréfica resultd exitosa, ya que se pudo conformar un grupo de ligamiento con
9 marcadores en el cromosoma 2DS, donde pudieron adicionarse 4 nuevos
marcadores al mapa elaborado previamente por Ingala et al. (2012). EI mapa
inicial ubicaba 5 marcadores en un intervalo de 16.8 cM que incluia al gen de
resistencia LrSV1 a 7.1cM del marcador gwm261 usado en las introgresiones. El
nuevo mapa obtenido a partir del andlisis de 274 RILs, incorpor6 4 marcadores
nuevos en la regidon estudiada, lo que permitid definir junto con el marcador
gwm261 un intervalo de 11 cM ahora con el marcador gwm296 a 0,4cM del gen
LrSV1 (Figura 12).

El gen LrSV1, de resistencia en planta adulta, fue localizado en el cromosoma
2DS donde fueron reportados los genes de resistencia en planta adulta Lr22a 'y
Lr22b (Rowland & Kerber 1974, Dick et al. 1979). Al infectar lineas portadoras de
los genes Lr22a y Lr22b con la raza 99-28 de P. triticina que habia identificado al
gen SV1, resultaron resistente y susceptible respectivamente. Estos resultados
indican que el gen SV1 proveniente de Sinvalocho es diferente del Lr22b y que
podria ser alélico del mismo (Ingala et al. 2012). El gen Lr22b (Dyck et al. 1979)
deriva de la antigua variedad americana Marquis de la cual fue aislado
originalmente, y el gen Lr22a (Rowland & Kerber et al, 1974) deriva de Triticum
tauschii que fue introgresado en trigo hexaploide en los afios 70, por lo que es
muy poco probable que este alelo sea el de Sinvalocho.

4.1.c Desarrollo de marcadores moleculares ligados a los genes LrG6 vy
LrSV1 mediante la utilizacion de herramientas gendémicas.

Con el proposito de aumentar la resolucién de la localizacion genética de los
genes de resistencia LrG6 y LrSV1, y obtener nuevos marcadores para utilizar en
el proceso de introgresion en variedades susceptibles a roya de la hoja, en este
trabajo, se recurrio la informacion generada por el proyecto de secuenciacion
genomica de trigo, asi como también la informacion sobre sintenia del genoma de
trigo con el especies relacionadas como O. sativa (arroz) y B. distachyon. Esta
ultima fue propuesta recientemente como organismo modelo de las gramineas y
fue usada especificamente en este trabajo ya que presenta mayor homologia con
el trigo que el arroz (Bossolini et al. 2007).

Este andlisis permitié la caracterizacion de 2 nuevos marcadores informativos.
para las regiones asociadas a los genes LrSV1 y LrG6.



En el caso del gen LrSV1, el nuevo marcador denominado FSs70, se posiciond a
1.4 cM del gen, que junto con el marcador gwm296, ubicado a 0.4 cM distal del
gen de resistencia, definen un nuevo intervalo de 1.8 cM (Figura 13).

Para el gen LrG6, el nuevo marcador FSs30, resultd completamente ligado al
mismo (Figura 11). Ambos ejemplos demuestran la efectividad y precision para
disefiar nuevos marcadores en regiones especificas del genoma de trigo. No solo
resultd efectiva la busqueda de nuevos marcadores a partir de los intervalos
definidos por marcadores flanqueantes a los genes de resistencia, sino también,
como en el caso del LrSV1, a partir de un cluster de marcadores mapeado por
otro grupo para un caracter diferente pero con un ubicacion cromosomica cercana.
Esta situacion se refiere a los marcadores disefiados por Gasperini et al. 2012,
gue a pesar de no ser polimorficos para el cruzamiento analizado, se utilizo la
informacion publicada para el gen Rht8 de enanismo, localizado en las
proximidades del gen LrG6, para poder establecer la sintenia de la region sobre el
cromosoma de interés, con una region sobre el genoma de B. distachyon

La informacién gendmica asociada a la anotacion funcional aporta evidencias
biolégica a la asociacion de los marcadores moleculares con la resistencia. En el
caso de los marcadores FSs30, completamente ligado al gen LrG6 y FSs70
ubicado a 1.4 cM del gen LrSV1, fueron diseiflados sobre regiones que contienen
motivos asociados a proteinas relacionadas con procesos de defensa como
receptores de kinasas ricos en repeticiones de leucina (LRR RKs) y dominios de
tipo sitio de unién a nucleétidos-repeticiones ricas en leucina (NBSLRR) reportado
por Spielmeyer et al. (2000) como asociado a genes de resistencia a roya de la
hoja.

La identificacion de genes responsables de resistencia durable, el conocimiento de
su modo de herencia, localizacion cromosOmica y comportamiento en distintos
ambientes, constituyen una aproximacion para controlar la roya de la hoja,
basada en un mejor conocimiento de las bases genéticas de la interaccion
hospedante-patogeno. El uso de marcadores de ADN para asistir la incorporacion
y selecciébn de genes de resistencia, constituye una herramienta sumamente
valiosa, ya que permite acotar los fragmentos de cromatina que son introgresados
en las variedades a mejorar, minimizando el aporte de caracteres indeseables.

4.2 Piramidacion de genes de resistencia en varied  ades comerciales de
trigo
El mejoramiento tradicional plantea una serie de cuestiones, tanto en términos
biolégicos, como conocer las bases genéticas de los caracteres a mejorar e
identificar de manera inequivoca los principales genes que determinan el caracter,
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como de eficiencia econOmica tales como acelerar al maximo los procesos para
obtener un producto final mejorado.

En el caso particular del mejoramiento para resistencia a royas, si se trata de
incorporar genes simples la seleccion es relativamente sencilla y puede iniciarse
en las generaciones tempranas (Vanzetti et al. 2006, Helguera et al. 2010).

Sin embargo, como se comenté mas arriba, las mejores fuentes de resistencia
presentan genotipos mas complejos, que plantean el desafio de incorporar de
manera eficiente varios genes de resistencia simultaneamente, sin modificar otros
caracteres de interés econémico en el producto final.

La piramidalizacion de genes de resistencia, tanto de plantula como de planta
adulta, puede ser la mejor solucion para el control de esta enfermedad.

La aplicacion de MAS (Marker Assisted Selection) a los programas de
mejoramiento también puede ser ventajosa cuando la seleccion por fenotipo es
costosa, cuando se trata de incorporar genes que son muy afectados por el
ambiente o de expresion tardia, asi como para incorporar genes de resistencia
gue necesitan condiciones especiales para expresarse.

Una estrategia eficiente para introgresar genes es la retrocruza, que permite
recuperar rapidamente el genotipo de la variedad comercial. Cabe mencionar que,
si se compara la retrocruza con una autofecundacion, en cada retrocruza se
reduce en un 50% la heterocigosis y en la autofecundaciéon se homocigotiza solo
el 25% en cada ciclo.

También hay que mencionar que el mejoramiento es muy competitivo, y que
muchas veces se trata de incorporar algun caracter en particular, como resistencia
a enfermedades, en un fondo genético con un porcentaje alto del padre recurrente,
y eso es suficiente para usarlo en cruzas, como material puente de pre
mejoramiento, con las variedades de mayor rendimiento.

En el presente trabajo se utilizaron dos fuentes de resistencia roya de la hoja. Una
de ciclo mediano-corto como el RIL 46 (linea recombinante homocigota en
generacion F8 derivada de la variedad tradicional Sinvalocho MA) utilizado como
donante de los genes LrSV1, LrISV2 y LrG6; Yy otra de ciclo mediano-largo como
Buck Manantial donante del brazo corto del cromosoma 2BS, donde se localizan
varios genes de resistencia. Ambas variedades fueron previamente estudiadas en
el IGEAF, donde se caracterizaron las bases genéticas de las mismas y se
desarrollaron mapas genéticos con marcadores asociados a los genes de
resistencia presentes en las mismas (Ingala et al 2012, Altieri et al. 2008).

Se propuso como estrategia realizar 2 retrocruzas con cada una de las 7
variedades comerciales y una autofecundacion final para homocigotizar los genes
de resistencia.
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Los 3 genes identificados en el RIL 46 fueron introgresados en las variedades
KDE, Onix y Relmo Siriri. El RIL46 utilizado como donante de los genes LrSV1,
LrSV2 y LrG6, es una linea recombinante homocigota en generacion F8, por lo
gue la gran mayoria de sus genes se encuentran en homocigosis, facilitando la
incorporacion simultanea de los mismos. Los genes LrSV1 y LrG6 ya fueron
descriptos en el apartado 4.1, para el gen LrSV2 se contaba con un marcador
asociado, el gwm533 (Ingala et al. 2012) que resulta de un trabajo de mapeo de
alta resolucién sobre la poblacién Sinvalocho x Gama6 (Dieguez et al. 2014). En
la retrocruzas, la probabilidad de obtener individuos heterocigotas para los 3
genes es de 1/8, de alli que en todos los casos se produjeron mas de 100
progenies en cada ciclo (Tabla 27). La probabilidad de recuperar un locus del
padre recurrente en un BC es de Y. Para n loci es (2) ", por lo tanto si se quiere
recuperar un individuo con todos los loci iguales al padre recurrente deben
obtenerse 2" individuos.

Tabla 27: Probabilidad de obtener un individuo en la retrocruza (BC) y en la autofecundacién con
“n” loci.

3LOCI 410CI 5LOCI 6 LOCI N LOCI
PROBABILIDAD BC 1/2)%=1/8 1/2)*= 1116 (1/2) °= 1/32 (1/2)°= 1/64 @)
PROBABILIDAD (3/4)°=27/64=  (3/4)* =81/256  (3/4)°=243/1024 (3/4)°= 729/4096  (3/4)"
AUTOFECUNDACION

0,42 0,31 0,24 0,18

Puede notarse que el nimero necesario de progenies para recuperar un individuo
con todos los loci analizados iguales al padre recurrente es muy grande. Cada
criadero debe adaptar los tamafios de las poblaciones a mejorar a su capacidad
operativa, y los marcadores ofrecen la ventaja de la seleccién precisa del fondo
genético a recuperar, aunque en los Ultimos afios las plataformas de
genotipificacion ofrecen capacidades muy grandes y a costos cada vez mas bajos.

4.2.a Introgresion de los genes de resistencia LrG6, LrSV1 y LrSV2 del
RIL46

En el caso de las introgresiones cuyo donante era el RIL46, se determind durante
el transcurso de esta Tesis la presencia de un gen de resistencia complementario
al gen LrSV2 en el cromosoma 4B con marcadores asociados al mismo (Petignat
Tesis de Licenciatura, 2010; Ferella, Tesis de licenciatura 2013), permitiendo
apilar finalmente en las variedades comerciales KDE, Onix y R. Siriri un total de 4
genes.
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En el caso particular de la variedad de trigo KDE, originalmente portadora del gen
de resistencia Lr26, el uso de un marcador asociado al mismo (Das, et al 2006)
permitid realizar una seleccion adicional en las progenies de las 8 plantas
homocigotas selectas, de aquellos individuos portadores de al menos un alelo de
este gen de resistencia.

4.2.b Introgresion del brazo corto del cromosoma 2B de Buck Manantial

En Buck Manantial los genes BMP1, Lr1l6 y Lrl3 fueron localizados en el brazo
corto del cromosoma 2B. Los genes Lrl6 y BMP1 fueron mapeados en la region
telomérica del cromosoma 2BS (Altieri et al. 2008). En un estudio previo se
determind que los genes Lr16 y BMP1 se encontraban muy ligados, a menos de 3
cM (Altieri et al, 2008), lo que podria sugerir la presencia de un clister de genes
de resistencia en esa region. En trigo, como asi también en maiz, se han
localizado regiones, como ocurre en el cromosoma 3BS de trigo, que conforman
clusters de resistencia no solo a distintas razas de roya, sino también a distintas
enfermedades (Hulbert et al. 1993).

El gen de expresion en planta adulta Lr13, cuya presencia fue sugerida por Dyck
(1989) en Buck Manantial, fue localizado en el tercio proximal de ese brazo
cromosoémico. Teniendo en cuenta las posiciones telomérica y centrémerica de
ambos grupos de genes, se decidio considerar a todo este brazo cromosémico
como fuente de resistencia, ante la posibilidad que exista algun cllister de genes
de resistencia en las inmediaciones de ambos grupos de genes. Por esta razén se
eligieron marcadores que cubrieran la posibilidad de incorporar ambas regiones.
El brazo corto del cromosoma 2BS de B. Manantial fue introgresado en las
variedades Buck Bigua, BioINTA1001, Baguette9 y ACA801 usandose para la
seleccion de ese brazo 5, 4, 5 y 6 marcadores respectivamente. Las
probabilidades para obtener un heterocigoto para 4, 5 o0 6 marcadores son 1/16,
1/32 y 1/64 respectivamente. En todos los casos las progenies superaron los 200
individuos excepto en el BC1 de Baguette9 que fue de 138 individuos.

Ademas de la seleccion por marcadores y en algunos casos, como el gen LrG6 y
Lr16/BMP1, donde se usaron razas de roya, se realiz6 en cada ciclo una seleccion
visual del fenotipo por parecido a la variedad original o padre recurrente (se
considero altura, cafia, hoja bandera y espiga).

Con la metodologia descripta se pudieron seleccionar en el campo, bajo
condiciones de infeccion natural, 21 lineas resistentes a roya de la hoja, muy
similares fenotipicamente a los controles susceptibles de las variedades originales,
con porcentajes de genoma recurrente que oscilaron entre un 81 y 97% (Tabla
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28). Todas estas lineas selectas mostraron tipos de infeccion R-MR (resistencia a
moderada resistencia).

Tabla 28: muestra el rango de porcentaje de genoma recurrente (GR%) por variedad introgresada
en la retrocruza dos y en la autofecundacién.

VARIEDAD NUMERO DE LINEAS FINALES %GR BC2 %GR
INTROGRESADA AUTOFECUNDACION
KDE 5 87-93 95-97
ONIX 2 85-93 89-95
RELMO SIRIRI 2 84-97 88-98
ACA 801 3 82-86 87-90
BAGUETTE 9 1 85-94 86-96
BIOINTA1001 4 83-91 87-93
B BIGUA 4 81-88 86-91

En un BC2 se espera obtener un 87% del fondo genético del padre recurrente.
Estos valores que fueron superados en el caso de KDE, Onix, BioINTA1001,
Baguette9 y Relmo Siriri, en el caso de ACA801 casi se alcanzé el valor promedio.
Claramente se observa una tendencia de los valores de parecido a los promedios
esperados para una retrocruza (Tabla 29 y Tabla 30). La ventaja del uso de
marcadores respecto a la metodologia tradicional es que permite conocer la
composicion real del genotipo seleccionado y no en términos de probabilidad.
Ademas, en estas lineas selectas, con los genes de resistencia homocigotizados,
por cada generacion de autofecundacién adicional se puede aumentar la
homocigocidad del fondo genético en un 25%.

Tabla 29: muestra el Promedio de porcentaje de genoma recurrente por cruzamiento en la la
retrocruza 1 (BC1) y en la retrocruza 2 (BC2).

ONIX RS BB Bl BG9 ACA

BC1 76,58 74,0634 74,85 78,31648 77,04197 75,28545
BC2 85,25 88,4299 81,98441 83,6915 84,3075 79,26035
Tabla 30: muestra el Promedio de porcentaje de genoma recurrente por cruzamiento en la
autofecundacion.

KDE ONIX RS BB BI BG9 ACA

AUTOFEC‘95,1903874 88,93983 91,32243 86,48831 87,76862 88,23063 84,44526

En el trabajo publicado por Moullet et al. (2009), se reporto la obtencion de lineas
introgresadas para 3 genes de resistencia a roya de la hoja de trigo luego de 7
retrocruzas y una autofecundacion. En el trabajo se reporta que luego de 6 afos,
en el final del programa de mejoramiento, se aplico la seleccion asistida por
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marcadores para confirmar la presencia de los genes de resistencia Lr9, Lr24y
Lr22a en las lineas introgresadas. En el presente trabajo, fue posible obtener
lineas introgresadas resistentes a la enfermedad, luego de 2 retrocruzas y una
autofecundacioén, asistiendo la seleccion con marcadores en cada generacion.
Esto implica una reduccién a la mitad en el tiempo y un aumento en la cantidad de
genes introgresados en las lineas.

