COLEGIO DE POSTGRADUADOS

INSTITUCION DE ENSENANZA E INVESTIGACION EN CIENCIAS AGRICOLAS

CAMPUS MONTECILLO

POSTGRADO DE FITOSANIDAD
FITOPATOLOGIA

GENETICA DE LA RESISTENCIA A ROYA
AMARILLA CAUSADA POR Puccinia striiformis
f. sp. tritici E IDENTIFICACION DE GENES EN

TRIGOS DE PRIMAVERA

MARIA FLORENCIA RODRIGUEZ GARCIA

T E S I S
PRESENTADA COMO REQUISITO PARCIAL
PARA OBTENER EL GRADO DE:

DOCTORA EN CIENCIAS

MONTECILLO, TEXCOCO, EDO. DE MEXICO

2017




CARTA DE CONSENTIMIENTO DE USO DE LOS DERECHOS DE AUTOR Y
DE LAS REGALIAS COMERCIALES DE PRODUCTOS DE INVESTIGACION

En adicidén al beneficio ético, moral y académico que he obtenido durante mis estudios
en el Colegio de Postgraduados, el que suscribe Maria Florencia Rodriguez Garcia

Alumno (a) de esta Institucion, estoy de acuerdo en ser participe de las regalias

economicas y/o académicas, de procedencia nacional e internacional, que se deriven
del trabajo de investigacion que realicé en esta institucion, bajo la direccion

del Profesor DX+ Julio Huerta ESpPino ... |, que otorgo los derechos de

)
Genética de la resistencia a roya amarilla causada por Puccinia striiformis f£. sp.
tritici e identificacién de genes en trigos de primavera

autor de mi tesis

v de los producto de dicha investigacion al Colegio de Postgraduados. Las patentes y

secretos industriales que se puedan derivar serdn registrados a nombre el colegio de
Postgraduados y las regalias econdmicas que se deriven seran distribuidas entre la
Institucion, El Consejero o Director de Tesis y el que suscribe, de acuerdo a las
negociaciones entre las tres partes, por ello me comprometo a no realizar ninguna
accion que daiie el proceso de explotacion comercial de dichos productos a favor de esta

Institucion.

Montecillo, Mpio. de Texcoco, Edo. de México, a4  de Noviembre de 2017

& o)
= i / '7 {//'Vk‘/,‘
(a A f)({_uL =

Firma del
Alumno (a)

il

Dr. Julio Huerta Espino

Vo. Bo. del Consejero o Director de Tesis



La presente tesis titulada: Genética de la resistencia a roya amarilla causada por
Puccinia striiformis f. sp. tritici e identificacion de genes en trigos de
primavera, realizada por la alumna: Maria Florencia Rodriguez Garcia, bajo la
direccién del Consejo Particular indicado, ha sido aprobada por el mismo y aceptada

como requisito parcial para obtener el grado de:

DOCTORA EN CIENCIAS

FITOSANIDAD
FITOPATOLOGIA
CONSEJO PARTICULAR
CONSEJERA
DIRECTOR DE TESIS

Dr. Julio Huerta Espino

ASESOR %—)
r

. Héctor vaaseﬁor Mir
ASESOR
Dr. José ;%gﬁ\Sandoval Islas

0 [ 1 4

o Y

Dra. Emma Zavaléta Mejia

ASESOR =

Dr. José Luis Francisco Crossa Hiriart

ASESORA

Montecillo, Texcoco, Estado de México, diciembre de 2017



GENETICA DE LA RESISTENCIA A ROYA AMARILLA CAUSADA POR Puccinia
striiformis f. sp. tritici E IDENTIFICACION DE GENES EN TRIGOS DE PRIMAVERA

