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Resumen

El objetivo general del presente trabajo fue desarrollar mapas genéticos de alta resolucion
para dos genes de resistencia a roya de la hoja de trigo, identificados en la variedad con
resistencia durable Sinvalocho MA (SV). Uno de los genes detectados es el Lr3 de
resistencia desde plantula (ASR) y el otro el LrSV2 de expresion en planta adulta (APR)

con un efecto significativo en la resistencia observada a campo.

Un mapa de alta resolucion permite definir un intervalo genético lo suficientemente
reducido para identificar un bajo numero de genes codificantes que deberan ser

posteriormente validados como responsables del fenotipo estudiado (clonado posicional).

Se logro posicionar al gen Lr3, localizado en el cromosoma 6BL, en un intervalo de 6,9
cM y al gen LrSV2, ubicado en el cromosoma 3BS, en un intervalo de 0,04 cM. Estos
intervalos corresponden a 2 Mb y 748 kb respectivamente en la variedad Chinese Spring

(CS), donde se han anotado con alta confianza 57 y 40 genes respectivamente.

Mediante tratamientos mutagénicos con EMS (etilo metano sulfonato) sobre semillas de
SV, se obtuvieron hasta el momento, 3 mutantes susceptibles a la raza que identifica al

LrSV2 en planta adulta, que seran de utilidad para validar potenciales genes candidatos.

La disponibilidad de mapas de alta resolucion es un insumo fundamental para el clonado
posicional de genes. La informacion acerca de las secuencias génicas permite la
introduccién eficiente de los mismos en cultivares elite, tanto mediante retrocruzas
asistidas por marcadores desarrollados a partir de su secuencia, como por transgénesis o
edicion génica.

La utilizacion de genes de resistencia es una herramienta muy eficaz para el control de
enfermedades y ademas mejora la sustentabilidad del cultivo, ya que contribuye a reducir
el uso de agroguimicos. Asimismo, un mejor conocimiento de las bases moleculares de
la interaccion planta-patdgeno puede contribuir a desarrollar nuevas y mas eficientes

metodologias para el control de enfermedades de origen fungico en cereales.

Palabras clave: Triticum aestivum. Mapeo de alta resolucion. Resistencia durable. Genes

de resistencia. Puccinia triticina. Roya de la hoja de trigo.



Summary

Fine mapping of leaf rust resistance genes from a wheat variety with durable

resistance to this disease

The main objective of the present work was to develop high resolution genetic maps for
two leaf rust resistance genes, identified in the wheat durable resistant variety Sinvalocho
MA (SV). One of the genes detected is the ASR Lr3 gene, and the other APR LrSV2 gene.

This last gene showed a significant effect on field leaf rust resistance.

A high-resolution map allows defining a small genetic interval that contains a low number
of coding genes, that must subsequently be validated as responsible for the observed

phenotype (positional cloning).

Lr3 gene, located on a telomeric region of chromosome 6BL, was mapped in a 6,9 cM
interval. LrSV2 gene, located on a subtelomeric region of chromosome 3BS, was mapped
ina 0.04 cM interval. These intervals are equivalent to 2 Mb and 748 Kb, respectively, in

CS wheat, where 57 and 40 high confidence genes were annotated, respectively.

Through mutagenic treatments with EMS (ethyl methane sulfonate) on SV seeds, 3 M3
susceptible mutant plants to the race that identifies LrSV2 in adult plants were obtained

to date, which will be useful to validate potential candidate genes.

The availability of high-resolution maps is a fundamental input for positional gene
cloning. Information about gene sequences allows their efficient introduction into elite
cultivars, both through backcrosses assisted by markers developed from their sequence,

as well as by transgenesis or gene editing.

The use of resistance genes is a very effective tool for disease control, and improves the
sustainability of the crop, since it contributes to reducing the use of agrochemicals.
Likewise, a better knowledge of the molecular bases of the plant-pathogen interaction can
contribute to developing new and more efficient methodologies for the control of fungal

diseases in cereals.

Keywords: Triticum aestivum. High resolution mapping. Durable resistance. Resistance

genes. Puccinia triticina. Wheat leaf rust.
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INTRODUCCION

Los mapas finos o de alta resolucion resultan un insumo basico para realizar estudios
genéticos detallados de regiones especificas del genoma. En este tipo de mapas las
distancias genéticas basadas en los porcentajes de recombinacion que se expresan en
centimorgans (cM) son representativas de las distancias fisicas en kilobases (kb). La
densidad y resolucion de los mapas genéticos depende del nimero de marcadores, el
tamafio de la poblacion analizada, considerandose mapas saturados cuando los
marcadores se distribuyen a intervalos no mayores de 15-20 cM (Strachan y Read, 1999).
Estos mapas resultan Utiles para identificar marcadores fuertemente asociados a genes de
interés. Sin embargo, la saturacion de los mapas depende de factores como la especie, la
region cromosémica y la presencia de ADN repetitivo, entre otros. Para trigo se han
reportado zonas mas recombinogeénicas, generalmente cercanas a los telomeros, en
comparacién con otras zonas menos recombinogénicas, como las cercanas a los
centromeros (Gill et al 1993, 1996a, 1996b, Saintenac et al 2009, 2011).

La disponibilidad de estos mapas permite el aislamiento y clonado de genes basandose en
su posicion en el mapa (map-based cloning). Esta técnica consiste en el genotipado de
una poblacion con un nimero elevado de individuos segregantes para la identificacion de
aquellos con eventos de recombinacion cercanos al gen responsable del caracter de interés
para lo cual es necesario contar con abundantes marcadores moleculares polimoérficos en
la region. En trigo se pudieron construir mapas de alta resolucion analizando entre 2600
y 9000 productos de meiosis de las regiones que involucran a los genes Lr34, LrN3B, Sr2,
VRN, Yr30, Yr36 entre otros (Krattinger et al 2009, Wang et al 2024a, Mago et al 2011
Yan et al 2003, Wang et al 2024b, Fu et al 2009). Esto permite definir con alta confianza
un intervalo fisico de secuencia lo suficientemente reducido como para contener un
namero bajo de genes (Feuillet et al 2003; Yan et al 2003; Huang et al 2003; Cloutier et
al 2007; Krattinger et al 2009, Fu et al 2009). Esta estrategia se utilizé con éxito para el
clonado basado en la posicién en el mapa de los genes de resistencia a la roya de la hoja
Lrl, Lr10, Lr21 y Lr34 en los que se definieron intervalos de 0.8, 0.13, 1.7 y 0.15 cM,
respectivamente (Cloutier S et al 2007, Feuilliet C et al 2003, Huang et al 2003,
Krattinger et al 2009).


https://d.docs.live.net/ef453e50e14f4207/INTA%202024/08.Tesis%20Doctoral/Tesis/Bibliografía/Gill1993.pdf

La identificacion de las regiones codificantes dentro de dicho intervalo permite realizar
estudios comparativos para su postulacion y posterior validacion como determinantes del

fenotipo estudiado.

En los pasos finales de un clonado posicional, basado en la posicion en un mapa fisico,
es necesario utilizar una biblioteca genémica de la variedad o linea donde fue identificado
el gen de interés, ya que genotecas de BACs (Bacterial Artificial Chromosomes) de otras
lineas podrian no contener secuencias homologas al gen. La construccion y organizacion
de genotecas de BACs es laborioso y costoso, sobre todo a partir de organismos con
genomas grandes y complejos como el trigo. Sin embargo, es posible dirigir el foco a la
region gendmica de interés en el genotipo especifico y rapidamente aislar clones de BACs
que abarquen el intervalo blanco utilizando la estrategia de genotecas de BACs no
ordenadas, evitando asi el tiempo y costo de la organizacion de los clones en microplacas
(Isidore et al 2005).

Por otro lado, la identificacién de mutantes que pierdan el fenotipo permite testear la
expresion y cambios en la secuencia de los genes candidatos (Periyannan et al 2013,
Lombardo L et al 2017, Li G et al 2019, Walkowiak et al 2020). La identificacion de la
secuencia de ADN responsable de un fenotipo de interés permitiria su introduccién en
cultivares élite a través de transgénesis, la edicién génica de alelos susceptibles o su
introgresion por métodos convencionales utilizando marcadores desarrollados en base a
la secuencia, aumentando asi la eficiencia de la MAS (Marker Assisted Selection o
Seleccion Asistida por Marcadores).

El conocimiento de los productos génicos subyacentes responsables de fenotipos de
interés, como por ejemplo resistencias a royas, no solo brinda informacién acerca de las
bases moleculares de la interaccion planta-patégeno sino que facilita el desarrollo de
nuevas estrategias para el control de enfermedades, contribuyendo asi a la seguridad
alimentaria y a la estabilidad de la produccion agricola, brindando la oportunidad de
desarrollar métodos de proteccidn de cultivos mucho mas eficaces y sustentables (Lowe
et al 2011).

El trigo, Triticum aestivum, es una monocotiledonea perteneciente a la familia de las
gramineas. Es una especie autdégama, alohexaploide formada por los genomas

homeologos A, By D (AABBDD, 2n=6x=42) resultante de eventos de hibridacion que



probablemente ocurrieron varias veces y de manera independiente. El genoma AABB del
antiguamente cultivado T. dicoccum — trigo farro o emmer — proviene de hibridaciones
entre T. monococcum y un grupo de especies del género Aegilops spp. denominado
“sitopsis”, mientras que el genoma DD deriva de T. tauschii —también Ilamado A. tauschii
(Dubcovsky y Dvorak 2007).

Si bien T. aestivum presenta un genoma complejo, su comportamiento es diploide, lo que
resulta una ventaja operativa en cuanto a la manipulacion de las poblaciones
experimentales desarrolladas para estudios genéticos, sumado a la plasticidad genémica

que caracteriza a este tipo de especies (Dubcovsky y Dvorak 2007).

En 2005 se creo6 el IWGSC (International Wheat Genome Sequencing Consortium) con
el objeto de secuenciar este genoma. Este proyecto se planted inicialmente cromosoma
por cromosoma debido al gran tamafio del genoma. Los cromosomas fueron aislados por
citometria de flujo y debido a su mayor tamario, el primero fue el 3B. El desarrollo de una
biblioteca de BACs de este cromosoma (Safar et al 2004) permitié generar
aproximadamente 19.400 secuencias de extremos de BACs (BES) para el desarrollo de
marcadores especificos de este cromosoma (Paux et al 2006). Luego se desarrollé un
mapa fisico (Paux et al 2008; Rustenholz et al 2011) y varios de los contigs que lo
componian fueron secuenciados completamente (Choulet et al 2010). La primera
secuencia de todo el genoma, de calidad y con una anotacion completa, fue publicada en
agosto de 2018 y corresponde a Chinese Spring (CS), una variedad originaria de Chengdu,
provincia de Sichuan, China (IWGSC 2018). Se utilizd esta variedad como modelo de
secuenciacion ya que a partir de la misma se habian desarrollado diferentes lineas de
adicion, de delecion y nulitretasomicas, entre otras. Este recurso ha desempefiado un rol
fundamental en los avances sobre genética de trigo, permitiendo la localizacion precisa
de numerosos caracteres, tanto a nivel de cromosoma como en subregiones dentro de los
mismos (Sears 1952, 1954, 1977).

La informacion generada a partir de la secuencia del genoma de CS, el mapeo fisico
utilizando lineas de delecion, y las anotaciones de genes de alta calidad realizadas en
especies modelo, ha generado un conocimiento robusto acerca de la organizacion de los
genes en trigo, permitiendo el desarrollo de marcadores basados en secuencia (Clavijo et
al 2017).

Al momento, se han publicado 17 genomas de diferentes variedades de trigo (Walkowiak

et al 2020, https://plants.ensembl.org/Triticum aestivum/Info/Cultivars?db=core)



https://plants.ensembl.org/Triticum_aestivum/Info/Cultivars?db=core

Para trigo hexaploide, el contenido de nucleédtidos es de aproximadamente
14.226.000.000pb/1C, uno de los genomas vegetales mas grandes secuenciados, siendo
maés del 85% secuencias repetitivas (Bennet MD and Smith JB 1976, Zhu et al 2021).
Esta caracteristica representa ademas un desafio para el clonado posicional de genes. Por
otro lado, la distribucion de estas secuencias repetitivas no es al azar, sino que la densidad
génica varia entre 1/87-184 kb (Gill KS et al 1996 a, b; Brenchley et al 2012) dando lugar
a regiones con bajo contenido de ADN repetitivo y mayor cantidad de genes y regiones

con alto contenido de ADN repetitivo y menor cantidad de genes.

Sin embargo, se han reportado regiones con alta densidad génica (un gen por cada 4-5
kb) y la comparacion de la composicion génica de loci ortélogos en trigo, cebada y arroz
mostraron que la alta densidad de genes es conservada en loci sinténicos de grandes y
pequefios genomas de gramineas (Feuillet C and Keller B, 1999). Esta caracteristica de
las regiones ricas en genes permite que el genoma de trigo sea adecuado para realizar
manipulaciones moleculares similares a las que se realizan en arroz, cuyo genoma es

considerado como modelo para el estudio de las gramineas (Faris JD et al 2000).

La presencia de zonas de secuencias repetitivas permitio el desarrollo de marcadores
moleculares denominados ISBPs (Insertion Site-Based Polymorphisms) que se basan en
el alto grado de polimorfismo existente entre los sitios de insercion de los elementos
transponibles (TE, transposable elements), los cuales son propensos a insertarse dentro
de otros TE, formando estructuras anidadas. Si bien son marcadores dominantes, se
encuentran altamente metilados y la desaminacidon de las citosinas metiladas produce una
alta frecuencia de transiciones Citosina x Timina (CxT), permitiendo su conversion en
marcadores codominantes mediante la busqueda de SNPs (single nucleotide
polymorphism) (Paux et al 2006, 2010). Por su parte, los SNPs son el tipo de variacion
mas frecuente en los organismos y debido a su caracter codominante, abundancia y facil
deteccion, son los marcadores mas elegidos dentro de los programas de mejoramiento
(Song et al 2023).

A partir del proyecto de secuenciacion del genoma de trigo, se anotaron un total de
266.753 genes en todo el genoma, de los cuales 106.913 son de alta confiabilidad (high
confidence) y 159.840 de baja confiabilidad (low confidence) (Zhu et al 2021). Estudios
de transcriptomica han demostrado que en el grano de trigo en desarrollo se expresan méas

de 30.000 genes (Wan et al 2008) mientras que analisis protedbmicos en grano maduro



revelaron la presencia de 1125 productos proteicos expresados en este estadio (Skylas et
al 2000).

El trigo es uno de los cereales mas cultivados en el mundo, con una produccién mundial
estimada en la campafia 2022/23 a un récord de 779,6 millones de toneladas métricas
(MMT), ligeramente mas que en 2021/22
https://www.ers.usda.gov/webdocs/outlooks/104470/whs-22h.pdf?v=8189. Més del 90%

del trigo producido es el denominado “trigo pan”, perteneciente a la especie Triticum
aestivum, cuyos granos son utilizados principalmente para la alimentacion humana. En
menor medida, se produce el “trigo candeal” (T. durum), utilizado generalmente para la
elaboracion de sémola y pastas. La zona triguera de Argentina se extiende desde el norte
(Chaco y NOA) hasta el sur de la provincia de Buenos Aires (Figura 1), y la campafia
2021/22 abarcé mas de 5.900.000 ha de siembra, siendo Buenos Aires la provincia donde
se informd mayor superficie sembrada para trigo, representando 43,47%. En el segundo
y tercer lugar estan las provincias de Santa Fe y Cérdoba con 16,85% y 14,00%,
respectivamente. Entre las tres provincias representan el 74,31% de la superficie
sembrada total (SISA —Sistema de Informacion Simplificada Agricola— Informe de trigo
2022-2023).

Durante el periodo 2021-2022, la produccion en Argentina fue de 22 millones de
toneladas, con un rinde promedio de 34 gg/ha, volumen que representa un aumento del
22% en comparacion con el ciclo previo y un 11% respecto al rendimiento promedio de
las Gltimas 5 campafas (Bolsa de Cereales de Buenos Aires — Informe de cierre de
camparfia 2021/22). El valor estimado de esta produccién fue superior a los 5.900 millones
de dolares. En la campafa 2022/23 se sembraron 6,1 MHa de trigo en Argentina, la
superficie méas baja desde la campafia 2017/18. En términos regionales, las mayores
caidas interanuales del area se registraron en el NOA, Centro-Norte de Cérdoba, Santa
Fe y Sur de Cérdoba, donde la falta de humedad superficial durante la ventana de siembra
dificult6 el avance de la misma. Por otro lado, el rinde promedio nacional fue de 22,8
gg/Ha, mostrando una caida de 34,5% en comparacion al ciclo previo; esta disminucién
se debio principalmente a la ausencia de precipitaciones sobre gran parte del area agricola

y a las mermas generadas por las heladas registradas.

El principal objetivo del mejoramiento en trigo es la obtencion de variedades con mayor
rendimiento, mejor calidad y mayor seguridad de cosecha. Entre los factores que mas

afectan a esta Gltima pueden mencionarse las enfermedades de origen fingico como las


https://www.ers.usda.gov/webdocs/outlooks/104470/whs-22h.pdf?v=8189

royas, siendo la roya de la hoja una de las mas importantes, con un gran impacto en la
produccion a nivel mundial (Samborski 1985, Huerta-Espino et al 2011, Kolmer et al
2013).

Figura 1: Distribucion geogréfica de la superficie informada de siembra de trigo, en hectéreas y por departamentos,
durante la campafia 2022/23 (SISA — Informe de trigo 2022-2023).

En Argentina, aunque en los Gltimos afios la incidencia de la Roya Amarilla causada por
Puccinia striiformis causé pérdidas econdmicas importantes, las enfermedades fungicas
de mayor importancia que afectan los tejidos foliares son la Roya de la Hoja causada por
Puccinia triticina, , la Mancha Amarilla causada por Drechslera tritici-repentis y la
Mancha de la Hoja o Septoriosis causada por Septoria tritici; mientras que la Fusariosis
de la Espiga causada por Fusarium graminearum es la enfermedad mas importante que
afecta los granos (Rozo Ortega et al 2020, https://blog.sima.ag/2023/top-3-de-
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enfermedades-en-trigo/ https://news.agrofy.com.ar/noticia/188619/principales-

enfermedades-trigo-tener-cuenta

La roya de la hoja es una enfermedad endémica en nuestro pais cuyos efectos
perjudiciales sobre plantas de trigo se traducen en pérdida de rendimiento tanto por un
menor nimero de granos por espiga como por un menor tamafio de los mismos vy, en
ataques muy severos, en una disminucion de la calidad nutricional pudiendo afectar
también la calidad de los granos, particularmente en afios con condiciones ambientales de

temperatura y humedad favorables para su desarrollo.

La llanura pampeana es un area plana, considerada como una unidad epidemioldgica junto
con Uruguay, Paraguay y el sur de Brasil (Saari y Prescott 1985). En esta zona, la siembra
de trigo se realiza cada afio de mayo a septiembre, permitiendo al patégeno reproducirse
de forma asexual por varias generaciones, comenzando en los cultivares mas tempranos.
En evaluaciones realizadas en la Estacion Experimental Agropecuaria Marcos Juarez del
INTA, se pudo observar que las infecciones tempranas con roya de la hoja ocasionaban
pérdidas de rendimiento de entre un 38 a un 50% de la produccién, contrastando con el

8,7% de perdida cuando la infeccion ocurria de forma tardia (Galich y Galich 1996).

P. triticina pertenece al phyllum Basidiomycota y es un bidtrofo obligado, ya que
solamente se multiplica sobre el tejido vivo de su hospedante especifico. Este patdgeno
consume fotosintatos disponibles y si bien afecta el area verde fotosintética de toda la
planta, resulta particularmente importante en la hoja bandera, la cual es la Gltima que se
forma antes de la espiga y es la mayor fuente de nutrientes para el llenado de los granos
(McMullen y Rasmussen 2002). Es un hongo heteroico (requiere un segundo hospedante
para completar su ciclo sexual) y policiclico (puede reinfectar al mismo u otro individuo
hospedante en el mismo ciclo de vida), multiplicindose por esporas asexuales que
reinfectan a las plantas de trigo cada 15-20 dias (Figura 2).

Dado que el huésped alternativo Thalictrum speciosissimum solo crece en algunas
regiones del hemisferio norte, en Argentina no se produce la fase sexual del ciclo de vida.
La fase asexual ocurre sobre T. aestivum, donde las uredosporas, al depositarse sobre la
epidermis de las laminas de las hojas y encontrar condiciones de temperatura y humedad
adecuadas, germinan dentro de las 24 horas post-inoculacion emitiendo un tubo

germinativo que penetra por los estomas y que forma los apresorios (Figura 3).
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Figura 2: ciclo bioldgico de Puccinia triticina. *El huésped alternativo de P. triticina es Thalictrum speciosissimum

Posteriormente, el micelio se propaga por los espacios intercelulares del mesofilo de la
hoja y forma haustorios, un tipo de hifa especializada que actia como estructura de
alimentacion. Si bien la pared de la célula vegetal es traspasada, este haustorio no es
verdaderamente intracelular, dado que se encuentra separado del citoplasma del huésped

por la membrana extra-haustorial.

A los 7-10 dias se forman las pustulas (uredos) caracteristicas (Figura 4), portadoras de
uredosporas unicelulares de unos 20um, que pueden propagarse a través del viento con
suma facilidad y a grandes distancias y reinician el proceso de infeccion, originando
epifitias si hay grandes superficies sembradas con variedades susceptibles (Bolton et al
2008).
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Figura 3: Esquema de las estructuras infectivas generadas por P. triticina sobre T. aestivum (Mendgen 1996).

Figura 4: Vista microscopica de un uredo (1,5mm) y uredosporas (20um). Departamento de Botanica, Universidad

de Wisconsin.

Si el ataque en la hoja bandera, que constituye la principal fuente de fotosintatos para el

Ilenado de los granos, es muy intenso, el hongo compite fuertemente por estos fotosintatos
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provocando un dafio considerable en el rendimiento (Mc Mullen et al 2002) (Figura 5).
En cuanto a la supervivencia de las uredosporas en el ambiente, algunos estudios apoyan
la idea de que estas se mueven a través de grandes distancias, reiniciando los ciclos
infectivos cada afio. En cambio, otros apoyan la hipétesis de la existencia de poblaciones
locales que sobreviven en plantas voluntarias de un ciclo agricola a otro, o bien la

combinacion de ambos fendmenos (Ingala et al 2008).