Como ya se mencion6 al inicio las variedades que presentan resistencia durable a
esta enfermedad presentan niveles bajos a intermedios de infeccion y tipos de
infeccién de moderados a resistentes (pustulas de medianas a pequefas, con halo
necrotico o clorotico) y en ciertas circunstancias de ataques intensos pueden llegar
a tipos intermedios del tipo moderadamente resistente a moderadamente
susceptible. La escala utilizada en este estudio para medir los efectos de los
genes es un indicador del grado de incidencia de la enfermedad y esta
directamente relacionada con las escalas comUnmente utilizadas, donde la
infeccién se mide en términos de porcentaje referido a un control susceptible. Las
lineas portadoras de los genes LrSV1, LrSV2 y LrG6 y del brazo corto del
cromosoma 2B de Buck Manantial fueron las que mostraron el menor nimero de
pustulas por cm? confirmando la hipétesis que la acumulacién de genes de
expresion en planta adulta y plantula son los que brindan mayor proteccion frente
al patdgeno. Cabe mencionar que valores de niumero de pustulas superiores a 40-
50 por cm?, solo son observables en variedades de moderadamente susceptibles
a susceptibles, donde la planta no manifiesta una reaccion de defensa que
provoque muerte celular o clorosis en el tejido, de modo que no impide ocupar el
tejido verde al maximo del potencial del hongo. En cambio cuando se activan
mecanismos de defensa, severos o moderados, el hongo no puede colonizar
plenamente el tejido y la cantidad de pustulas por unidad de superficie se reduce
notablemente y de manera proporcional a la reaccion de la planta. Cuanto mas
intensa la reaccion, menos pustulas y de menor tamafo (Ingala, Tesis doctoral,
2008), situacion que se observa en las lineas portadoras de los cuatro genes de
resistencia.

Cabe mencionar que todas las selecciones se realizaron teniendo en cuenta el
perfil genotipico de los individuos, pero que en Ultima instancia, también deben
tenerse en cuenta otros caracteres de interés agronémico considerados por los
mejoradores y que complementan el analisis de marcadores. Resultan también de
interés aquellos individuos que muestran un bajo porcentaje de similitud con los
parentales donadores de resistencia para ser usados en futuras retrocruzas,
porque aportarian una proporcion pequefia del genoma de las variedades
donantes, en general con caracteristicas agronémicas poco deseables.
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Las lineas mejoradas desarrolladas en este trabajo fueron puestas a disposicion
de 7 criaderos de trigo (ACA, Buck, Klein, Don Mario, Nidera, Sursem e INTA)
para ser usadas en futuros programas de mejora. Segun informacion actual
brindada por el criadero Nidera, la linea mejorada de Baguette 9 estd siendo
evaluada como material para pre-mejoramiento. Mientras que la poblacién de RILs
del cruzamiento Sinvalocho x Gama6 continda siendo estudiada en un nuevo
proyecto de mapeo fino de las regiones cromosOmicas portadoras de los genes
Lr3, LrSV1, LrG6 y el clonado posicional del gen LrSV2 de expresion en planta
adulta.

El germoplasma tradicional de trigo en Argentina es un reservorio de fuentes de
resistencia a roya de la hoja, que puede ser explotado de manera muy eficiente
mediante el uso de marcadores ya que permiten rescatar genes de variedades en
desuso sin incorporar caracteres indeseables para el mejoramiento. Actualmente
también se estan llevando a cabo, en el IGEAF estudios para caracterizar las
bases genéticas de las Variedades Buck Poncho y El Gaucho FA, ambas con
resistencia durable a roya de la hoja, que seguramente ampliaran la oferta de
genes de resistencia para uso en mejoramiento genético.
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5. Conclusiones generales

Este trabajo de Tesis contribuyo a la caracterizacion de las regiones gendmicas de
trigo que contienen fuentes de resistencia a roya de la hoja causada por el hongo
P. triticina, su introgresion y seleccion en materiales comerciales. Tomando como
base los trabajos desarrollados en el IGEAF en el estudio de resistencia a roya, se
avanzo en el mapeo de mediana resolucion de los genes LrSV1y LrG6 y en la
obtencion de lineas mejoradas para resistencia a roya constituyendo un avance
significativo para un programa de mejoramiento por introgresion de genes.

Las conclusiones principales de este trabajo son:

» La construccion de un nuevo mapa genético de los cromosomas 2DL y 2DS
para la poblacion Sinvalocho x Gamasé.

o

La localizacién del gen LrG6 en el cromosoma 2DL. Este gen
aparece como una fuente de resistencia inédita de genes de
resistencia en plantula para este cromosoma.

La delimitacion de un intervalo de 3.6 cM donde esta localizado el
gen LrG6, con el marcador FSs30 completamente ligado.

La delimitacion de un intervalo de 1.8 cM donde esta localizado el
gen LrSV1, con el marcador FSs70 a 1.4 cM y el marcador gwm?296
a 0,4cM del gen.

El desarrollo de nuevos marcadores moleculares para las regiones
gue contienen los genes de resistencia LrSV1 y LrG6 basados en
analisis de sintenia entre los genomas de trigo y B.distachyon.

e La obtencion de 21 lineas mejoradas a partir de dos retrocruzas y una
autofecundacion, con porcentajes de recuperacion del genoma recurrente en
el rango de 86 a 97%. Asi como también la validacion de la resistencia de
las 21 lineas mejoradas en el campo experimental del IGEAF que fueron
evaluadas fenotipicamente por parecido a la variedad original y por su
comportamiento a roya de hoja bajo condiciones de infeccidén natural.
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Tabla Anexo 1: Matriz basica de datos de marcadores moleculares para mapeo del
gen LrG6. Evaluacion de la poblacién de RILs con los 7 SSRs (Columnas 2, 3, 4, 5, 9,
11) previamente asociados por BSA al gen LrG6 y 3 marcadores disefiados (FSs30,
FSs53 y FSs59) ( Columnas 5, 7 y 9) mediante herramientas genémicas. El nimero “1”
corresponde a los alelos pertenecientes a Sinvalocho y “0” a aquellos
correspondientes a Gammaé6. La columna 1 corresponde al nUmero de individuo.
La columna 6 corresponde a la reaccion fenotipica frente a la infeccién con la raza
de roya que identifica al gen donde R es Resistente y S Susceptible.

gdm93 | gwm382 | gdm87 | barcl59 FSs30 LrG6 FSs59 wmc817 FSs53 | wms4828
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Tabla Anexo 2. Identificacion y disefio de marcadores moleculares ligados al gen LrG6

utilizando informacion gendémica. La columna 1 corresponde al marcador en trigo, la

columna 2 al transcripto de B. Dystachion identificado, las columnas 3, 4 y 5 corresponden
al contig de trigo del cromosoma 2DL y la columna SSR corresponde al nombre del primer

disenado.

Marcador en trigo Transcripto B.d | contig 2DL contig 2DL contig 2DL SSR
Bd5g26987 9823640

Gwm382 Bd5g26820 9838569
Bd5g27000 9903307

Vir Bd5g27020 9813993 9901564 FSs25
Bd5g27030 9910443 9757369 FSs64
Bd5g27040 9825189
Bd5g27050 5017222 2540505
Bd5g27070 9877642 3217511
Bd5g27080 9904709 9869753 FSs60
Bd5g26500 214550
Bd5g26510 5908380 9832343
Bd5g26580 9847580 FSs26
Bd5g26587 9884163 FSs61
Bd5g26600 3404062 9907613
Bd5g26510 9853959 9832343 FSs1
Bd5g26580 9847580
Bd5g26587 9884163
Bd5g26600 3404062 9907613
Bd5g26630 9853959 3606741 9866975
Bd5g26640 5379042
Bd5g26660 9784765 9853686

Nucleic acid binding Bd5g26670 9853686 9853685 FSs22
Bd5g26680 9909188 9872399
Bd5g26700 9879746
Bd5g26720 1060731

stress oxidativo Bd5g26725 1060731 FSs31
Bd5g26730 3610190 9835658
Bd5g26740 7675247 8733700
Bd5g26760 9840482 FSs52

Lrr Bd5g26770 9789517 FSs30
Bd5g26782 9770934 9887325 FS<53, FS65,
Bd5g26830 9853962 9739994
Bd5g26835 9910163 9841856 FSs2
Bd5g26840 9741473 9900758
Bd5g26850 9885001 9886651 FSs23, FSs24
Bd5g26867 9771988 9899861
Bd5g26880 9908369 FSs29
Bd5g26890 6072362
Bd5g26900 9740694 505595
Bd5g26907 1502275
Bd5g26917 9862309 9881966
Bd5g26930 9881179 9699114
Bd5g26940 9822586
Bd5g26950 9842722 9873155 FSs3
Bd5g26960 3820166 9908164
Bd5g26980 8149296 9903307
Bd5g27100 9851458 9909448 FSs59
Bd5g27110 9793466
Bd5g27130 9907672 FSs27
Bd5g27150 9908345
Bd5g27160 9908345 9725243
Bd5g27170 9908345 FSs28
Bd5g27200 9876898 3370870
Bd5g27210 9876898 3370870
Bd5g27220 9876898
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Disefio de SSRs para el gen LrG6 usando el programa

WEBSAT

Tabla anexo 3: Marcadores SSRs disefiados en la regién del gen LrG6 usando el
programa WEBSAT. La columna 1 corresponde al nombre del marcador, la columna 2
muestra el nimero de contig sobre el que se disefié el marcadors SSRs. la columna 3
describe el microsatélite y la columna 5 la secuencia de los primers disefiados, la
columna 6 la temperatura de annealing y la Columna 7 el tamafio esperado.

Marcado | Contig repeticion Primer Tm (°C) | tamafi (bsp)
FS<d >2DL 983234 | (T)1C Forward AGCTCCTAAGTTTCACTGGCAI1 59.43¢

Reverse | CACATGCAATACCTCATTTGCT 60.02¢ 33¢
FS2 >2DL_984185 | (GA)18 Forward ACTCAGGATACTCGAACTTGGC 59.77¢

Reverse | AACTGCTTGCATGGGATCTATT 59.993 383
FS3 >2DL_984272 | (TAA)6 Forward | GGGGACCTCTTCGTAAAGACT/ 58.78:

Reverse TCCCTCTTCATCTAAACCTTGC 59.725 359
FS22 >2DL 985368 | (T)1C Forward | TTATGCACCCAAGACCTCCTAT 59.85¢

Reverse | CTAAAATGCACCAACCTTGTGA 60.032 341
FS23 >2DL_988500 | (GCT)E Forward ACTGGGGTCTGATCTCGATT 59.94¢

Reverse | GCTACTCCAACAAACAGCCCT 60.675 194
FS24 >2DL_988500 | (A)10 Forward ACAGCCCATGTTTCCTCAGATA 60.87¢

Reverse | TCATGTTTGACCGCTATTGTTC 60.003 369
FS25 >2DL_990156 | (TAA)24 Forward | CTCGGAATAAAATACACTGCCC 59.86¢

Reverse | AGAAGTAGGTGACGAAGCAGGT 59.45¢ 38t
FS26 >2DL 990470 | (M11 Forward CCACGCAATATGTACTGGAAAA 59.89(

Reverse | AACCGAAAGTAAAACACGGAAC 59.45¢ 22E
FS27 >2DL_990767 | (A)10 Forward | TGATCCACAAGACAAGTCGTAGA 59.78¢

Reverse | CATTTTATCACACTGGCGCTAT 59.169 372
FS28 >2DL_990834 | (AT)9 Forward | CCGTTTTCTTCCCTTTTCAAC” 60.81¢

Reverse | AAATGTGAGCACCAATGTCAAG 60.03" 352
FS29 >2DL 990836 | (A)10 Forward TGCACGTTTACACAAGGTTTTC 60.07¢

Reverse | GCTGTTTGACATTTGCTGTTG’ 60.21¢ 36¢
FS3C >2DL_978951 | (TTTA)4 Forward | GCCTTGCCAGATCAATAACCTA 60.45¢

Reverse | GCATGTGAGGATTTTAGCAACA 60.138 259
FS31 >2DL_106073. | (CA)5 Forward | GTGCATTTGTGTTTGGAAGCT/ 60.17:

Reverse | GGAACCAGATAGCGATGAGAAG 60.228 142
FS&H2 >2DL 984048 | (CTN)4 Forward CAATGCTCAAGACTGATTCCAC 59.74(

Reverse | GCCATTACATCGCTAACTACCC 59.89( 37¢
FS&3 >2DL 988732 | (TTGTA)3 Forward | TCGTCTGTCCTGTCTATCCAG! 59.86"

Reverse | TTGTTTTCTCCCAGTTGTTCCT 60.012 385
FS54 >2DL_988732 | (GAG)8 Forward | TTGAAGATCGCTAAGAGGAAGC 60.11¢

Reverse | TAGTGAGGGATAGAGAGGGCAG 59.864 337
FS&8 >2DL_984305. | (TTG)E Forward AACAGGCATTGACACCACTATG 59.92(

Reverse GAGCACATTTCATTGGGTTCT1 60.36( 317
FS&9 >2DL 985145 | (AT)7 Forward | CAGCATGTGTCTGGGTTGTAT" 59.92(

Reverse | TGTCACCTTTGATCTCACCATC 59.97: 311
FS6C >2DL_986975 | (T)1C Forward TATTGCTGATGTGGATAGGCTC 60.11:

Reverse | GGACGGTGGTCTAATGTTGATT 60.117 264
FS®61 >2DL_988416 | (TG)8 Forward AAGGTGCAAATACCACGACTCT 60.06:

Reverse | CTGCCTCAACCTAACAATAGCC 60.149 313
FS62 >2DL 988593 | (T)1C Forward | ATTCTGTTGGTGCTGAAATGTC 60.03:

Reverse | AGTCTTTCGGAGGTGCTCATAG 59.907 250
FS®63 >2DL 991044 | (T)AC Forward | AGAAAACCGTGACTCGTGAAA 59.76¢

Reverse | CAGTCTTCCTTAGCTTTCGATCA 60.028 186
FS®64 >2DL_991044 | (AAAGC)2 | Forward GACAAGCTGTTTTGCATTTCAC 59.79:

Reverse | ATCGCCCAAGGTTTAAGGTATC 60.545 211
FS®65 >2DL_977093 | (CACCA)2 | Forward CACCAATTCCATGTCTAGCAAA 59.99¢

Reverse TGCAGTGGTATGCTTCTTTCT 59.04« 31€
FS66 >2DL_977093 | TGTTG 2 Forward CATCTCTACATCACCCAGCTC( 61.03¢

Reverse | CTGCTGAACACCAAGAACAAGA 60.46¢ 33C
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Tabla Anexo 4: Matriz basica de datos de marcadores moleculares para mapeo del
gen LrSV1. Evaluacion de la poblacién de RILs con los 9 SSRs (Columnas 2, 3, 4, 5, 6,
8, 9, 12) previamente asociados por BSA al gen LrSvl y 1 marcador disefiado (FSs70)
(Columna 11) mediante herramientas genémicas. EI numero “1” corresponde a los
alelos pertenecientes a Sinvalocho y “0” a aquellos correspondientes a Gammae.
La columna 1 corresponde al numero de individuo. La columna 6 corresponde a la
reaccion fenotipica frente a la infeccion con la raza de roya que identifica al gen
donde R es Resistente y S Susceptible.

cfd51 | gdm35 | gwm455 | gdm5 | gwm?296 | LrSV1 | gwm261 | wmc503 | cfd53 FSs70 | wmc25
0 0 0 0 0 S 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 S 0 0 0 0 1
3 0 0 0 0 0 S 0 0 0 0 0
4 1 1 1 1 1 R 1 1 1 1 1
5 1 1 1 1 1 R 1 1 0 1 1

6 1 1 1 1 1 R 1 1 1 |
7 1 1 1 1 1 R 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 S 0 0 0 0 0
9 1 1 1 1 1 R 1 1 1 1 0
10 0 0 0 0 0 S 0 0 0 0 1
11 0 0 0 0 0 S 0 0 0 0 0
12 1 0 0 0 0 S 0 0 0 0 0