Maria Florencia Rodriguez Garcia, Dra.
Colegio de Postgraduados, 2017

RESUMEN
Las royas del trigo causadas por los hongos del género Puccinia, son enfermedades de
importancia a nivel mundial. La estrategia que mas ha apoyado el control de dichos hongos es el
mejoramiento genético. En la actualidad existen genotipos que han mostrado resistencia en
diferentes afios y ambientes por lo cual, el objetivo del presente trabajo fue determinar el tipo de
resistencia e identificar loci de caracter cuantitativo (QTLs) que le confieren resistencia a roya
amarilla (RA) y de la hoja (RH) en la variedad de trigo harinero Huites F95 y estimar el nimero
de genes y el tipo de resistencia que poseen los genotipos Glenlea, Romero 73 y Bonza 63 a roya
amarilla. La caracterizacion fenotipica en Huite F95 para roya amarilla y roya de la hoja se realizé
en cuatro ambientes durante el 2013, 2014 y 2015; mientras que para los genotipos Bonza 63,
Romero 73 y Glenlea solo en un ambiente en 2015. Se crearon epidemias artificiales utilizando
una mezcla de diferentes razas del hongo causante de la roya amarilla y de la hoja. Las
proporciones fenotipicas, de resistentes y susceptibles observadas se compararon con las
proporciones esperadas con una prueba de X2 Para la poblacion Avocet-YrA/Huites F95 se
construyeron mapas de ligamiento con 12,966 marcadores y utilizando mapeo por intervalo
compuesto (ICIM) se realizo el analisis de QTL con el programa QTL IciMapping 4.0. Los
analisis genéticos mostraron que Huites F95 posee una resistencia del tipo cuantitativa y que la
resistencia a RH esta determinada por 2 a 3 genes y para RA de 4 a 5 genes de resistencia en

planta adulta. El analisis de QTL indico que Huites F95 posee tres loci de efecto pleiotropico que
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le confieren resistencia a RH y RA localizados en los cromosomas 1AL, 1BL y 5AL.
Adicionalmente se mapearon tres QTLs para RH en 2AS, 5A y 6BL y tres para RA en 3B, 4BS 'y
6BS. Los QTLs en 1AL, 5AL y 6BL son reportados como nuevos; por otra parte, se determind
que de 4 a 5 genes de efectos aditivos controlan la resistencia de la variedad Glenleay de 2 a 3
genes en las variedades, Romero 73 y Bonza 63; los cuatro genotipos evaluados no poseen
resistencia de plantula; sin embargo, pueden ser progenitores valiosos en los programas de

mejoramiento, para lograr una resistencia durable a roya amarilla principalmente.

Palabras clave: royas, genes, resistencia, variedades.



GENETICS OF THE RESISTANCE TO YELLOW RUST CAUSED BY Puccinia striiformis
f.sp. tritici AND IDENTIFICATION OF RESISTANCE GENES IN SPRING WHEAT
Maria Florencia Rodriguez Garcia, Dra.

Colegio de Postgraduados, 2017
ABSTRACT
Rust diseases of wheat caused by fungi of the genus Puccinia, are diseases of global importance.
The strategy that has most supported control of these fungi is the breeding. Currently, there are
genotypes that have shown resistance in different years and environments for which this work
aimed to determine the type of resistance and identify the quantitative traits loci (QTLS) which
confers resistance to yellow rust (YR) and leaf (LR) in the bread wheat variety Huites F95 and
estimate the number of genes and the type of resistance that Glenlea, Romero 73 and Bonza 63
genotypes possess to yellow rust. In Huites FO5 phenotypic characterization for leaf rust and
yellow rust was conducted in four environments during 2013, 2014 and 2015; whereas for Bonza
63, Romero 73 and Glenlea genotypes in just one environment in 2015. Artificial epidemics using
a mixture of different rust races were created. The phenotypic observed ratios of resistant and
susceptible were compared with the expected ratios with an X? test. For the Avocet-YrA/Huites
F95 population, linkage maps were constructed with 12,966 markers and using composite interval
mapping QTL analysis was performed with the IciMapping (ICIM) 4.0 program. Genetic analyses
showed that Huites F95 has a resistance of quantitative type and that the LR resistance is
determined by 2-3 genes and for YR of 4-5 genes for adult plant resistance. QTL analysis
indicated that Huites F95 has three loci of pleiotropic effect which confer rust resistance to LR

and YR and localized on chromosomes 1AL, 1BL and 5AL. In addition they mapped three QTLs
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for LR on 2AS, 5A and 6BL and three for YR in 3B, 4BS, and 6BS. The QTLs 1AL 5AL, 6BL
are new or not previously reported. On the other hand, it was determined that 4 to 5 genes of
additive effects control the resistance in Glenlea; whereas, 2 to 3 resistance genes in Romero 73
and Bonza 63. The four genotypes evaluated do not possess seedling resistance genes; however,

they might be valuable parents in breeding programs, to achieve a durable resistance to yellow

rust mainly.