Figura 5: Vista macroscopica de los uredos generados por P. triticina sobre T. aestivum.

En Argentina se han encontrado numerosas variantes patogénicas, lo que sugiere la
existencia de mecanismos que producen variacion genética distintos a la meiosis, como
pueden ser las mutaciones espontaneas y la recombinacion somatica (Ingala et al 2003,
Park y Wellings 2012). Esto se suma a la enorme cantidad de in6culo que produce,
facilmente diseminable por el viento en grandes superficies (Ingala et al, 2003). Las
variantes patogénicas se denominan razas y se definen mediante un sistema de
clasificacion estandar que establece relaciones entre fenotipos de la enfermedad y genes
especificos presentes en lineas diferenciales de trigo (Long y Kolmer 1989, Mclntosh et
al 1995, Chen et al 2002, Jin et al 2008). Esta variabilidad le otorga al patégeno una gran
adaptabilidad (Kolmer 2005, Huerta-Espino et al 2011, McCallum et al 2016). La
aparicién de formas virulentas que sobrepasan la resistencia desplegada en el campo es
un fenomeno conocido como “ciclos de auge y caida” (Hulbert y Pumphrey 2014). En la
mayoria de los casos, cuando en una extensa area de cultivo se realiza un cambio abrupto
de variedad, o grupos de variedades, se ejerce una presion de seleccion considerable sobre
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las poblaciones del patégeno, permitiendo que las nuevas cepas se seleccionen y se
multipliquen asexualmente de forma rapida, provocando epifitias.

En un estudio detallado sobre los dafios causados por la roya del tallo y de la hoja durante
el periodo 1949-1958 (Rodriguez Amieva et al 1961) se estimd que la roya de la hoja
produjo una disminucién promedio del 5% en el rendimiento. En un trabajo mas reciente
elaborado por la Direccién Nacional Asistente de Investigacion del INTA (Macagno et al
1993) se establecid que la roya de la hoja es un factor limitante muy importante en las
regiones trigueras Il y Il norte y medianamente importante en las regiones trigueras | y
Il sur que actualmente corresponden a las regiones 1, 2 sur, 7 y 2 norte, 3, 4, 6, 17
respectivamente del nuevo mapa de las Subregiones trigueras de Argentina (Figura 6). En
el mismo trabajo estimaron un dafio debido a roya de la hoja del 5 al 10% en la produccién
de trigo con un valor econdmico como minimo de 100 millones de dolares anuales
(Kolmer 1996).

Dentro de los diversos mecanismos de defensa que poseen las plantas, la resistencia del
no-hospedante es la primera barrera a la cual se enfrenta un patdgeno. Estas consisten
principalmente en defensas fisicas o quimicas preformadas como paredes celulares
gruesas, enzimas antimicrobianas presentes en la superficie foliar, topografia de la
superficie de las hojas incluyendo la morfologia de los estomas y metabolitos secundarios
(Heath et al 2009). Cuando las defensas preformadas son superadas, las plantas detectan
ciertos dominios conservados en las membranas plasmaticas de los patogenos (PAMPs,
pathogen-associated molecular patterns) e inducen un primer nivel de respuesta
denominado Inmunidad activada por patrones (PTI, pattern-triggered immunity). Sin
embargo, los patdgenos mas especializados sobre un determinado hospedante vegetal han
desarrollado factores de virulencia, denominados efectores, capaces de neutralizar la PTI.
Los efectores son proteinas secretadas dentro de la célula huésped, o en el apoplasto, para
favorecer el desarrollo del patdgeno. Si los efectores no son reconocidos por la planta,
son capaces de suprimir la respuesta del primer nivel y asi facilitar el proceso de infeccion

y colonizacion por parte del patdgeno (ETS, effector triggered susceptibility).
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Figura 6: Mapa de las Subregiones trigueras de Argentina y de otros cereales de invierno (Abbate 2021).

En contraposicidn a estos factores de virulencia, las plantas han desarrollado un segundo

nivel de resistencia mediante proteinas R, con dominios de union a nucleétido (NBS,

nucleotide binding site) y dominios ricos en leucina (LRR, leucine rich repeat) que son

capaces de reconocer de forma directa o indirecta a los efectores, activando la

denominada Inmunidad inducida por efectores (ETI, effector-triggered immunity). El

resultado de este mecanismo es la activacion de la Respuesta Hipersensible (HR,

hypersensitive response).

La mayoria de los genes R codifican proteinas citoplasmaticas de tipo NBS-LLR (Balint

2019). Este modelo de respuesta fue propuesto por Jones y Dangl (2006) y se lo denomina

en “Zig-zag” (Figura 7).
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Figura 7: Modelo de respuesta en Zig-zag (Jones y Dangl 2006).

Luego de este estadio, la interaccion continta evolucionando dado que la seleccién
natural impulsa a los patdgenos a evitar la ETI, ya sea mediante la eliminacion o
diversificacion del efector que es reconocido, o adquiriendo efectores adicionales que la
supriman. Del mismo modo, también se producen en el hospedante nuevas
especificidades R, lo que permite que la ETI pueda activarse nuevamente. El término HR
fue acufiado por primera vez por Stakman en 1915, y es un tipo de respuesta caracterizado
por una muerte celular rapida en el punto de penetracion del patdgeno, que se visualiza
macroscopicamente como un halo necrético, y resulta en una supresion total o parcial del
desarrollo de la enfermedad. Su presencia es generalizada entre las plantas superiores,
sugiriendo que es un componente extremadamente efectivo en el sistema inmune vegetal.
Sin embargo, el termino HR describe una amplia gama de fendmenos cuyo Unico punto
en comun es la observacion macroscopica de la muerte celular en forma de flecks (Figura
8) (Balint et al 2019). Asimismo, Stakman desarroll6 una escala discreta para los distintos
tipos de infeccidn para la roya del tallo, considerando intervalos de la respuesta continua

que observaba en las infecciones con distintas razas del patégeno y variedades de trigo.
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En el caso de la roya de la hoja, el nivel de respuesta al patdgeno también varia de forma
continua. Mains y Jackson (1926) desarrollaron una escala discreta similar a la propuesta
por Stakman para roya del tallo, a fin de cuantificar el nivel de infeccion (IT, infection

type), considerando como 0 al mas resistente y 4 al nivel maximo de susceptibilidad

(Figura 9y Tabla 1).

Figura 8: Flecks. Pequefios puntos necroticos en el tejido de T. aestivum en respuesta a la infeccién por P. triticina,
resultado de la activacion de la respuesta hipersensible (HR).

Figura 9: Escala de Mains y Jackson, donde se establecen distintos grados de resistencia o susceptibilidad de acuerdo
con el tipo de respuesta del huésped. R: Resistente; MR: Moderadamente Resistente; MS: Moderadamente
Susceptible; S: Susceptible (MclIntosh et al 1995)
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Respuesta del huésped Sintomas

0 Inmune No se observan uredos o pustulas
; Muy Resistente Flecks” hipersensibles
1 Resistente Pequerios uredos con necrosis

Resistente a moderadamente | Uredos pequefios a medianos con islas

resistente verdes rodeadas por necrosis y clorosis

Resistencia moderada/ ] . .
3 . Uredos medianos con o sin clorosis
susceptibilidad moderada

4 Susceptible Uredos grandes sin clororosis

Heterogéneo, con todos los fipos de

X Resistente/susceptible ) .
infeccion.

Tabla 1: Clasificacion de los tipos de infeccion (IT) segiin Mains y Jackson. Extraido de Bowden 2000.

Las bases genéticas de la interaccion hospedante-patdgeno han sido bien caracterizadas a
partir de los estudios realizados por Flor (1956) en roya del lino. Los experimentos
realizados por este autor sobre herencia de la virulencia en el patdgeno 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
por cada gen de avirulencia (Avr) en el patdgeno existe un gen de resistencia (R) en el
huésped, y que de la interaccion entre ambos productos deriva la activacion de los
mecanismos de defensa. Un gen de resistencia sélo es efectivo si el patdgeno que intenta
infectar posee el correspondiente alelo de avirulencia, cualquier otra combinacion
provocara una reaccion de susceptibilidad (Tabla 2). La relacidn gen a gen fue confirmada
en la interaccion trigo-roya de la hoja a partir de los estudios genéticos realizados por
Samborski y Dyck (1968).

Favret (1971) propuso una adaptacion de la teoria de Flor donde sugirié que la
correspondencia entre el nimero 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.
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Genotipo hospedante

Genotipo

) R1 r

patégeno
Huésped y | Huésped y
patégeno patégeno

Avr1
incompatibles. | compatibles.
RESISTENCIA | ENFERMEDAD
Huésped y | Huésped y
patégeno patégeno

avr1
compatibles. compatibles.
ENFERMEDAD | ENFERMEDAD

Tabla 2: Combinaciones de genes y sus respuestas en base a la teoria gen a gen propuesta por Flor (1956).

La sanidad de los cultivos frente a los hongos patégenos ha sido siempre uno de los
principales objetivos del mejoramiento. El control de estas enfermedades puede realizarse
mediante practicas culturales y por medio de fungicidas. Este Gltimo implicaria un gasto
adicional para el productor y un posible impacto ambiental. Por este motivo, la utilizacion
de genes de resistencia es una de las formas mas econémicas y sustentables para el control
de esta enfermedad. (Pink 2002, Ellis et al 2014). Sin embargo, la alta variabilidad
usualmente observada en las poblaciones de roya de la hoja requiere de la identificacion,
evaluacion e incorporacion constante de nuevos genes de resistencia en los programas de
mejoramiento (Favret et al 1983; Kolmer 1996; Germén et al 2007; Huerta-Espino et al
2011).

Los genes de resistencia a la roya de la hoja son denominados Lr (leaf rust), y provienen
de trigo o de especies afines. Usualmente, se clasifican en funcién del estadio en el cual
comienzan a expresarse. Los genes de resistencia desde plantula o en todos los estadios
son aquellos cuya expresion comienza en la primera hoja y se mantiene durante todo el
ciclo de vida de la planta. Los genes de resistencia en planta adulta expresan la resistencia
en estadios posteriores al de plantula, alcanzando su maxima expresion en la hoja bandera
(Samborski 1985). Ademas, los genes de resistencia también se han clasificado en

especificos y no-especificos o de amplio espectro. La resistencia especifica sigue el
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modelo gen a gen descrito por Flor (1956), mientras que los genes no-especificos otorgan
resistencia frente a todas las razas testeadas de patdgeno. Ademas, algunos de los genes
no-especificos son efectivos contra varios patdgenos. Existen también los denominados
genes slow rusting que estan asociados a un incremento en el tiempo entre la infeccion y
la esporulacion (periodos latentes méas prolongados) y a una menor produccion y menor
tamano de uredos (Caldwell 1968).

Las bases genéticas de la resistencia APR han sido poco estudiadas debido
fundamentalmente a las dificultades de tipo operativo para evaluar y caracterizar genes
de resistencia que se expresan en planta adulta.

Hasta la fecha, se han confirmado y catalogado mas de 80 de estos Lrs y al menos otros
14 han sido nombrados de manera temporal (Mclntosh et al 1995, 2022, Bariana et al
2022, Kumar et al 2022, Xu et al 2022, Kolmer et al 2023). La mayoria de estos genes
Lr confieren resistencia raza-especifica y en general expresan la respuesta hipersensible
(Mclintosh et al 1995). También se han descripto numerosos loci con efectos cuantitativos
en la resistencia a royas (Poligenes o QTL, quantitative trait loci) (Pinto Da Silva et al
2018).

Varios genes de resistencia han sido clonados en trigo, incluyendo doce de resistencia a
roya de la hoja: los ASR Lrl (Cloutier et al 2007), Lr9/58 (Wang et al 2023), Lr10
(Feuillet et al 2003), Lr14a (Kolodziej et al 2021), Lr21 (Huang et al 2003), Lr42 (Lin et
al 2022), Lr47 (Li et al 2023) y Lr/Yr548 (Sharon et al 2023) y los APR Lr13 (Hewitt et
al 2021), Lr22a (Thind et al 2017), Lr34/Yr18/Sr57/Pm83 (Krattinger et al 2009) y
Lr67/Yr46/Sr55/Pm46 (Moore et al 2015).

Los genes ASR Lr1, Lr10, Lr21y Lr42 pertenecen a la familia de genes NLR (nucleotide-
binding domain and leucine-rich repeat). EI gen Lr9 es una inusual proteina quinasa
fusionada en tandem, y Lr14a es una proteina localizada en la membrana plasmatica que
contiene 12 repeticiones anquirinas (ANK) que desempefian un papel en la interaccion
entre proteinas, y similitudes estructurales con canales cationicos no selectivos
permeables a Ca2+. Los genes APR Lr13 y Lr22a también pertenecen a la familia de
genes NLR y son especificos. Por otro lado, dentro de los genes de amplio espectro, Lr34
es un transportador ABC (ATP binding cassette) y Lr67 es un transportador de hexosa
defectuoso con efecto dominante negativo sobre el transportador funcional debido a

dimerizacion.
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En general, las nuevas variedades comerciales muestran buenos niveles de resistencia al
inicio de su comercializacion. Sin embargo, a lo largo de los afios y al ser utilizadas
extensivamente en agricultura se tornan susceptibles como consecuencia de la aparicion
de nuevas razas del patdgeno. En Argentina se pueden mencionar como ejemplos a las
variedades Klein Don Enrique (portadora del gen Lr26) y ProINTA Gaucho (portadora
del gen Lr19) que pocos afios después de su comercializadas se tornaron susceptibles.
Varios ejemplos similares a nivel mundial son citados en la literatura. (Kolmer 1996;
Mclintosh y col. 1995; Samborski 1985). Si bien existe una gran variabilidad patogénica,
algunas variedades comunmente conocidas como portadoras de resistencia durable se
comportan como resistentes por largos periodos de tiempo adn luego de alcanzar una gran
difusion en el cultivo (Johnson 1981). Algunos autores apoyan la idea que solamente la
presencia de algunos genes de expresion en planta adulta como por ejemplo el Lr34, son
suficientes para determinar este tipo de resistencia (Roelfs AP, 1988). Otros autores
consideran la hip6tesis de que la resistencia durable estd determinada por los efectos
aditivos e interacciones originadas por la acumulacion de genes de resistencia de
expresion tanto en plantula como en planta adulta y la posible presencia de poligenes o
QTLs. (Favret et al 1983; Sawhney et al 1989; Ingala et al 2012). Los programas de
mejoramiento han favorecido el uso del apilado de genes (“stacking” o “pyramiding”)
para promover la durabilidad de la resistencia, usualmente combinando diferentes tipos
de genes de resistencia. Por ejemplo, se obtuvieron altos niveles de resistencia durable en
el cultivar canadiense Canberry al combinar los genes Lr2a, Lr16, Lr23, Lr34 y Lr46
(Bokore et al 2022). En todas las variedades con resistencia durable se han identificado
genes APR, lo que permite suponer una correlacion positiva entre la presencia de los
mismos y la durabilidad de la resistencia (Sawhney et al 1989, Kolmer 1996, Pretorius y
Roelfs 1996, Messmer et al 2000, Schnurbusch et al 2004, Ingala et al 2012, Darino et al
2015).

Dada la importancia de este tipo de variedades, y su uso potencial como fuente de
resistencia, resulta de interés realizar estudios sobre su base genética. Una adecuada
caracterizacion de estos genes incluye la descripcion de su modo de herencia, posibles
interacciones, localizacion cromosdémica y mapeo genético. La identificacion de estos a
través de marcadores moleculares ligados permite la seleccion asistida por marcadores
(MAS), independientemente de los efectos epistaticos que pudieran existir. La validacion

de los genes de resistencia a campo bajo condiciones de infeccion natural brinda una
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informacidn fundamental en la identificacion de las combinaciones mas efectivas para el

control de esta enfermedad.

Entre las variedades con resistencia durable a la roya de la hoja en Argentina, se puede
mencionar a los cultivares Sinvalocho MA, Buck Manantial, Buck Poncho, EI Gaucho
FA, entre otras (Favret et al 1983, Antonelli comunicacion personal), todas ellas
utilizadas en programas de mejoramiento tanto nacionales como internacionales. El
cultivar Sinvalocho MA (SV), obtenido del cruzamiento Klein Sin Rival x 38 MA, ha
sido fuente de resistencia a la roya de la hoja en Argentina y en el este de Europa (Favret
et al 1983, Sacco et al 1995). Klein Sin Rival proviene de un derivado del cruzamiento
Americano 44D x Barleta 7D, y 38MA de Chino x Barleta. Todos estos cultivares se
produjeron a principios del siglo XX en Argentina, y algunos de ellos, como Americano
44D y 38MA, son conocidos por llevar genes de resistencia en planta adulta (Antonelli
1983, Roelfs 1988, Pérez y Roelfs 1989).

En particular, Sinvalocho MA fue usada como dadora de resistencia a la roya de la hoja
en varios cruzamientos y como variedad diferencial local en estudios de roya de la hoja
por mas de 50 afios (Sacco et al 1995). Un estudio detallado sobre la resistencia observada
en esta variedad permitio identificar un gen de resistencia recesivo ASR, alelo del gen
Lr3 en el cromosoma 6BL (Haggag et al, 1973, Suarez y Favret 1983, Suarez y Favret
1984, Sacco et al 1992, Diéguez et al 2006) y dos genes APR dominantes LrSV1 en el
2DS y LrSV2 en el 3BS (Ingala et al 2005, 2012).

En evaluaciones a campo, se observé que dentro de la poblacion de RILs (Recominant
Inbred lines) derivada del cruzamiento de SV x Gama6 (G6, linea experimental derivada
de SV, susceptible), aquellos que contenian a los genes LrSV1 y LrSV2 presentaban
respectivamente un 60 y 65% de las pustulas observadas en las lineas que no los
contenian. Este porcentaje se vio reducido al 55% cuando ambos genes estaban presentes
(Ingala et al 2012). La presencia del Lr3 no mostro efectos significativos sobre el nimero
de pustulas. Los tres genes son raza-especifica, mostrando una respuesta hipersensible
tipica al ataque del patégeno. Los dos genes APR no son efectivos en el estadio de
plantula donde Sinvalocho MA es susceptible a ambas razas de roya, pero en el estadio
de planta adulta confieren un grado de resistencia comparable a los genes Lr de plantula.
Este comportamiento es similar a los genes APR Lr12 (Singh and Bowden 2011) y Lr22a
(Hiebert et al 2007) pero contrasta con el gen Lr34 que es raza-no especifica, brinda

resistencia parcial a roya de la hoja, roya estriada (Puccinia striiformis) y oidio (Blumeria
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graminis f. sp. tritici) y esta asociado con un crecimiento reducido de hifas intercelulares,

pero no con una respuesta hipersensible o formacion de papila (Rubiales y Niks 1995).

Durante el analisis de una poblacion F2 derivada del cruzamiento del RIL46 (R46, linea
endocriada derivada de SV x G6 y portadora del gen LrSV2) por la variedad comercial
susceptible Relmo Siriri (Si) se detecto la presencia de un cuarto gen de resistencia a la
roya de la hoja en el cromosoma 4BL, al cual se lo denomino LrcSV2 (Diéguez et al
2018). Este gen forma un sistema complementario con el LrSV2, ya que es necesaria la
presencia de alelos dominantes en ambos para la determinacion de la resistencia a roya
de la hoja en planta adulta. Este gen no fue detectado en el cruzamiento SV x G6 debido
a que esta presente en ambos parentales, resaltando la importancia del estudio de los genes
individuales en distintos cruzamientos (Dieguez et al 2018). El gen Lr3 confiere
resistencia recesiva a la raza argentina 66 de Puccinia triticina (Sacco et al 1995; 1998).
Mediante el empleo de lineas con deleciones, se mape6 fisicamente en el 5% distal del
cromosoma 6BL, junto con 22 marcadores de AFLP (del inglés “Amplified Fragment
Length Polymorphisms”: polimorfismo del largo de los fragmentos amplificados, Vos et
al 1995) y se construyd un mapa de ligamiento de baja resolucién (60 RILSs) de esta regién
con 8 AFLPs, 7 de los cuales mapearon a una distancia de 0,9 cM (Diéguez et al 2006).
LrSV2 confiere resistencia a la raza Ca02G1R y fue mapeado en la region subtelomérica
del cromosoma 3BS donde ningun otro gen de resistencia a roya de la hoja de planta
adulta fue reportado (Ingala et al 2005). Usando una poblacion de 91 RILs del
cruzamiento entre Sinvalocho MA y Gama6, el microsatélite gwm533 (Roder et al 1998)
fue mapeado ligado completamente al gen LrSV2 y el marcador mas cercano fue el AFLP
P31/M37150 a 0,6 cM proximal (Ingala et al 2012). En esta region del cromosoma 3BS,
se mapearon varios genes de resistencia a patdgenos: el gen Sr2 de resistencia durable a
la roya del tallo en planta adulta causada por Puccinia graminis f. sp. Tritici, el ASR Lr27
y resistencia a oidio (Kota et al 2006; Mago et al 2011) y Qfhs.ndsu-3BS, un QTL
importante para la resistencia a Fusarium gramineum (Liu et al 2006, Li et al 2019). Una
caracteristica de los genes de resistencia a patdgenos es que suelen encontrarse agrupados
en clusters (Mclintosh et al 1995, Michelmore et al 1991).

Para la elaboracion de mapas genéticos mediante el analisis de ligamiento es necesario el
desarrollo de una poblacion segregante para una 0 mas caracteristicas de interés. Las

ventajas y desventajas que las diferentes poblaciones segregantes presentan en los
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estudios de mapeo fue previamente descripta por Cavanagh et al (2008). Cuanto mayor
sea la distancia genética entre los parentales que darén origen a una poblacion, mayor sera
la probabilidad de detectar marcadores polimorficos.

Los RILs son lineas genéticamente homogéneas y permiten disponer de un namero
grande de semillas, que pueden ser usadas para evaluar distintos caracteres
simultaneamente en distintos ambientes. El desarrollo de estas poblaciones en trigo es
relativamente sencillo ya que se puede alcanzar un alto grado de homocigosis
(tedricamente un 99,2%) para la 8va generacion de autofecundacion (Figura 10). Las
poblaciones segregantes F2, aunque altamente heterocigotas, también son frecuentemente
utilizadas dado que pueden obtenerse facilmente y en gran nimero por autofecundacion
de plantas F1.