13 1 1 1 1 1 R 1 1 T = 2
14 0 0 0 0 0 S 0 0 0 0 1
15 1 1 1 1 1 R 1 1 1 1 0
16 0 0 1 1 1 R 1 1 1 1 0
17 1 1 1 1 1 R 1 1 1 1 0
18 1 1 1 1 1 R 1 1 1 1 1
19 0 0 0 0 0 s 0 0 0 0 0
20 1 1 1 1 1 R 1 1 1 1 1
21 1 1 1 1 1 R 1 1 1 1 1
2 1 1 1 1 1 R 1 1 1 1 1
23 0 0 0 0 0 R 0 0 0 0 0
24 1 1 1 1 1 R 1 1 1 1 1
25 1 1 1 1 1 R 1 1 1 1 1
26 1 1 1 1 1 R 1 1 1 1 1
27 1 1 1 1 1 R 1 1 1 1 1
28 1 1 1 1 1 R 1 0 0 1 1
29 0 0 0 0 0 S 0 0 0 0 0
30 0 0 0 0 0 S 0 0 0 0 1
31 0 0 0 0 0 S 0 0 0 0 0
32 0 0 0 0 0 S 0 0 0 0 0
33 0 0 0 0 0 S 0 0 0 0 1
34 0 0 0 0 0 S 0 0 0 0 0
35 E o 0 0 0 S 0 0 0 0 0
36 1 0 0 0 1 R 1 1 1 1 0
37 0 1 1 1 1 S 0 1 0 0 1
38 1 1 1 1 1 R 1 1 1 1 1
39 1 1 1 1 1 R 1 1 1 1
40 1 1 1 1 1 R 1 1 1 1 1
a1 0 1 1 1 1 R 1 1 1 1 1
42 1 1 1 1 1 R 1 1 1 1 1
43 0 0 0 0 0 S 0 0 0 0 0
44 1 1 1 1 1 R 1 1 1 1 1
45 0 0 0 0 0 S 0 0 0 0 0
6 [HE o 0 0 0 S 1 0 0 0 0
47 0 0 0 0 0 S 0 0 1 0 0
48 1 1 1 1 1 R 1 1 0 1 1
49 0 0 0 0 0 S 0 0 0 0 0
50 0 0 0 0 0 s 0 0 1 0 0
51 1 1 1 1 1 R 1 1 1 1 1
52 0 0 0 0 0 S 0 0 0 0 0
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Tabla Anexo 5: Identificacién y disefio de marcadores moleculares ligados al gen LrSV1
utilizando informacion gendmica. La columna 1 corresponde al marcador en trigo, la
columna 2 al transcripto de B. Dystachion u O. Sativa identificado, las columnas 3,4y 5

corresponden al contig de trigo del cromosoma 2DL y la columna SSR corresponde al

nombre del primer disefiado.

Marcador en trigo | Transcripto B.d | Contig en trigo | Contig en trigo | Contig en trigo SSRs disefiado
gdm5 Bd5g02480 5354147 223347
Bd5g02490 5362023
Bd5g02500 5362023
Bd5g02510 5358861
Bd5g02520 5358861
Bd5g02625 5388425 5377758
Bd5g02730 5319819 FSs68, FSs69
Bd5g02740 5330992 5360430
Bd5g02750 791522 1056254 5319819
Bd5g02760 5319819
Bd5g02770 5319819
Bd5g02780 5341494
Bd5g02790 5389440 5346522
Bd5g02800 5389022
Bd5g02810 531382
Bd5g02820 5389487
gwm296 Bd5g02830 5358877 5317970 5362250 | 5379411 | FSs67, FSs18
Bd5g02840 5389775 5344563
Bd5g02850 5388441 5324611 5324610 | 5389102 | FSs71, FSs10
Bd5g02860 5338366 FSs4, FSs5 FSs6, FSs8, FSs9
Bd5g02870 169559 FSs9
Bd5g02890 5343763 FSs72
Bd5g02900 5390754 5318424
Bd5g02906 5384661 5383636
Bd5g02912 5383636
Bd5g02920 5342238 FSs19
Bd5g02940 5342673
Bd5g02950 5390456 FSs20
Bd5g02957 5355205 5350508 FSs21
Bd5g02967 5390456
DG087 Bd5g02980 5364496 5352574 FSs73
Bd5g02990 5324565 5388432 FSs70
TranscriptoB.d | Transcripto O. s Contig en Contig en SSR
Bd5g02500 0S07g045940 5331929 5330259 FSs74
0S07g046220 5359768
0S07g046790 5330991 FSs75
0S07g047250 5368435
0S07g047430 5341072 5341071 FSs76
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Disefio de SSRs para el gen LrSV1 usando el programa

WEBSAT

Tabla anexo 6: Marcadores SSRs disefiados en la regién del gen LrSV1 usando el
programa WEBSAT. La columna 1 corresponde al nombre del marcador, la columna 2
muestra el nimero de contig sobre el que se disefid el marcadores SSRs. la columna 3
describe el microsatélite y la columna 5 la secuencia de los primers disefiados, la
columna 6 la temperatura de annealing y la Columna 7 el tamafio esperado.

Marcador Contig Rep primer Tm Product Size
FSs9 169559 | AGAAAGAA AGAA Forward GCAGCGAGTTATTAGCCAAACT 59.945
Reverse | AAAGGACCACCCCTACATTTCT 60.109 254
FSs67 531797 | (T)10 Forward ACTTATGGGTTTCAGGCTTTCA 60.001
Reverse | GTGAACACAAATCTTCCGTCAA 60.015 331
FSs68 531981 | AATCAATC AATC Forwar ACGCAAATAAGAAGACTCGTGG 60.661
Reverse | TCATGCGCCAATAATAAGTCAG 60.116 337
FSs69 531981 | TCTCT CTCTC Forward GAAATGTGGCTCTTAAACTGGC 60.136
Reverse | AAACTAGCAGCACGACACAGAA 60.117 217
FSs70 532456 | AAAAAAA AAAA Forward CACAAATGTTGGAAAAGTGCC 60.393
Reverse | GGATGTTAGTCAGGGCGATCTA 60.471 160
FSs71 532461 | GTGTGTGT GTGTGTGTGT | Forward ACTGGTAATCGCCATCAGAGAC 60.525
Reverse | GACAGTTCAATACACACACACGC 60.532 192
FSs10 532461 | GTGTGTGT GTGT Forward GACTGTGCTAATCGTGTCATCA 58.804
Reverse | ATGCGATCATATACTGCCTCA 58.228 151
FSs4 533836 | ATATATATAT Forwar GTTTCAAGTGCCGGTTTCTACT 59.696
Reverse | AAGTGATGTGGCTAGGTTGGTT 59.928 156
FSs5 533836 ATATA TATATATATATAT Forwar CCAGTAACCACGGATTATGTC 56.957
Reverse | TTTTGAATGAGGCAACCAC 57.068 444
FSs6 533836 | TTTATTTATTTA Forwar GGACGACATTCATAGAAAATCTGG 61.040
Reverse | CGAAATAAGACAACAAGTAGGGG 60.712 279
FSs7 533836 | TTCTTC TTCTTC Forwar GGACGACATTCATAGAAAATCTGG 61.040
Reverse | CGAAATAAGACAACAAGTAGGGG 60.712 279
FSs8 533836 | AGTAAGTAA GTA Forwar GGACGACATTCATAGAAAATCTGG 61.040
Reverse | CGAAATAAGACAACAAGTAGGGG 60.712 279
FSs19 534223 | CTCCTCCTCCTCCTC Forwar GTACGCACCTGTAGCTCTGC 58.705
Reverse | GCTCCTTCATTCTTCTCCTCAC 59.466 312
FSs72 534376 | AAATAAATAAAT Forward TCCGTCTGATTGAGCTGTATGT 59.763
Reverse | AAAATGAGCAAGTAGCAGAGGC 60.048 388
FSs21 535520 | TCTCTCTCTC Forward CCCCTGTTCAATGGATTATTTG 60.412
Reverse | GGAGAGAAGCAGAGAGCGATAC 59.763 257
FSs18 536225 | (ATTA)3 Forward ACCAAGCACGGAGATAAGAGAG 59.907
Reverse | TATACTAACCGGGACAGATGGG 60.089 256
FSs73 536449 | (CCG)4 Forwar GTCGTCCCGAATTTTGTTTGT 61.121
Reverse | CTTTGAATGAGATGGCTCCCT 60.584 357
FSs20 539045 | (TA)5 Forwar TTAGGAACGGAGGGAGTATGAA 59.960
Reverse | CACATGCGAAGAAGTAGCAAAC 59.948 337
FSs74 533025 | (AGA)18 Forwar CTTAGCTTATTTTCCTCCTAATGGC 60.027
(TCT)4 Reverse | AGTAGACTCCATCAACGCAAGC 60.821 275
FSs75 533099 | (TG)6 Forwar TCTCGAATCTCTCTACGACGCT 60.670
Reverse | TGAAGATCAGGGTCACTTTCG 60.239 265
FSs76 534107 | (GT)6 Forwar CTTGTGATTGGGTTGGGATATT 59.945
Reverse | ATGCCTTGCTTCGTAAGAGAAC 59.919 340
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Tabla anexo 7: Resultado obtenido del BC1 para la introgresion de los genes LrSV1, LrSV2 en la variedad comercial Onix.
Las columnas 1, 4 y 7 indican cada individuo portador del gen LrG6 analizado en relacién a los marcadores Xgwm261 y
Xgwm533. En las columnas correspondientes a los marcadores el nimero 1 Indica homocigota tipo padre recurrente, el 0
tipo padre donante y el 2 indica Heterocigota y NC: no corresponde.

INDIVIDUO | gwm533 | gwm261 | INDIVIDUO | gwm533 | gwm261 | INDIVIDUO | gwm533 | gwm261
1 1| NC 33 1| NC 65 2 2
2 1| NC 34 2 1 66 2 1
3 2 1 35 1| NC 67 2 2
4 1| NC 36 2 2 68 2 1
5 2 2 37 2 2 69 1] NC
6 1| NC 38 1| NC 70 1| NC
7 1| NC 39 2 2 71 2 2
8 1| NC 40 2 2 72 2 1
9 2 1 41 2 1 73 2 1

10 1| NC 42 1| NC 74 2 1
11 1| NC 43 1| NC 75 1| NC
12 1| NC 44 1| NC 76 2 1
13 2 2 45 1| NC 77 1| NC
14 2 1 46 1| NC 78 2 2
15 1| NC 47 2 1 79 2 2
16 2 1 48 1] NC 80 1| NC
17 1| NC 49 1| NC 81 1| NC
18 1| NC 50 1| NC 82 2 1
19 2 1 51 2 1 83 2 2
20 2 1 52 1| NC 84 1| NC
21 2 1 53 2 2 85 2 1
22 2 1 54 2 1 86 1| NC
23 1| NC 55 1| NC 87 1| NC
24 1| NC 56 1| NC 88 1| NC
25 1| NC 57 1| NC 89 2 1
26 2 2 58 2 2 90 2 1
27 1 | NC 59 1] NC 91 2 1
28 2 1 60 1| NC 92 1| NC
29 1| NC 61 1] NC 93 1] NC
30 2 2 62 2 2 94 2 2
31 1| NC 63 2 1 | Onix 1 1
32 1| NC 64 2 2 | RIL46 0 0
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Tabla anexo 8: SSRs ensayados para evaluar el fondo genético del padre recurrente. Las ultimas columnas de

corresponden a los parentales. Onix como las variedades comerciales susceptibles y RIL46 como el parental donor,

codificado como 1 para comercial, O para donor y 2 para Heterocigota. La fila GR% corresponde a porcentaje de genoma

recurrente donde (GR%-= [cant 1+ (0.5 cant H)/(cant 1+cant H+cant 0)] x 100 )

R46

79| 83| 94| 36| 0On

71] 78

2

1?

1?

58| 62| 64| 65| 67

2

40| 53

5] 13| 26| 30| 37| 39

1
1
2

9

2
1
1
2
1
2
1

2
2
2
1
2
1
2

9

gwm135

gwm382

gwm332

gwm259

gwm273

gwm146
barc8

barc334
gwml74

barc106
gwm164

gwm293

gwm350

gwm247

wmc216

gwm261

gwm604

gwm508

gwme624

gwm120

gwm389

gwm469

barc3

barc130
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Tabla anexo 9: Resultado obtenido del BC2 para la introgresion de los genes LrSV1, LrSV2. Las columnas 2y 6 indican cada individuo
portador del gen LrG6 analizado en relacién a los marcadores Xgwm?261 y Xgwm533. En las columnas correspondientes a los marcadores
el numerol Indica homocigota tipo padre recurrente, el 0 tipo padre donante y el 2 indica Heterocigota y NC: no corresponde. Las columnas
1y 5 indican la planta selecta del cruzamiento anterior.

Selecta | INDIVIDUO | gwm533 | gwm261 INDIVIDUO | gwm533 | gwm?261
36 1 2 1 65 1 1
2 2 1 66 2 2
3 1 2 67 2 1
4 1 2 68 1 1
5 2 1 69 1 1
6 2 1 70 1 2
7 2 2 71 2 1
8 2 2 72 2 1
9 1 2 73 2 2
10 1 2 74 2 1
11 1 1 75 2 2
12 1 1 76 2 1
13 1 2 77 1 1
14 2 2 78 1 2
15 2 2 7919 2
16 2 2 80 2 1
17 2 2 81 2 2
18 1 2 82 2 2
19 2 1 83 1 2
20 2 2 84 1 2
21 1 1 85 2 2
22 2 2 86 2 2
39 23 2 1 87 2 2
24 2 1| 67 113 1 2
25 1 2 114 1 2
26 2 2 115 1 2
53 27 1 2 116 1 2
28 1 2 117 1 1
29 2 1 118 2 2
30 1 1 119 1 2
31 1 1 120 1 1
32 1 1 121 | NC 2
33 2 1 122 1 1
34 1 123 1 2
35 1 124 2 2
36 1 1 125 2 1
37 2 2 126 1 2
38 1 2 127 1 2
39 1 2 128 2 2
40 1 129 1 1
41 2 1 130 1 1
42 2 1 131 1 1
43 132 2 2
44 2 1 133 2 1
45 2 134 1 1
46 2 2 135 1 1
47 136 2 2
48 1 2 137 1 2
49 2 1 138 2 2
50 1 1 139 1 1
51 2 1 140 1 1
52 1 2 141 2 2
53 1 1 142 1 2
54 2 2 143 1 1
55 1 1 144 2 1
56 2 2 145 2 1
57 2 1 146 2 1
58 2 1 147 2 1
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59 2 1 148 2
60 2 2 Onix 1
61 2 1 Ril 46 0
62 2 2
63 1 1
64 2 1

118



Tabla anexo 10: SSRs ensayados para evaluar el fondo genético del padre recurrente. Las ultimas columnas de corresponden a los parentales. Onix como la variedad comercial

susceptible y RIL46 como el parental donor, codificado como 1 para comercial, O para donor y 2 para Heterocigota. La fila GR% corresponde a porcentaje de genoma recurrente

donde (GR%= [cant 1+ (0.5 cant H)/(cant 1+cant H+cant 0)] x 100

21128 |0

25

22

22

118 [ 124|136 | 138 | 141

25

67

4

14

8

8

8

8110|1411

46 |54 |56 |62 |73|75|81|85|87

5

53

5(18[16(16|11|14]19]17|19 |13

1

26

17

6

39

5
1

4111

9

5

8(14[15|16 17|20

7

2
1
1
1
9
1

2
2
1
2
2

2
2
1
2
1
1

15|1817(23|18 |24 |17

11

Sel.BC1 | 36

gwm99

gwm135

barc158

gwm357

gwm403
gwm47
gwm71

gwm382

gwm312

gwm374
barc18

wmc597
gwm296

barc124
gwm369
gwm32
barc19

gwm566
wmc54

barc218

gwm610

gwm397

barc308

gwm427

gwm570

gwm334

gwm573
gwmb2

Cant.1
Cant. H
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Tabla 11: Resultado obtenido de la autofecundacion para la introgresion de los genes LrSV1, LrSV2. Las columnas 2 y 7 indican cada
individuo portador del gen LrG6 analizado en relacion a los marcadores Xgwm?261 y Xgwm533. En las columnas correspondientes a los
marcadores el numerol Indica homocigota tipo padre recurrente, el 0 tipo padre donante y el 2 indica Heterocigota y NC: no corresponde.
Las columnas 1y 6 indican la planta selecta del cruzamiento anterior.