Key words: rust, genes, resistance, varieties.
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INTRODUCCION GENERAL

El trigo harinero (Triticum aestivum L.) es el cultivo con mayor superficie en el mundo y el
volumen de su cosecha es mayor que el de cualquier otro alimento destinado al consumo humano
(FAOSTAT, 2015), su cultivo se extiende practicamente a todo el mundo desde areas
relativamente secas, como la cuenca mediterranea, hasta ambientes lluviosos como el Cono sur de
Ameérica y Norte de Europa (Villasefior, 2000). En México las principales regiones trigueras se
ubican en el Noroeste, donde se produce 53.3% del total nacional, y en El Bajio que contribuye
con 28.3%. En ambas regiones el trigo se produce en el ciclo otofio-invierno (O-I), en
condiciones de riego. El 18.4% restante se produce en areas de temporal, principalmente en los
Valles Altos de México (SIAP, 2015).

La produccion de trigo a nivel mundial es afectada principalmente por enfermedades fungosas,
donde destacan aquéllas causadas por hongos del género Puccinia. De estas, la roya amarilla, de
la hoja y del tallo, son las enfermedades mas destructivas del trigo y las que mas pérdidas han
causado en el mundo (Line y Chen, 1995; Zwer y Qualset, 1994; Singh et al., 2005). La roya de la
hoja ha ocasionado los mayores dafios en la produccién de trigo en México, la epidemia en el
noroeste durante el 2001, 2002 y 2003 en trigos duros, debido a la raza BBG/BN que causé
pérdidas de 32 millones de dolares para los agricultores mexicanos (Herrera-Fossel et al., 2005);
la roya del tallo que era el factor limitante para la produccion del trigo en México durante la
década de los 40’s se logro controlar con la liberacion de la variedad Yaqui 50 en 1950 (Roelfs y
McVey, 1972), y desde entonces no han aparecido nuevos focos de infeccion; sin embargo, existe
una amenaza potencial de una raza identificada como Ug99 o TTKSK en Uganda, se ha
dispersado en Africa y parte de Asia y tiene virulencia para muchos genes de resistencia usados
en la mayoria de los programas de mejoramiento de México y el mundo (Singh et al., 2006); por

otra parte Chen et al. (2014) indican que la roya amarilla en la actualidad esta considerada como
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la principal roya que afecta la produccion de trigo de invierno y primavera en todo el mundo, es
una enfermedad grave que ocurre en la mayoria de las areas con climas humedos y frios durante
la estacion de crecimiento.

En México y el mundo en los ultimos afios se ha trabajado para encontrar resistencia genética
a las royas, para ello se han llevado a cabo una diversidad de estudios con el fin de identificar
genes que confieran resistencia. Singh et al., (2002 y 2005) indican que el uso de cultivares
resistentes es la mejor estrategia de lucha contra las royas del trigo, ya que es la via mas
econdmica para controlar y minimizar las pérdidas, porque no ocasiona un costo adicional para el
agricultor y es segura para el medio ambiente. La incorporacion acumulada de 3 a 4 genes
menores que confieren resistencia duradera a royas continta siendo el intrumento mas utilizado
para el control de los patdgenos causantes de enfermedades en México, el efecto aditivo de la
combinacion de genes se puede medir a través de un analisis de interaccién, la identificacion y el
estudio de la interaccion de genes ha sido fundamental para la sustentabilidad de la produccion de
trigo (Singh y Huerta-Espino, 2003).

Singh y Rajaram (1995) encontraron resistencia moderada en planta adulta en Pénjamo 62,
Lerma Rojo 64 y Nacozari 76 atribuida al gen Yrl8 que estd estrechamente ligado al Lr34;
mientras que William et al., (2003) identificaron el gen Yr29 que esta ligado al gen Lr46 y que al
igual que el Yr18 confiere resistencia durable a esta roya. Adicionalmente se ha identificado que
el gen Lr67 esta ligado al gen Yr46 y el gen Lr68 también podria tener efectos en la roya amarilla.
Otros genes de efecto aditivo es Yr30 ligado al gen de resistencia Sr2 que confiere resistencia a la
roya del tallo.