El clonado de los genes de resistencia la roya de la hoja de trigo presentes en el cultivar
Sinvalocho MA permitiria su introduccidn en cultivares elite tanto mediante retrocruzas
asistidas por marcadores funcionales 100% ligados al gen de interés desarrollados a partir
de su secuencia como por otras metodologias, coma la transgénesis y la edicion génica de
alelos susceptibles. Ademaés, también brindaria informacion acerca de las bases
moleculares de la interaccion planta-patdgeno, de la resistencia especifica en plantula,
planta adulta y de la resistencia durable, lo que permitira desarrollar métodos mas eficaces
para la proteccion de los cultivos (Lowe et al 2011). A su vez, dada la abundante
informacidn de secuencia que se esta generando debido al desarrollo y la disminucion de
costos de las técnicas de NGS (Next Generation Sequencing o Técnicas de Secuenciacion
de Siguiente Generacion) permitiria la identificacion de genes de resistencia en otras
especies por homologia.

El rescate de los genes responsables de la resistencia durable observada en las variedades
tradicionales de trigo evita su potencial pérdida que podria ocurrir como consecuencia de
que éstas ya no son utilizadas en los planes de mejoramiento. El uso de estos genes de
resistencia contribuye significativamente a mejorar la competitividad del cultivo de trigo,
en el marco de una agricultura sustentable y en un escenario de cambio climatico que
podria favorecer a las enfermedades fungicas con el consiguiente beneficio, economico y

social.
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Figura 10: Esquema de formacion de Lineas Recombinantes Homocigotas
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OBJETIVO

Desarrollar mapas genéticos de alta resolucion para dos genes de resistencia a roya de la
hoja de trigo identificados en la variedad con resistencia durable Sinvalocho MA. Uno
corresponde al gen Lr3 de resistencia desde plantula (ASR) y el otro al gen LrSV2 de
resistencia en planta adulta (APR) con efecto significativo en la resistencia observada a

campo.

HIPOTESIS

El genotipado de un nimero elevado de individuos segregantes permite la identificacion
de aquellos con eventos de recombinacion cercanos al gen responsable del caracter de
interés. Esto permite definir un intervalo fisico de secuencia lo suficientemente reducido
como para contener un numero bajo de genes. La identificacion de las regiones
codificantes dentro de dicho intervalo permite realizar estudios comparativos para su
postulacion y posterior validacion como determinantes del fenotipo estudiado.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

La variedad argentina de trigo Sinvalocho MA, portadora del gen Lr3 de resistencia desde
plantula o ASR y del gen LrSV2 de resistencia en planta adulta o APR fue cruzada con la
linea experimental susceptible G6. A partir de este cruzamiento se obtuvo una poblacion
de 202 RILs F8 mediante la metodologia de SSD (del inglés Single Seed Descendant,
descendiente de semilla unica) donde a partir de una poblacion F2 cada individuo aporto
un Unico descendiente a la siguiente generacion. También se obtuvo una poblacion F2 de
varios miles de individuos a partir de semillas F1 en macetas de 5L y ensobrando las

espigas durante el estadio previo a antesis para asegurar su autofecundacion.

Las plantas fueron crecidas en invernaculo con temperaturas entre 15 y 25°C con

fotoperiodo de 14 h de luz en macetas de 1 litro, 5 plantas por maceta (Figura 11).

Figura 11: Plantas F2 del cruzamiento de SV x G6 en invernaculo (izq.). Plantas F1 cubiertas con sobres para

garantizar su autofecundacion (der.).

Infeccién con Roya

Las inoculaciones se realizaron pulverizando las plantas con una suspension de 20 mg de
urediosporos en 50 ml de agua con una gota de Tween 20 para disminuir la tensién
superficial. Luego de la inoculacion, las plantas se mantuvieron en camara himeda con

humedad relativa del 100% durante 16 horas y posteriormente, fueron colocadas en
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invernaculo a una temperatura entre 15 y 25°C con fotoperiodo de 14 h de luz (Figura
12).

Para la evaluacién del gen Lr3 se inocularon en la etapa de plantula (1era-2da hoja) con
la raza 66 de P. triticina (DBBS, de acuerdo con el sistema de clasificacion
norteamericano de Long y Kolmer, 1989) que da una reaccion incompatible en todos los
estadios en presencia del gen Lr3. En el caso del LrSV2, se inocularon en la etapa de hoja
bandera con la raza Ca02G1R de P. triticina (MBGJ, de acuerdo con el sistema de
clasificacion norteamericano de Long y Kolmer, 1989) que da una reaccion incompatible
solo en las etapas finales del desarrollo (hoja bandera, bandera -1) en presencia del gen

LrSVa.

Figura 12: Proceso de inoculacion artificial de plantas de T. aestivum con P. triticina. Camara de pulverizacion

La resistencia o susceptibilidad a la infeccion se evalud visualmente a los 14-21 dias post-
inoculacion. La determinacion del fenotipo de resistencia/susceptibilidad a roya se realizd
por comparacion con los testigos SV y G6 y aplicando una escala cualitativa que va desde

S (susceptible) a R (resistente) pasando por grados intermedios de resistencia como MS
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(Moderadamente susceptible) y MR (moderadamente resistente), tomando como

referencia la escala de Mains y Jackson (Figura 9-introduccion).

Para el analisis de los resultados fenotipicos se agrupé dicotomicamente a los individuos

categorizados como R 0 MR como resistentes y a los que presentaban fenotipos S 0 MS

como susceptibles. Se realizd una prueba de bondad de ajuste utilizando el estadistico 2

(con un grado de libertad y o = 0.05).

Extraccion y cuantificacion de ADN

Se extrajo ADN total de hojas frescas o de tejido liofilizado.

Protocolo de extraccion:

1.

El tejido vegetal cortado (100-300 mg aproximadamente) se congeld en
Nitrégeno (N2) liquido dentro de tubos Eppendorf de 2 ml que contenian arena
estéril. Se moli6 este tejido congelado y cortado utilizando varillas de vidrio
esmeriladas. Alternativamente se deshidraté en un desecador en presencia de
Silica gel por 10-14 dias y se molié agregando 2 bolitas de acero inoxidable
de 3 mm de diametro en cada tubo, con un “Tissue Lyser” (Qiagen)

(Frecuencia: 30/s Tiempo: 10 minutos) (Figura 13).

Se agreg6 al tejido molido 800 pl del buffer de extraccion a 65°C (100ul Tris-
HCI 1M pH 7,5; 140 pl NaCl 5 M; 100ul EDTA 0,5 M pH 8 y 360 ul de H.0
bidestilada), 100 pl de CTAB (Bromuro de Cetiltrimetilamonio) 10% con
agitacion y 200 pl de SDS 10% con inversion.

Se incub6 60 minutos a 65°C en horno con agitacion suave y continua.

Se llevd a temperatura ambiente y luego se le agreg6 1 volumen (900ul) de
cloroformo:isoamilico (24:1), se agitd por inversion 5 minutos y se centrifugd
10 minutos a 12000 RPM.

Se trasvaso la fase acuosa a otro tubo, y en algunos casos se repitio el agregado
de 900 pl de cloroformo:isoamilico (24:1). Se agit6 por inversion 5 minutos y
se centrifugd 10 minutos a 12000 rpm a temperatura ambiente.

El sobrenadante obtenido se incubo con 5 pl de RNasa (10 pg/pl) por al menos
60 minutos a 37°C.
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7. Se trasvasoO la fase acuosa y se agregd un 60 % del volumen (510 pl) de
isopropanol frio (4°C), se lo mezclé por inversion unos minutos y se
centrifugd 10 minutos a 14000 RPM a temperatura ambiente.

8. Al pellet resultante, se le agregd 1 ml de alcohol 70% y se dejo reposar por
unos minutos a temperatura ambiente.

9. Se centrifugd 10 minutos, 14000 RPM, se retiro el alcohol y se dejo secar.

10. Se resuspendié el ADN en 50 pl de H>O de grado HPLC.

Para la evaluacion de calidad del ADN extraido, se realizé electroforesis en gel de agarosa
0.8% en buffer TBE 1X (0.89mM Tris), 0.89 mM Acido Bérico y 20 mM EDTA ph8.0
con agregado de 150 ng/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). La cuantificacion se se realizo con un espectrofotometro modelo ND-1000,

NanoDrop®.

Figura 13: Desecador de vacio (izq.) Tissue Lyser (der).
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AFLPs

A 750 ng de ADN se lo digirio y ligd a los adaptadores simultaneamente en un volumen
total de 20 pl con:

3 unidades de Pstl, 1.5 u de Msel, 0.4 u de T4 DNA ligasa, 0.2mM ATP- adenosin
trifosfato-, 75 nM de adaptador Pstl y 750 nM de adaptador Msel en buffer RL (10mM
Tris- HAc pH 7.5, 10mM MgAc, 50mM KAc, 5mM DTT, 50 ng/ul BSA) por
aproximadamente 18 horas a 37°C.

Secuencias de corte de las enzimas de restriccion utilizadas en la digestion del ADN:

Pstl: ﬂ
SCTGCAG?*
¥GACGTCY

1T T Lugar de corte de cada enzima

a

Msel: STTAA Y
SAATTY

i

Secuencias de los adaptadores de Pstl y de Msel utilizados en la ligacion:

YCTCGTAGACTGCGTACATGCA®

Adap. Pstl: ¥CATCTGACGCATGT®

“GACGATGAGTCCTGAG?
Adap. Msel:

¥ TACTCAGGACTCAT*
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La amplificacion consta de dos etapas:

1. Preamplificacion selectiva (PCR+1)

Se realizo la preamplificacion en un volumen final de 25 pl con 1.2mM de MgClz, 0.2mM
dNTPs, 3 ng/ul de cada primers P01 o0 P02 y M01 o M02 y 1 unidad de Sequencing grade
Taq DNA Polimerasa (Promega) en sequencing buffer (50mM Tris-HCI pH9.0 — 2mM

MgCl>) usando 3 pl de la mezcla de ligacién como templado.

El ciclado térmico para la preamplificacion consistio en:

2 minutos a 94°C

30 ciclos de:
e 30 segundos a 94°C
e 30 segundos a 60°C
e 1 minutosa72°C

10 minutos a 72°C

En la preamplificacion se utilizan primers con un nucledtido selectivo adicional a la
secuencia de los adaptadores (marcado en rojo) y por lo tanto existen cuatro posibles

primers de preamplificacidn para cada adaptador.

Se utilizaron los siguientes primers:

Para el adaptador Pstl:

PO1: “GACTGCGTACATGCAGA*
PO2: “GACTGCGTACATGCAGC?*

Para el adaptador Msel:

MO1l: SGATGAGTCCTGAGTAAA*

M02: >GATGAGTCCTGAGTAAC?*
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2. Amplificacion selectiva (PCR+3)

Los productos de la preamplificacion se diluyeron 1:3 con H2O de grado HPLC y se
utilizaron 2 pl como templado para esta reaccion en un volumen total de 22 pl que ademas
contenia 1.6mM de MgClz, 0.2mM dNTPs, 1,4 ng/ul de cada “primer” y 1 unidad de Taq
DNA polimerasa (Invitrogen) en buffer (20mM Tris-HCI pH8.0 50mM KCI).

El ciclado fue el siguiente:

2 minutos a 94°C
13 ciclos de:
e 30 segundos a 94°C
e 30 segundos a 65°C
e 1 minutos a72°C
25 ciclos de:
e 30 segundos a 94°C
e 30 segundos a 56°C
e 1 minutos a72°C
10 minutos a 72°C

En la amplificacion, se utilizan primers con tres nucledtidos selectivos adicionados en el
extremo 3’ de la secuencia del adaptador: el que se utilizd en la preamplificacion
(marcado en rojo) y otros dos que surgen de todas las combinaciones posibles de los
cuatro nucledtidos - A C G T- (marcados en azul) (Tabla 3). De este modo, para cada
“primer” de la preamplificacion es posible utilizar 16 primers de amplificacion diferentes
y por lo tanto existen 256 combinaciones distintas de pares de primers producto de la
combinacion de los 16 primers de Pstl y los 16 primers de Msel para cada par de primers

utilizados en la preamplificacion.

primers Pstl “GACTGCGTACATGCAGXXX*

primers Msel SGATGAGTCCTGAGTAAXXX?
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Serie 01 Primer Serie 02 Primer
AAA 31 CAA 47
AAC 32 CAC 48
AAG 33 CAG 49
AAT 34 CAT 50
ACA 35 CCA ol
ACC 36 CCC 52
ACG 37 CCG 53
ACT 38 CCT 54
AGA 39 CGA 55
AGC 40 CGC 56
AGG 41 CGG 57
AGT 42 CGT 58
ATA 43 CTA 59
ATC 44 CTC 60
ATG 45 CTG 61
ATT 46 CTT 62

Tabla 3: Lista de bases selectivas de los primers utilizados para la amplificacion.

SSRs, ISBPs, STSs 'y STMs

Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen de 20 ul con 50-100 ng de ADN
molde, 1.5 mM MgCly, 0.16 uM dNTPs, 0.4 uM de cada primer (SSR-ISBP) y 0.08 uM
de cada primer (STS-STM) 0.032 unidades/pl de Tag DNA polimerasa (Inbio Highway
o Life Tecnologies) en buffer (2mM Tris-HCI pH8.0 5mM KCI).
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El ciclado térmico se realizd en equipos Mastercycler Gradient 5331 (Eppendorf) y
TProfessional Basic (Biometra) con temperatura de hibridacion de primers fija (50°, 55°,
60° 0 65°C) segln la puesta a punto de cada primer.

SSRs- STSs:

3 min 94°

35 ciclos de:
e 30seg 94°
e 30 seg 50-55-60°C
e 1min72°

10 min 72°

ISBPs:

3 min 94°
7 ciclos de:
e 30 seg 95°C
e 30 seg 62°C descendiendo un grado en cada ciclo
e 30seg 72°C
31 ciclos de:
e 30 seg 95°C
e 30 seg 55°
e 30seg 72°C
10 min 72°

STMs:

3 min 94°
1 ciclo de:
e 60 seg 92°
e 60 seg 62°
e 30seg72°
7 ciclos de:
e 60seg92
e 60 seg 62° disminuyendo un grado en cada ciclo
e 30seg72°
39 ciclos de:
* 60seg 92°
e 60 seg 62°
e 30seg72°
10 min 72°
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SNPs

Las reacciones de amplificacion se realizaron por sextuplicado, para garantizar volumen
suficiente para los siguientes pasos. Una vez corroborado el éxito, se realizd la
purificacion del resto del volumen a fin de eliminar remanentes de reactivos que pudieran
afectar la posterior secuenciacion de los mismos. Las purificaciones se realizaron con
kits, siguiendo el protocolo indicado por el fabricante. Los kits utilizados segun
disponibilidad fueron “UltraClean GelSpin” (MoBio).

Las muestras fueron cuantificadas mediante un espectrofotémetro modelo ND-1000,
NanoDrop® y enviadas para su secuenciacion capilar al servicio UGB de INTA Castelar

https://inta.gob.ar/servicios/secuenciacion-de-acidos-nucleicos-adn-por-electroforesis-

capilar utilizando cada uno de los primers usados para su amplificacion.

El analisis del cromatograma se realizd con el programa FinchTV 1.4.0

https://geospiza.com/finchtv y el analisis de las secuencias para detectar poliformismos

con VectorNTI Advanced 10 (Invitrogen).

SCARs

Las bandas de AFLP polimdrficas se reamplificaron con los primers correspondientes
(Vos et al 1995) utilizando como templado un taco del gel rehidratado tefiido con plata
del tamafio de la punta del tip de una pipeta. Las reacciones de amplificacion se realizaron
por sextuplicado, para garantizar volumen suficiente para los siguientes pasos. Una vez
corroborado el éxito, se realizé la purificacion del resto del volumen a fin de eliminar
remanentes de reactivos que pudieran afectar la posterior secuenciacion de los mismos.
Las purificaciones se realizaron con el kit “UltraClean GelSpin” (MoBio), siguiendo el

protocolo indicado por el fabricante.

Las muestras fueron cuantificadas y enviadas para su secuenciacion capilar en el servicio

UGB de INTA Castelar https://inta.gob.ar/servicios/secuenciacion-de-acidos-nucleicos-

adn-por-electroforesis-capilar utilizando uno de los primers utilizados para su

amplificacion.

El analisis del cromatograma se realizd con el programa FinchTV 1.4.0

https://geospiza.com/finchtv
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Los primers de los marcadores SCAR (sequence characterized amplified region) se
disefiaron con el software Primer3 (Rozen y Skaletsky 2000). La PCR se realiz6 usando
100 ng de templado de ADN gendémico en un volumen de 20 ul con 100 nM de cada
primer, 0,2 mM dNTPs, 1,5 mM MgCl> y 0,8 unidades de Tag DNA polimerasa (Life
Technologies). Las condiciones de ciclado fueron 40 ciclos de 30 s a 95 °C, 30 s a 60 °C
y1mina72-°C.

Resolucion y visualizacion de los productos de PCR

Los marcadores ISBPs y SCARs se visualizaron en geles de agarosa 2% con bromuro de
etidio (BrEt) (10ug/ml). A cada muestra se le agreg6 3 pl de buffer de siembra Cresol
Red y se incluyé un marcador de peso molecular (100bp Life Technologies). La
electroforesis se realizo en buffer TBE 0,5x durante aproximadamente 2 horas a 70V
constantes, y la visualizacion de los fragmentos se realizd con el equipo White/UV
Transiluminator (Life Sciences).

Los productos de la amplificacion de los AFLPs y SSRs se sometieron a electroforesis en
geles de poliacrilamida 5% (Acri:bis 19:1) desnaturalizantes 7M urea (0,89mM tris,
0,89mM é&cido borico y 20mM EDTA pH8.0) y se agregaron los catalizadores Temed
(1ul/ml de gel) y Persulfato de amonio 25% en agua (1ul/ml de gel)..

La preparacion de estos geles requiere un tratamiento previo de los vidrios que van a
contener al gel. El vidrio al cual queda adherido el gel se traté con una solucion de 950ul
de alcohol, 5ul de acido acético y 3ul de Bind (PlusOne Bind-Silane. Amersham
Biosciences) y posteriormente se lo lavé 3 veces con 1ml de alcohol, en intervalos de 3
minutos. El vidrio que debe ser retirado fue tratado con 400ul de Repel-Silane ES
(PlusOne). EI armado de los vidrios consistio en colocar las caras tratadas de forma
enfrentada, colocando en los bordes un espaciador de 0,4mm de espesor. Para fijarlos y
evitar el corrimiento durante el llenado se colocaron ganchos en los bordes que sujetan

los vidrios.
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A cada muestra se le agreg6 15 pl de loading buffer (L0mM NaOH- hidroxido de sodio-,
0.05% Azul de Bromofenol, 0.05% Xylene Cyanol y 95%(v/v) de Formamida
desionizada) y se desnaturaliz6 a 95°C por 5 minutos. Se sembraron 7 pl de muestra en
cada posicion del gel y la electroforesis se realizo con buffer TBE 0.5X aproximadamente
90 minutos a 60 Watts constantes. Se incluy6é un marcador de peso molecular (25bp Life

Technologies).

Los productos de AFLP se visualizaron por tinciébn con Nitrato de Plata
(AgNOgz)/carbonato de sodio (Na2COs3), de acuerdo con el siguiente procedimiento:

1. Sefijo el gel por al menos 20 minutos en Acido acético 10% (0,05% ac. acético y
10% etanol en agua bidestilada).

2. Se incubd por al menos 12 minutos en 200ml de solucién de AgNO3z (15mg/ml de
agua bidestilada) a la que se le agreg6 300ul de formaldehido.

3. Se agito en 30 g/l de Na.COs frio, con 0.06% de formaldehido y 0.002% de
tiosulfato de sodio hasta ver las bandas.

4. Se detuvo la tincién por agitacion con Acido Acético al 10% por 10 minutos.

5. Por ultimo, se realizd un lavado con agua corriente durante 10 minutos y se dejo

Secar.

El resto de los marcadores se visualizaron por tincion con AgNOs/NaOH segun Benbouza
et al 2006. En este protocolo se reemplaza Unicamente el paso 3 por los siguientes dos

pasos:

1. Selavo 15 segundos en agua bidestilada.
2. Se reveld en 400ml de solucion de NaOH (15¢/L de agua bidestilada) a la que se
le agrego 800ul formaldehido hasta ver las bandas.

Analisis de datos y mapeo genético.

La asociacién entre aquellos marcadores moleculares que resultaron polimorficos con el
caracter fenotipico de reaccion a roya se realizd mediante BSA “bulk segregant analysis”
(Michelmore et al 1991).

39



Los andlisis de ligamiento y las distancias genéticas se calcularon utilizando una matriz
de datos de doble entrada en donde los alelos iguales al parental resistente (SV) fueron
denominados “1” y los iguales al parental susceptible (G6) fueron denominados “0”. En

los casos que el marcador fue heterocigota se lo codificé “H”

Se utiliz6 el software MAPMAKER version 3.0 (Lander E et al, 1987) donde los grupos
de ligamiento se determinaron con un LOD minimo de 3.0 y una distancia maxima de 50
cM. Cuando aumentd significativamente el volumen de datos se utilizd el software
Carthagene (De Givry et al 2005) con un LOD minimo de 3,0 y una distancia maxima de

30 cM. Los mapas fueron elaborados con el software Map-Chart (Voorrips 2002).

Mutagénesis

A partir de plantas de la variedad Sinvalocho, crecidas en macetas de 5 litros, se
cosecharon aproximadamente 10,000 semillas, provenientes de espigas ensobradas para
asegurar la autofecundacion de las mismas. Se evalu6 el poder germinativo de estas

semillas, en cajas de Petri con papel secante humedecido en agua (Figura 14).

Figura 14: Evaluacion del poder germinativo de las semillas de SV.

Se realizaron 3 ensayos de dosimetrias con 5 tratamientos cada uno. En cada tratamiento
se evaluaron 50 semillas en erlenmeyers de 50 ml con 15 ml de la dilucion de EMS
(metanosulfonato de etilo). Se mantuvieron por 18 h en agitacion en agitador orbital
Sontec a 180 rpm y 20°C. Posteriormente, los grupos de semillas se lavaron 3 veces para

eliminar restos del mutageno.
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Las semillas M1 se sembraron en inverniculo en macetas de 1 litro (5 semillas por
maceta). Se taparon las espigas para obtener la progenie M2 por autofecundacion.