Selecta | INDIVIDUO | gwm533 | gwm261 | barcl59 INDIVIDUO | gwm533 | gwm261 | barcl59
1 2 1 0 196 | NC 1 0
15 2 2 2 0 197 | NC 2 0
3 2 2 0 198 | NC 2 0
4 0 0 0 199 9 0 0
5 1 2 0 200 | NC 2 €)
6 2 2 0 201 | NC 2 0
7 2 0 0 202 | NC 2 €)
8 2 2 0 203 | NC 2 0
9 0 2 0 204 | NC 2 9
10 1 0 0 205 | NC 1 0
11 0 0 0 206 | NC 2 0
12 0 0 0 207 | NC 2 0
13 2 0 0 208 | NC 1 €)
14 0 2 0 209 2 0 0
15 0 0 0 210 | NC 2 0
16 2 2 0 211 | NC 2 0
17 0 2 0 212 | NC 1 0
18 0 2 0 213 | NC 2 0
19 2 2 0 214 | NC 1 0
20 2 2 0 215 2 0 0
21 0 0 0 216 | NC 2 0
22 0 0 0 217 | NC 2 0
23 0 0 0| 118 218 | NC 2 0
24 0 0 0 219 | NC 2 0
25 2 1 0 220 | NC 2 0
26 2 2 0 221 | NC 2 0
27 2 2 0 222 | NC 1 0
28 2 1 0 223 | NC 0 9
29 2 2 0 224 | NC 1 0
30 2 2 0 225 | NC 2 €)
31 2 1 0 226 | NC 2 0
32 2 1 0 227 | NC 1 0
33 0 2 0 228 2 0 0
34 2 2 0 229 | NC 1 9
35 2 0 9 230 | NC 2 &)
36 1 2 0 231 | NC 2 9
37 0 1 0 232 | NC 2 0
38 2 2 € 233 0 0 0
39 2 2 0 234 2 0 0
40 2 2 9 235 | NC 2 0
41 2 2 0 236 | NC 2 0
42 2 2 0 237 | NC 2 &)
43 0 1 0 238 | NC 1 0
44 1 0 0 239 | NC 2 0
45 1 2 0 240 | NC 9 &)
46 &) 2 0 241 0 2 0
47 1 2 0 242 2 1 9
48 2 2 0 243 0 2 0
49 0 0 0 244 1 2 0
50 2 2 0 245 1 1 0
51 2 1 1 246 0 1 0
52 2 2 1 247 1 2 0
53 0 2 1 248 2 9 &)
54 2 2 9 249 0 2 0
55 2 2 9 250 1 2 €)
56 2 2 0 251 1 1 0
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253
254
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256
257
258
259
260
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57
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65

66

67
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69
70
71
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73

74
75

76
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82
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84
85
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88
89
90
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100
101
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104
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357
358
359
360
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398
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410

138

141

118
119
120
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124
125

126
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128
129

130
131
132
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134
135

136

137

138
139

140
141
142
143

144
145
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147

148
149

150
151
152
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154
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157

158
159

160
161
162
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164
165

166
167
168
169

170
171
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173

174
175

176
177
178
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411
412
413
414
415
416
417
418
419
420
421
422
423

424

Onix

Ril46

NC
NC
NC

179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193

194
195

85

123



3.2.2 Introgresion de los genes LrSV1, LrSV2 y LrG6

Tabla anexo12: Resultado obtenido del BC1 para la introgresion de los genes LrSV1, LrSV2 en la variedad comercial Relmo
Siriri . Las columnas 1, 4y 7
Xgwm261 y Xgwm533. En las columnas correspondientes a los marcadores el numerol Indica homocigota tipo padre
recurrente, el 0 tipo padre donante y el 2 indica Heterocigota y NC: no corresponde.

INDIVIDUO | gwm533 | gwm261 | INDIVIDUO | gwm533 | gwm261 | INDIVIDUO | gwm533 | gwm261
1 1| NC 38 2 2 75 1] NC
2 1| NC 39 2 1 76 9 | NC
3 2 2 40 2 1 77 1| NC
4 1| NC 41 1] NC 78 9 | NC
5 2 2 42 1] NC 79 2 1
6 1| NC 43 2 1 80 9 | NC
7 2 2 44 2 2 81 9 | NC
8 2 2 45 1] NC 82 1] NC
9 2 2 46 2 2 83 2 1
10 1| NC 47 1] NC 84 1| NC
11 1| NC 48 2 2 85 1| NC
12 1| NC 49 1] NC 86 2 1
13 2 2 50 1] NC 87 2 2
14 2 2 51 1] NC 88 2 2
15 1| NC 52 2 1 89 1| NC
16 1| NC 53 1] NC 90 1] NC
17 1| NC 54 1] NC 91 1| NC
18 2 1 55 2 1 92 9 | NC
19 1| NC 56 1] NC 93 2 2
20 2 2 57 2 1 94 2 2
21 1| NC 58 1] NC 95 1| NC
22 1| NC 59 2 1 96 1| NC
23 2 1 60 2 1 97 1] NC
24 1| NC 61 1] NC 98 9 | NC
25 2 1 62 1] NC 99 1| NC
26 2 1 63 1] NC 100 9 | NC
27 1| NC 64 1] NC 101 2 1
28 1| NC 65 2 2 102 9 | NC
29 2 1 66 1] NC 103 9 | NC
30 1| NC 67 1] NC 104 1] NC
31 1| NC 68 1] NC 105 2 1
32 2 1 69 2 2 106 2 1
33 1| NC 70 1] NC RS 1 1
34 2 1 71 1] NC RIL46 0 0
35 2 2 72 1] NC
36 1| NC 73 2 2
37 1| NC 74 2 2

indican cada individuo portador del gen LrG6 analizado en relaciéon a los marcadores
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Tabla anexo 13: SSRs ensayados para evaluar el fondo genético del padre recurrente. Las Ultimas dos columnas de corresponden al parental. R.

Siriri como la variedad comercial susceptible y RIL46 como el parental donor, codificado como 1 para comercial, O para donor , 2 para Heterocigota
y 9 para dato faltante. La fila GR% corresponde a porcentaje de genoma recurrente donde (GR%= [cant 1+ (0.5 cant H)/(cant 1+cant H+cant 0)] x

100

94 | RS | Ril46

93

88

87

74

73

69

65

48

46

44

38

35

20

14

13

1

2

1

1

9

1

21 2|2]2
212|122

2
2

212(2]2

9

2

9
9

2121 2]2

1
1

2122
1

2

1

21212122

2

2

21212 2]2

1
9

1

2122

1

21912

21212122
912[2]2

9

1

Primer

gwm135

gwm164

gwm273

wmc216
wmc216
wmc147

gwmb58

gwm636

gwm120

gwm257

gwm349

gwm247

wmc69,1
wmc78

barc106

gwm495
wmc622

gwm604

gwm174

gwm427
gwm626

gwm469

gwm332

gwm400
gwm46
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Tabla anexo 14: Resultado obtenido del BC1 para la introgresién de los genes LrSV1, LrSV2. Las columnas 2 y 6 indican cada individuo
portador del gen LrG6 analizado en relacion a los marcadores Xgwm261 y Xgwm533. En las columnas correspondientes a los
marcadores el numerol Indica homocigota tipo padre recurrente, el O tipo padre donante y el 2 indica Heterocigota y NC: no corresponde.
Las columnas 1y 5 indican la planta selecta del cruzamiento anterior.

Selecta | INDIVIDUO | gwm533 | gwm?261 | selecta | INDIVIDUO | gwm533 | gwm261
35 9 1 2 48 1 1
10 1 1 49 1 2
11 1 1 50 2 1
12 2 2 51 1 2
13 2 1 52 1 2
14 2 1 53 1 2
15 1 1 54 1 1
16 2 1 55 2 2
17 2 1 44 56 1 1
18 2 2 57 1 2
19 2 2 58 1 2
20 2 1 59 2 1
21 2 2 60 2 1
22 1 1 61 2 1
23 1 2 62 1 1
24 2 2 63 1 2
25 2 2 64 2 1
26 2 2 65 2 2
27 2 1 66 1 2
28 2 2 67 1 2
29 1 1 68 1 1
30 1 2 69 2 2
31 1 1 70 1 1
32 1 2 71 2 2
33 1 2 72 2 2
34 2 1 73 1 2
35 1 2 74 2 2
36 2 1 75 2 2
37 2 2 76 2 2
38 1 2 77 2 2
39 1 1 78 2 1
40 2 1 79 1 1
41 2 1 80 1 1
42 2 1 81 1 2
43 2 2 82 1
44 1 1 83 1 2
45 2 2 Siriri 1 1
46 2 1 Ril 46 0 0
47 1 2
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Tabla anexo 15: La tabla muestra los SSRs ensayados para evaluar el fondo genético del padre recurrente. Las Ultimas dos
columnas de corresponden al parental R. Siriri como la variedad comercial susceptible y RIL46 como el parental donor, codificado
como 1 para comercial, 0 para donor , 2 para Heterocigota y 9 para dato faltante. La fila GR% corresponde a porcentaje de genoma
recurrente donde (GR%-= [cant 1+ (0.5 cant H)/(cant 1+cant H+cant 0)] x 100

35 44
12| 18| 24| 26| 28| 37| 45 56| 65| 69| 71| 72| 74| 75| 76| 77

Primer 3 4 5 6 7 8 9 10 1] 12| 13| 14| 15| 16| 17| 18|RS |R46

gwm99 1 1 1 2 9 9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
barc158 1 1 1 1 2 2 2 2 2 9 1 1 1 1 1 2 1 0
barc213 1 1 1 1 9 9 1 1 1 1 1 1 1 1 9 9 1 0
gwm18 1 1 1 1 1 1 9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
gwm47 1 1 2 9 2 2 2 1 9 1 1 1 1 1 1 1 1 0
barc212 2 2 2 1 2 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
gwm312 2 2 2 1 2 2 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
gwm388 9 2 1 1 9 9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
barc18 1 1 2 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
wmc764 1 1 2 2 2 1 1 2 2 2 2 2 1 2 2 2 1 0
wmc474 1 1 2 1 2 2 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
wmc69 1 1 1 1 1 1 111 1 1 1 2 9 2 2 1 1 1 0
wmc78 1 1 1 1 1 1 11 1 1 1 1 2 1 9 2 1 1 1 0
wmc54 2 2 2 2 1 2 2 2 1 1 2 1 2 2 1 2 1 0
barc135 1 1 1 1 1 1 111 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
barc8 1 1 1 1 1 1 11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
barc343 1 1 1 1 1 1 111 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
gwmb513 1 1 1 1 2 2 2 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
barc308 2 2 1 2 2 1 2 1 1 1 2 1 9 1 1 2 1 0
gwm174 1 1 1 1 1 1 111 1 1 1 1 2 2 2 1 2 1 0
barc130 1 1 1 1 1 1 11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
gwmd427 1 1 1 9 1 9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
gwm570 1 1 1 1 1 1 111 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
barc3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
gwm371 9 1 1 9 1 1 1 1 2 2 2 1 1 1 1 2 1 0
gwm626 1 1 2 1 1 9 2 9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
gwm508 1 2 2 2 1 1 2 1 9 9 1 1 1 1 1 1 1 0
gwm350 1 9 1 1 9 9 9 1 2 2 9 2 1 1 1 9 1 0
psp3000 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 2 2 2 1 1 0
gwmb2 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 1 2 1 1 1 1 0
gwm153 1 1 2 2 1 1 1 1 2 1 1 2 1 2 1 9 1 0
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Tabla anexo 16: Resultado obtenido del BC2 para la introgresion de los genes LrSV1, LrSV2. Las columnas 2y 7 indican

cada individuo portador del gen LrG6 analizado en relacion a los marcadores Xgwm?261 y Xgwm533. En las columnas

correspondientes a los marcadores el numerol Indica homocigota tipo padre recurrente, el 0 tipo padre donante y el 2 indica
Heterocigota y NC: no corresponde. Las columnas 1y 6 indican la planta selecta del cruzamiento anterior.

selecta | INDIVIDUO | gwm533 | gwm261 | barcl59 | selecta | INDIVIDUO | gwm533 | gwm261 | barcl59
sel 18 1 2 2 0 122 0 2 0
2 2 2 0 123 2 1 0
3 2 1 0 124 0 0 0
4 9 2 0 125 1 1 0
5 2 1 0 126 1 0 0
6 2 2 0 127 1 2 0
7 2 1 0 128 2 2 0
8 1 2 0 129 0 2 0
10 2 0 0 130 2 0 0
12 2 2 0 131 0 2 0
13 0 2 0 132 0 1 2
14 0 0 9 133 0 0 0
15 9 0 0 134 2 1 0
16 2 2 9 135 2 2 0
17 9 0 0 136 0 2 0
18 9 0 9 | sel74 137 2 2 0
19 2 1 0 138 2 2 0
20 1 2 0 139 2 1 2
21 2 2 0 140 0 2 0
22 2 0 9 141 2 2 0
23 0 1 9 142 2 0 0
25 2 9 9 143 2 0 0
26 2 1 0 144 0 0 0
27 1 2 0 145 2 0 0
28 0 1 0 146 2 0 9
29 2 1 0 147 0 1 9
30 2 0 0 148 1 1 2
31 2 2 0 149 1 1 0
32 1 2 0 150 1 1 2
33 2 1 0 151 1 1 2
34 1 2 0 152 1 1 2
35 1 1 0 153 1 1 2
36 2 0 9 154 1 0 0
37 2 1 0 155 1 1 2
38 2 2 0 156 1 0 2
39 2 2 0 157 1 1 0
40 2 0 0 158 1 2 0
41 2 0 0 159 2 2 0
42 0 9 0 160 1 2 0
43 9 0 0 161 2 0 0
sel 26 44 0 1 0 | sel 76 162 0 2 0
45 0 1 0 163 0 2 0
46 9 2 0 164 1 2 0
47 2 0 0 165 2 0 0
49 2 0 9 166 1 0 0
50 2 0 0 167 2 2 0
51 2 2 0 168 2 2 2
52 2 1 9 169 1 2 2
53 9 2 9 170 2 1 0
54 9 9 0 171 2 2 0
55 2 1 0 172 0 0 0
56 9 2 0 173 1 1 2
57 9 9 0 174 1 2 0
58 2 2 0 175 1 0 0
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0

0
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Tabla anexo 17: SSRs ensayados para evaluar el fondo genético del padre recurrente. KDE como la variedad comercial
susceptible y RIL46 como el parental donor, codificado como 1 para comercial, 0 para donor , 2 para Heterocigota y 9 para
dato faltante. La fila GR% corresponde a porcentaje de genoma recurrente donde (GR%-= [cant 1+ (0.5 cant H)/(cant 1+cant

H+cant 0)] x 100

11

18

1
1
1
1
1
1
1
1
2
2
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

1
1
2
2
1
1
1
1
1
2
1
1
1
1

1
1
1
1
1
1
1

1
1
1
1
1

3[11]19(26|28(31(33/40|3]|10|{13|16[18[19[20|21|28(32|33|36]37

1
2

1

9
1

1

1

primer
gwml18
gwm99

gwml107 | 1

gwmll4 | 1

gwm120 |1

gwml65 | 1

gwml192 | 1

gwm304 | 1

gwm328 | 9

gwm349 | 1

gwm350 | 9

gwm369 | 1

gwm429 |1

gwm4gs | 1

gwm518 | 9

gwm554 | 1

gwm582 | 9

gwme04 | 1

gwm610 | 1

barc128 | 1

barc158 | 1

barc178 | 9
barc4

wmcl47 |1

gwm637 | 1

gwm247 |2

gwm383 |9

gwm391 | 1

gwm332 | 2

gwml33 |1

gwm273 |1

gwm319 |1

gwm526 | 2

gwm293 |1

gwml135]1

gwm126 | 9

gwm219 |1
wmc54
gdm19

gwm540 | 1

gwm276 | 1

gwml94 | 1

gwm495 |1

gwme26 | 9

barc334 | 1

barc206 | 1
barc19

barc106 |1

barc101 | 1

barc193 |1

barc292 | 2

barc212 |1
barc21
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1

1
1
1
1

2
1
2
1
1

1

2

1

gwm397 | 1

gwm55

gwmled | 1

gwm232 |1

gwm314 | 1

gwml190 | 1

gwma88

gwm299 | 1

gwm403 |1

gwm469 | 1

gwml156 | 1

gwmb544 | 1

gwm46
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Tabla anexo 18: Resultado obtenido del BC1 para la introgresiéon del cromosoma 2BS en la variedad comercial Bio INTA
1001 Las columnas 1y 6 indican cada individuo analizado en relacion a los marcadores Xwmc764, Xwmc597, Xgwm148 y
Xgwm374. En las columnas correspondientes a los marcadores el numerol Indica homocigota tipo padre recurrente, el 0
tipo padre donante y el 2 indica Heterocigota y NC: no corresponde.