Navabi et al., (2004) estudiaron la herencia de la resistencia a roya amarilla en cinco cultivares
de trigo utilizando la raza MEX96.11; encontraron que la resistencia en planta adulta en las

cruzas de los padres resistentes con Avocet-YrA tiende a ser parcialmente dominante y esta
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basada en la interaccion del geneYrl18 y tres genes aditivos del mismo padre. La combinacion de
analisis indica que los genes de efectos aditivos son méas importantes que los genes de efectos no
aditivos en la herencia de resistencia en planta adulta.

Chen y Line (1993) en estudios para herencia a la resistencia en cultivares de trigo reportaron
que en Yamhill se encuentra el gene Yr2; Yr3a en Camppelle, Desprez, Druchamp, Stephens y
Nord Desprez; Yr3c en Minister; Yr4a esta en Cappelle Desprez, Vilmorin 23 y Yamhill; Yr4b
estd en Hibrid 46. Singh et al., (2000) indican que con el propdsito de encontrar genes de
resistencia a la roya amarilla se obtuvo una poblacion recombinante producto de lineas
desarrolladas de un sintético (Triticum turgidum L “Aegilops tauschii” x T. aestivum L. “Opata
M85”). Un gen previamente identificado de A. tauschii, designado como Yr28, fue localizado en
el cromosoma del brazo 4DS. Yr28 influencia resistencia a plantula y mostré un efecto fuerte en
planta adulta en el sitio méas caluroso; un segundo gen mostro alta sensibilidad al ambiente en la
prueba en plantula, con resistencia asociada a Opata M85. El gen Yrl8 se sabe que esta presente
en Opata M85, reduce fuertemente la enfermedad y esta ligado con el gen Lr34 que da resistencia
a roya de la hoja.

Villasefior et al., (2009) determinaron que la resistencia de planta adulta a roya amarilla en
Juchi F2000 la confieren tres genes de efectos aditivos, y en Nahuatl F2000 y Tlaxcala F2000 se
identificaron cuatro genes de efectos aditivos; también menciona que el gen Yrl8 es uno de los
genes de resistencia que poseen estas variedades de trigo harinero de temporal. Por otra parte,
Huerta-Espino et al., (2012) indican que las variedades Urbina S2007, Cortazar S94, Barcenas
S2007 y Maya 2007 recomendadas para siembra bajo condiciones de riego en México, poseen de
dos a tres genes de efectos aditivos que condicionan la resistencia a roya amarilla.

En la actualidad la mayoria de estudios genéticos involucran el aspecto molecular, ya que es

una herramienta rapida y confiable para identificar nuevos genes de resistencia. Hasta la fecha se
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han catalogado 67 genes que confieren resistencia a roya amarilla (Yr) y 74 para roya de la hoja
(Lr) (MciIntosh et al. 2013); y de estos Lr34/Yrl8 /Pm38/Sr57 (Singh et al., 2012),
Lr46/Yr29/Pm39/Sr58 (Singh et al., 2013), y Lr67/Yr46/Pm46/Sr55 (Herrera-Foessel et al.,
2014); Lr68 (Herrera-Foessel et al., 2012) tienen efectos pleiotropicos y confieren resistencia en
planta adulta (APR) a las royas de la hoja, amarilla, del tallo y cenicilla polvorienta. Rosewarne et
al., (2013) indican gue se han identificado y reportado mas de 140 QTLSs que confieren resistencia
a roya amarilla.

William et al., (2006) usando AFLP, SRP y RFLP identificaron seis loci que contribuyen a la
resistencia de planta adulta tanto de roya amarilla como de la hoja en la cruza Avocet/Pavén F76.
Los loci identificados en los cromosomas 1BL, 4BL y 6AL influyen resistencia a roya amarilla 'y
de la hoja, mientras que los loci identificados en los cromosomas 3BS y 6BL solo para roya
amarilla, el locus en el cromosoma 7B solo tuvo efecto para roya de la hoja. Por otra parte,
Rosewarne et al., (2012) indican que la variedad de trigo “Pastor” posee el gen Yr31 el cual fue
mapeado en el cromosoma 2BS.