La M2 de cada individuo M1, se sembr6 por separado en invernaculo en 1 o0 2 macetas
de 1 litro con 6 semillas por maceta (Figura 15). Estas plantas se inocularon con la raza

Ca02G1R al estadio de planta adulta, utilizando SV y G6 como controles.

Figura 15: Siembra en invernaculo de las semillas M2 en macetas de 1 litro.
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RESULTADOS

A partir del cruzamiento entre Sinvalocho MA, variedad portadora de los genes de
resistencia ASR Lr3y APR LrSV2 y una linea de fenotipo contrastante G6, se obtuvo una
poblacion F2 de varios miles de individuos. Los individuos de esta poblacion fueron
infectados al estadio de plantula con la raza 66 de P. triticinay con la raza Ca02G1R en
el estadio de planta adulta. Estas razas habian sido usadas previamente en un trabajo
donde se identificaron a los genes Lr3 y LrSV2, respectivamente, en una poblacion de
RILs derivada del mismo cruzamiento (Ingala et al 2012).

El andlisis fenotipico en plantula ajust6 a la proporcion resistentes:susceptibles de 1:3
esperada para un gen recesivo (p> 0.2). Por otra parte, en planta adulta la relacion
resistentes:susceptibles no ajusté a la proporcién 3:1 esperada para un gen dominante

(p<0.001) sino que hubo un exceso de plantas resistentes (ver Discusion). Tabla R1.

Poblacién Raza Gen detectado Reaccion a roya Relacion esperada P
de mapeo
R S S/D
F2 (plantula) 66 Lr3 1757 5117 37 1:3 >0,2
F2(pl. adulta) Ca02G1R LrSV2 6332 1586 229 3:1 <0,001

Tabla R1: Segregacion de la reaccion a las razas de P. triticina en una poblacion F2 del cruzamiento SV x G6. R
resistente, S susceptible y S/D sin dato por fenotipo dudoso

Inicialmente, con el objetivo de identificar marcadores moleculares asociados a ambos
genes, se utilizaron AFLPs debido a su abundancia, robustez y porque son marcadores
anonimos (no es necesario conocimiento previo de la secuencia).

Dentro de la poblacion F2 se identificaron los individuos resistentes al estadio de plantula
frente a la raza 66 de P triticina, ya que este fenotipo permite inferir inequivocamente el
genotipo homocigota para el gen Lr3 (resistencia recesiva). Posteriormente, en la misma
poblacién, se identificaron las plantas susceptibles a la raza Ca02G1R en planta adulta,
que son homocigotas recesivas para el gen LrSV2 (resistencia dominante). Dentro de cada

una de estas dos subpoblaciones, los individuos recombinantes resultan facilmente
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identificables ya que presentan alelos del padre de fenotipo opuesto en los marcadores

ligados al gen de resistencia. Para este tipo de analisis, con marcadores dominantes como

los AFLPs, solo aquellos en fase de repulsion con la resistencia resultan Utiles para el gen

recesivo Lr3y aquellos en fase de acoplamiento con la resistencia seran Utiles para el gen

dominante LrSV2. (Figura R1 ay b, respectivamente)
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Parentales
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Formacion de

gametas de la F1

Posibles gametas

delaF1

r R}

Parentales

Gamab (G6)

r — R —]

recombinantes
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Posibles gametas
delaF1 - - L o
R—] r | R — r—
Parentales recombinantes
BR bR br Br

BR BBRR BbRR BbRr BBRr
bR BbRR bbRR bbRr BbRr
br BbRr bbRr bbrr Bbrr
Br BBRr BbRr Bbrr BBrr*

Figura R1: Formacion de gametas de la F1 del cruzamiento entre SV y G6 y tabla con la formacion de todos los
genotipos posibles en la F2. a) gen Lr3 b) gen LrSV2. En fondo naranja se sefiala el cuarto homocigota recesivo de
fenotipo resistente y susceptible para cada gen respectivamente. * unién de dos gametas recombinantes.

Los marcadores de AFLP se designaron de acuerdo a los primers usados (primer
Pstl/primer Msel) y el numero de pares de base estimado a partir de la comparacion con

la movilidad de marcadores de peso molecular conocido corridos en el mismo gel.

Lr3

La asociacién de bandas de AFLPs con el gen Lr3 se evaluo mediante la metodologia de
BSA utilizando 14 RILs resistentes y 14 susceptibles seleccionados a partir de una
poblacion de (60) RILs F7 del mismo cruzamiento. Inicialmente, se compararon los
parentales y dos pooles de 6 RILs resistentes y 6 susceptibles (PR y PS, respectivamente,
Figura R2). Si se observaba asociacion en repulsion con la resistencia (banda presente en
el pool susceptible y parental susceptible G6 y ausente en el pool resistente y parental

resistente SV, Figura 3 flecha roja), se evaluaba en 4 RILs resistentes y 4 susceptibles
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adicionales en forma individual (Figura R3) y si la asociacién continuaba, se analizaba

en otros 4 RILs resistentes y 4 susceptibles.

M|  36/35 I 37/46 | 37/44 | 37/40 |

175pb

150pb

125pb

Figura R2: Blsqueda de marcadores moleculares en repulsién con la resistencia. Patron de bandas de AFLP, en un
gel de poliacrilamida 5% desnaturalizante tefiido con nitrato de plata. M: marcador de peso molecular conocido en
bases, SV: Sinvalocho MA. G6: Gama 6, PR: pool resistente, PS: pool susceptible. La flecha indica la banda
polimorfica en repulsion con la resistencia para la combinacion de primers P37/M44.

33/40 33/36

$SS S RRRRI|SS S S R R RRWM

350pb
325pb
300pb

275pb

250pb

225pb

200pb

175pb

Figura R3: Analisis individual de los marcadores encontrados en nuevos individuos resistentes y susceptibles. Patron
de bandas de AFLP en un gel de poliacrilamida 5% desnaturalizante tefiido con nitrato de plata. M: marcador de peso
molecular conocido en bases, R: individuos resistentes, S: individuos susceptibles. Las flechas indican las bandas
polimdrficas en repulsidn con la resistencia.
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Se evaluaron 578 combinaciones de primers de las series P01/M01, P01/M02 y P02/M02
y se encontraron 20 marcadores AFLPs asociados en repulsion con el alelo de resistencia
del gen Lr3 (Tabla R2).

Primers Tamano
(Pstl/Msel) (bp)
32/31 120
= 33/36 325
2 33/40 200
= 37/44 160
a 40/31 125
3 40/35 120
S 40/42 450
% 43/40 200
n 45/43 135
46/42 310
Primers Tamano
(Pstl/Msel) (bp)
_ 47147 245
[ 47/60 150
2 50/49 140
B 51/50 200
~ 51/57 225
S 52/62 210
< 54/50 135
'§ 55/54 240
59/54 155
Primers Tamarfo
(Pstl/Msel) (bp)
3
=
E
~ 35/49 190
o
—
o
2
&

Tabla R2: Listado de primers de AFLP polimorficos de cada una de las series analizadas asociados en repulsion con
el alelo de resistencia del gen Lr3.

Se realizé un primer analisis de seis de estos veinte marcadores AFLP asociados en
repulsion con la resistencia, elegidos por su mejor resolucion en el gel, en 195 individuos

resistentes de la poblacion F2 del cruzamiento SV x G6. ElI marcador 55/54240 mostro
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segregacion independiente. Los AFLPs 33/3632s, 37/44160, 40/31125 y 46/42310 formaron
un cluster a 0,5 cM del Lr3 ya que se observaron los mismos dos recombinantes entre
estos y el gen Lr3 (individuos 59 y 131). Para el marcador 40/35120 se detectaron estos
dos individuos recombinantes y 31 recombinantes adicionales, posicionandolo a 8,3 cM
del cluster (Tabla Al-anexo).

El marcador 46/42310 habia sido ubicado previamente proximal al Lr3 (Diéguez et al
2006), lo que permitio establecer el ordenamiento méas probable de los marcadores y el

gen Lr3 en el cromosoma 6BL (Figura R4a).

Los individuos 59 y 131 tambien resultaron recombinantes entre el gen Lr3 y los catorce
marcadores de AFLP restantes. Por lo tanto, para esta poblacion de analisis, dichos
marcadores no se hallarian a menor distancia del gen Lr3 que el cluster formado por los
AFLPs 33/36325, 37/44160, 40/31125 y 46/42310.

En la prueba de progenie de los recombinantes 59 y 131 se espera que todos sean fenotipo
resistente. En cuanto a la banda del marcador de AFLP se espera que segregue, ya que no
se considero la posibilidad de la union de dos gametas recombinantes cuya probabilidad

es extremadamente baja (2,63E-5).

De las 9 plantas F3 del individuo 131 fueron resistentes a roya, pero sélo siete presentaron
la banda del marcador 37/44160, confirmando la homocigosis para el gen Lr3 y la
heterocigosis para el marcador (p> 0.8). Por otro lado, los 6 individuos de la progenie F3
del individuo 59 fueron resistentes lo que permitié confirmar la homocigosis para el Lr3.
Sin embargo, debido al bajo nimero de individuos analizados, todos mostraron banda con
el marcador 37/44160, por lo que no pudo confirmarse la heterocigosis para la misma.

Dentro del cluster de cuatro marcadores a 0,5 cM del Lr3, los marcadores 33/36325 y
46/42310 mostraban mejor resolucién y fueron elegidos para analizar 958 individuos F2
adicionales, totalizando 1153 individuos F2 resistentes (homocigotas recesivos para el
gen Lr3). Ambos marcadores detectaron los mismos 34 individuos recombinantes,

ubicandose a una distancia de 1,5 cM del gen (Figura R4b).
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a) n=195 F2 b) | n=1153F2

T 40/35-120
8.3 —
_| |33736-325
) _ 46/42-310
33/36-325 37/44-160 1.5
05— | 140/31-125 46/42-310
: Fr~ir3 =r=—Lr3

Figura R4: Mapa genético del locus Lr3 en el extremo distal del cromosoma 6BL a) 195 F2s Resistentes SV x G6 b)
1153 F2s Resistentes SV x G6. El circulo negro indica el centromero. Las distancias genéticas (cM) se muestran en el
lateral izquierdo.

Se evaluaron entre 5 y 10 individuos de la generacion F3 de cada uno de estos
recombinantes y, segun lo esperado, todos resultaron resistentes a la raza 66 en plantula,
confirmando el genotipo homocigota recesivo del gen Lr3 en dichos individuos F2. La
segregacion de la banda de AFLP no fue testada.

Con el objeto de incorporar mas marcadores y poder hallar marcadores flanqueantes que
delimiten un intervalo que incluya al gen Lr3, doce marcadores publicos reportados en la
region distal del cromosoma 6BL (6 SSR, 1 STS y 5 STM) fueron evaluados en los
parentales. Ocho de estos marcadores resultaron monomdrficos y cuatro polimdrficos de
los cuales tres no mostraron asociacién al Lr3 mediante BSA utilizando pooles de 6 lineas
resistentes y 6 susceptibles de la poblacion de RILs del cruzamiento de SV x G6. El
marcador wmc417 que resulto asociado por BSA fue evaluado en la poblacién de 60 RILs

F8 y no se observad ligamiento al gen Lr3 (Tabla R3).
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Marcador | tipo || SV (bp) | G6 (bp) | CS (bp) %sgz Ligado
barc24 SSR 207 207 207
barc134 SSR || 195/205 | 195/205 205 Song et al 2005
barcl78 SSR 266 266 266
gwm219 | SSR 200 200 200 Roder et al 1998
mwg2053 | STS 1350 1350 Khlestkina EK et al 2004
stm520 | STM 90 90 90
stm545 | STM 105 - 95 NO
stm548 | STM 290 300 300 NO Hayden et al 2006
stm562 ST™M 235 245 245 NO
Stm596 STM 175 175 175
wmcl52 SSR 270 270 270
Somers et al 2004
wmc4l7 SSR 165 155 165 Sl NO

Tabla R3: Lista de los 12 marcadores testeados por BSA. En rojo se indican los marcadores polimorficos.

Treinta y un marcadores SSR adicionales reportados en la region distal del 6BL (Tabla
R4) fueron analizados en busca de polimorfimo entre los parentales y 5 resultaron

polimorficos.

La linea C16, es una linea derivada de SV que posee una micro delecion en el extremo
distal del cromosoma 6BL, region que involucra al gen Lr3 (Dieguez et al 2003). Cuando
los 5 marcadores polimoérficos hallados fueron testeados en esta linea, estos se
encontraban presentes, lo que indica que los marcadores no se encuentran en el bin de

delecion terminal donde mapea el gen (bin I, Dieguez et al 2006).

Con el objeto de obtener marcadores metodoldgicamente méas sencillos que los AFLPs,
15 de las 22 bandas de AFLP del bin I (9 presentes en ambos parentales y 6 dominantes
SV) y la banda del marcador AFLP 46/42310 ligado en repulsion con la resistencia
(dominante en G6, Dieguez et al 2006) pudieron ser reamplificadas a partir del gel y
secuenciadas. No se observaron SNPs en las nueve bandas presentes en ambos parentales
y se disefiaron primers para desarrollar marcadores de tipo SCAR sobre las 6 bandas
dominantes SV y la banda dominante G6. El marcador SCAR34/32 derivado de una
banda dominante SV y el marcador SCAR46/42 derivado de la banda dominante G6

resultaron polimorficos, dominante SV y dominante G6, respectivamente.
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marcador SV (bp) G6 (bp) C16 (bp)

barc79 150 152 150

barc107 200 200 200

barc127 200 190 200 Song et al 2005
barc146 230 230 230

barc198 130/180 130/180 130/180

barc223 103 103 103
gpw5130 125 125 125
gpw7262 180 180 180

wmc103 300 300 300

wmc104 150 150 150

wmcl79 230 230 230

wmc341 125 - 125

Sourdille et al

wmc397 160 165 160 2004
wmc473 230 230 230

wmc539 300 300 300

wmc621 130 130 130

wmc726 180 180 180

wmc748 135 135 135

wmc786 200 200 200

wms58 100 100 100

wms88 130 140 130

wms219 180 180 180

wms273 210 210 210

wms518 160/180 160/180 160/180

wms626 100 100 100 Réder et al

1998

wms771 80 80 80

wms887 400 400 400

wms889 180 180 180

wms907 130 130 130

wms940 100 100 100
wms1076 125 125 125

Tabla R4: Lista de 31 marcadores microsatélites testeados en linea con delecién C16. En rojo se indican los
marcadores polimorficos.

A pesar de que no se pudo desarrollar un marcador SCAR a partir de la secuencia de la
banda del marcador 36/39175 que habia mapeado distal al Lr3 (Dieguez et al 2003), esta

fue utilizada para buscar secuencias homologas en contigs del cromosoma 6BL de la
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variedad CS de la base de datos local del centro The Genome Analysis Centre (TGAC,
hoy Earlham Institute https://www.earlham.ac.uk/). Se identifico un contig de secuencia
de 3262 pb y sobre esta se disefio un marcador tipo ISBP (fspl) que resulté dominante
SV.

Los dos marcadores dominantes SV no eran (tiles en la poblacién F2 resistente. El
marcador SCAR46/42 dominante G6 podria haber sido utilizado en esta poblacion, pero
al tratarse de una Unica banda, una falla en la amplificacion podria ser erroneamente
genotipada como ausencia de banda. Por ello se decidid utilizar una poblacion de 202
RILs del cruzamiento de SV x G6. Esta fue genotipada con estos tres marcadores
(SCAR34/32, SCAR46/42 y fspl) e inoculada en el estadio de plantula con la raza 66 de
Puccinia triticina. Los tres marcadores segregaron 1:1 para presencia: ausencia de banda,
como se espera para un locus Unico en una poblacion de RILs. En el mapa de ligamiento
el marcador SCAR46/42170 se ubico a 4,0 cM proximal del gen Lr3 y los marcadores
SCAR34/3295 y fspl se encuentran distales del Lr3 a 2,9 y 8,7 cM respectivamente
(Figura R5). De esta manera el gen Lr3 quedd delimitado en un intervalo de 6,9 cM
flanqueado por dos marcadores tipo SCAR, metodolégicamente mas sencillos que los
marcadores de AFLPs. Este intervalo corresponde aproximadamente a 2 Mb en la
variedad CS. En este intervalo se han anotado con alta confianza 57 genes en la variedad
CS (Tabla A4-anexo), entre los que se encuentran numerosos genes NLR y también

kinasas. http://wheatomics.sdau.edu.cn/
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Figura R5: Mapa genético del locus Lr3 en el extremo distal del cromosoma 6BL en 202 RILs SV x G6 El circulo
negro indica el centrémero. Las distancias genéticas (cM) se muestran en el lateral izquierdo.

LrSV2

a- Mapeo

La busqueda de marcadores de AFLP ligados en acoplamiento a la resistencia debida al
gen LrSV2 también se realizd mediante el andlisis de bloques segregantes (BSA)
evaluandose 405 combinaciones de primers de AFLP de las series P01/M01 y P02/M02.
Cada bloque estaba compuesto por un pool de seis RILs susceptibles y seis RILs
resistentes del cruzamiento entre SV y G6 (Ingala et al 2012). Las bandas presentes s6lo
en el parental resistente y en el pool resistente fueron probadas en 16 RILs adicionales de
la misma poblacion (ocho resistentes y ocho susceptibles).

Se encontraron cinco bandas de AFLP presentes en el parental resistente y en el pool
resistente y en los ocho RILs resistentes adicionales y no en el pool susceptible y en los
ocho RILs susceptibles adicionales. Con el fin de identificar los marcadores mas
cercanos, se realizo un analisis progresivo.

En primer lugar, se pusieron a prueba estos 5 AFLPs, junto con el marcador 31/371s0 que

fue identificado anteriormente como el AFLP mas cercano (Ingala et al 2012), en 89
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individuos F2 susceptibles. Uno de ellos, el 40/42325, no estaba presente en ninguna de
estos individuos F2 sugiriendo un completo ligamiento con LrSV2 mientras que los
marcadores 31/371s0, 32/36240, 34/44330 y 46/45,75 estaban presentes solo en un individuo
F2 susceptible (un recombinante). EI marcador 31/42100 estaba presente en este individuo
y en uno adicional, posicionandolo mas alejado del LrSV2 (dos recombinantes).

En un segundo paso, el marcador de AFLP completamente asociado 40/42325 y los dos
marcadores que mostraban mejor resolucion entre los cuatro que tenian un Unico
recombinante con LrSV2 (31/371s0 y 32/36240) Se probaron en 254 plantas susceptibles
adicionales (343 en total). Ademas, estos individuos se genotiparon con el marcador SSR
gwm533 previamente identificado como ligado al LrSV2 (Ingala et al 2012).

Con el objeto de incorporar méas marcadores, 55 marcadores adicionales reportados en la
region subtelomerica del cromosoma 3BS fueron testeados en las lineas parentales.
Veinte de ellos resultaron polimdrficos y seis fueron seleccionados debido a su
codominancia, diferencia alélica y la calidad de producto amplificado para ser evaluados
en los 343 individuos F2 (Tabla R5).

En el mapa genético resultante, el AFLP 40/42325 y el SSR cfb5010 cosegregaron con el
gen LrSV2. Los marcadores flanqueantes mas cercanos fueron cfb3417 a 1,2 cM distal y
el cluster stm560tgag, stm559tgag y gwm533 a 0,4 cM proximal al gen LrSV2 (Figura
R6a).

Con el objeto de aumentar la resolucion del mapa genético, se genotiparon los marcadores
flanqueantes cfb3417, stm560tgag, stm559tgag, gwm533 y el marcador cosegregante
cfb5010 en 965 individuos F2 susceptible adicionales (totalizando 1.308 Individuos F2,
2616 gametas, tabla R5). En este mapa de alta resolucion, cfb3417 mape6 1 cM distal a
LrSV2, cfb5010 cosegrego con el gen y el grupo de marcadores formado por stm559tgag,
stm560tgag y gwm533 mape6 a 0,3 cM proximal del mismo (Figura R6b).

Para obtener marcadores adicionales ligados al locus LrSV2, se aprovechd la informacion
derivada del mapa fisico del cromosoma 3B de la variedad Chinese Spring disponible en
ese momento (Paux et al 2008; Rustenholz et al 2011). En este mapa, el marcador cfb3417
mapeaba en un contig de 820 kb mientras que el marcador gwm533 estaba en otro contig
de 1.442 kb en el bin de delecion 3BS8 - 0.78 - 0.87. Estos contigs estaban separados por
dos contigs adicionales de 980 y 1552 kb (Paux et al 2008; Rustenholz et al 2011) lo que
sugeria que, si no existian grandes inserciones/deleciones en SV, el intervalo del LrSV2

definido podria abarcar alrededor de 4,8 Mb. Treinta marcadores SSR adicionales
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disefiados a partir de la secuencia de los clones de BACs de una genoteca del Chinese

Spring que abarcan este intervalo fisico (Choulet et al 2010) se evaluaron en busca de

polimorfismo entre las lineas parentales, seleccionandose 8 marcadores (Tabla R6).

No amplificacién

No polimorficos

cfp40
cfp63
cfp183
cfpl788
cfp3061
cfp3131
mag1166
mag2095
mag3597
StM22¢cac
sts206
wmc69.1
wmc27.2

barc102
cfh3296
cfh3530
cfh4002
cfb5038
cfp37
cfpal
cfp42
cfp54
cfp55
cfp132
cfp182
cfp1410
cfp3062
gpw7757
mag501
mag1367
StM7421gag
sts15
sts89
wmcll

wmc78

Polimorficos
Dominante Codominante
barc75 cfh3417
cfp68 cfb5010
cfpl40 StM5591gag
cfp3132 Stm5601gag
cfp3484 Stm598icac
StM538acag sts32
sts142 sts49
sts138 sts55
sts189
wmc529
wmc505
wms4181

Tabla R5: Resultado de la evaluacion de polimorfismo de 55 marcadores moleculares testeados en las lineas
parentales SV (R) y G6 (S). Los marcadores en fondo gris fueron seleccionados para el mapa fino por su
codominancia, diferencia alélica y calidad del producto amplificado. Wms (Réder et al 1998), barc (Song et al 2005),
wmc (Somers et al 2004), gpw (Sourdille et al 2004) y cfb (Paux et al 2006) son microsatelites. Cfp son ISBP
(Insertion Site Based Polymorhism) (Paux et al 2006). Los sts (Single Tagged Site) son marcadores desarrollados a
partir de ESTs (Expressed Sequence Tags) de trigo (Liu et al 2003). Los stm (Single Tagged Microsatellites) son
marcadores derivados de microsatellites (Hayden et al 2006). Mag501 es un microsatelite derivado de un EST-y
mag1166, 1367, 2095 y 3597 son marcadores desarrollados a partir de ESTs (Expressed Sequence Tags) de trigo

(Xue et al 2008).