INDIVIDUO | wmc764 | wmc597 | gwm148 | gwm374 | INDIVIDUO | wmc764 | wmc597 | gwm148 | gwm374
1 2 1 2 2 157 1 | NC NC NC
2 2 1 2 2 158 1 | NC NC NC
3 2 9 1 1 159 2 1 1 1
4 1| NC NC NC 160 2 2 1 2
5 1| NC NC NC 161 1 | NC NC NC
6 1| NC NC NC 162 2 1 2 2
7 2 9 2 2 163 2 2 2 1
8 1| NC NC NC 164 1 | NC NC NC
9 1| NC NC NC 165 2 2 1 1
10 2 2 1 1 166 1 | NC NC NC
11 2 1 1 1 167 2 2 2 2
12 2 1 1 1 168 2 2 1 1
13 1| NC NC NC 169 1| NC NC NC
14 1| NC NC NC 170 2 2 2 2
15 2 1 9 2 171 2 2 1 1
16 2 2 2 1 172 1 | NC NC NC
17 2 2 1 1 173 2 2 2 2
18 1| NC NC NC 174 1 | NC NC NC
19 1| NC NC NC 175 2 1 2 1
20 1| NC NC NC 176 2 2 1 1
21 2 1 1 9 177 2 2 1 1
22 2 2 1 1 178 1 | NC NC NC
23 1| NC NC NC 179 1 | NC NC NC
24 1| NC NC NC 180 2 2 2 2
25 1| NC NC NC 181 1| NC NC NC
26 2 9 1 1 182 1 | NC NC NC
27 2 9 1 1 183 2 2 1 1
28 2 9 1 1 184 2 2 2 2
29 2 9 1 1 185 1 | NC NC NC
30 1| NC NC NC 186 1 | NC NC NC
31 1| NC NC NC 187 2 2 1 1
32 1| NC NC NC 188 1 | NC NC NC
33 1| NC NC NC 189 2 1 1 1
34 2 1 1 1 190 2 2 1 1
35 2 2 1 1 191 2 2 2 2
36 2 1 1 1 192 1 | NC NC NC
37 2 1 2 2 193 1| NC NC NC
38 1| NC NC NC 194 1 | NC NC NC
39 1| NC NC NC 195 2 1 1 1
40 2 1 1 1 196 2 2 1 1
41 2 2 2 2 197 2 1 2 1
42 1| NC NC NC 198 2 1 1 1
43 1| NC NC NC 199 2 1 2 9
44 1| NC NC NC 200 2 1 2 9
45 1| NC NC NC 201 2 2 2 9
46 1| NC NC NC 202 1 | NC NC NC
47 1| NC NC NC 203 2 1 9
48 2 2 2 2 204 2 1 9
49 1| NC NC NC 205 2 2 2 9
50 1| NC NC NC 206 1 | NC NC NC
51 1| NC NC NC 207 2 1 2 1
52 2 2 2 2 208 1| NC NC NC
53 1| NC NC NC 209 2 2 2 9
54 1| NC NC NC 210 1 | NC NC NC
55 2 1 1 1 211 1| NC NC NC
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56 1] NC NC NC 212 1] NC NC NC
57 1] NC NC NC 213 1] NC NC NC
58 2 1 2 2 214 1] NC NC NC
59 1] NC NC NC 215 2 2 1 9
60 1] NC NC NC 216 1] NC NC NC
61 1] NC NC NC 217 1] NC NC NC
62 2 9 2 2 218 2 2 1 1
63 1] NC NC NC 219 1] NC NC NC
64 1] NC NC NC 220 2 1 1 9
65 1] NC NC NC 221 1] NC NC NC
66 1] NC NC NC 222 2 1 1 1
67 2 9 1 1 223 2 2 1 1
68 1] NC NC NC 224 1] NC NC NC
69 1] NC NC NC 225 2 2 1 1
70 1] NC NC NC 226 1] NC NC NC
71 2 2 2 2 227 1] NC NC NC
72 2 2 1 1 228 2 2 1 9
73 1] NC NC NC 229 2 2 1 1
74 2 1 1 1 230 2 9 1 9
75 2 9 1 1 231 2 2 2 9
76 2 2 1 1 232 1] NC NC NC
7 1] NC NC NC 233 2 2 9
78 9 | NC NC NC 234 2 1 1
79 2 1 1 1 235 1] NC NC NC
80 1] NC NC NC 236 2 2 1 1
81 1] NC NC NC 237 1] NC NC NC
82 1] NC NC NC 238 2 2 1 9
83 2 1 9 1 239 1] NC NC NC
84 2 2 2 2 240 2 9 1 9
85 2 2 1 1 241 1] NC NC NC
86 2 2 2 2 242 9 | NC NC NC
87 2 2 9 2 243 1] NC NC NC
88 1] NC NC NC 244 9 | NC NC NC
89 2 1 1 1 245 2 1 1 9
90 1] NC NC NC 246 2 1 1 1
91 2 2 1 1 247 1] NC NC NC
92 1] NC NC NC 248 2 2 2 2
93 2 1 1 1 249 2 1 1 9
% 1] NC NC NC 250 1] NC NC NC
95 1] NC NC NC 251 1] NC NC NC
96 2 2 2 2 252 2 2 1 1
97 1] NC NC NC 253 2 1 2 9
98 1] NC NC NC 254 1] NC NC NC
99 1] NC NC NC 255 1] NC NC NC
100 2 1 1 1 256 9 | NC NC NC
101 11 NC NC NC 257 2 2 2 2
102 2 2 1 2 258 1] NC NC NC
103 2 2 2 2 259 1 9 9 9
104 1] NC NC NC 260 1] NC NC NC
105 1] NC NC NC 261 1] NC NC NC
106 9 | NC NC NC 262 9 | NC NC NC
107 2 2 1 1 263 1] NC NC NC
108 1] NC NC NC 264 1] NC NC NC
109 1] NC NC NC 265 2 1 1 1
110 1] NC NC NC 266 2 2 2 2
111 1] NC NC NC 267 1] NC NC NC
112 2 1 1 1 268 2 2 1 1
113 2 1 1 2 269 2 2 1 9
114 1] NC NC NC 270 1] NC NC NC
115 1] NC NC NC 271 9 | NC NC NC
116 2 1 1 1 272 1] NC NC NC
17 1] NC NC NC 273 1] NC NC NC
118 2 1 1 1 274 9 | NC NC NC
119 2 2 1 1 275 1] NC NC NC
120 2 2 1 1 276 1] NC NC NC
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121 1] NC NC NC 277 2 2 1 9
122 1] NC NC NC 278 2 2 2 2
123 2 1 2 2 279 2 2 1 1
124 1] NC NC NC 280 2 1 2 1
125 1] NC NC NC 281 1] NC NC NC

126 9 | NC NC NC 282 2 9 1 9
127 2 1 1 1 283 1] NC NC NC

128 2 2 2 2 284 1] NC NC NC

129 1] NC NC NC 285 1] NC NC NC

130 2 2 2 2 286 2 2 1 9
131 1] NC NC NC 287 1] NC NC NC

132 2 2 1 1 288 1] NC NC NC

133 2 2 1 1 289 2 2 1 9
134 1] NC NC NC 290 2 2 1 1
135 2 2 1 1 291 1] NC NC NC

136 2 2 2 2 292 2 2 2 1
137 1] NC NC NC 293 1] NC NC NC

138 2 1 2 2 294 2 2 1 9
139 2 1 1 2 295 2 1 1 9
140 1] NC NC NC 296 2 2 1 9
141 1] NC NC NC 297 1] NC NC NC

142 2 1 2 2 298 1] NC NC NC

143 2 2 2 1 299 1] NC NC NC

144 2 2 2 2 300 9 | NC NC NC

145 2 2 1 1 301 2 1 1 9
146 1] NC NC NC 302 2 1 1 1
147 1] NC NC NC 303 1] NC NC NC

148 2 1 2 1 304 2 1 1 9
149 1] NC NC NC 305 2 2 1 1
150 1] NC NC NC 306 1] NC NC NC

151 2 1 1 1 307 1] NC NC NC

152 2 2 1 1 308 2 2 1 1
153 1] NC NC NC Bl 130 235 140 198
154 2 9 9 9 | Bm 128 228 160 215
155 2 1 1 1

156 2 2 2 2
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Bm

Bl

278

266

257

248

191

184

180

173

170

167

144

136

130

128

103

2

2
2

1

9

1
1
1

1

1

1
2
2
9

1

2
9

1
1
1

2

2
2

1
2
2

2
9

1
1
1

2

2

1

para donor , 2 para Heterocigota y 9 para dato faltante. La fila GR% corresponde a porcentaje de genoma recurrente donde (GR%= [cant 1+ (0.5 cant

Tabla anexo 19: La tabla muestra los SSRs ensayados para evaluar el fondo genético del padre recurrente. Las Ultimas dos columnas corresponden a
H)/(cant 1+cant H+cant 0)] x 100 .

los parentales. BioINTA1001 como la variedad comercial susceptible y Buck Manantial como el parental donor, codificado como 1 para comercial, 0

Pri

barc28

gwm273

wmc216

wmc147

gwm382
barch

gwm148

gwm349

gwm455
barc19

gwm299

gwme45

gwm160

gwm601

gwm107

barc308
gwme17

gwm604
gwm174

gwm192

gwm193

gwm325

gwm332

gwm146

gwm153

gwm312
gwm371

gwm499

gwm614

135



Tabla anexo 20: Resultado obtenido del BC2 para la introgresion del cromosoma 2BS. Las columnas 2 y 8

indican cada individuo

analizado en relacién a los marcadores Xwmc764, Xwmc597, Xgwm148 y Xgwm374. En las columnas correspondientes a los marcadores
el numerol Indica homocigota tipo padre recurrente, el 0 tipo padre donante y el 2 indica Heterocigota y NC: no corresponde. Las columnas
1y 7 indican la planta selecta del cruzamiento anterior.

selecta INDIVIDUO | wmc764 | wmc597 | gwm148 | gwm374 selecta INDIVIDUO | wmc764 | wmc597 | gwm148 | gwm374
1 2 1 1 9 290 9 9 1 9
48 2 1 1 1 9 291 9 9 1 2
3 2 1 2 9 292 2 9 1 9
4 1 2 2 2 293 1 9 1 9
5 2 2 2 2 294 1 9 9 9
6 2 2 1 2 295 1 9 1 9
7 2 2 2 1 296 1 9 9 9
8 1 1 1 1 297 1 9 1 9
9 1 9 2 1 298 1 9 1 1
10 1 9 1 1 299 2 9 1 9
11 1 9 2 9 300 2 2 2 9
12 2 9 2 9 301 1 1 1 9
13 2 1 1 1 303 9 9 1 9
14 1 2 1 9 304 9 9 1 9
15 1 2 2 2 305 9 9 2 2
16 1 1 2 2 306 2 2 2 2
17 1 2 1 1 307 2 1 1 9
18 2 2 2 1 308 2 9 2 9
19 1 2 2 1 309 1 9 2 9
20 1 9 2 2 310 2 2 2 9
21 1 2 1 2 311 1 1 2 2
22 1 1 1 2 312 2 1 1 9
23 1 1 1 1 313 2 2 2 2
24 1 9 1 1 314 1 9 2 9
25 1 1 2 9 315 2 2 2 1
26 2 1 2 1 316 2 9 2 1
27 2 1 2 1 317 1 2 1 1
28 1 9 2 9 318 2 2 1 9
29 2 1 1 1 319 2 2 9 9
30 2 1 2 1 320 9 9 1 2
31 2 1 2 9 321 2 1 2 2
32 2 2 1 2 322 9 9 9 9
33 1 1 9 1 323 1 1 2 2
34 1 1 1 9 1 2 1 1
35 2 1 1 1 1 1 2 1
36 2 2 1 1 9 9 9 9
37 1 9 2 1 184 9 9 1 9
38 1 2 2 1 2 1 1 1
39 1 2 1 1 9 9 1 9
40 2 2 1 1 2 9 1 2
41 1 2 1 2 1 9 9 9
42 2 2 9 2 2 2 2 2
43 9 9 9 9 9 9 1 9
44 1 2 1 1 9 9 1 9
45 2 2 1 1 2 2 2 2
46 1 9 1 2 1 9 1 9
47 2 2 1 2 1 9 2 2
48 2 1 1 9 2 2 2 2
49 2 1 2 2 9 9 1 9
50 1 1 1 2 2 2 2 2
51 1 1 1 1 2 1 1 1
52 2 2 1 2 2 2 2 2
53 2 2 1 9 1 2 2 2
54 2 2 2 1 1 9 9 9
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396
397
398
399
400
401
402
404
405
406
408

257

55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
o9
100
101
102

103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115

52
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409
410
411
412
413
414
415
416
417
418
419
420
421
422
423

424
425
426
427
428
429

430
431
432
433

434
435
436
437
438
439

440
441
442
443

444
445
446
447
448
449

450
451
452
453

454
455
456
457
458
459

460
461
462
463

464
465
466
467
468
469

470

266

116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
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471
472
473
474
475
476
477
478
479
480
481
482
483
484
485
486
487
488
489
490
491
492
493
494
495
496
497
498
499
500
501
502
503

504
505
506
507
508
509

510
511
513

514
515
516
517
518
519

520
521
522
523

524
525
526
527
528
529

530

Biolnta1001
B. Manantial

178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
271
272
273
274
275
276
277
278
279
280
281
282
283
284
285
286
287
288
289

84
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Tabla anexo 21: La tabla muestra los SSRs ensayados para evaluar el fondo genético del padre recurrente. Las ultimas columnas de corresponden a los parentales. BioINTA1001

como las variedades comerciales susceptibles y Buck Manantial como el parental donor, codificado como 1 para comercial, 0 para donor y 2 para Heterocigota. La fila GR%
corresponde a porcentaje de genoma recurrente donde (GR%= [cant 1+ (0.5 cant H)/(cant 1+cant H+cant 0)] x 100

selecta48

Selecta 52

Selecta 71

Selecta 84

Selecta 184

Selecta 257

Selecta 266

6

69

129

131

153

174

263

270

306

310

313

332

335

338

w
S
o

342

376

405

420

453

501

gwm99

1

2

_

_

N

©

—_

N

9

©

_

wmc630

gwm194

barc316

gwm499

gwm614

barc159

gwm259

gwmo42

barc169

gwmb15

gwm312

gwm388

gwm120

gwm257

gwm296

gwm369

gwm247

wmc78

gwm161

gwm397

gwm165

gwm513

gwm495

gwm626

gwmb73

gwm400

barc154
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Tabla anexo 22: Resultado obtenido de la autofecundacién para la introgresion del cromosoma 2BS. Las columnas 2 y 8 indican cada individuo
analizado en relacion a los marcadores Xwmc764, Xwmc597, Xgwm148 y Xgwm374. En las columnas correspondientes a los marcadores el
numerol Indica homocigota tipo padre recurrente, el 0 tipo padre donante y el 2 indica Heterocigota y NC: no corresponde. Las columnas 1y 7
indican la planta selecta del cruzamiento anterior.