El gen de planta adulta Lr34 localizado en el cromosoma 7DS confiere resistencia de
desarrollo lento a todas las razas de roya de la hoja que han existido y que aln existen en México
(Huerta-Espino et al., 2002) por lo que es la base de la resistencia de muchas variedades
mexicanas (Singh y Rajaram, 1992).

Otro de los genes involucrados que confieren enrollamiento lento a roya de la hoja es el gen de
“Pavon 767, Lrd6, que se localiza en el cromosoma 1BL(Singh et al., 1998). Este gen tiene un
ligamiento con el gen Yr29 para roya amarilla el cual fue identificado en la cruza “Avocet
S/Pavon 76”. William et al., (2003) indicaron que Yr29 que esté ligado Lr46, ambos confieren

resistencia durable a la enfermedad.



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

Lr68 es un gen de resistencia de planta adulta (RPA) que confiere resistencia a roya de la hoja
causada por P. triticina, utilizando una linea recombinante de “Avocet-YrA x Parula” se ubico el
gen en el cromosoma 7B, este gen se asocia con una ligera necrosis de la hoja que podria indicar
que Lr68 y Lr34 comparten un mecanismo de defensa comun (Herrera-Foessel et al., 2012).

Huites F95 es una variedad de trigo harinero liberada por el Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP) que ha mostrado resistencia a roya
amarilla en afios y ambientes, por otra parte Glenlea, Romero 73 y Bonza 63; son genotipos que
durante muchos afios han sido resistentes a las diversas razas de roya amarilla que se han
presentado en diversos ambientes donde se han evaluado; por lo cual, el objetivo del presente
trabajo fue determinar el tipo de resistencia e identificar loci de caracter cuantitativo (QTLS) que
confieren resistencia a roya amarilla y de la hoja en la variedad de trigo harinero Huites F95 y
estimar el nimero de genes y el tipo de resistencia que poseen los genotipos Glenlea, Romero 73

y Bonza 63.
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RESUMEN
El trigo harinero (Triticum aestivum L.) es uno de los cereales de mayor importancia a nivel
mundial, su produccién en los Gltimos afios ha sido afectada por la roya amarilla (RA) causada
por el hongo Puccinia striiformis f. sp. tritici; el sembrar variedades resistentes, es una de las
estrategias que ha permitido contrarrestar los efectos de la enfermedad en algunas partes del
mundo. Huites F95 es una variedad mexicana de trigo harinero que desde su liberacion ha
mostrado niveles altos de resistencia en planta adulta (RPA) a roya amarilla; por lo cual, el
objetivo del presente trabajo fue determinar el tipo de resistencia y estimar el nimero de genes
que condicionan la resistencia a roya amarilla en Huites F95. Se generd una poblacién de 198
lineas endogamicas recombinantes (RIL) generadas por el cruzamiento de Huites F95 y Avocet-
YrA. La caracterizacion fenotipica se realizd en Toluca, México en los ciclos Primavera-Verano
2013, 2014 y 2015; y en El Batan, Texcoco, Edo. de Méx. en P-V/2015. Se crearon epidemias
artificiales utilizando una mezcla de aislamientos de roya amarilla denominadas: MEX96.11,
MEXO08.13 y MEX14.191. Las condiciones de temperatura y humedad fueron favorables para el
desarrollo de la enfermedad en los cuatro ambientes de evaluacion lo que permitié determinar que
la resistencia a RA de Huites F95 se debe al efecto de genes menores y es de tipo cuantitativa. Las
proporciones fenotipicas de familias resistentes y susceptibles observadas y esperadas y la prueba
de X?indico la presencia de cuatro genes que confieren RPA a roya amarilla. Huites F95 no posee
genes de resistencia de raza especifica a los aislamientos evaluados, pero tiene altos niveles de
resistencia en planta adulta a las diversas razas presentes en las principales regiones trigueras de
México, y es un progenitor valioso para usarse en los programas de mejoramiento a nivel mundial

para lograr resistencia durable a roya amarilla.