Ademas, se desarroll6 un marcador SCAR a partir del marcador cosegregante de AFLP

40/42325. La secuencia de la banda de AFLP fue homdloga a la posicion 6.251793-

6.251577 en el cromosoma 6B de CS V2.1. Los primers disefiados en esta secuencia
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amplifican la banda esperada de 220 pb sélo en la linea parental resistente SV
(SCAR40/42, Figura R7).

a b C

34 recombinantes F2

dentro del intervalo
cfb3417-gwm533

M ~ ~
cfb3417 1 1
0,85
12— e
cfb5010 e
/{ o e /| Lrsvz, cfb5006, cib5007, cb5008,
gwm533 —’{ irsvz 0,15+ L1 c5010, cM5025, cb5060, cb5061,
0.4 — /{ $tm559,5, 03— | | qwms33 03— | |gpw7080, SCAR40/42
0,1 — ] |5tm560gag 7] Stm559:gag —+— gwm533
0,1 —{\| P31/M37149 StM560gag StM5591gag, StM560igag
\| P32/M3621o
06— |\ stsa9
—— sts55

Figura R6: mapa genético del locus LrSV2 en el extremo distal del cromosoma 3BS. a 343 F2s SV x G6. Los
marcadores en negrita se analizaron en el total de la poblacion de 1308 individuos. b 1308 F2s SV x G6. ¢ Idem b
con la adicion de los marcadores derivados de las secuencias de los BACs testeados en los individuos recombinantes
dentro del intervalo entre los marcadores cfb3417 y gwm533. El circulo gris indica el centrdmero. Las distancias

genéticas (cM) se muestran en el lateral izquierdo. Las secuencias de los primers utilizados en estos mapas se
describen en la Tabla A2 del anexo.

Estos marcadores fueron utilizados para genotipar los 34 recombinantes F2s identificados
dentro del intervalo de interés (27 recombinantes entre cfb3417 y LrSV2 y 7 entre este
ultimo y el cluster que incluye a gwm533). Todos cosegregaron con el gen LrSV2 y
cfb5010 mientras que el microsatélite swm13 maped distal a 0,15 cM (Figura R6c),
acotando el intervalo blanco. El total de eventos de recombinacion detectados entre los
marcadores flanqueantes swm13 y gwm533 fue 11, 4 recombinantes entre swml3 y
LrSV2y 7 entre LrSV2 y el clister de gwm533.
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Polymorphic

No amplification Not polymorphic Dominant SV Dominant G6 Codominant
cfb5000 cfb5001 cfb5008 cfb5011 cfb5006
cfb5002 cfb5016 cfb5025 cfb5013 cfb5007
cfb5009 cfb5022 gpw7080 cfb5015 cfb5060
cfb5012 cfb5024 cfb5019 cfb5061
cfb5014 cfb5056 cfb5023 swm13
cfb5021 cfb5058
cfb5026 cfb5062
cfb5057 cfb5063
cfb5059

Tabla R6: Resultados de la evaluacion de polimorfismo de 30 marcadores moleculares testeados en las lineas
parentales SV (R) y G6 (S). Los marcadores en fondo gris fueron seleccionados para ser testeados en los 34
recombinantes entre cfb3417 y el cluster gwm533 encontrados en la poblacion de 1308 individuos F2s.

Se realiz6 prueba de progenie para la resistencia a la raza Ca02G1R a los 11
recombinantes F2 identificados entre swm13y el cluster incluyendo gwm533. Todas las
progenies F3 fueron susceptibles a roya en planta adulta y solo uno de los marcadores
flanqueantes (swm13 o gwmb533) segregd dentro de cada progenie F3. Por lo tanto, estos
11 individuos F2 eran homocigotas susceptibles para el gen LrSV2 y heterocigotas para
s6lo uno de los marcadores flanqueantes (figura R8).

Estos resultados permiten concluir que el gen LrSV2 esta localizado en un intervalo

genético de 0,45 cM entre los microsatélites flanqueantes swm13 y gwm533.
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1 AGCCACACCAC T CAC CAGT G T RGTGTGTGIGTCGT CTCCCARRCACRRRACATCATCTT
SCRR40/4Z2F

¢l GEITRAAGATAAGATGATGGTCACGRATGETGCCTGGCAGRRCACGTAGGTGEETGAGETACT

121 TTCGGAACTGCACGICAATGATGCCCGCATIGCGRAGCTCGICGTIGCGECCGTCCTICG:

1l COATGGCTCC AL eI G GC T GAGE I GAAGT GETAGEGAGAGACTGGATAGTAGT
SCRAR40/4ZR

241 TCATGICCGIGATGATRARACCGTCTCCGGCACACCGGAGCATGCAGGATGATCTGACT

Figura R7: Secuencia de la banda de AFLP P40/M4212s. Se subrayan los primers disefiados para amplificar
SCAR40/42.

Con el objetivo de aumentar la resolucion del mapa, los marcadores flanqueantes swm13
y gwm533 fueron utilizados para evaluar 2095 individuos F2 adicionales. Se identificaron
27 recombinantes adicionales. En resumen, en 3403 F2s, se identificaron 38

recombinantes entre estos marcadores.

Lrsv2
opw7080 gwms33
marcador swm13 cfb5008  cfb5006 oo SCAR40142  cfbS007  cfb5025 cfbS061  cfbS060 StME59,55
5tM560;5.y
Contig en el
mapa fisico de
CS (Payx.et al. [ Ctg0011 (Accession |FN645450.1]) 0 @=Ctg0344~@
2008)
Posicion en el
cromosoma 3B
de Chinese,  5562752- 6798521- +
Spring 5563002 6798683

2379
2581
3946
F2 4912
5207
6645
5545
7208
7531

Figura R8: Matriz grafica de los gentotipos de los 11 recombinantes F2 encontrados entre swm13 y gwm533. Debajo
del marcador swm13 y cfb5060 se muestra su posicion fisica en el cromosoma de Chinese Spring IWGSC RefSeq
v2.1. + el marcador gwm533 no mapea en esta pseudomolécula, y fue posicionado de acuerdo con el contig344 (Paux
et al 2008). El entrecruzamiento esta marcado por una "x". 0: genotipo susceptible G6, H: heterocigota. * Posicion
aproximada.
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Por otro lado, se evaluo el polimorfismo de 27 marcadores moleculares reportados en el
cromosoma 3BS distal y se desarrollaron 44 ISBPs nuevos mediante herramientas
bioinformaticas utilizando los contigs de secuencia del cromosoma 3B de CS disponible.
De estos 71 marcadores evaluados, 39 resultaron polimdrficos entre los parentales (Tabla
Al-anexo). Estos marcadores, junto con los 9 marcadores que cosegregaron con el gen
LrSV2 en el mapa de la Figura 1c, se utilizaron para determinar la posicion del
entrecruzamiento en los 38 recombinantes hallados entre los marcadores flanqueantes
swml3 y gwm533. Luego de la evaluacion fenotipica de la progenie F3 de estos
recombinantes mediante inoculacion artificial en estadio de hoja bandera con la raza de
roya Ca02G1R, que detecta la presencia del gen LrSV2 en este cruzamiento, se deduce
que el gen de resistencia LrSV2 se encuentra dentro de un intervalo genético de 0.04 cM
delimitado por los marcadores cfp5311 y cfb5060. Estos marcadores definen un intervalo
de 748 kb en la variedad CS (Figura R9). En este intervalo se han anotado con alta
confianza 40 genes en la variedad CS (Tabla A5-anexo), entre los que se encuentran 4
kinasas y los genes TFP y TPR que resultaron necesarios para la resistencia a roya de la
hoja (Wang et al 2024a) http://wheatomics.sdau.edu.cn/
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Figura R9: Tabla gréafica de genotipos de los 38 recombinantes F2 encontrados entre los marcadores swm13 y
gwm533. Se muestran las posiciones de los marcadores en el cromosoma 3B de Chinese Spring IWGSC RefSeq v2.1.
* marcadores que no mapean en esta pseudomolécula, ordenados de acuerdo con el contig344 (Paux et al 2008). Los
recombinantes para el minimo intervalo que contienen al gen LrSV2 se representan en negrita. 0 genotipo G6
(parental susceptible), 1 genotipo SV (parental resistente), H genotipo heterocigota. Roya: infecciones artificiales (F4
para el recombinante 642) con P. triticina raza Ca02G1R en planta adulta, R fenotipo resistente, S fenotipo
susceptible. Las flechas rojas indican los 11 individuos recombinantes de la Figura 8. Las secuencias de los primers
de los marcadores dentro del intervalo LrSV2 (swm13-gwm533) se describen en la Tabla A3 (anexo).

b- Mutagénesis

Con el objeto de identificar mutantes susceptibles a la raza de roya Ca02G1R al estadio
de planta adulta para la validacién de posibles genes candidato para el LrSV2, se
mutagenizaron semillas de SV con EMS. Este agente mutagénico produce mayormente
mutaciones puntuales, lo que permite evitar deleciones que podrian involucrar a méas de
un gen candidato.
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Se realizaron tres ensayos de dosimetria con distintas concentraciones del agente
mutagénico buscando aquella dosis que produjese 50% de letalidad. En principio, se
midio el porcentaje de germinacion y se observé que este no disminuia aun con el
tratamiento con 1% de EMS (Tabla R7).

Dosis

control

0.2% 0.25% 0.3% 0.35% 0.6% 0.7% 0.8% 0.9%

Dosimetria 1 90% | 90% | 96% | 98% | 98% - - - - -

Dosimetria2 | 100% - - - - 96% | 100% | 100% - -

Dosimetria3 | 100% - - - - - 100% | 100% | 88% | 100%

Tabla R7: Porcentaje de germinacion de cada dosimetria con las diferentes dosis de EMS

Sin embargo, en la tercera dosimetria se realiz6 una curva de tiempo de germinacién y se
pudo observar un retraso en la misma dependiente de la dosis a pesar de que luego de 2
semanas se lograba alcanzar el 100% de germinacion (Tabla R8). Sin embargo, cuando
se midi6 el porcentaje de fertilidad (plantas que alcanzan a formar espiga) se vio que el
mismo fue afectado en forma proporcional a la dosis ya que la gran mayoria de las plantas
tratadas con 0,9% y 1 % no continuaban su desarrollo mas alla de la 3-4 hoja (Tabla R8).
Con las dosis 0,7% y 0,8% se pudo observar que el crecimiento de las plantas era mas
lento (Figura R10). Finalmente, con la dosis de EMS 0,8% se observé un 44% de
fertilidad y esta dosis fue elegida para desarrollar la poblacién mutante M2.

Se sembraron en invernaculo las semillas M1 tratadas con 0,8% EMS y se cosechd su
progenie M2 por espiga tapada.

Entre 6 y 12 semillas de cada familia M2 se sembraron en invernéculo junto a los
parentales SV y G6 como controles de resistencia y susceptibilidad, respectivamente. En
el estadio de planta adulta (5ta hoja) se inocularon artificialmente con la raza de roya

Ca02G1R que identifica al gen LrSV2 para detectar mutantes susceptibles.
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De 849 familias M2, se identificaron 45 familias con una o dos plantas con algunas

pustulas aisladas, potenciales candidatas susceptibles. Se obtuvo progenie M3 de 7 de
estas plantas candidatas provenientes de seis familias M2.

Semillas germinadas

Plantas con % fertilidad
Tratamiento 7dps 8dps | 9dps | 14 dps espiga

Control 24 25 25 25 25 100
0.7% 1 13 22 25 18 7?2
0.8% 1 9 18 25 11 44
0.9% 0 1 1 22 3 14

1% 0 2 6 25 2 8

Tabla R8: Dosimetria 3 donde se indica la cantidad de semillas germinadas por tratamiento y % de fertilidad.

dps: dias post siembra.

Esta progenie M3 fue sembrada e inoculada con la raza de roya Ca02G1R en el estadio
de planta adulta. Tres candidatas provenientes de dos familias M2 fueron confirmadas ya
que su progenie resulto toda susceptible (E315-S1/2 y E692-S).

s TR N A H

! L X Y' ”?
Pl ’rﬁ.f :

4, ; .

Figura R10: Dosimetria 3. Plantas tratadas con las dosis indicadas de EMS.
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Semilla M2 hermana de las 39 plantas candidatas que no habian dado progenie se sembré
e inoculo. En una de las familias se detectaron dos plantas susceptibles, una de las cuales
dio una semilla M3 que origino una planta susceptible al ser inoculada en planta adulta.
Dentro del pool de plantas resistentes de esta misma familia, se detectaron otras dos
plantas susceptibles, confirmando la presencia de una mutacion recesiva dentro de la
familia.

En resumen, se pudieron identificar tres mutantes provenientes de al menos dos eventos
independientes susceptibles a la raza Ca02G1R en planta adulta a partir del analisis de
849 familias M2 del cultivar SV mutagenizado con EMS. Estas mutantes seran Gtiles para

la validacion de genes postulados como responsables del fenotipo de resistencia.

c- Cruzamientos

La linea experimental G6 y la variedad P son susceptibles a la raza Ca02G1R al estadio
de planta adulta, pero G6 porta un alelo funcional del LrcSV2 en el 4BL y P es portadora
de un alelo funcional del LrSV2 en el 3BS (Dieguez et al 2018).

Con el objeto de evaluar la presencia de ambos genes en distintos germoplasmas se
realizaron cruzamientos de diferentes variedades por G6 y P. La progenie F1 de todos los
cruzamientos fue inoculada junto a las variedades parentales al estadio de plantula y
planta adulta con la raza Ca02G1R (Tabla R9). Se testearon lineas diferenciales que son
el producto de la introgresion en la variedad Thatcher (Tc) de genes de resistencia
individuales que ya han sido identificados. También fueron testeados varios genotipos
para los cuales existen protocolos de transformacion genética para poder utilizarlos en la
validacion de genes candidato.

Por otro lado, la variedad CS que se mostrd resistente al estadio de planta adulta, es
también portadora del gen Lr34 (Mclntosh et al 1995, Kratinger et al 2009) y la linea
diferencial Tc+Lr34 muestra resistencia en planta adulta (Sacco, comunicacion personal).
Con el objeto de determinar si la resistencia observada en CS se debia a la presencia del
Lr34 en el 7DS, se testeo también la linea nulitetrasomica N7DT7B (nulisdmica para 7D
y tetrasdmica para 7B).

La linea N7DT7B mostro un fenotipo susceptible en planta adulta, apoyando la hip6tesis

de que la resistencia observada en CS es debida a la presencia del Lr34.
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La linea N7DT7B tampoco muestra resistencia al ser cruzada por G6 y P. Esto permite
en principio descartar que CS posea alelos activos del LrSV2 y del LrcSV2,
respectivamente.

A su vez, considerando que CS es portadora del Lr31, el gen complementario del Lr27
para ASR (Mclntosh et al 1995), el hecho de que la F1 entre N7DT7B y P sea susceptible
permite postular que el Lr31 no actia como complementario del alelo del LrSV2 de P.

Variedad/cruzamiento plantula Planta adulta

SV
G6

P
G6xP
CS
Tc+Lr34
N7DT7B
N7DT7B x SV
N7DT7B x G6
N7DT7B x P

N n unln nn n onon
0 W O W O OO v O

Tc
Tcx G6
Tc+Lrl2

w

wl wm
| Ol w»

Bobwhite
Bobwhite x G6
Bobwhite x P
Bobwhite 26
Bobwhite 26 x G6
Bobwhite 26 x P
Bobwhite 56
Bobwhite 56 x G6
Bobwhite 56 x P
ProINTA Federal
ProINTA Federal x G6
ProINTA Federal x P
Westonia
Westonia x G6
Westonia x P
Fielder
Fielder x G6
Fielder x P

N n n n un un o o o o oo n nnnn
N n n n n n D o n D o nlD nln| 3O n

tabla R9: Fenotipo de reaccion a la raza Ca02G1R de los cultivares y cruzamientos indicados.
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Por otro lado, si bien Tc es susceptible en planta adulta, al cruzarla por G6 se observa
resistencia. Esto permite hipotetizar que Thatcher es portadora de un alelo activo del
LrSV2 que se complementa con el LrcSV2 de G6. El hecho de que la linea Tc+Lr12
también presente resistencia en planta adulta podria entonces explicarse por la presencia
de un alelo activo del LrSV2 en Tc que puede ser complementado por Lr12.

Esto mismo ocurre con las variedades Bobwhite, Bobwhite 26, Bobwhite 56 y ProINTA
Federal que son genotipos utilizados para las transformaciones por biolistica en nuestro
instituto y que son susceptibles a Ca02G1R en planta adulta, pero presentan resistencia al
ser cruzadas por G6. Sin embargo, las variedades Westonia y Fielder, utilizadas para
transformacion con Agrobacterium, son susceptibles y la F1 del cruzamiento por G6 y
por P también es susceptible lo que permite postular que no portan ninguno de los genes

del par complementario LrSV2 y LrcSV2.
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En resumen, el gen Lr3 fue ubicado en un mapa de alta resolucién de 1153 F2s a 1,5 cM
de los marcadores AFLP 33/36325 y 46/42310. El desarrollo de marcadores SCAR a partir
de uno de ellos y del marcador 34/32190 que habia sido ubicado previamente en el bin de
delecion terminal del cromosoma 6BL (Dieguez et al 2006) y de un marcador ISBP a
partir del AFLP 36/39175 que habia mapeado distal al Lr3 (Dieguez et al 2006), permitio
la construccion de un mapa de mediana resolucion (202 RILs) que delimita un intervalo
genético de 6,9 cM conteniendo al gen Lr3. Este intervalo corresponde aproximadamente
a 2Mb en la variedad CS.

En cuanto al gen LrSV2, el andlisis de 3403 individuos F2 permitio definir un intervalo

genético de 0.04 cM alrededor del gen que corresponden a 748 kb en la variedad CS.

Ademas, se aislaron mutantes susceptibles para la postulacion de genes candidato para el
LrSV2 y se evalud la presencia de este y de su gen complementario LrcSV2 en el
cromosoma 4BL (Dieguez et al 2018) en distintos germoplasmas utilizados en los
protocolos de transformacion genética con el objeto de poder realizar la validacion

mediante su introduccion.
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DISCUSION

La disponibilidad de mapas genéticos a distintos niveles (genémico, cromosoémico, region
cromosOmica, etc.) y los mapas fisicos, permiten posicionar los genes y marcadores
ligados a los mismos en los cromosomas. Esto facilita las tareas de introgresion de genes
de interés, el seguimiento de estos en las poblaciones segregantes y el clonado posicional,
entre otras. Los marcadores ideales son aquellos basados en la propia secuencia de los
genes y, por lo tanto, es necesario conocerla para disefiarlos. Ademas, las Nuevas
Técnicas de Mejoramiento (NBTs: New Breeding Techniques) permiten la edicion de
alelos susceptibles, para lo cual también es necesaria la identificacién de la secuencia
responsable del fenotipo.

Para realizar estos estudios genéticos detallados de regiones especificas del genoma,
deberia disponerse de mapas saturados de alta resolucion o mapas finos. Este requiere del
analisis de un numero elevado de individuos en una poblacion proveniente del
cruzamiento entre una linea portadora de el o los gen/es de interés y una linea de fenotipo
contrastante. En trigo estas poblaciones son generalmente de mas de 2000 productos de
meiosis. EI empleo de una poblacion F2 resulta adecuado para la confeccion de estos
mapas ya que es metodologicamente sencilla de realizar y se pueden obtener miles de
individuos en un corto periodo. Es posible también el uso de poblaciones de RILs para
estos mapas, ya que presentan la ventaja de la perdurabilidad en el tiempo y la
homocigocidad de sus lineas lo cual posibilita el mapeo de marcadores dominantes como
los AFLPs y la evaluacion fenotipica en diferentes localidades y afios. Sin embargo, la
confeccion de una poblacion de RILs de miles de individuos resulta no solo mucho més
complejay laboriosa, sino que requiere de al menos ocho generaciones para alcanzar una

homocigocidad teorica del 99.2%.

En este trabajo, se utiliz la misma poblacién F2 del cruzamiento entre Sinvalocho MA,
variedad portadora de los genes de resistencia ASR Lr3 y APR LrSV2 y una linea
experimental de fenotipo contrastante Gama 6 para realizar los mapas finos de ambos
genes. Esta poblacién fue infectada al estadio de plantula y planta adulta con las razas de
roya que habian sido utilizadas para identificar estos genes en una poblacion de RILs
derivada del mismo cruzamiento (Ingala et al 2012). En el analisis fenotipico de esta
poblacion F2 en plantula para el gen Lr3 con la raza 66 de P. triticina, la relacion
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resistentes/susceptibles ajusté a la proporcion 1:3 esperada para un gen recesivo (p> 0.2).
Por otra parte, para el gen LrSV2 en el andlisis fenotipico en planta adulta con la raza
Ca02G1R, la relacidn resistentes:susceptibles no ajusto a la proporcion 3:1 esperada para
un gen dominante (p<0.001) sino que hubo un exceso de plantas resistentes (tabla R1).
Esto dltimo podria deberse a que probablemente al tratarse de plantas de mayor porte, el
inoculo no alcanz6 a todos los individuos en forma uniforme. Por lo tanto, varios
individuos podrian haber escapado a la infeccion y haber sido clasificados erroneamente
como resistentes. Por esta razon, se aplico un criterio muy conservador y las plantas que
no mostraban sintomas claros de infeccion o fenotipos andmalos se eliminaron del

anélisis.

La evaluacién de reaccion a roya en la poblacion F2 se hizo identificando a los 94 granos
F1 de los cuales provenian. Esto permitié eliminar del anlisis a la progenie proveniente
de un grano F1, ya que toda la progenie F2 obtenidos a partir de este individuo resulto
susceptibles a la raza 66 en plantula. Sin embargo, en la evaluacion del gen LrSV2 en
planta adulta de esta progenie segreg6 en proporcién 3R:1S, por lo que se descarta una
autofecundacion. Esta observacion podria deberse a una delecion somatica en uno de los
homologos del cromosoma 6BL que involucraria al gen Lr3, originando la susceptibilidad

en toda la progenie (Sacco et al 1995).