selecta | INDIVIDUO | wmc764 | wmce597 | gwm148 | gwm374 | selecta | INDIVIDUO | wmc764 | wmc597 | gwm148 | gwm 74
1 0 | NC 1 1 289 9 [ NC 1 2
2 0 | NC 1 1 290 9 [ NC 1 2
3 2 | NC 1 2 291 9 | NC 1 2
4 0 | NC 0 0 292 9 | NC 9 2
5 0 | NC 2 2 293 0 | NC 1 0
6 0 | NC 0 2 294 0 | NC 1 0
7 2 | NC 1 1 295 2 | NC 2 1
8 0 | NC 1 1 296 2 | NC 1 2
9 2 | NC 0 0 297 0 | NC 1 2

10 2 | NC 1 2 | (338) 298 0 | NC 9 2
11 0 | NC 2 2 299 2 | NC 1 0
12 0 | NC 1 2 300 2 | NC 2 1
13 2 | NC 1 1 301 9 [ NC 1 9
14 2 | NC 0 2 302 9 [ NC 1 0
15 0 | NC 1 2 303 2 | NC 1 0
(60) 16 9 | NC 2 9 304 2 | NC 9 1
17 2 | NC 1 2 305 2 | NC 1 0
18 2 | NC 1 1 306 2 | NC 2 2
19 2 | NC 0 9 307 2 | NC 1 1
20 0 | NC 2 0 308 2 | NC 1 2
21 9 | NC 0 0 309 0 | NC 2 0
22 0 | NC 0 0 310 0 [ NC 1 2
23 2 | NC 0 2 311 2 | NC 2 2
24 0 | NC 2 0 312 0 | NC 1 2
25 0 | NC 2 2 313 9 [ NC 1 2
26 0 | NC 2 2 314 2 | NC 1 0
27 2 | NC 1 1 315 2 | NC 1 0
28 2 | NC 1 1 316 0 [ NC 0 1
29 0 | NC 0 2 317 0 | NC 1 1
30 0 | NC 2 9 318 0 | NC 0 1
31 0 | NC 1 1 319 0 [ NC 2 0
32 2 | NC 1 1 320 0 | NC 1 0
33 0 | NC 0 2 321 0 | NC 2 1
34 2 | NC 2 2 322 0 [ NC 0 2
35 0 | NC 0 2 323 2 | NC 0 2
36 2 | NC 2 2 324 2 | NC 2 0
37 2 | NC 0 9 325 0 [ NC 1 1
38 2 | NC 1 1 326 2 | NC 1 1
39 0 | NC 1 2 327 2 | NC 2 1
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40 2 | NC 1 1 328 0 | NC 9 1
41 0 | NC 2 2 329 2 | NC 2 0
42 2 | NC 2 2 330 0 | NC 2 2
43 2 | NC 2 1 331 0 | NC 2 2
44 0 | NC 2 1 332 2 | NC 2 2
45 0 | NC 0 0 333 2 | NC 2 1
46 0 | NC 0 1 334 2 | NC 1 1
47 2 | NC 2 0 335 2 | NC 1 2
48 2 | NC 1 1 336 0 | NC 2 1
49 2 | NC 1 9 337 2 | NC 0 2
50 0 | NC 2 2 338 2 | NC 1 2
51 0 | NC 2 2 339 2 | NC 1 2
52 0 | NC 2 2 340 2 | NC 9 2
53 2 | NC 2 2 341 2 | NC 1 2
54 0 | NC 0 0 342 2 | NC 1 1
55 0 | NC 2 2 343 2 | NC 2 2
56 0 | NC 0 0 344 2 | NC 2 2
57 0 | NC 0 2 345 0 | NC 1 1
131 0 | NC 2 2 346 0 | NC 2 1
(131) 132 0 | NC 2 2 347 0 | NC 1 2
133 0 | NC 2 2 348 0 | NC 1 0
134 2 | NC 2 1 349 9 | NC 0 2
135 0 | NC 1 1 350 2 | NC 0 0
136 0 | NC 1 1 351 9 | NC 1 2
137 0 | NC 2 2 352 2 | NC 9 2
138 0 | NC 2 1| (340) 353 2 | NC 1 0
139 2 | NC 1 1 354 9 | NC 1 2
140 0 | NC 1 1 355 2 | NC 1 1
141 0 | NC 0 2 356 9 | NC 1 2
142 9 | NC 2 9 357 0 | NC 0 1
143 0 | NC 2 2 358 0 | NC 2 1
144 0 | NC 1 1 359 9 | NC 1 1
145 0 | NC 2 2 360 9 | NC 2 2
146 0 | NC 1 1 361 0 | NC 2 2
147 0 | NC 1 0 362 9 | NC 9 9
148 2 | NC 0 2 363 2 | NC 2 0
149 0 | NC 2 2 364 2 | NC 9 9
150 0 | NC 2 2 365 2 | NC 2 2
151 0 | NC 2 2 366 0 | NC 1 2
152 2 | NC 1 2 367 0 | NC 1 2
153 0 | NC 2 2 368 2 | NC 2 2
154 2 | NC 2 2 369 2 | NC 1 2
155 0 | NC 2 2 370 2 | NC 1 0
156 0 | NC 2 2 371 9 | NC 2 0
157 0 | NC 1 1 372 0 | NC 0 2
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158 0| NC 0 0 373 0| NC 0 9
159 0 | NC 1 1 374 0 | NC 0 0
160 0 | NC 0 2 375 0 | NC 0 9
161 0 | NC 2 2 376 0| NC 9 1
162 2 | NC 1 1 377 0 | NC 2 1
163 0 | NC 0 0 378 0| NC 1 1
164 0 | NC 1 1 379 9 | NC 2 2
165 9 | NC 2 2 380 9 | NC 2 0
166 0 | NC 1 1 381 9 | NC 0 1
167 0 | NC 2 2 382 9 | NC 1 2
168 0 | NC 1 2 383 9 9 9 1
169 0 | NC 0 0 384 9 9 9 0
170 0 | NC 2 2 385 2 0 9 2
171 0 | NC 1 1 386 9 9 9 0

(153) 172 0 | NC 1 1| (405) 387 2 2 9 2
173 0 | NC 1 1 388 2 1 1 1
174 0 | NC 9 1 389 0 9 1 9
175 2 | NC 1 1 390 2 2 2 2
176 0 | NC 1 1 391 2 1 9 2
177 0 | NC 9 2 392 2 0 0 0
178 0 | NC 1 1 393 2 2 0 2
179 0 | NC 1 1 394 2 2 2 2
180 0 | NC 1 1 395 2 2 2 1
181 0 | NC 1 9 396 0 2 2 9
182 0 | NC 1 1 397 0 9 1 1
183 0 | NC 1 1 398 2 0 0 9
184 2 | NC 1 1 399 0 0 1 9
185 2 | NC 1 1 400 9 9 2 2
186 0 | NC 1 1 401 9 1 9 9
187 0 | NC 1 1 402 0 2 0 9
188 0 | NC 1 1 403 0 1 9 9
189 0 | NC 1 1 404 0 0 1 9
190 1| NC 1 1 405 2 9 0 9
191 9 | NC 9 9 406 2 1 0 9
192 9 | NC 9 9 407 0 0 1 9
193 0 | NC 2 1 408 0 1 0 9
194 2 | NC 2 1 409 0 0 2 0
195 2 | NC 2 1 410 0 1 9 0
196 0 | NC 2 1 411 0 1 2 2
197 0 | NC 0 9 412 0 1 9 2
198 2 | NC 0 1 413 0 1 1 1
199 0 | NC 1 1 414 0 1 0 2
200 0 | NC 2 1 415 0 9 9 9
201 2 | NC 1 1 416 0 9 0 9
202 0 [ NC 1 1 417 0 0 1 9
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203 2 | NC 1 1 418 0 0 2 9
204 9 | NC 1 1 419 0 0 2 9
205 0 | NC 2 1 420 0 9 2 9
206 0 | NC 2 1 421 0 1 0 9
207 0 | NC 9 1 422 0 2 2 9
208 0 | NC 2 1 423 0 2 2 2
209 0 | NC 0 1 424 0 1 2 2
210 2 | NC 2 1 425 0 2 0 1
211 0 | NC 1 1 426 0 1 2 1
212 0 | NC 0 1 427 0 2 1 9
213 2 | NC 0 1 428 0 2 1 9
214 0 | NC 0 1 429 0 2 1 9
215 0 | NC 1 1 430 0 2 2 9
216 2 | NC 1 1 431 0 1 2 9
217 2 | NC 9 1 432 0 2 2 9
218 0 | NC 9 1 433 0 2 1 1
219 2 | NC 0 1 434 0 2 1 1
220 9 | NC 2 9 435 0 0 1 1
(306) 221 2 | NC 1 1 436 0 2 1 1
222 0 | NC 1 0 437 0 2 0 0
223 2 | NC 1 2 438 0 2 2 2
224 2 | NC 2 2 439 0 0 1 9
225 0 | NC 2 2 440 0 2 2 2
226 0 | NC 2 0 441 0 2 0 9
227 2 | NC 0 0 442 0 2 1 9
228 2 | NC 2 0 443 0 1 1 9
229 0 | NC 2 1 444 0 9 1 9
230 2 | NC 2 1 445 0 2 1 9
231 0 | NC 2 2 | (453) 446 0 2 1 9
232 2 | NC 2 1 447 0 9 1 1
233 2 | NC 0 2 448 0 9 1 2
234 2 | NC 0 2 449 0 2 1 9
235 0 | NC 9 2 450 0 2 1 9
236 2 | NC 2 2 451 0 2 1 1
237 0 | NC 1 2 452 0 2 1 9
238 2 | NC 1 1 453 0 2 1 9
239 2 | NC 1 1 454 0 2 1 9
240 2 | NC 2 1 455 0 2 1 9
241 2 | NC 2 0 456 0 1 1 9
242 2 | NC 0 1 457 0 1 1 1
243 2 | NC 0 1 458 0 1 1 1
244 0 | NC 2 1 459 0 2 1 1
245 2 | NC 0 1 460 0 2 1 1
246 2 | NC 1 1 461 0 2 1 1
247 2 | NC 2 2 462 0 2 1 9
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248 0| NC 2 2 463 0 0 1 9
249 2 | NC 1 1 464 0 9 1 1
250 2 | NC 2 2 465 0 9 0 0
251 2 | NC 9 2 466 9 2 9 9
252 0 | NC 0 2 467 0 9 9 9
253 0 | NC 1 0 468 0 2 1 9
254 0 | NC 9 0 469 0 9 2 9
255 2 | NC 1 1 470 0 2 0 9
256 9 | NC 0 9 471 2 2 1 1
257 2 | NC 0 1| (501) 472 2 1 1 1
258 0 | NC 1 1 473 0 0 1 1
259 0 | NC 1 1 474 2 0 9 9
260 2 | NC 9 1 475 0 0 0 9
261 0 | NC 1 0 476 0 0 1 1
262 2 | NC 1 1 477 0 9 0 9
263 2 | NC 1 1 478 0 9 0 9
264 2 | NC 1 9 479 0 2 9 9
265 2 | NC 1 2 480 2 2 9 9
266 2 | NC 9 9 481 0 9 2 0
267 2 | NC 2 2 482 0 9 9 2
268 2 | NC 2 1 483 2 9 9 1
269 2 | NC 2 1 484 0 9 0 2
270 2 | NC 2 1 485 2 9 2 0
271 2 | NC 2 1 486 0 9 0 2
272 2 | NC 1 2 487 0 9 2 2
273 9 [ NC 0 9 488 2 9 0 2

(313) 274 2 | NC 1 2 489 0 9 1 1
275 2 | NC 1 0 490 2 9 0 2
276 0 | NC 2 9 491 2 9 0 0
277 2 | NC 0 0 492 2 9 0 2
278 2 | NC 2 0 493 2 9 1 1
279 2 | NC 1 0 494 2 9 0 2
280 2 | NC 2 1 495 2 9 0 2
281 0 | NC 2 2 496 0 9 2 2
282 2 | NC 2 1 497 0 9 0 2
283 2 | NC 2 2 498 0 9 2 2
284 2 | NC 1 2 499 2 9 0 0
285 2 | NC 1 0 500 0 9 2 2
286 2 | NC 2 1 501 0 9 0 0
287 9 | NC 1 1 BI 1 1 1 1
288 0 | NC 0 9 BM 0 0 0 0
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Tabla anexo 23: Resultado obtenido del BC1 para la introgresion del cromosoma 2BS en la variedad comercial ACA801. Las columnas 1y 9 indican cada individuo analizado en
relacion a los marcadores Xwmc764, Xbarc124, Xgwm257, Xwmc597, Xgwm630, Xgwm636 y Xgwm403. En las columnas correspondientes a los marcadores el numerol Indica
homocigota tipo padre recurrente, el O tipo padre donante y el 2 indica Heterocigota y NC: no corresponde. Las columnas 1y 7 indican la planta selecta del cruzamiento anterior.

INDIVIDUO | wmc764 | barc124 | gwm257 | wmc597 | gwm630 | gwm636 | gwm403 | INDIVIDUO | wmc764 | barc124 | gwm257 | wmc597 | gwm630 | gwm636 | gwm403
1 2 1 2 1 1 1 2 50 2 2 1 2 1 1 1
2 2 1 2 2 1 1 2 51 2 1 2 2 1 1 1
3 2 1 2 9 9 2 2 52 2 1 1 2 1 1 1
4 2 1 2 1 2 1 2 53 2 2 1 2 1 1 1
5 2 2 1 1 1 2 1 54 2 1 1 1 2 1 1
6 2 2 2 2 2 1 1 55 2 2 2 1 1 1 1
7 2 2 1 1 1 1 1 56 2 2 2 9 1 1 2
8 2 2 2 1 1 2 2 57 2 2 1 2 2 1 2
9 2 1 1 1 1 1 2 58 2 9 1 9 1 2 2

10 2 1 2 1 2 1 2 59 2 2 9 1 2 2 2
11 2 2 2 1 1 1 2 60 2 1 2 9 1 2 1
12 2 2 2 1 2 1 2 61 2 1 2 2 1 1 1
13 2 1 1 9 1 1 9 62 2 2 2 2 9 2 2
14 2 9 2 2 9 1 2 63 2 1 2 2 1 1 9
15 2 2 1 9 1 1 9 64 2 1 1 1 1 2 2
16 2 1 2 1 2 2 2 65 2 2 2 1 2 2 2
17 2 2 2 2 2 2 1 66 2 1 2 1 1 2 2
18 2 1 1 2 9 2 2 67 2 2 1 1 2 2 2
19 2 2 2 2 1 2 2 68 2 2 2 1 1 1 1
20 2 1 2 2 2 1 2 69 2 2 1 1 1 2 9
X 2 1 2 1 2 1 1 70 2 2 2 1 1 1 2
21 2 1 2 1 1 1 1 71 2 1 9 2 2 1 1
22 2 1 2 2 9 2 1 72 2 1 2 1 1 2 1
23 2 1 2 1 1 2 2 73 2 1 2 1 1 1 1
24 2 9 2 2 1 1 2 74 2 2 9 2 9 2 2
25 2 2 9 2 9 2 1 75 2 2 2 1 2 1 1
26 2 2 2 1 2 9 1 76 2 1 2 1 1 1 1
27 2 2 2 2 9 2 1 77 2 1 1 1 2 1 2
28 2 1 2 1 2 2 1 78 2 1 2 9 2 1 1
29 2 9 2 9 9 9 9 79 2 1 2 1 2 1 2
30 2 9 2 9 1 1 1 80 2 1 2 1 1 1 1
31 2 1 2 2 2 1 2 81 2 1 2 9 2 2 2
32 2 2 2 1 1 1 9 82 2 2 2 1 2 1 1
33 2 2 2 1 1 1 2 83 2 1 2 1 1 2 9
34 2 1 2 2 2 1 2 84 2 1 2 9 2 2 1
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Tabla anexo 24: La tabla muestra los SSRs ensayados para evaluar el fondo genético del padre recurrente. Las ultimas columnas de corresponden a los parentales. ACA801 como
las variedades comerciales susceptibles y Buck Manantial como el parental donor, codificado como 1 para comercial, 0 para donor y 2 para Heterocigota. La fila GR% corresponde a

porcentaje de genoma recurrente donde (GR%= [cant 1+ (0.5 cant H)/(cant 1+cant H+cant 0)] x 100
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Tabla anexo 25: Resultado obtenido del BC2 para la introgresion del cromosoma 2BS. Las columnas 2 y 9 indican cada individuo analizado en relacién a
los marcadores Xwmc597, Xgwm 148, Xgwm630, Xgwm374 y Xgwm403. En las columnas correspondientes a los marcadores el numerol Indica homocigota
tipo padre recurrente, el O tipo padre donante y el 2 indica Heterocigota y NC: no corresponde. Las columnas 1 y 8 indican la planta selecta del cruzamiento
anterior.