Palabras claves: genes, resistencia, roya amarilla, RIL.
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ABSTRACT
Bread wheat (Triticum aestivum L.), is one of the most important global cereals, its production in
recent years has been affected by yellow rust (YR) caused by the fungus Puccinia striiformis f. sp.
tritici; planting resistant varieties, is one of the strategies that has allowed it to offset the effects
of the disease in some parts of the world. Huites F95 is a Mexican variety of bread wheat, which
since its release has shown high levels of yellow rust resistance in adult plants (APR); so the
objective of the present study was to determine the type of resistance and estimate the number of
genes affecting the resistance to yellow rust in Huites F95. A mapping population of 198 inbred
lines (RIL) recombinant was generated by the crossbreeding of Huites F95 and Avocet-YrA. The
phenotypic characterization was performed in Toluca, Mexico in 2013, 2014 and 2015 spring-
summer cycles; and in El Batan, Texcoco, Edo. de Mexico, during the P-V/2015. Artificial
epidemics have been created using a mixture of isolates of yellow rust called: MEX96.11,
MEX08.13 and MEX14.191. The temperature and humidity conditions were favorable for the
development of the disease in the four evaluation environments allowing us to determine that the
resistance in Huites F95 to YR is due to the effect of minor genes or quantitative type. The
phenotypic proportions of resistant and susceptible families observed and expected and X? test
indicated the presence of four genes that confer APR to yellow rust. Huites F95 has no race
specific resistance genes to the isolates tested, but has high levels of resistance in adult plant to
different races present in most major regions of Mexico, and is a valuable parent to be used in the

worldwide breeding programs to achieve durable resistance to stripe rust.

Key words: genes, resistance, yellow rust, RIL.
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INTRODUCCION

La produccion de trigo harinero (Triticum aestivum L.) de primavera e invierno en México y el
mundo, es afectada por varias enfermedades fungosas, dentro de éstas se encuentran la roya
amarilla causada por el hongo Puccinia striiformis f. sp. tritici, de la hoja por P. triticina y del
tallo por P. graminis f. sp. tritici. Singh et al. (2016) indican que, aunque se sabe que muchas
enfermedades y plagas del trigo reducen el potencial y la calidad del rendimiento, las tres royas
historicamente han causado grandes pérdidas de cosecha y siguen siendo econdémicamente
importantes a pesar del uso generalizado del control genético y quimico. Sin embargo, en los
ultimos afios la roya amarilla es la que méas dafios a causado en todo el mundo, es una de las
enfermedades mas destructiva de la produccidén de cereales de invierno (Chen et al., 2014;
Wellings, 2011). Por otra parte, Chen et al. (2014) y Hovmoller et al. (2016) afirman que YR en
los Gltimos afios es una enfermedad de gran importancia en areas con climas himedos vy frios.
Schwessinger (2017) indica que en el siglo XXI la roya amarilla ha evolucionado de forma
acelerada y se ha convertido en la limitacion bi6tica mas grande la produccion global de trigo;
mientras que Luck et al. (2011) mencionan que la humedad, la temperatura y el viento son los

tres factores metereoldgicos mas importantes que favorecen las epidemias de RA.

Hovmoller et al. (2011) indican que las epidemias de mayor impacto desde el afio 2000 se han
presentado en zonas mas calidas, donde la enfermedad se consideraba anteriormente sin
importancia o ausente, la base de este cambio parece ser la tolerancia sin precedente del patdgeno
a temperaturas mas elevadas, junto con la capacidad del patégeno para causar infeccion en un
periodo de tiempo mas corto. Schwessinger (2017) indica que los nuevos genotipos del patégeno

son mas agresivos y tienen la capacidad de infectar a variedades previamente resistentes. Por otra
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parte, Singh et al. (2016) mencionan que la propagacion de razas fisiologicas de royas mas

virulentas y mas agresivas solo han empeorado la situacién productiva del trigo en el mundo.