La busqueda de marcadores moleculares asociados a ambos genes se inicié utilizando
marcadores tipo AFLPs (Vos et al 1995). Dentro de los marcadores moleculares, la
técnica de AFLPs es una herramienta muy efectiva para revelar polimorfismos debido a
la gran cantidad de fragmentos que se resuelven por electroforesis (alrededor de 50 por
combinacion de primers). Estos marcadores no requieren de conocimiento previo de
secuencia de ADN, pero, a diferencia de los RAPDs (Random Amplified Polymorphic
DNA, Caetano-Anollés and Gresshoff. 1997), son muy robustos ya que involucran una
restriccion con enzimas especificas y para la amplificacion se utilizan oligonucleétidos
méas largos y 100% homologos a los adaptadores que se ligaron en los extremos,
aumentando la especificidad de la reaccion. Una desventaja es que esta técnica no permite
la deteccion de individuos heterocigotas. Sin embargo, para resolver esta limitacion, es
posible utilizar una parte de la poblacion F2 para buscar los potenciales recombinantes
con marcadores dominantes, en particular si se trata de un solo gen con herencia

mendeliana simple. Para ello, se seleccionan los individuos homocigotas recesivos para
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cada uno de los genes donde es posible inferir inequivocamente el genotipo para el gen

de resistencia a partir del fenotipo de reaccion a roya.

Teniendo en cuenta que el gen Lr3 confiere resistencia recesiva, se utilizd el cuarto
homocigota recesivo de la F2 (resistente). Al utilizarse marcadores dominantes, fue
necesario seleccionar aquellos en fase de repulsion con la resistencia de manera de poder
identificar los potenciales recombinantes por presencia de bandas entre los homocigotas

recesivos resistentes.

Los marcadores de AFLPs flanqueantes al gen Lr3 hallados previamente mediante el
empleo de lineas con deleciones (Dieguez MJ et al 2006) se encuentran en fase de
acoplamiento con la resistencia por lo que no serian Utiles para la estrategia planteada
mas arriba. Solo el marcador P46/M42310 hallado en dicho trabajo pudo ser utilizado ya
que provenia del parental susceptible y se encontraba en repulsion con la resistencia
debida al gen Lr3.

Para el caso del LrSV2 que confiere resistencia dominante, se utiliz6 el cuarto homocigota
recesivo de la poblacion F2 (susceptible). En este caso, al utilizarse marcadores
dominantes, fue necesario seleccionar aquellos en fase de acoplamiento con la resistencia
de manera de poder identificar los potenciales recombinantes por presencia de bandas

entre los homocigotas recesivos susceptibles.

Los marcadores de AFLPs posicionados fisicamente mediante el empleo de lineas con
deleciones en el cromosoma 6BL habian mostrado una distribucion heterogénea con una
mayor cantidad en el extremo distal (Diéguez et al 2006) y se hipotetiz6 que esto podria
estar relacionado con las enzimas de restriccion utilizadas en la técnica de AFLPs, ya que
algunas, como la Pstl utilizada en este estudio, son sensibles a citosinas metiladas
provocando una menor frecuencia de corte en determinadas regiones del ADN (Nelson y
McClelland, 1988). Las regiones pericentroméricas de los cromosomas vegetales poseen
una mayor frecuencia de citosinas metiladas (Boris F et al 2011), lo que explicaria que la
enzima Pstl, produzca una mayor cantidad de cortes en los extremos distales de los
cromosomas, generando de esta manera un numero mayor de marcadores en esas
regiones, lo cual resulta ventajoso para el analisis propuesto debido a la posicion distal de

ambos genes.

Adicionalmente, la técnica de comparacion de pooles o analisis de bloques segregantes

(Bulk Segregant Analysis, Michelmore et al 1991) permitié que en cuatro calles de
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corrida electroforética se analizaran simultaneamente 50 loci para la busqueda de
marcadores ligados a los genes de interés. Para ello, se compar6 la segregacion de
marcadores de AFLP generados a partir de pooles de individuos homocigotas para cada
alternativa del caracter de interés (RILs resistentes y susceptibles para cada gen
identificado). Estos marcadores segregaran al azar cuando no estén asociados a la region
genodmica que determina el cardcter. A medida que se localicen marcadores cercanos
comenzaran a heredarse con un cierto grado de ligamiento, que serd mas intenso cuando
no exista recombinacion entre los mismos. Aquellos marcadores que resulten
polimorficos y que estén exclusivamente en un grupo u otro estaran asociados al caracter

de interés.

La experiencia en nuestro laboratorio nos permitié poner a punto esta metodologia,
llegandose a la conclusion que testando al menos 100 combinaciones de primers de
AFLPs, se pueden detectar al menos entre 1 y 2 marcadores asociados a genes de interés
en trigo. El andlisis de BSA utilizando por lo menos 12 individuos de familias
homocigotas resistentes y 12 familias homocigotas susceptibles para cada gen
identificado permitid hallar marcadores moleculares (AFLPs y SSRs) ligados a los genes
Lr3, LrSV1y LrSV2 de resistencia a roya de la hoja en Sinvalocho (Ingala L et al 2005).
Esta misma estrategia se utiliz6 para los genes Lr3, Lrl6, Lrl7 y LrBMP1 en Buck
Manantial (Altieri et al 2008) y Lr10, Lr11y LrBP3 en Buck Poncho (Darino et al 2015).

En el presente trabajo, mediante este tipo de analisis fue posible identificar 20 y 5

marcadores de AFLP ligados a los genes Lr3 y LrSV2, respectivamente.

La generacion F3 de cada uno de los recombinantes hallados en la poblacion F2 utilizada
para desarrollar el mapa fino del gen Lr3 fue inoculada al estadio de plantula, y todos
resultaron resistentes a la raza 66 en plantula, confirmando el genotipo homocigota
recesivo de este gen en dichos individuos F2 recombinantes. La segregacion de la banda
del marcador 37/44160 solo fue testada en los primeros 2 recombinantes hallados y para el
recombinante 131 pudo confirmarse la heterocigosis (p> 0.8). En el caso del
recombinante 59, el nimero de individuos de la progenie fue pequefio y esta puede ser la
causa de que no se observaran individuos F3 sin la banda. Se debe tener en cuenta que el
tamafio minimo que debe tener la descendencia para tener una probabilidad del 95 % de
detectar la heterocigosis es de 11 individuos y que, con el analisis de so6lo 6 individuos,
esta probabilidad baja al 82 %.
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En el caso del gen LrSV2, se realizaron pruebas de progenie para las once plantas F2
recombinantes identificadas entre los marcadores flanqueantes swm13 y gwm533 (Figura
R8). Todas las plantas de la progenie F3 fueron susceptibles a la roya y uno u otro
marcador flanqueante (swm13 o gwm533) mostraba segregacion dentro de cada progenie
F3. Por lo tanto, todas estas plantas F2 eran homocigotas susceptibles al gen LrSV2 y
heterocigotas para solo uno de los marcadores flanqueantes y, por lo tanto, eran
verdaderas recombinantes. Se espera que estos recombinantes F2 sean producto de la
unién entre una gameta recombinante y una parental ya que se descarta la posibilidad de
unién de dos gametas recombinantes debido a la baja probabilidad de ocurrencia de cada
una de ellas (1.76E-5). A su vez, la progenie F3 de los 27 recombinantes restantes
identificados entre swm13 y gwm533 fue inoculada para determinar el genotipo del gen
de resistencia en el individuo F2 y siempre se observé que el mismo coincidia con los

marcadores presentes a uno u otro lado del punto de recombinacion (Figura R9).

El anélisis por etapas resulto muy ventajoso para eficientizar el uso de recursos. En el
caso del Lr3, se inicié con el andlisis de 195 individuos F2 y se pudo descartar un
marcador no ligado y detectar dos recombinantes sobre los que se evaluaron el resto de
los marcadores. Como resultado, se identificd un cluster de 4 marcadores a 0.5 cM del
gen. Dos de estos marcadores fueron seleccionados para confeccionar un mapa de alta

resolucion de méas de 1000 individuos F2 segregantes y no pudieron resolverse.

Con el objeto de desarrollar marcadores metodoldgicamente mas sencillos, las bandas de
AFLP ligadas fisica o genéticamente al gen fueron reamplificadas a partir del gel y
secuenciadas. No se observaron SNPs en las 9 bandas presentes en ambos parentales que
pudieron ser reamplificadas pero se desarrollaron dos marcadores de tipo SCAR sobre
una de las bandas presentes en SV (SCAR34/32) y la banda dominante gama6
(SCAR46/42). Los SCARs representan loci Unicos, genéticamente definidos, que se
identifican mediante amplificacion por PCR usando primers especificos (Paran y
Michelmore 1993). Estos marcadores pueden retener el comportamiento de segregacion
dominante del marcador que lo origind, o ser convertidos en marcadores codominantes
(Weising et al 1995). Ambos SCAR resultaron polimorficos ya que solo se obtuvo
amplificacion en el parental donde estaba presente la banda de AFLP.

El marcador AFLP 36/39175 habia mapeado distal al Lr3 (Dieguez et al 2006) y si bien
no se pudo desarrollar un marcador SCAR a partir de la secuencia de la banda de este
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marcador, la misma fue utilizada para buscar secuencias homologas en contigs del
cromosoma 6BL de la variedad CS de la base de datos local del centro The Genome
Analysis Centre (TGAC, hoy Earlham Institute https://www.earlham.ac.uk/). Se
identifico un contig de secuencia de 3262 pb y sobre esta se disefié un marcador tipo ISBP

(Insertion Site-Based Polymorphisms) denominado fspl que resulté dominante SV.

Estos tres nuevos marcadores disefiados (SCAR46/42, SCAR34/32 y fspl) fueron
genotipados en una poblacion de 202 RILs del cruzamiento de SV x G6 y se obtuvo un
mapa de ligamiento donde el SCAR46/42 se ubicé a 4,0 cM proximal del gen Lr3y los
marcadores SCAR34/32 y fspl se encuentran distales del Lr3 a 29 y 8,7 cM
respectivamente (Figura R5). EI SCAR46/42 y el fspl derivan de dos AFLPs que
mapeaban proximal y distalmente al Lr3, respectivamente, en una poblacion de 60 RILs
del mismo cruzamiento (Dieguez et al 2006). Por el contrario, el SCAR34/32 deriva de
un AFLP que mapeaba proximal al gen en esta poblacion. Sin embargo, es posible que
estos resultados contrarios se deban al bajo nimero de individuos de la ler poblacion

testada. El analisis de un mayor nimero de individuos arroja resultados mas robustos.

De esta manera el gen Lr3 quedd delimitado en un intervalo de 6,9 cM flanqueado por
dos marcadores tipo SCAR, metodolégicamente méas sencillos que los marcadores de
AFLPs. Este intervalo corresponde aproximadamente a 2 Mb en la variedad CS. En este
intervalo se anotaron 57 genes, entre ellos numerosos genes con homologia a genes de
resistencia (Tabla A4-anexo). Esto podria deberse a que el locus Lr3 es complejo que
posee al menos tres alelos o genes estrechamente ligados que se diferencian por sus
distintas respuestas a una coleccion de razas P. triticina (Lr3a Lr3bg y Lr3ka) (Mclntosh
et al 1995). En T. durum mapearon 2 genes de resistencia a la roya de la hoja en el
cromosoma 6BL uno de los cuales se identifico como Lr3 usando el marcador

cosegregante xmwg798, previamente identificado (Herrera-Foessel S et al 2007).

El mapeo del LrSV2 también se realiz6 por etapas ya que inicialmente en un mapa de
mediana resolucion de 343 individuos F2 se identificaron marcadores codominantes
cercanos, robustos y confiables a ambos lados del gen (Figura R6a) y los marcadores mas

cercanos se evaluaron luego en un total de 1308 individuos F2.

La identificacion de nuevos recombinantes dentro una region determinada del genoma
puede llevarse a cabo si se dispone de un intervalo confiable flanqueado por marcadores

robustos que permitan evaluar nuevos individuos en una poblacion F2. A su vez, los
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marcadores flanqueantes pueden ser reemplazados por otros mas cercanos cuando se van
identificando nuevos marcadores en el intervalo blanco (Dabove 2023). Analizando solo
los 34 recombinantes entre los marcadores flanqueantes cfb3417 y gwmb533 se pudo
identificar al marcador swm13 que permitié acotar en 0,85 cM el intervalo (Figura R6c¢)
y reemplazo a cfb3417 como marcador flanqueante proximal en el andlisis de 2095

individuos F2 adicionales (Figura R9).

Finalmente, se identificaron 38 recombinantes entre swm13 y gwm533 y mediante la
determinacion del punto de recombinacion en cada uno de ellos, el gen de resistencia
LrSV2 fue acotado dentro de un intervalo genético de 0.04 cM delimitado por los
marcadores cfp5311 y cfb5060 que corresponden a 748 kb en la variedad CS. 40 genes
con alta confianza fueron anotados dentro de este intervalo en CS. Esto contrasta con los
16 genes que fueron anotados en el intervalo de 1,57 Mb del 4BL donde mapea el gen
LrcSV2, esto demuestra que existe mucha variabilidad en la densidad génica en trigo. El
orden de los marcadores en el cromosoma 3B analizados en el cruzamiento Sinvalocho
MA x Gamab6 fue similar al de los mapas publicados construidos a partir de otros
cruzamientos (Liu y Anderson 2003), al mapa fisico de Chinese Spring (Paux et al 2008)

y al reportado en la variedad Hope (Mago et al 2011, Dieguez et al 2011).

La disponibilidad de marcadores moleculares polimorficos es otro insumo imprescindible
para el mapeo de alta resolucion, aunque en trigo el bajo nivel de variabilidad en el
germoplasma es bien conocido. En el presente trabajo, se comenzé con la utilizacién de
marcadores anonimos como los AFLP, pero se aprovecharon los recursos gendémicos
publicos disponibles en cada punto temporal del desarrollo del presente trabajo:
marcadores de bibliografia, marcadores de los contigs del mapa fisico del cromosoma 3B
del cultivar de referencia CS y desarrollo de nuevos marcadores a partir de la secuencia
disponible (Choulet et al 2010) y finalmente la secuencia completa del genoma de esta
variedad modelo de trigo (IWGSC 2018).

La secuenciacion del genoma de trigo se inicio con la construccion de genotecas de BACs
de cromosomas aislados mediante citometria de flujo, su ordenamiento en mapas fisicos
y la secuenciacion de cada BAC. El 3B es el mas grande de los cromosomas de trigo y
fue el primero en aislarse. Por ello, la disponibilidad de marcadores y de informacion de
secuencia para desarrollarlos para este cromosoma hizo que el mapeo del gen LrSV2
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avanzara mucho mas rapido y se priorizo a la basqueda de marcadores para el Lr3. Se
construyd una biblioteca de BACs del cromosoma 3B (Safar et al 2004) y se generaron
aproximadamente 19.400 secuencias de BES, que representan una longitud acumulada de
casi 11 Mb, el 1,1 % de la longitud del cromosoma, lo que permitié el desarrollo de
marcadores especificos del cromosoma (Paux et al 2006). Ademas, se puso a disposicion
un mapa fisico del cromosoma 3B del trigo (Paux et al 2008; Rustenholz et al 2011) y
varias megabases fueron secuenciadas por Choulet et al (2010) en un proyecto piloto de
secuenciacion destinado a obtener informacion sobre la composicion de contigs de

tamario en Mb del cromosoma 3B.

A su vez, el acceso a los contigs de secuencia del cromosoma 6B de la base de datos local
del centro The Genome Analysis Centre (TGAC, hoy Earlham
Institute https://www.earlham.ac.uk/) también permitié el desarrollo de un marcador
ISBP a partir de un contig homologo al AFLP 36/3917s.

El gen Lr3 fue ubicado en el bin distal del 6BL mediante el empleo de lineas con
deleciones derivadas de Sinvalocho (Dieguez et al 2006) y el marcador flanqueante del
LrSV2 swm13 maped fisicamente en el bin de delecion subtelomérico (3BS8-0.78-0.87)
del cromosoma 3BS en la variedad Chinese Spring (Saintenac et al 2009). Una
caracteristica importante de la organizacion del genoma del trigo es que la densidad
génica y las tasas de recombinacién aumentan con la distancia al centrémero, con tasas
de recombinacion medias que oscilan entre 0,06 y 0,87 cM/Mb para los intervalos
proximal y distal, respectivamente (Gill et al 1993; Lukaszewski y Curtis 1993; Akhunov
et al 2003). Un estudio detallado de la recombinacién a lo largo del cromosoma 3B en los
cruzamientos Chinese Spring x Renan y Chinese Spring x Courtot (Saintenac et al 2009)
mostrd que el bin de delecién 3BS8- 0,78-0,87 tiene la frecuencia de cruzamiento mas
alta dentro de este cromosoma, con un promedio de 0,85 cM/Mb. La distribucién de
eventos de cruzamiento puede no ser homogeénea en todo el bin de delecién y, de hecho,
se han informado zonas activas de recombinacion en esta region (Saintenac et al 2011).
Una posible causa de la reduccion en la recombinacion podria ser la presencia de grandes
inserciones/deleciones entre las lineas parentales, ya que el genoma del trigo tiene una
alta capacidad para tolerar reordenamientos debido a su poliploidia. De hecho, al
secuenciar 357 kb de este contig, (Breen et al 2010) informaron que el cultivar Hope

carece de un inserto de genoma de ADN mitocondrial de 51.666 pb que ain se encuentra
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en Chinese Spring. Ademas, debe notarse que en nuestro trabajo la frecuencia de
recombinacion puede estar subestimada por algunos recombinantes putativos sin
descendencia F3, en los que la segregacion de la reaccion a roya y marcadores no pudo
confirmarse mediante pruebas de progenie y fueron eliminados de la poblacion de mapeo.
Esto introdujo un sesgo hacia un menor nimero de recombinantes, lo que posteriormente

produjo distancias genéticas mas cortas.

Al comparar los mapas genéticos del locus LrSV2 construidos con 343y 1.308 individuos
F2, observamos distancias genéticas muy similares, lo que sugiere que los mapas de
resolucion baja o media son suficientes para definir un intervalo genético confiable que
abarque el gen objetivo e identificar marcadores flanqueantes en una regién con altas

tasas de recombinacion, como el bin 3BS8-0,78-0,87.

Una vez que se establece un intervalo confiable, los marcadores flanqueantes se pueden
utilizar para genotipar una poblacién méas grande para identificar nuevos recombinantes
dentro de la region. La genotipificacion de marcadores adicionales dentro del intervalo
resolveria todos los puntos de corte de recombinacidn hasta que el gen se restrinja a una
pequefia region que permita el establecimiento de un contig fisico de clones BAC que
contengan los marcadores flanqueantes. EI nimero de recombinantes que necesitaran
genotiparse se correlaciona con la distancia genética entre los marcadores flanqueantes.
Por lo tanto, la determinacion de un intervalo genético pequefio y preciso es invaluable
para la aceleracién de un proyecto de clonado posicional. Cuanto mas pequefio sea el
intervalo blanco, menor sera el esfuerzo de secuenciacion y el nimero de ORFs (Open
Reading Frames o marcos de lectura abiertos) candidatos a ser validados como
responsables del fenotipo estudiado. Esta estrategia se llevd a cabo con éxito para el
clonado posicional (basado en la posicion en un mapa genetico de los genes de resistencia
aroyade la hoja Lrl, Lr10, Lr21 y Lr34 en los que se definieron intervalos de 0.8, 0.13,
1.7y 0.15 cM, respectivamente (Cloutier et al 2007; Feuillet et al 2003; Huang et al 2003;
Krattinger et al 2009). Estos autores utilizaron marcadores desarrollados a partir de
ancestros del trigo o especies relacionadas (Stein et al 2000; Ling et al 2003; Huang et al
2003; Krattinger et al 2009). En el presente trabajo, pudimos desarrollar un mapa fino del
gen LrSV2 aprovechando la secuencia disponible de las secuencias del extremo BAC
(Paux et al 2006, 2008) y de la secuencia completa de contigs del mapa fisico del
cromosoma 3B del cultivar de referencia Chinese Spring (Choulet et al 2010). El clonado

de los genes Lr34 y Lrl permitio estimar razones de distancia genética/fisica de 0,4 y 19
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cM/Mb, respectivamente (Cloutier et al 2007; Krattinger et al 2009). Esta diferencia en
la frecuencia de recombinacidn entre ambas regiones podria atribuirse a la distribucion
desigual de las zonas activas de recombinacion que ocurren principalmente cerca o dentro
de los genes (Saintenac et al 2011) e impide extrapolaciones mas alla de los intervalos
genéticos razonables que deberian definirse antes de un intento de clonado posicional en

trigo.

Sin embargo, debe notarse que este no es el intervalo LrSV2 completo y que Chinese
Spring no porta LrSV2 y, por lo tanto, serd esencial obtener la secuencia del cultivar
resistente Sinvalocho MA. La estrategia de clonacion basada en mapas debe realizarse
junto con una caracterizacion detallada del haplotipo de las regiones de la secuencia
objetivo, ya que el reordenamiento puede haber ocurrido en loci homologos entre
diferentes variedades.

Los marcadores ISBP (Insertion Site-Based polymorphisms) permiten detectar
polimorfismos de presencia/ausencia mediante electroforesis en gel. Sin embargo, el alto
nivel de metilacion de los elementos transponibles (TES) conduce a un aumento en la
frecuencia de mutacion en sitios deaminados (Clark et al 2005, Rabinowicz et al 2005)
resultando en una frecuencia de polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) de uno cada
99 bases (Paux et al 2010). Por lo tanto, en los casos en los que el marcador ISBP se
amplifica en ambos progenitores, atn es posible detectar SNPs mediante secuenciacion o
mediante analisis HRM (Paux et al 2010). Mediante la secuenciacion de los marcadores
cfp4ly cfpl410 (previamente reportados como no polimorficos en el cruzamiento SV x
G6 por Diéguez et al 2014) y cfp5304, cfp5311, cfp5313, cfp5318, cfp5319, cfp5355 y
cfp5358 en las lineas parentales SV y G6, encontramos polimorfismo de SNP con una
frecuencia de aproximadamente 1/137 pb. Dada la abundancia de marcadores ISBP en el
genoma del trigo, estos pueden mejorar el desarrollo de marcadores incluso en

cruzamientos que no son muy polimérficos como SV x G6.