INDIVIDUO | wmc597 | gwm148 | gwm630 | gwm374 | gwm403 INDIVIDUO ~ wmc597 | gwm148 | gwm630 | gwm374 | gwm403
36 1 1 1 1 1 94 119 H H H H 1
37 1 H H H 1 120 H 1 H 1 1
38 1 9 9 1 1 121 9 H H 9 9
39 H 1 H 1 1 122 H 1 1 1 1
40 9 1 H 1 1 123 1 1 1 9 9
41 1 H H 1 1 124 1 1 1 9 9
42 H H H 1 1 125 H 1 1 9 9
43 1 H H H 1 126 H 1 1 1 1
44 9 1 H 1 1 127 H H 1 H 1

17 45 1 H H H 1 128 1 H H 9 9
46 9 H H 9 9 129 H H 1 9 9
47 1 1 1 1 1 130 H 1 1 9 9
48 1 1 1 1 1 131 H 1 1 9 9
49 H 1 H 1 1 132 H 1 1 1 1
50 H H H H 1 133 H 1 1 1 1
51 H H H H 1 134 H H H 1 1
52 9 1 9 9 9 135 1 1 1 1 1
53 H H H H 1 136 H 1 1 1 1
54 H H H H H 137 1 1 H 9 9
55 H 1 1 1 1 138 H H H H 1
56 1 1 1 1 1 139 H 1 1 1 H
57 H H H H 1 140 H H H H H
58 H H H H 1 141 H H H 9 9
59 H H H H 1 142 H 1 1 1 H
60 1 1 1 1 1 143 H H 1 H 1
61 1 H 1 H 1 144 H H H 9 9
62 1 H 1 1 1 145 H 1 H 1 H
63 1 1 1 1 1 146 H H H H H
64 1 H 1 1 1 147 H H H H H
65 1 H H H 1 148 H 1 1 9 9
66 1 1 1 1 H 149 1 H 1 9 9
67 1 H 1 H 1 150 H H 1 1 1
68 1 1 1 9 H 151 H H H H 1
69 1 1 1 1 1 152 H 1 1 H H
70 H H 9 H 1 153 H H H H H
71 1 1 1 9 H 154 1 1 1 9 9
72 1 H H H 1 155 H 1 1 9 9
73 H H H H 1 156 1 1 1 H H
74 1 9 9 H 1 157 1 1 1 9 9
75 H H H H 1 158 H H H H H
76 1 1 1 1 1 159 H 1 H 1 1
77 1 H H H 1 160 1 1 1 H 1
78 1 H H H 1 161 H 1 1 1 9
79 1 1 1 1 1 162 H 1 1 H H
80 1 1 1 1 1 163 1 1 H 9 9
81 H H H H 1 164 1 1 1 1 1
82 H H H 9 1 165 H H H 1 1
83 H H H H 1 166 1 H H H H
84 1 H 1 H 1 167 1 H H 1 1
85 1 1 H 1 1 168 1 1 1 1 1
86 1 H H H 1 169 1 1 H 9 9
87 H 1 1 H 1 170 H H H 9 9
88 H 1 H 1 1 171 1 1 1 9 9
89 H H H H 1 172 H H H 1 H
90 H 1 H H 1 173 H 1 1 9 9
91 1 1 1 9 9 174 H 1 1 H 1

105 1 1 1 9 1 175 H 1 H H 1
106 H 1 1 9 9 176 H 1 1 9 9
107 1 1 H 9 9 177 H H H H 1
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Tabla anexo 26: La tabla muestra los SSRs ensayados para evaluar el fondo genético del padre recurrente. Las ultimas

columnas de corresponden a los parentales. ACA801 como las variedades comerciales susceptibles y Buck Manantial

como el parental donor, codificado como 1 para comercial, 0 para donor y 2 para Heterocigota. La fila GR% corresponde a

porcentaje de genoma recurrente donde (GR%= [cant 1+ (0.5 cant H)/(cant 1+cant H+cant 0)] x 100
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indican cada individuo analizado en relacion a los marcadores Xwmc764, Xgwm 148, Xgwm630, Xgwm374 y Xgwm403. En

las columnas correspondientes a los marcadores el numerol Indica homocigota tipo padre recurrente, el O tipo padre
donante y el 2 indica Heterocigota y NC: no corresponde. Las columnas 1 y 8 indican la planta selecta del cruzamiento

Tabla anexo 27: Resultado obtenido de la autofecundacion para la introgresion del cromosoma 2BS. Las columnas 2y 9
anterior.
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Tabla anexo 28: Resultado obtenido del BC1 para la introgresion del cromosoma 2BS en la variedad comercial Baguette9 .
Las columnas 1 y 7 indican cada individuo portador del gen Lrl6 analizado en relacién a los marcadores Xwmc764,
Xwmc597, Xbarcl8, Xgwm374 y Xgwm403. En las columnas correspondientes a los marcadores el numerol Indica
homocigota tipo padre recurrente, el 0 tipo padre donante y el 2 indica Heterocigota y NC: no corresponde.

INDIVIDUO | wmc764 | wmc597 | barc18 | gwm374 | gwm403 | INDIVIDUO | wmc764 | wmc597 | barc18 | gwm374 | gwm403
1 2 1 2 2 1 41 2 1 1 9 2
2 2 2 2 2 2 42 2 2 1 1 1
3 2 1 1 1 1 43 2 2 9 1 2
4 2 1 2 2 1 44 2 1 2 2 2
5 2 1 1 1 1 45 2 1 2 2 2
6 2 1 2 2 1 46 2 2 2 2 2
7 2 1 1 2 1 47 2 1 2 2 2
8 2 1 1 1 1 48 2 1 2 2 2
9 2 1 2 2 2 49 2 1 9 2 2
10 2 2 1 2 1 50 2 1 2 2 1
11 2 1 2 1 2 51 2 2 9 9 1
12 2 1 1 1 2 52 2 9 2 2 1
13 2 2 1 1 2 53 2 9 1 1 2
14 2 2 1 1 2 54 2 2 2 2 2
15 2 2 2 2 1 55 2 2 1 1 1
16 2 2 2 2 1 56 2 9 2 2 2
17 2 2 1 1 2 57 2 2 2 2 2
18 2 2 2 2 1 58 2 1 2 2 2
19 2 1 1 1 1 59 2 1 2 2 1

20 2 2 2 1 1 60 2 2 1 1 2
21 2 1 2 2 2 61 2 2 1 1 2
22 2 2 1 9 1 62 2 1 1 1 2
23 2 1 2 2 1 63 2 2 1 1 2
24 2 2 9 2 1 64 2 9 9 1 1
25 2 2 2 2 1 65 2 1 1 1 1
26 2 9 1 1 2 66 2 2 2 2 1
27 2 2 1 1 1 67 2 1 2 2 1
28 2 2 1 1 2 68 2 2 1 1 1
29 2 9 1 1 2 69 2 2 1 1 2
30 2 2 2 2 2 70 2 1 1 1 2
3 2 9 2 2 2 7 2 2 1 1 1
32 2 2 2 2 2 72 2 1 2 2 2
33 2 1 1 1 1 73 2 2 2 2 2
34 2 1 1 1 1 74 2 1 1 2 2
35 2 1 1 1 2 75 2 1 1 1 1
36 2 2 1 1 2 Bg9 1 1 1 1 1
37 2 2 1 1 2 BM 0 0 0 0 0
38 2 2 2 2 2

39 2 2 1 1 2

40 2 1 2 2 2
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Pr
gwm135

barc28

gwm403 | 2

gwme42

barc169

gwm382

barc212

gwm388 | 2

gwm120

gwm349

gwm455

gwm155 | 2
barc19
gwm108

gwm389 | 2

gwm456

barc135

gwm397

barc343

gwm513 | 2

gwm368

gwm194

barc308
gwme17

barc316

gwm604

barc4
gwm174

gwm192

barc3
gwm219 | 2

gwm508 | 2

gwm325

gwm469

barc64
gwm611

gwm43
gwm37
barc154

como 1 para comercial, 0 para donor y 2 para Heterocigota. La fila GR% corresponde a porcentaje de genoma recurrente donde (GR%-= [cant 1+

corresponden a los parentales. Baguette9 como las variedades comerciales susceptibles y Buck Manantial como el parental donor, codificado
(0.5 cant H)/(cant 1+cant H+cant 0)] x 100

Tabla anexo 29: La tabla muestra los SSRs ensayados para evaluar el fondo genético del padre recurrente. Las ultimas columnas de
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Tabla anexo 30: Resultado obtenido del BC2 para la introgresion del cromosoma 2BS. Las columnas 2 y 9 indican cada
individuo portador del gen Lrl6 analizado en relacién a los marcadores Xwmc764, Xwmc597, Xbarc1l8, Xgwm374 y
Xgwm403. En las columnas correspondientes a los marcadores el numerol Indica homocigota tipo padre recurrente, el 0
tipo padre donante y el 2 indica Heterocigota y NC: no corresponde. Las columnas 1 y 8 indican la planta selecta del
cruzamiento anterior.

INDIVIDUO | wmc764 | wmc597 | barcl8 | gwm374 | gwm403 INDIVIDUO | wmc764 | wmc597 | barcl8 | gwm374 | gwm403
sel 16 1 2 2 1 1 1 91 2 1 1 1 2
2 2 2 1 1 1 92 2 1 1 1 2
3 2 9 9 9 1 93 2 1 1 1 2
4 2 2 2 2 2 94 2 1 1 1 2
5 2 2 1 1 1 95 2 1 9 2 1
6 2 1 1 2 1 96 2 1 1 1 1
7 2 2 1 1 1 97 2 1 1 1 9
8 2 2 9 2 1 98 2 1 1 2 9
O 2 2 1 1 1 99 2 1 1 1 9
10 2 2 1 1 1 100 2 1 1 9 9
11 2 2 1 1 1 101 2 1 1 1 9
12 2 2 2 2 2 102 2 1 1 1 9
13 2 2 2 2 1 103 2 1 1 1 9
14 2 2 2 2 1 104 2 1 1 2 9
15 2 9 1 1 1 105 2 1 2 2 9
16 2 2 2 2 1 106 2 1 1 1 9
17 2 2 1 1 1 107 2 1 1 1 9
18 2 2 1 1 1 108 2 1 2 9 9
19 2 2 2 2 1 109 2 1 1 9 9
20 2 1 1 2 1 110 2 1 2 1 9
21 2 1 2 2 1 111 2 1 1 9 9
22 2 1 1 1 1 112 2 1 1 9 9
23 2 2 2 2 1 113 2 1 1 9 9
24 2 1 1 1 1 114 2 1 1 1 9
25 2 2 1 1 1| sel56 115 2 1 2 2 9
26 2 2 1 1 1 116 2 1 2 9 9
27 2 1 2 2 1 117 2 1 2 9 9
28 2 1 1 1 1 118 2 1 9 1 9
29 2 1 2 2 1 119 2 1 1 9 9
30 2 2 2 2 1 120 2 1 2 9 9
31 2 2 2 9 1 121 2 1 2 9 9
32 2 2 1 1 1 122 2 1 9 1 2
33 2 1 2 9 1 123 2 1 1 1 9
sel25 34 2 1 1 1 1 124 2 1 2 1 2
35 2 1 1 1 1 125 2 1 1 1 9
36 2 9 2 2 1 126 2 1 2 2 1
37 2 2 2 2 1 127 2 1 2 2 1
38 2 2 1 1 1 128 2 1 2 2 1
39 2 1 2 2 1 129 2 1 2 2 1
40 2 1 2 2 1 130 2 1 1 1 1
41 2 1 2 2 1 131 2 1 2 2 1
42 2 1 1 1 1 132 2 1 2 2 2
43 2 1 1 1 1 133 2 1 2 9 1
44 2 2 1 1 1 134 2 1 2 9 1
45 2 9 9 1 1 135 2 1 2 9 9
46 2 2 1 1 1 136 2 1 1 1 1
47 2 1 1 1 1 137 2 1 1 9 9
48 2 2 1 1 1 138 2 1 2 1 1
49 2 2 1 1 1 139 2 1 2 2 2
50 2 1 2 2 2 140 2 1 2 2 2
sel38 51 2 1 2 2 1 | sel57 141 2 2 2 2 2
52 2 2 2 2 1 142 2 1 2 2 1
53 2 1 2 2 2 143 2 1 2 2 2
54 2 2 1 1 2 144 2 1 1 1 2
55 2 1 1 1 9 145 2 1 2 9 9
56 2 2 2 2 2 146 2 9 1 1 2
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73

57

38

25

16

como el parental donor, codificado como 1 para comercial, O para donor y 2 para Heterocigota. La fila correspondiente a %:

columnas de corresponden a los parentales. Baguette9 como las variedades comerciales susceptibles y Buck Manantial
corresponde al cociente entre cantidad de “1” sobre el total de marcadores.

Tabla anexo 31: La tabla muestra los SSRs ensayados para evaluar el fondo genético del padre recurrente. Las ultimas

barc213

gwm153

gwm264

gwmb14

gwm312
barch

gwm382
barc18
gdm19
wmci18

gwm391

gwm247
wmc54

gwm314
gwm52

barc135

gwm160

gwm601

wmc622
gwm499

gwm371

gwm272

gwm193

gwm333
gwm46

gwm410

wmc773

159



Tabla anexo 32: Resultado obtenido de la autofecundacion para la introgresion del cromosoma 2BS. Las columnas 1y 7
indican cada individuo portador del gen Lrl6 analizado en relacién a los marcadores Xwmc764, Xwmc597, Xbarc18,
Xgwm374 y Xgwm403. En las columnas correspondientes a los marcadores el numerol Indica homocigota tipo padre
recurrente, el 0 tipo padre donante y el 2 indica Heterocigota y NC: no corresponde. Las columnas 1 y 8 indican la planta
selecta del cruzamiento anterior.