En México hasta el verano del 2000, las variedades recomendadas por el Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP) para siembras de temporal y riego
tenian resistencia a la roya amarilla, a excepcion de Temporalera M87, que era moderadamente
susceptible (Villasefior et al., 2007). En el verano del 2003, se observO una nueva raza
identificada como MEXO03.37 (219MEXO0) que se caracterizo por infectar la espiga de diversas
variedades resistentes (Rodriguez et al., 2009), y en el verano del 2004, esta nueva raza vencio la
resistencia de raza especifica de las variedades Zacatecas VT74, Salamanca S75, Pavén F76,
Saturno S86, Galvez M87, Cortazar S94 y Batan F96, y como consecuencia provocé pérdidas del
75% en el rendimiento. Rodriguez et al. (2009; 2010) han reportado 39 razas fisioldgicas de roya
amarilla que se han presentado en los ultimos afios en areas productoras de trigo de temporal en
los Valles Altos y 23 presentes en zonas productoras de trigo de riego en México e identificaron
virulencia para los genes Yrl, 2, 6, 7, 17, 27, Poll y A, en casi todas las areas productoras de
temporal y riego del pais. Durante los ciclos de cultivo del 2014, se produjo una epidemia
identificandose varios aislamientos, entre los que destacan MEX14.141 con su férmula de
avirulencia/virulencia : Yrl, 5, 10, 15, 24, 26, YrSp y YrPoll/Yr2, 3,6, 7, 8,9, 17, 27 y 31; y
MEX14.146 (Yr5, 10, 15, 24, 26, YrSp y YrPoll/Yrl, 2, 3, 6, 7, 8, 9, 17, 27 y 31), estas nuevas
combinaciones de virulencia de Yr27 y Yr31 provocaron pérdidas de resistencia de la variedad
Nana F2007, recomendado para siembras de temporal en México, y Luminaria F2012,

recomendada para siembras en areas de riego en El Bajio (Solis et al., 2016).
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La estrategia que mas ha apoyado el control de las royas en trigo en todo el mundo, es el
genetico; basado en la utilizacidn de variedades con resistencia a las diversas razas fisioldgicas de
royas; por lo cual, se requirieren constantemente fuentes de resistencia para dichos hongos y una
alternativa para lograr mayor durabilidad, es generar variedades que posean resistencia durable
(poligenica, multigénica, horizontal o cuantitativa) basada en genes que confieren resistencia de
patogenia lenta (slow rusting) (Singh et al., 2001). En el caso de la roya amarilla se deben
combinar de 4 a 5 genes de efecto aditivo para reducir el progreso de la enfermedad a niveles tan
bajos que sélo se puedan observar porcentajes de severidad minimos (Singh et al., 2000, 2011).
Hasta la fecha se han catalogado 78 genes que confieren resistencia a RA (Mclintosh et al., 2017);
y de estos Lr34/Yr18/Pm38/Sr57 (Singh et al., 2012), Lr46/Yr29/Pm39/Sr58 (Singh et al., 2013),
y Lr67/Yr46/Pm46/Sr55 (Herrera-Foessel et al., 2014), tienen efecto pleiotropico y confieren
Resistencia de Planta Adulta (RPA) a roya de la hoja, amarilla, del tallo y cenicilla polvorienta.
Huites F95 es una variedad de trigo harinero liberada por el (INIFAP) que ha mostrado resistencia
a roya amarilla en muchos afios y ambientes por lo cual, el objetivo del presente trabajo fue
determinar el tipo de resistencia que posee Huites F95 y estimar el nimero de genes que

condicionan su resistencia.
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MATERIALES Y METODOS
Material genético

El germoplasma utilizado como progenitor susceptible fue Avocet-YrA (Avocet S) y como
progenitor resistente Huites F95, las caracteristicas de cada uno de ellos se describen a
continuacion:
Avocet-YrA

Es una linea proveniente de una re-seleccion de la variedad australiana Avocet que carece de
genes de resistencia a roya amarilla, también se le conoce como ‘Avocet S’. Huerta-Espino et al.
(2012) indicaron que Avocet-YrA es susceptible en plantula y planta adulta a todas las razas
fisioldgicas de roya amarilla que se han presentado y existen en México.
Huites F95

Es una variedad mexicana de trigo harinero liberada para condiciones de riego en 1995 por el
INIFAP, proviene de la cruza realizada en el Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y
Trigo (CIMMYT) entre los progenitores VEERY/KOEL identificandose con el pedigri: CM-
67395-2H-3E-1E-1E-OE. Es de gluten fuerte extensible, 120 dias a madurez fisioldgica, altura de
planta 100 cm, rendimiento promedio 5, 200 kg/ha, fue caracterizada por poseer resistencia a roya
de la hoja y tolerante al carbon parcial (Barrera, 1995); sin embargo, ha presentado niveles altos
de resistencia en planta adulta a las diversas razas de roya amarilla que prevalecen en la
actualidad.