Ademas, algunos marcadores previamente reportados como no amplificados o no
polimorficos en Diéguez et al 2014, resultaron polimorficos al ajustar las condiciones de
PCR, como cfb5000, cfb5009, cfb5014, cfb5015, cfb5021, cfb5026 y cfp37.

La identificacion y caracterizacion de genes de resistencia usualmente se lleva a cabo a
través del andlisis de progenies provenientes de un unico cruzamiento, el cual involucra

a la variedad resistente y una susceptible. Sin embargo, el analisis de diferentes
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cruzamientos, con distintos parentales susceptibles, puede revelar los efectos de

interacciones entre genes de resistencia.

En el cruzamiento del RIL46 por Relmo Siriri se demostrd que para la expresion del gen
LrSV2 es necesaria la presencia de por lo menos una dosis del LrcSV2, ubicado en el
cromosoma 4BL (Dieguez et al 2018). Ambos genes se comportan como dominantes con
efectos complementarios, de forma similar a lo que ocurre con los genes de resistencia en
plantula Lr27 y Lr31.

El intervalo LrSV2 definido aqui, delimitado por los marcadores cfp5311 y cfb5060, se
superpone con el locus de resistencia a la roya del tallo en planta adulta Sr2 definido en
el cromosoma 3BS (Mago et al 2014). En ciertos antecedentes, Sr2 también est asociado
con la resistencia a la roya de la hoja en plantula raza especifica debido a Lr27, que esta
ligado al Sr2 (Mago et al 2011,2014).

La raza Ca02G1R de P. triticina que se utiliz6 para identificar LrSV2 en la etapa adulta
también fue avirulenta en plantulas que portaban Lr27 + 31 (Ingala et al 2012). Sin
embargo, mientras que Lr27 + 31 fue activo en el estadio de plantula, Sinvalocho MA se
comporté como susceptible en este estadio y LrSV2 no fue detectado hasta etapas de
desarrollo posteriores como la hoja bandera, lo que respalda la hipdtesis de que no son el

mismo gen.

Otra caracteristica comudn entre LrSV2 y Lr27 es la necesidad de un gen complementario
en4BL (Singh et al 1984, Mcintoch et al 1995, Diéguez et al 2018). Aun esté en discusion
si el Lrl12 est4 estrechamente ligado al Lr31 o son alelos de un mismo gen (Singh et al
1999, Singh y Bowden 2011). Considerando que Lr31 es alélico o el mismo que Lr12, la
posicién de Lr31l y LrcSV2 en 4BL no es coincidente. ElI gen LrcSV2, que es
complementario a LrSV2, ya fue mapeado dentro de un intervalo de 1.6 Mb distal a los
marcadores flanqueantes del Lr12 gwm149 y gwm251 (Dabove 2023).

Recientemente, un par de genes complementarios para resistencia a roya de la hoja fueron
mapeados en los cromosomas 3BS y 4BL en la linea 4N0461 (Wang et al 2024a). Las
posiciones cromosdmicas de ambos genes coinciden con las reportadas para el gen Lr31
(alélico o el mismo que el Lr12, Singh y Bowden et al 2011) y en mapas finos del Lr27,
LrSV2 y LrcSV2 (Mago et al 2014, Diéguez et al 2021). Sin embargo, mientras la
interaccion Lr27 + Lr31 provee resistencia desde plantula (Singh et al 1999), LrN3B +
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LrN4B son efectivos a partir de la 6ta hoja (Wang et al 2024a) y LrSV2 + LrcSV2 en
Sinvalocho MA se expresan completamente en hoja bandera (Diéguez et al 2018). Si bien
podria tratarse del mismo par de genes complementarios, estas diferencias podrian sugerir
que los genes involucrados son diferentes, que los efectos pueden estar influenciados por
el background genético o que existen diferencias en la forma de interpretacion de los
fenotipos. Ademas, la resistencia conferida por LrN3B + LrN4B es mas efectiva a altas

temperaturas (30 °C), efecto que no fue reportado en los otros dos sistemas.

Sin embargo, es dificil sacar conclusiones de las relaciones entre estos genes debido a que
los diferentes estudios generalmente se centran en un solo caracter y no se intenté estudiar
todos los caracteres en una Unica poblacion segregante porque las poblaciones existentes
no eran aptas para tales estudios, o los diversos estudios no se pueden realizar en un solo
laboratorio o pais. Si estos genes son alelos de un mismo locus, son loci estrechamente
ligados o son de amplio espectro, solo se puede determinar con precision despues de su

clonado.

La obtencion de mutantes susceptibles es un método ampliamente utilizado para
corroborar que un gen estéd involucrado en un fenotipo. Dado que los genes LrSV2 y
LrcSV2 acttan de forma complementaria, mutaciones en cualquiera de estos dos genes
podrian resultar en un fenotipo susceptible. El andlisis del cruzamiento de estas mutantes
por las variedades G6 y P, portadoras de cada uno de los genes del par complementario,
permitiria discernir entre estas dos posibilidades (Jankowicz-Cieslak y Till 2016, Sikora
et al 2011, Yusuff et al 2016).

Sin embargo, para la confirmacion de que un gen es responsable de la resistencia es
necesario transformar una variedad que no porte este gen y observar reversion del
fenotipo. En el caso de genes complementarios, es necesario comprobar que esta variedad
posea el otro gen del par complementario. Para validar el gen LrSV2, se podria
transformar el parental susceptibles G6, portador del gen LrcSV2. Sin embargo, esta linea
no resultd adecuada para la regeneracion a partir del cultivo in vitro (Pergolesi resultados

no publicados).

Las variedades (Bobwhite, Bobwhite 26, Bobwhite 56, ProINTA Federal), utilizados en
los protocolos de transformacion biolisticas del IGEAF, no pueden ser utilizadas para
validar al gen LrSV2 debido a que poseen al menos un alelo activo del mismo ya que al

ser cruzadas por G6, que aporta el LrcSV2, se observa resistencia. Westonia y Fielder
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podrian ser utilizadas, pero seria necesario introducir también el gen complementario, por
ejemplo, por cruzamientos con G6. Sin embargo, actualmente se han desarrollado
protocolos que mejoran la eficiencia de regeneracion de variedades recalcitrantes
(Debernardi et al 2020).

Frecuentemente se considera que los genes APR son componentes importantes de la
resistencia durable y, por lo tanto, cada vez méas son requeridos por los mejoradores y
agricultores. Sin embargo, su selecciéon en los programas de mejoramiento es dificil
debido a la presencia simultanea de genes ASR en las poblaciones segregantes, sus
efectos relativamente pequefios en la respuesta a la enfermedad (resistencia parcial) y los
efectos ambientales. Por estas razones, existe una fuerte demanda de marcadores
genéticos para ayudar a la seleccion de genes APR. A menudo se asocia la resistencia en
planta adulta con la inespecificidad frente a diferentes razas del patdgeno e incluso con el
reconocimiento de varios patdgenos como ocurre con los genes Lr34, el Yr36 de
resistencia a roya amarilla (Fu et al 2009) y el Sr2 de roya del tallo (Mago et al 2011).
Sin embargo, el gen LrSV2, al igual que otros genes como por ejemplo Lr12 y LrSV1
(Singh y Bowden 2011, Ingala et al 2012), no es detectado en la fase de plantula, pero es
raza-especifico y muestra una tipica respuesta de hipersensibilidad en el estadio de hoja

bandera.

El uso de genes de resistencia, en particular de variedades que muestran resistencia
duradera, reduce significativamente el uso de pesticidas, lo que es rentable y
ambientalmente sostenible y constituye una contribucién significativa para mejorar la
competitividad de este cultivo, en un marco de cambio climatico que podria favorecer las

enfermedades fangicas (Miedaner et al 2021).
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ANEXOS

Lista de abreviaturas

A: adenina

ABC: ATP binding cassette. Casete de union a ATP.

AFLP: Amplified Fragment Length Polymorphisms. Polimorfismo del largo de los
fragmentos amplificados.

AgNOz: Nitrato de plata

ANK: anquirinas

APR: adult plant resistance. Resistencia en planta adulta.

ASR: all stage resistance. Resistencia en todos los estadios.

ATP: adenosin trifosfato

Avr: Avirulence. Avirulencia.

barc: Beltsville Agricultural Research Center

BAC: Bacterial Artificial Chromosome. Cromosomas Artificiales Bacterianos.
BES: BAC-ends sequencing. Secuencias de extremos de BACs.

BrEt: Bromuro de etidio

BSA: bulk segregant analysis. Andlisis de bloques segregantes.

C: citosina

CM: centimorgan

CS: Chinese Spring

CTAB: Cetyltrimethylammonium Bromide.

DNTPs: Deoxynucleoside triphosphates

EDTA: Ethylenediaminetetraacetic Acid

EMS: metanosulfonato de etilo

EST: Expressed Sequence Tags

ETI: efector-triggered immunity. Inmunidad desencadenada por efectores.
ETS: efector triggered susceptibility. Susceptibilidad desencadenada por efectores.
G: guanina

G6: Gamab

gpw: GenoPlante Wheat

gwm: Gatersleben Wheat Microsatellite
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H: heterocigota

ha: hectéarea

HCI: &cido clorhidrico

HPLC: High-Performance Liquid Chromatography. Cromatografia liquida de alta
eficiencia.

HR: hypersensitive response. Respuesta hipersensible.

ISBPs: insertion site-based polymorphisms. Polimorfismo basado en el sitio de insercion.
IT: infection type. Tipo de infeccion.

IWGSC: International Wheat Genome Sequencing Consortium

kb: kilobases

KCI: Cloruro de potasio

LLR: leucine rich repeat. Repeticion rica en leucina.

Lr: leaf rust. Roya de la hoja

M: molar

MAS: marker-assisted selection. Seleccion asistida por marcadores.

MHa: millones de hectéreas.

MgClz: cloruro de magnesio

mM: milimolar

MMT: millones de toneladas métricas

MR: Moderadamente resistente

MS: Moderadamente susceptible

NaCl: cloruro de sodio

Na2COz3: Carbonato de sodio

NaOH: hidroxido de sodio

NBS: nucleotide binding site. Sitio de unién a nucleétidos.

NEA: Nordeste Argentino. Conformada por las provincias de Chaco, Corrientes, Formosa
y Misiones.

NGS: Next Generation Sequencing o Técnicas de Secuenciacion de Siguiente Generacion
NLR: nucleotide-binding domain and leucine-rich repeat. Dominio de union a
nucleotidos y repeticion rica en leucina.

NOA: Noroeste Argentino. Relne las provincias de Catamarca, Jujuy, Tucuman, Salta y
Santiago del Estero.

PAMPs: pathogen-associated molecular patterns. Patrones moleculares asociados a

patdgenos.
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pb: pares de bases

Pm: powdery mildew

PTI: pattern-triggered immunity. Inmunidad desencadenada por patrones.
gg/ha: quintales por hectarea

QTL: quantitative trait loci. loci de caracteres cuantitativos.
R: Resistance. Resistencia.

RILs: Recominant Inbred lines.

RPM: revoluciones por minuto

S: Susceptible

SCAR: Sequence Characterized Amplified Region

SDS: Sodium Dodecyl Sulfate

SISA: Sistema de Informacion Simplificada Agricola.

SNPs: single nucleotide polymorphism. Polimorfismo de nucleétido simple.

Sr: Stem rust. Roya del tallo.

SSD: single seed descendant. Descendiente de semilla Unico.
SSR: simple sequence repetitions

STM: Single Tagged Microsatellites

STS: Sequence Tagged Site

SV: Sinvalocho MA

T: timina

TBE: tris-borato-EDTA

TE: transposable elements. Elementos transponibles.
TGAC: The Genome Analysis Centre

Tris: Tris(hidroximetil)aminometano

USD/t: délares por tonelada

v/v: volumen en volumen

wmc: Wheat Microsatellite Consortium

Yr: Yellow rust. Roya amarilla.

pum: micrometro
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Tabla A1: Genotipado de los 195 individuos F2 Resistentes. 1: presencia de banda; 0: ausencia de banda; -: sin dato.
En rojo se indican los individuos recombinantes.
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Tabla A2: Primers de los marcadores utilizados para desarrollar los mapas de la Figura R6.

Forward primer Reverse primer Reference
Marker
cfb3417 TTGTTAAGGCGAGACATTGG GATACACAGAGGGCGGAG
cfb5006 ATCGGCGAGAAGTCACGG GAGTGGAGGTGGGTGGAG
cfb5007 CATCCGATCCAATTTGTGGAG CCGGTGGAATAGTTGTCTTG
cfb5008 GTCTTGGGTCAATCCGTTTG TGTGTGTGTGTGGGGG
cfb5010 ACAACGACGGGAGAGGGG AAGGAGGCGGCGGAAGAG P. Sourdille
Comunicacién personal
cfb5025 GGTATGCAGGTCCTGGAATG GCCTTTGAAATTAAGTCAACCC
cfb5060 GGACCCTTAGCTTTGATGATG GTGCCAACAAAACATGCAG
cfb5061 ACTAGACCCTTGCTAAAGCC ACTCACTGCCAACTGCTC
gpw7080 ATGCCAACCAGACATCACAG CAAAACCTACAGCTCCCTCG
gwm533 AAGGCGAATCAAACGGAATA GTTGCTTTAGGGGAAAAGCC Roder et al 1998
SCAR40/42 CCACACCACTCACCAGTGTC CCTACCACTTCGACCTCAGC Este trabajo
stm559:gag AAGGCGAATCAAACGGAATA TGTGTGTGTGTGTGAGAGAGAG Hayden et al 2004
StM560tgag GGAGGGAAACTATCAAAATATGCTGGT TGTGTGTGTGTGTGAGAGAGAG Hayden et al 2006
sts49 ATTGCGAAGAACACCCTCAC ACGTCTTCAGCACCGAGTTC
Liu et a/ 2003

sts55 CGGCAACAACAACAACCA ATGAGGCTCCCAACTCCAC
swm13 TCGAAGAGCTAGCTATGGAC CCAGGACGAATTCGTACAAC B. Keller

Comunicacién personal
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Tabla A3: Secuencia de primers de los marcadores dentro del intervalo LrSV2 (swm13-gwmb533). Se indica el largo (en bp) del producto amplificado en Sinvalocho (SV) y Gama 6 (G6). Los marcadores

polimérfiocos estan en negrita. * SNP: Single nucleotide polymorphisms. e marcadores cosegregantes (en adicién con ¢fb5006/5007/5008/5010/5025/5061, gpw7080 y SCAR40/42 de Diéguez et al 2014).

cfb5000 & ATCCCCATCCCTCCTOCC AGTCATTCATCCCGTTGCC - 251 SSR
cfb5009 = TCCCTCARCCCGTCGCTC TTCTTCCTCCCGCTTCTGCTG 139 141 SSR
cfb5011 ® TGCAGCTACTCTATTACTCCT AGCACAAGCAAAGCAGARAG - 224 SSR
cfb5013 = TTTTGAAGGCTTGGAGCAC ATATTACACACACCGACACAC - 259 SSR
cfb5014 & CGTCCACTCCATTTACAGCAC TGGAGCAGGGAGAGGAGGE - 234 SSR
cfb5015 TGGCCCATGCTGGCCTAC GCGARGCACAATGCGAATGAC 259 268 SSR
cfb5018 & CGACGGAGGGGAATTTAGTAG GCACAAAGAGAAGAGGGCAG - 307 SSR
cfb5019 » ATGCTCGTCCTACTCCCC GTTACACACCCACACAACC - 310 SSR
cfb5021 » GCGCTAGATTTTTCAGTGAC CACARATATCATAGTGCCCTCC 347 351 SSR
cfb5023 « TCAATCCTCCCTCCATCAAC GGCAGAAGARACGGAAGT - 225 SSR
cfb5026 = CTGGAATGTGTGCTGRAARATC GCCTTTGAAATTAAGTCAACCC 306 - SSR
cfp37 ATGATCTTGCGTGTGCGTAG TGACAAATTCTCGCAGCAAC 170 - ISBP
cfps1 CATGCTCGTCATCGAGTAGS GGCACTGCTGATAGCCTC 290*  290* ISBP-derived SNP
cfp1410 GGAAGGTGAGGCATGATCCARAG CCCACTGCCGGGAGTGAG 442*  447* ISBP-derived SNP
cfp5200 TTCACACGGCTTGTCTTGTC AAAAGCGTCTCGATCACTACTC 189 189 ISBP
cfp5205 AGTGCTGTGCTGTGCTGTTT GTACTCGTCCGCTTCACTCC 300 300 ISBP
cfp5207 TTGGAATTTCCGGETTCACAT GAGGCTCACTAGGGACATGE 219 219 ISBP
cfp5208 CCGCTTAGCGATCTACAAGS GGTTTTGATATCTGTCCCCG 222 222 ISBP
cfp5209 AGGCAATCGATGGTGGTTAC AARAATCGCCTATTCACCCC 266 266 ISBP
fp5222 ¢ TTTGCTTCATCACCCTTTCC GAACCGTTTGCGATGAARAT - 271 ISBP
cfp5223 GCAAACAGAAARAGGCAAGT ACAATTCTAGCATGGATAATAAACAR 266 266 ISBP
cfp5224 GCGATGGTCTTTTCCTAC AACCGGCACTATTGTGCTTC 217 217 ISBP
cfp5226 TETTCGACTACCTCATCCCC TTGCCTGGATCCATCARRAT 219 219 ISBP
cfp5227 ACCCTCGTGTCTTTGTGTCC CGGTAAACGGGAGTTGCATA 210 210 ISBP
cfp5229 CGGGATCACATCATTAGTTGAR TCGGTCCATAGAGTCCCAAC 256 256 ISBP
cfp5231 TAGTGGCAGTARCCETEETS TTAACTTTCCGETTTGCCTE R 244 ISBP
cfp5236 AATAARACACCGAGGGGAGS ATGCGARAAACTCTGATGGE 241 241 ISBP
cfp5237 TCATATCACGGGGTTTGGAT ATGTAACCGGCACTACAGG 127 127 ISBP
cfp5241 CAGCCCCTACATTGGTGAAC CATAATTCACTCGACCGCCT 237 237 ISBP
cfp5243 CGACGAGCACTTTACCATCA ACTAACCGAGGTGATGTGGC - 203 ISBP
cfp5254 CATCGTCCAGATGCAGAGS CCACCCAACAAATGTGTCAR 137 137 ISBP
cfp5263 ACAATAAGGGCACGACAAGS ATATGGCAAGCAATCCAAGG 178 178 ISBP
cfp5300 = GGCTTGAAGCTTTGARACCAG TCCTCCATTTTCAAATARGTGTCTC 178 - ISBP
cfp5301 » TCCCTCTGTCTCAARATAAGTGTC CCAATATCAGGAGTGCGETT 190 - ISBP
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cfp5302 CATCCTGACTTCCTGAGCGT TGAAGAAAGAGAGGCATGETGS 271 271 ISBP
cfp5304 « TAACCATAGGCACACACCGA GCCCTCACATGATAAGCCAT 185*  185* ISBP-derived SNP
cfp5306 TTCTGTCAACGGCTTGTCTG TCAARRACGCTCTTATATTATGG 124 124 ISBP
cfp5308 = TTTATCCCAGCARAGCATCC GCGGAGCAAAATGAGTGAAT - 233 ISBP
cfp5310 TTGAGGGACAAGGTTTTTCG GCCTACCCTTCAATTTCGTG 119 119 ISBP
cfps311 ACATCAACCGCGTTGTCATA GARACCCAGCAAATCCTCTGA 237¢  237* ISBP-derived SNP
cfp5313 GATCAGGGGGACCAATTTTT CGGTTACAGAACCGGGACTA 241*  241* ISBP-derived SNP
cfp5314 TETGACACAAACCGGGACTA TGCETGCTTTGGTAAGTGTC 286 286 ISBP
cfp5315 TTCTTTCTTGEGEGTTTCCCT T TTGGGCGACGAGTAATGT 116 116 ISBP
cfp5316 AACAACTCCCCCTCGAGTCT AGGGGCGAATCTGAGTAGGT - 130 ISBP
cfp5318 GCCTGCTCARTTTCTTGGAG CGCCCGTACATATGAGCTTT 171*  171* ISBP-derived SNP
cfp5319 CAACATCACTGCCTGGAATG AACATGCACACCCACATCTC 285*  285* ISBP-derived SNP
cfp5320 AGCCGGCATATCATCTTGAG GATAATTCTAAGACAAGAATTTTGGAA - 293 ISBP
cfp5324 TAAGTTGCAGGATGGCACAA GAGGGGCCTTATAAACCCAA 259 259 ISBP
cfp5328 TTATGTGCGGGTTCAACGTA CGTTTTCTGTAGCCAACTACACC 225 225 ISBP
cfp5331 GCGTTTTCCGTCTGTTTACT GGCGGACTAGCAACTCARAC 144 144 ISBP
cfp5335 CGACGCATGGCTAGACTACA TGATCTAARACGCTCGCTCTT 156 156 ISBP
cfp5338 GAATCAAGGCAACCCTTCAA GGACGAAGGGAGTACGTGTT 172 172 ISBP
cfp5341 GTGGTTCGTAGATGGCAGGT CCGOTTAGCGATCTACAAGG 268 268 ISBP
cfp5342 GGGTGCATGTATCAGGCTTT CGCTGAGATGAGATGAACCA 290 290 ISBP
cfp5352 TCATGAACCGGGACTAAAGE CGCTGTGEGAGTAAGAGGAG 135 135 ISBP
cfp5354 CGGACTACCAACGGAGACAT GCGAGTTCCAAGTGCATGAT 254 254 ISBP
cfp5355 » CAGGAAGCATCGAACACTGA AARATCGCCTATTTACCCCC 243*  243* ISBP-derived SNP
cfp5358 » CGGATTGACATATGACGCTG TCCCTCCGTCCTARATTTTTATT 237¢  237% ISBP-derived SNP
CoA s TATGCACATGAATTGAAACACAC ACAATTTCTGATTCAAGGATACG - 200 EST
csSI2RK » AACCAACAAGGTACACATTCTCTG TATTCTACCAATGGTTGCAACTTC 300 B EST
D10FC5 » ACTGAGTTGGCCCATCGRAAC ACCGAACGGAATCTTCCAGA 200 j EST
DOX 1 AGGAGGCCCCAGAATGATTT GCTCCGTCACTCTCCTTCGT 700 1100 EST
gerg-csSr2 CAAGGGETTGCTAGGATTGGARRAC AGATAACTCTTATGATCTTACATTTTTCTG 350 f PCR-CAPS
MBS AGTTCACCGCAGTACTGTAGG CCATGATCACGTCGGTTTTAGG 509 509 EST
nWiB21le T T oo 259 252 SSR