INDIVIDUO wmc764 wmc597 barc18 gwm374 gwm403 INDIVIDUO wmc764 wmc597 barc18 gwm374 gwm403
1 0 0 2 | NC 0 323 0 9 2 1 1
4 2 2 0 2 | NC 0 324 0 9 2 2 0
3 0 1 1 [ NC 0 325 0 9 2 2 0
4 0 0 2 | NC 2 326 0 9 1 2 2
5 0 2 9 | NC 1 327 0 9 9 0 1
6 0 0 1 | NC 2 328 0 9 2 9 1
7 0 1 9 | NC 0 329 0 9 9 2 2
8 0 2 1 | NC 2 330 0 9 9 2 2
9 0 1 2 | NC 1 331 0 9 2 9 9
10 2 1 1 [ NC 9 332 0 9 1 2 2
11 2 0 1 | NC 2 333 0 9 2 0 1
12 2 0 1 | NC 1 334 2 9 2 2 2
13 0 0 2 | NC 9 335 0 9 2 2 2
14 0 2 0 | NC 9 336 0 9 2 2 2
15 0 2 1 | NC 9 337 2 9 2 2 0
16 0 1 1 [ NC 2 339 0 9 2 2 2
17 2 0 2 | NC 9 340 0 9 0 2 2
18 2 2 2 | NC 0 341 0 9 0 1 0
19 0 0 9 | NC 0 342 0 9 2 1 2
20 2 2 1 | NC 0 343 2 9 9 2 2
21 2 1 1 | NC 0 345 0 9 2 0 2
22 2 0 0 | NC 2 346 2 9 1 0 2
23 2 2 1 [ NC 9 347 0 9 0 1 0
24 0 2 2 | NC 2 348 0 9 2 2 0
25 0 1 2 | NC 2 349 2 9 0 1 0
26 0 2 0 | NC 2 350 0 9 1 0 2
27 2 1 1 | NC 2 351 2 9 0 2 0
28 0 2 1 | NC 1 352 0 9 1 0 1
29 2 2 0 | NC 2 353 9 9 2 9 1
30 2 2 2 | NC 2 354 2 9 2 2 1
31 2 2 2 | NC 2 355 0 9 9 9 2
32 0 2 2 | NC 2 356 0 9 2 2 0
33 2 2 2 | NC 0 357 0 9 2 0 1
34 0 2 2 | NC 1 358 2 9 2 0 1
35 2 2 2 | NC 2 359 0 9 2 2 2
36 2 2 0 | NC 0 360 0 9 1 2 2
37 2 2 1 | NC 2 361 2 9 2 0 1
38 2 0 0 | NC 9 362 0 9 2 2 2
39 0 1 2 | NC 0 363 0 9 2 2 0
40 2 0 9 | NC 9 364 2 9 0 2 2
41 2 0 2 | NC 2 365 0 9 2 2 2
42 0 2 2 | NC 1 366 2 9 2 2 2
43 0 9 9 | NC 9 367 9 9 0 9 1
44 2 1 0 | NC 2 368 0 9 0 1 2
45 2 1 2 | NC 2 152 369 0 9 2 1 2
46 0 2 2 | NC 2 370 9 9 2 2 2
47 2 1 1 | NC 2 371 2 9 2 2 2
48 0 2 2 | NC 2 372 9 0 0 2 2
50 0 1 9 | NC 9 373 9 9 9 1 0
57 9 9 2 | NC 9 374 0 1 0 2 2
58 0 0 2 | NC 0 375 9 9 1 9 2
59 0 0 9 | NC 9 376 9 9 1 0 2
61 2 1 0 | NC 2 377 2 9 1 2 2
62 0 1 1 | NC 2 378 0 2 9 1 1
63 0 1 2 | NC 2 379 0 9 2 9 9
64 0 2 2 | NC 1 380 0 0 2 2 0
65 0 0 1 | NC 2 381 0 0 2 2 0
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135
125

192
205

219
228

245
228

138
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583
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585
586
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Bg9
Bm

312
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314
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Tabla anexo 33: Resultado obtenido del BC1 para la introgresion del cromosoma 2BS. Las columnas 1y 6 indican cada
individuo portador del gen Lr16 analizado en relacion a los marcadores Xgwm257, Xgwm374, Xbarc124 y gwm630. En las
columnas correspondientes a los marcadores el numerol Indica homocigota tipo padre recurrente, el O tipo padre donante y
el 2 indica Heterocigota y NC: no corresponde.

INDIVIDUO | barc124 | gwm257 | gwm630 | gwm374 | INDIVIDUO | barc124 | gwm257 | gwm630 | gwm374
1 2 1 2 2 72 1 2 1 2
2 1 1 1 1 73 1 9 1 2
3 1 1 1 1 74 2 1 9 2
4 1 1 1 1 75 1 9 9 1
5 1 1 9 2 76 1 9 9 2
6 1 1 1 2 77 1 1 1 1
7 1 2 1 1 78 1 1 2 1
8 2 2 1 1 79 1 1 1 2
9 2 9 1 2 80 2 1 1 1

10 1 2 1 1 81 2 1 1 9
11 1 2 1 1 82 2 2 1 1
12 2 9 1 2 83 1 2 1 2
13 9 9 9 9 84 2 2 2 2
14 2 9 9 9 85 9 2 2 2
15 2 9 9 1 86 1 9 1 1
16 2 2 1 1 87 2 2 1 2
17 1 9 1 1 88 1 1 2 1
18 1 9 1 1 89 2 9 1 2
19 2 2 2 2 90 2 2 1 2
20 2 2 2 2 9N 2 2 2 1
21 2 2 1 2 92 1 1 1 1
22 1 9 1 1 93 1 2 1 2
23 1 9 1 1 94 2 9 2 2
24 2 9 1 1 95 2 2 2 2
25 1 1 9 1 96 2 2 2 2
26 2 2 9 1 97 2 1 2 2
27 1 1 1 1 98 1 9 9 1
28 1 2 9 1 99 2 1 2 2
29 2 9 1 1 100 9 9 9 9
30 1 1 9 1 101 2 1 2 2
31 1 1 2 2 102 9 9 9 9
32 2 2 1 1 103 1 2 1 1
33 2 2 2 1 104 1 2 2 2
34 2 1 2 1 105 2 9 1 2
35 2 1 2 2 106 2 9 9 1
36 1 2 1 1 107 1 9 1 2
37 1 1 9 1 108 1 9 1 1
38 1 1 2 1 109 2 2 9 2
39 2 1 1 1 110 1 2 9 1
40 9 9 1 2 111 1 9 1 1
41 1 2 2 2 112 2 9 1 2
42 2 1 9 2 113 1 2 1 1
43 1 2 2 2 114 1 9 1 1
44 2 9 1 1 115 2 9 1 1
45 2 1 2 2 116 1 1 1 2
46 2 9 1 1 117 1 2 1 2
47 1 1 1 1 118 2 9 1 2
48 2 2 2 2 119 1 9 1 1
49 1 2 2 1 120 2 9 9 2
50 2 1 2 1 121 1 9 9 2
51 2 2 9 2 122 1 9 9 1
52 2 1 2 9 123 2 2 9 2
53 2 2 1 2 124 2 2 9 2
54 1 1 1 2 125 2 9 9 2
55 1 2 2 1 126 1 2 1 1
56 1 1 9 2 127 2 1 9 2
57 1 1 2 1 128 2 1 1 2
58 1 2 11 2 129 1 1 1 1
59 1 2 1 2 130 2 1 1 2
60 2 2 9 1 131 2 9 1 2
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133
134
135
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Bm

61
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Tabla anexo 34: La tabla muestra los SSRs ensayados para evaluar el fondo genético del padre recurrente. Las ultimas

columnas de corresponden a los parentales. Buck Bigua como las variedades comerciales susceptibles y Buck Manantial

como el parental donor, codificado como 1 para comercial, 0 para donor y 2 para Heterocigota. La fila correspondiente a %:

corresponde al cociente entre cantidad de “1” sobre el total de marcadores.

Bm

BB

124

123

109

97

96

95

91

90

85

87

84

68

52

51

48

45

H

35

33

21

20

19

1
1
1

2

1
2

2
2

2
1
1
1

2
1

1

wmc216
barc309

gwm636

gwmb39
gdm19

gwm349

gwm455

barc124

gwm155

gwm247

barc218

gwme45

gwm456

gwm664

barc106

gwm610

gwm165

gwm513

wmc622
barc308
gwm291

gwm126
gwme7

gwm604

gwm540

gwm174

barc143

gwm334
barc3

gwm626

gwm219

gwm193

gwm325

gwm146
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Tabla anexo 35: Resultado obtenido del BC2 para la introgresion del cromosoma 2BS. Las columnas 2y 9 indican cada
individuo portador del gen Lrl6 analizado en relacién a los marcadores Xwmc764, Xgwm257, Xgwm374, Xbarc124 y
gwm630. En las columnas correspondientes a los marcadores el numerol Indica homocigota tipo padre recurrente, el O tipo
padre donante y el 2 indica Heterocigota y NC: no corresponde. Las columnas 1 y 8 indican la planta selecta del
cruzamiento anterior.

INDIVIDUO wmc764 barc124 gwm257 gwm630 gwm374 INDIVIDUO wmc764 barc124 gwm257 gwm630 gwm374

1 2 1 NC 1 9 10-802 105 2 1 NC 1 1
20 2 2 1 NC 2 1 84 106 2 2 NC 1 1
3 2 1 NC 2 2 107 2 2 NC 1 1
4 2 1 NC 1 1 108 2 9 NC 1 1
5 2 1 NC 1 1 109 2 2 2 2 9
6 2 1 NC 2 2 110 2 1 NC 9 9
7 2 9 NC 2 2 111 2 1 NC 1 1
8 2 1 NC 2 2 112 2 1 NC 2 9
9 2 1 NC 1 2 113 2 2 NC 1 2
10 2 2 2 2 2 114 2 1 NC 1 1
11 2 2 2 2 2 115 2 2 NC 2 1
12 2 1 NC 1 1 116 2 1 NC 2 2
13 2 1 NC 1 1 117 2 9 NC 1 9
14 2 1 NC 1 1 118 2 1 NC 2 9
15 2 2 NC 1 1 119 2 1 NC 9 1
16 2 1 NC 1 1 120 2 2 NC 1 9
17 2 2 NC 2 1 121 2 1 NC 9 2
18 2 2 NC 1 1 122 2 2 2 2 2
19 2 1 NC 1 1 123 2 2 2 2 9
20 2 1 NC 1 1 124 2 1 NC 9 9
21 2 2 NC 2 1 125 2 1 NC 9 1
22 2 1 NC 1 1 126 2 2 NC 1 1
23 2 2 NC 1 1 127 2 2 NC 9 2
24 2 1 NC 1 9 128 2 1 NC 2 9
25 2 1 NC 1 9 129 2 1 NC 2 9
26 2 1 NC 1 1 130 2 1 NC 9 9
27 2 2 NC 1 1 131 2 2 NC 9 9
28 2 1 NC 2 1 132 2 1 NC 1 1
29 2 1 NC 1 9 133 2 2 NC 1 1
30 2 1 NC 1 1 134 2 2 NC 1 1
31 2 1 NC 1 2 135 2 9 NC 1 1
32 2 2 2 2 2 136 2 2 NC 9 9
33 2 1 NC 2 1 137 2 2 NC 9 2
34 2 2 2 2 2 138 2 1 NC 1 1
35 2 2 NC 1 1 139 2 1 NC 1 1
35 36 2 2 NC 2 1 91 140 2 1 NC 1 1
37 2 1 NC 1 2 141 2 1 NC 1 1
38 2 1 NC 2 1 142 2 1 NC 1 1
39 2 2 NC 1 2 143 2 1 NC 1 9
40 2 2 2 2 2 144 2 1 NC 1 2
41 2 2 NC 2 1 145 2 1 NC 1 1
42 2 2 NC 1 2 146 2 1 NC 1 2
43 2 1 NC 2 2 147 2 1 NC 1 1
44 2 2 NC 2 1 148 2 1 NC 1 1
45 2 2 NC 1 2 149 2 1 NC 1 2
46 2 1 NC 2 2 150 2 1 NC 1 1
47 2 2 2 2 2 151 2 1 NC 1 2
48 2 1 NC 2 2 152 2 1 NC 1 2
49 2 1 NC 2 1 153 2 1 NC 9 9
50 2 1 NC 1 1 154 2 1 NC 1 9
51 2 2 NC 1 1 155 2 1 NC 9 2
52 2 2 NC 1 2 156 2 1 NC 1 2
53 2 1 NC 1 1 157 2 1 NC 9 1
54 2 1 NC 2 2 158 2 1 NC 1 9
55 2 1 NC 1 2 159 2 1 NC 1 2
56 2 2 NC 1 9 160 2 1 NC 1 2
57 2 2 NC 1 2 161 2 1 NC 1 1
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Bm

BB

Sel 97

205

204

201

Sel 96

192

190

183

182

175

Sel 84

123

122

109

Sel 68

91

Sel 45

75

85

70

64

Sel 35

47
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Sel 20

34
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11
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1
1
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1

2
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2

1
1
1
9
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2
1
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9
2
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2
1
2
1
1
2
1
1
1
1

1
1

columnas de corresponden a los parentales. Buck Bigua como las variedades comerciales susceptibles y Buck Manantial
como el parental donor, codificado como 1 para comercial, O para donor y 2 para Heterocigota. La fila correspondiente a %:

Tabla anexo 36: La tabla muestra los SSRs ensayados para evaluar el fondo genético del padre recurrente. Las ultimas
corresponde al cociente entre cantidad de “1” sobre el total de marcadores.

xgwm99

xgwm120

Xgwm674

Xgwm69
barc8

xgwm617
barc316

xgwm400

Xxgwm46

xgwm95

xgwm311

xgwm312

xgwm614

wmc773

barc159

Xxgwm259

xgwm515

xgwm382

xgwm157

xgwm388

xgwm257
barc160

Xgwm296

Xxgwm369

XgWm566
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Xgwm67

xgwmb544

xgwm570

Xgwm55
barc21

xgwm573
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Tabla anexo 37: Resultado obtenido de la autofecudacién para la introgresion del cromosoma 2BS. Las columnas 2y 9
indican cada individuo portador del gen Lrl6 analizado en relacion a los marcadores Xwmc764, Xgwm257, Xgwm374,
Xbarc124 y gwm630. En las columnas correspondientes a los marcadores el numerol Indica homocigota tipo padre
recurrente, el 0 tipo padre donante y el 2 indica Heterocigota y NC: no corresponde. Las columnas 1 y 8 indican la planta
selecta del cruzamiento anterior.

Individuo | wmc764 | barc124 | gwm257 gwm630 | gwm374 Individuo | wmc764 | barc124 | gwm257 gwm630 | gwm374
40 55 0 2 2 0 9 255 9 1 0 0 9
56 9 1 2 1 9 256 9 2 1 0 9
57 0 2 2 2 2 257 2 2 2 2 2
58 9 9 0 1 9 258 0 2 2 2 0
59 0 2 2 0 0 259 0 2 2 2 2
60 0 2 0 2 0 260 9 0 9 9 9
61 0 2 0 2 0 261 0 0 0 0 0
62 0 2 2 2 2 262 9 1 2 2 9
63 9 0 0 9 9 263 9 9 9 9 9
64 9 1 2 1 9 264 2 0 2 2 0
65 9 2 1 1 9 265 2 2 2 2 9
66 9 1 2 1 9 266 9 2 9 9 9
67 9 2 0 1 9 267 9 2 9 9 9
68 9 2 2 1 9 268 0 2 2 2 2
69 9 1 2 2 9 269 0 0 0 2 0
70 9 1 9 9 9 | 183 311 9 0 2 1 9
71 9 1 2 0 9 312 9 1 2 2 9
72 9 1 1 0 9 313 9 0 2 9 9
73 0 2 0 0 0 314 9 2 1 9 9
74 0 0 2 0 0 315 9 2 1 1 9
75 9 9 9 9 9 316 9 0 9 1 9
76 9 2 0 0 2 317 9 1 0 9 9
77 9 0 9 9 9 318 9 1 9 0 9
78 9 0 2 1 9 319 9 2 9 9 9
79 9 1 2 2 9 320 9 0 2 9 9
80 2 2 2 2 2 321 9 2 2 9 9
81 2 2 2 2 0 322 9 2 0 1 9
82 0 2 2 0 0 323 0 2 2 0 0
83 9 9 2 2 9 324 9 2 0 9 9
84 9 1 1 1 9 325 0 0 0 0 0
85 2 2 2 2 0 326 9 2 1 2 9
86 2 2 2 2 2 327 0 0 0 0 0
87 9 0 2 2 0 328 9 1 9 9 9
88 9 2 2 1 9 329 2 0 2 2 0
89 9 1 2 2 9 330 9 2 9 9 9
90 9 1 1 0 9 331 0 2 2 2 2
91 2 2 2 2 2 332 0 2 2 0 9
92 0 0 2 0 0 333 0 2 2 2 2
93 9 1 2 2 9 334 9 1 2 1 9
94 9 9 0 0 9 335 9 2 0 1 9
95 9 2 1 0 9 336 9 2 1 2 9
96 9 2 1 2 9 337 2 2 2 2 2
97 0 0 2 2 2 338 0 0 2 2 2
98 2 2 2 0 0 339 0 0 2 2 2
99 0 2 2 2 2 340 0 2 0 0 9
100 0 0 2 2 2 341 9 2 1 2 9
101 0 0 2 2 2 342 9 9 1 9 9
102 9 1 2 2 9 343 9 2 2 1 9
103 0 2 2 2 2 344 0 2 2 2 2
104 9 2 0 2 0 345 9 2 1 9 9
105 9 9 9 9 9 346 0 2 2 2 2
47 106 0 2 2 0 0 347 9 2 1 0 9
107 0 2 0 0 0 348 0 2 0 0 0
108 9 9 9 2 9 349 0 0 2 0 2
109 9 0 9 2 9 350 9 0 2 1 9
110 0 2 0 0 0 351 0 2 0 2 2
111 9 9 1 2 9 352 9 0 1 1 9
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