Sr2 CAPS » AGTTTAGTCCATCAATAATTTGTG CTGTGGCCATGTATGGATATACTT 850 - PCR-CAPS
stm538acag ATCATGTCGATCTCCTTGACG ACACACACACACACAGAGAGAG 85 80 stm
stm598tcac GTTGCTTTAGGGGAAAAGCC TCTCTCTCTCTCTCACACACAC 75 70 stm

sts69 AAGGAACGCTGATCCARATG TATGACCTCGCTCATTGTCG 216 216 sts

s5ts92 CGACGACGTAGATCCAGATG TGCTCATGATCGTCATCTCC 322 322 sts
wmm1i104 TTCTTGAGGATACCGCGTTT GCATCTGGCGTCTTTGTTCT 184 175 SSR
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Tabla A4: genes anotados en CS dentro del intervalo que mapea al gen Lr3. http://wheatomics.sdau.edu.cn/

Chrom Start END Gene03G Gene02G Strand | Function description Domain
Disease resistance
chréB | 724.443604Mb | 724.444932Mb | TraesCS6B03G1276500 | TraesCS6B02G461700 + protein (NBS-LRR PF00931: NB-ARC domain
class) family
PF00023: Ankyrin repeat;
chr6B | 724.469958Mb | 724.473412Mb | TraesCS6B03G1276900 | TraesCS6B02G461800 |  + Ankyrin repeat- PF13857: Ankyrin repeats
containing protein (many copies); PF13962:
Domain of unknown function
NBS-LRR disease
chréB | 724.545863Mb | 724.550236Mb | TraesCS6B03G1277200 | TraesCS6B02G461900 + resistance protein-like | PF00931: NB-ARC domain
protein
Disease resistance
chr6B | 724.612659Mb | 724.616902Mb | TraesCS6B03G1277400 | TraesCS6B02G462000 |  + protein (NBS-LRR | PF00931: NB-ARC domain
class) family
Transcription factor, PF03634: TCP family
chr6B | 724.837587Mb | 724.838681Mb | TraesCS6B03G1277800 | TraesCS6B02G462100 |  + SLtative transeription factor
chr6B | 724.858752Mb | 724.859015Mb | TraesCS6B03G1278100 | TraesCS6B02G462200 | - Vesg:r'gt':frf‘ffmd null
chréB | 724.979824Mb | 724.983717Mb | TraesCS6B03G1278500 | TraesCS6B02G462300 + Peroxidase PF00141: Peroxidase
chr6B | 725.010754Mb | 725.012458Mb | TraesCS6B03G1278700 | TraesCS6B02G462400 | - | Coberellin-regulated PF02704: Gibberellin
family protein regulated protein
chr6B | 725.013067Mb | 725.017067Mb | TraesCS6B03G1278800 | TraesCS6B02G462500 | - A-hydroxybenzoate PF01040: UbiA
octaprenyltransferase prenyltransferase family
PF08263: Leucine rich repeat
Recentor-Kinase N-terminal domain;
chr6B | 725.019087Mb | 725.022746Mb | TraesCS6B03G1278900 | TraesCS6B02GA462600 | - ptor-Kinase, PFO0560: Leucine Rich
putative : . :
Repeat; PFO0069: Protein
kinase domain
chréB | 725.059009Mb | 725.063346Mb | TraesCS6B03G1279100 | TraesCS6B02G462700 | - | eplication protein A ) PFO8784: Replication protein
32 kDa subunit A C terminal
chr6B | 725.069703Mb | 725.070466Mb | TraesCS6B03G1279200 | TraesCS6B02G462800 |  + R'peg:rg%éirﬁ'ated null
chr6B | 725.076586Mb | 725.079686Mb | TraesCS6B03G1279300 | TraesCS6B02G462900 | - | Tyrosine—-tRNA ligase | I 00279: (RNA synthetases

class | (W and Y)
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Chrom Start END Gene03G Gene02G Strand | Function description Domain
Calcium-dependent
chréB | 725.085912Mb | 725.091668Mb | TraesCS6B03G1279500 | TraesCS6B02G463000 | - lipid-binding (CaLB PF00168: C2 domain
domain) family protein
UDP-N-
chréB | 725.105213Mb | 725.10889Mb | TraesCS6B03G1279600 | TraesCS6B02G463100 | - acetylmuramyl- null
tripeptide synthetase
chréB | 725.138959Mb | 725.139896Mb | TraesCS6B03G1279800 | TraesCS6B02G463200 + F-box protein PF00646: F-box domain
chr6B | 725.142767Mb | 725.143114Mb | TraesCS6B03G1279900 | TraesCS6B02G463300 | - G'“tarﬂgi':RNA null
chréB | 725.152148Mb | 725.152696Mb | TraesCS6B03G1280400 | TraesCS6B02G463400 | - D';fg‘tﬁnre;'smce null
chréB | 725.157802Mb | 725.161326Mb | TraesCS6B03G1280700 | TraesCS6B02G463500 | - Dﬁf;iﬁ;eé'smce PF00931: NB-ARC domain
chréB | 725.192449Mb | 725.197705Mb | TraesCS6B03G1280800 | TraesCS6B02G463600 | - D';fj‘tzeirfe;'smce PF00931: NB-ARC domain
chréB | 725.228183Mb | 725.23155Mb | TraesCS6B03G1281100 | TraesCS6B02G463700 | - Dﬁf;iﬁgeégmce PF00931: NB-ARC domain
Disease resistance
chréB | 725.231771Mb | 725.232581Mb | TraesCS6B03G1281200 | TraesCS6B02G463800 | - protein (NBS-LRR | PF00931: NB-ARC domain
class) family
chréB | 725.23961Mb | 725.242111Mb | TraesCS6B03G1281400 | TraesCS6B02G463900 | - D';fj‘tzeir:e;';,t\j’fe PF00931: NB-ARC domain
chréB | 725.262747Mb | 725.266682Mb | TraesCS6B03G1281700 | TraesCS6B02G464000 | - Dﬁf:tﬁr:esgmce PF00931: NB-ARC domain
chréB | 725.310637Mb | 725.311227Mb | TraesCS6B03G1282200 | TraesCS6B02G464100 | - D'ng‘tzeir:e;'smce null
chréB | 725.319657Mb | 725.332245Mb | TraesCS6B03G1282400 | TraesCS6B02G464200 | - Dﬁf:tﬁr:esgmce PF00931: NB-ARC domain
chréB | 725.343784Mb | 725.349187Mb | TraesCS6B03G1282500 | TraesCS6B02G464300 | - D'ng‘tzeir:e;'smce PF00931: NB-ARC domain
chréB | 725.353797Mb | 725.359046Mb | TraesCS6B03G1282600 | TraesCS6B02G464400 | - Dﬁf;ﬁf;gmce PF00931: NB-ARC domain
chréB | 725.360585Mb | 725.37799Mb | TraesCS6B03G1282700 | TraesCS6B02G464500 | - D';f;i‘*ir:eé's,t\jqce PF00931: NB-ARC domain
NADH-ubiguinone PF00499: NADH-
chréB | 725.368467Mb | 725.36921Mb | TraesCS6B03G1282800 | TraesCS6B02G464600 - g ubiquinone/plastoquinone

oxidoreductase chain 6

oxidoreductase chain 6
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Chrom Start END Gene03G Gene02G Strand | Function description Domain
chr6B | 725.370178Mb | 725.370414Mb | TraesCS6B03G1283000 | TraesCS6B02G464700 |  + Eph””typel'A receptor null
12-oxophvtodienoate PF00724: NADH:flavin
chréB | 725.387312Mb | 725.393056Mb | TraesCS6B03G1283200 | TraesCS6B02G464800 - phyt . oxidoreductase / NADH
reductase-like protein : .
oxidase family
chréB | 725.48328Mb | 725.488712Mb | TraesCS6B03G1283600 | TraesCS6B02GA464900 | - Dﬁf(ftzeirfe;'smce PF00931: NB-ARC domain
Disease resistance
chréB | 725.585934Mb | 725.588275Mb | TraesCS6B03G1284200 | TraesCS6B02G465000 | - protein (NBS-LRR | PF00931: NB-ARC domain
class) family
chr6B | 725.599181Mb | 725.606994Mb | TraesCS6B03G1284300 | TraesCS6B02G465100 | - D';fjtseﬁrfe;'smce PF00931: NB-ARC domain
chréB | 725.623051Mb | 725.628904Mb | TraesCS6B03G1284400 | TraesCS6B02G465200 | - Kinesin-like protein null
chr6B | 725.633957Mb | 725.637669Mb | TraesCS6B03G1284500 | TraesCS6B02G465300 | + | AP Col’;f;ei‘ subunit null
transmembrane PF13968: Domain of
chréB | 725.64088Mb | 725.641719Mb | TraesCS6B03G1284700 | TraesCS6B02G465400 + protein, putative unknown function
(DUF594) (DUF4220)
transmembrane ) .
chr6B | 725.642311Mb | 725.642958Mb | TraesCS6B03G1284800 | TraesCS6B02G465500 |  + protein, putative (T OAST Protein of
(DUF594) unknown function, DUF594
chr6B | 725.675171Mb | 725.687816Mb | TraesCS6B03G1285300 | TraesCS6B02GA65600 |  + Pmte'”p‘;'orlz?ﬁfam"y PFOOO69&OPr;‘;ti%'”k'“ase
PF00069: Protein kinase
chréB | 725.724108Mb | 725.728955Mb | TraesCS6B03G1285700 | TraesCS6B02G465700 + receptor Kinase 1 domain; PF14299: Phloem
protein 2
chr6B | 725.738169Mb | 725.745567Mb | TraesCS6B03G1285800 | TraesCS6B02G465800 |  + Dﬁf:tﬁr:e;smce PF00931: NB-ARC domain
BTB/POZ domain PF00917: MATH domain;
chréB | 725.802374Mb | 725.803697Mb | TraesCS6B03G1286500 | TraesCS6B02G465900 |  + containing protein | PF0061: BTBIPOZ domain
chr6B | 725.823635Mb | 725.854014Mb | TraesCS6B03G1286800 | TraesCS6B02G466000 |  + receptor kinase 2 PFOOO‘SQ&OPrL(;tﬁ]'” Kinase
transmembrane . .
chréB | 725.876207Mb | 725.878018Mb | TraesCS6B03G1287100 | TraesCS6B02G466100 | - protein, putative PF031|‘(‘0' P'a?t protein of
(DUF247) unknown function
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Chrom Start END Gene03G Gene02G Strand | Function description Domain
PF08392: FAEL/Type II
polyketide synthase-like

chr6B | 725.924436Mb | 725.92729Mb | TraesCS6B03G1287600 | TraesCS6B02G473900 |  + 3-ketoacyl-CoA protein; PFO8541: 3-

synthase Oxoacyl-[acyl-carrier-protein
(ACP)] synthase 111 C
terminal

chr6B | 726.073028Mb | 726.073558Mb | TraesCS6B03G1288000 | TraesCS6B02G473800 | - | Thaumatin-like protein | PF00314: Thaumatin family

chr6B | 726.182677Mb | 726.18327Mb | TraesCS6B03G1288700 | TraesCS6B02G473700 | + | Methylthioribose-1- null

phosphate isomerase

chréB | 726.264614Mb | 726.265168Mb | TraesCS6B03G1289300 | TraesCS6B02G473600 | + | Mmultidrug resistance- null

associated proteln 3
rueczi?r?]}f]'iﬂza&_ PF11267: Domain of
chréB | 726.32484Mb | 726.328576Mb | TraesCS6B03G1289800 | TraesCS6B02GA73400 | - g . unknown function
acetyltransferase-like (DUF3067)
protein (DUF1624)
Pentatricopeptide PFO1535: PPR. repeat;
chr6B | 726.324843Mb | 726.326468Mb | TraesCS6B03G1289900 | TraesCS6B02G473500 |  + repeat-containing | | Lo012: Pentatricopeptide
- repeat domain; PF12854:
protein
PPR repeat
Plant invertase/pectin
chr6B | 726.358135Mb | 726.358761Mb | TraesCS6B03G1290200 | TraesCS6B02G473300 | - | . Methylesterase null
inhibitor superfamily
protein
PF04043; Plant
chréB | 726.372041Mb | 726.372613Mb | TraesCS6B03G1290400 | TraesCS6B02G473200 - Pectinesterase inhibitor invertase/pectin
methylesterase inhibitor
chr6B | 726.373545Mb | 726.374276Mb | TraesCS6B03G1290500 | TraesCS6B02GA473100 | - F-box protein family | 00268 dFO'rkT’%’i‘nassoc'ated
chr6B | 726.376579Mb | 726.382225Mb | TraesCS6B03G1290600 | TraesCS6B02G473000 | - | . Mitochondrial PF01432: Peptidase family
intermediate peptidase M3
integral membrane
chr6B | 726.387585Mb | 726.395774Mb | TraesCS6B03G1290700 | TraesCS6B02G472900 | - metal-binding family null
protein (DUF2296)
chr6B | 726.425976Mb | 726.428317Mb | TraesCS6B03G1291000 | TraesCS6B02G472800 |  + Calcium uniporter null

protein, mitochondrial
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Tabla A5: genes anotados en CS dentro del intervalo que mapea al gen LrSV2. En verde los genes TFP y TPR (Wang et al 2024a) http://wheatomics.sdau.edu.cn/

Chrom | Start END Gene03G v2.1 Gene02Gv1.1 Strand | Function description Domain
chr3B | 6.063054Mb | 6.064845Mb | TraesCS3B03G0022700 | TraesCS3B02G013100 " Glycosyltransferase PF00201: UDP-glucoronosyl and UDP-
glucosyl transferase
Dephospho-CoA kinase, putative, .
chr3B 6.073695Mb | 6.077105Mb | TraesCS3B03G0022800 | TraesCS3B02G013200 + expressed PF01121: Dephospho-CoA kinase
chr3B | 6.077386Mb |6.080144Mb | TraesCS3B03G0022900 | TraesCS3B02G013300 ; TPX2 (Targeting protein for Xklp2) family | PFO6886: Targeting protein for Xk(p2
protein (TPX2)
PF00420: NADH-
chr3B 6.125716Mb | 6.126018Mb | TraesCS3B03G0023400 | TraesCS3B02G013400 + NADH dehydrogenase subunit 4L ubiquinone/plastoquinone
oxidoreductase chain 4L
chr3B 6.128967Mb | 6.129555Mb | TraesCS3B03G0023700 | TraesCS3B02G013500 - 30S ribosomal protein S7, chloroplastic PF00177: Ribosomal protein S7p/S5e
chr3B 6.129008Mb | 6.129558Mb | TraesCS3B03G0023800 | TraesCSU02G158100 - 30S ribosomal protein S7, chloroplastic PF00177: Ribosomal protein S7p/S5e
chr3B  [6.134186Mb |6.134377Mb | TraesCS3B03G0024300 | TraesCS3B02G013600 - Aspartyl/glutamyl-tRNA(Asn/Gln) null
amidotransferase subunit B
chr3B | 6.134186Mb |6.134377Mb |TraesCS3B03G0024400 | TraesCSU02G158000 - AspartyUglutamyl-tRNA(Asn/Gln) null
amidotransferase subunit B
chr3B | 6.134991Mb | 6.135455Mb | TraesCS3B03G0024500 | TraesCS3B02G013700 - NADH-quinone oxidoreductase subunitD | |\ 00o46: Respiratory-chain NADH
dehydrogenase, 49 Kd subunit
chr3B | 6.134991Mb |6.135455Mb | TraesCS3B03G0024600 | TraesCSU02G157900 . NADH-quinone oxidoreductase subunit D | | C0o46: Respiratory-chain NADH
dehydrogenase, 49 Kd subunit
chr3B 6.157129Mb | 6.157991Mb | TraesCS3B03G0025400 | TraesCSU02G180100 + NADH-ubiquinone oxidoreductase chain1 | PF0O0146: NADH dehydrogenase
chr3B 6.157134Mb | 6.157991Mb | TraesCS3B03G0025500 | TraesCSU02G173300 + NADH-ubiquinone oxidoreductase chain1 | PF0O0146: NADH dehydrogenase
chr3B 6.157505Mb | 6.157991Mb | TraesCS3B03G0025600 | TraesCS3B02G013800 + NADH-ubiquinone oxidoreductase chain1 | PF00146: NADH dehydrogenase
chr3B | 6.167831Mb |6.168413Mb | TraesCS3B03G0025900 | TraesCS3B02G013900 + i'rrc‘)fg::ﬁf and BTB domain-containing null
chr3B | 6.167845Mb |6.16853Mb | TraesCS3B03G0026000 | TraesCSU02G219200 + i'rg‘t:;:g%i' and BTB domain-containing null
chr3B 6.210118Mb | 6.210479Mb | TraesCS3B03G0026300 | TraesCS3B02G014000 + cyclic nucleotide-gated channel 12 null
chr3B | 6.220771Mb | 6.222888Mb | TraesCS3B03G0026700 | TraesCS3B02G014100 . Flavin-containing monooxygenase PF07992: Pyridine nucleotide-disulphide

oxidoreductase
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Chrom | Start END Gene03Gv2.1 Gene02Gv1.1 Strand | Function description Domain
chr3B [ 6.220941Mb |6.222881Mb | TraesCS3B03G0026800 | TraesCSU02G045200 ; Flavin-containing monooxygenase PF07992: Pyridine nucleotide-disulphide
oxidoreductase
chr3B | 6.239266Mb |6.239636Mb | TraesCS3B03G0026900 | TraesCS3B02G014200 + S-methyltetrahydropteroyltriglutamate-- | |
homocysteine methyltransferase
chr3B | 6.242148Mb |6.243598Mb | TraesCS3B03G0027000 | TraesCS3B02G014300 + Expansin protein PF03330: Lytic transglycolase; PF01357:
Pollen allergen
chr3B | 6.25094Mb | 6.252156Mb | TraesCS3B03G0027100 | TraesCS3B02G014400 " Expansin protein PFO3330: Lytic transglycolase; PFO1357:
Pollen allergen
chr3B | 6.302591Mb |6.303316Mb | TraesCS3B03G0027300 | TraesCS3B02G014500 - Zi;g‘;‘;g;'ke arabinogalactan, putative, |
chr3B 6.305961Mb | 6.306274Mb | TraesCS3B03G0027400 | TraesCS3B02G014600 + Murein hydrolase activator NlpD null
chr3B 6.344582Mb | 6.345667Mb | TraesCS3B03G0027600 | TraesCS3B02G014700 - Glycerol-3-phosphate acyltransferase null
chr3B  |6.35875Mb | 6.366458Mb | TraesCS3B03G0027700 Transducin family protein /WD-40repeat |
family protein
chr3B | 6.375001Mb |6.378109Mb | TraesCS3B03G0028100 ;itt;"’tti\rl':c’pept'de repeat protein, tpr, PF13432: Tetratricopeptide repeat
chr3B 6.41869Mb 6.42806Mb TraesCS3B03G0028200 | TraesCS3B02G015000 + Coatomer subunit beta'-1 PF00400: WD domain, G-beta repeat
chr3B 6.423173Mb | 6.427989Mb | TraesCS3B03G0028300 | TraesCSU02G189400 + Coatomer subunit beta'-1 PF00400: WD domain, G-beta repeat
Pentatricopeptide repeat-containin PF13812: Pentatricopeptide repeat
chr3B 6.432085Mb | 6.434317Mb | TraesCS3B03G0028500 | TraesCS3B02G015100 - . pep P g domain; PF13041: PPR repeat family;
protein
PF12854: PPR repeat
chr3B | 6.461524Mb | 6.462461Mb | TraesCS3B03G0028600 | TraesCS3B02G015200 + Flowering locus T-like protein, putative EiFn °d1i:1§1p:rsthec:iphat'dyletha”c’lam'”e'
Pentatricopeptide repeat-containin PF13041: PPR repeat family; PFO1535:
chr3B 6.503456Mb | 6.505642Mb | TraesCS3B03G0029000 | TraesCS3B02G015300 - rotein pep P g PPR repeat; PF13812: Pentatricopeptide
P repeat domain
PF13947: Wall-associated receptor
chr3B 6.5143Mb 6.520754Mb | TraesCS3B03G0029100 | TraesCS3B02G015500 + Receptor kinase, putative, expressed kinase galacturonan-binding; PFO0069:
Protein kinase domain
chr3B 6.514905Mb | 6.517931Mb | TraesCS3B03G0029200 | TraesCS3B02G015400 - Receptor kinase PF00069: Protein kinase domain
chr3B | 6.530621Mb |6.531791Mb | TraesCS3B03G0029300 | TraesCS3B02G015600 + Flowering locus T-like protein, putative EiFn 0;;:;2;‘:2"hat'dyletha”Olam'”e'
PF01161: Ph hatidyleth lamine-
chr3B | 6.593184Mb | 6.594729Mb | TraesCS3B03G0029700 | TraesCS3B02G015700 + Flowering locus T-like protein, putative 01161: Phosphatidylethanolamine

binding protein
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Chrom | Start END Gene03Gv2.1 Gene02Gv1.1 Strand | Function description Domain

chr3B | 6.659713Mb | 6.660813Mb | TraesCS3B03G0029800 | TraesCS3B02G015800 " Flowering locus T-like protein EiFn OJ;:;EP;?\"hat'dylema”c’lam'"e'

chr3B | 6.671564Mb | 6.673567Mb | TraesCS3B03G0029900 | TraesCS3B02G015900 + SJE'Q;ZNA 8'end processing protein null

chr3B | 6.68149Mb | 6.685614Mb | TraesCS3B03G0030000 | TraesCS3B02G016000 + Fatty acyl-CoA reductase PF07993: Male sterility protein; PFO3015:
Male sterility protein

chr3B 6.764757Mb | 6.776638Mb | TraesCS3B03G0030300 | TraesCS3B02G016100 - Protein kinase superfamily protein null

chr3B 6.792313Mb | 6.794111Mb | TraesCS3B03G0030900 | TraesCS3B02G016300 - Receptor kinase PF00069: Protein kinase domain
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