Obtencién de Lineas Endogadmicas Recombinantes Fs

Se generaron las lineas (AOC-YR/HUITES F95 CMSS09Y01210S-1F1-099Y-099B-1Y-0B)
derivadas de la cruza entre los progenitores Avocet-YrA y Huites F95, mediante el método
emasculacion-polinizacion manual realizado durante el ciclo O-1/09-10 en el Campo

Experimental Norman Ernest Borlaug (CENEB) del CIMMYT, ubicado en Cd. Obregén, Son., a
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37 msnm, con coordenadas geograficas 27° 23* 46” N, 109° 55” 23” O. En el ciclo P-V/2011 en
CIMMYT EI Batan, se sembrd la F1 en forma mateada y se cosecharon cuatro plantas al azar las
cuales se identificaron como 1Fi, 2F:, 3F1 y 4F: para avanzar a la siguiente generacion. En el
ciclo O-1/11-12 se sembro la generacion F2 en dos surcos dobles de 11 m de largo, en el CENEB.
El avance generacional de la F2 a F4 se realizo por el método masal con seleccion y en la Fs se
derivaron familias Fs. De la progenie de cada una de las cuatro plantas Fi1, se cosecharon 50
plantas para obtener 200 familias Fs. Se realizo incremento de semilla de 198 RIL Fsy ambos

progenitores; y dicha semilla se utilizé para todos los ensayos.

Evaluacion de los progenitores en planta adulta
Durante los ciclos P-V 2013, 2014 y 2015 bajo incidencia natural del patégeno presentada en
condiciones de temporal, se evalud la severidad de roya amarilla del progenitor susceptible
(Avocet-YrA) y el progenitor resistente (Huites F95), en 12 ambientes donde se siembra trigo de
temporal en México; dichos ambientes fueron Toluca, Chapingo, Santa Lucia, El Batan,
Amecameca Y Juchitepec en el Estado de México; Velasco, Soltepec y Nanacamilpa en Tlaxcala;
Yanhuitlan y Nochixtlan en Oaxaca; y El Texcal, en Puebla. El porcentaje de severidad de ambos

progenitores fue registrado utilizando la escala de Cobb modificada (Peterson et al., 1948).

Evaluacion de las RIL Fspor su resistencia a RA en plantula
La evaluacion se realizd6 en CIMMYT- El Batan, bajo condiciones de invernadero (T max.
24°C- T min. 7°C) se evalud la resistencia de las RIL Fs de la poblacion Avocet-YrA/Huites F95
durante el mes de noviembre del 2015. Las semillas de las familias se sembraron en charolas de
plastico de 20cm x 30cm X 6 cm conteniendo una mezcla de tierra estéril y peat most en una

proporcion 60:40, se marcaron pequefios orificios y se colocaron de 8 a 9 semillas por linea. A los
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11 d posteriores a la siembra, las plantulas se inocularon con urediniosporas de las razas
MEX96.11, MEX08.13 y MEX14. 125 a una densidad de 1 x 10 mL. Las plantulas inoculadas
se colocaron en una cdmara bioclimatica con temperaturas de 4 - 7°C por 24 h y rocié constante
por una hora. Posteriormente se trasladaron al invernadero y después de 15-18 d de inoculacion se
registré su reaccion a la roya amarilla utilizando la escala del 0-9 propuesta por Roelfs et al.
(1992), donde 0, 1, 2, 3, 4, 5y 6 se consideran reaccion de resistencia 'y 7, 8 y 9 reaccion de

susceptibilidad.

Evaluacion en campo de las RIL Fs por su resistencia en planta adulta a RA

Ambientes de evaluacion

La evaluacion en campo de las 198 RIL por su reacciéon a roya amarilla, se realizé en un
ensayo no replicado y en tres afios (2013, 2014, 2015), dichas evaluaciones se realizaron en
estaciones experimentales del CIMMYT; durante los ciclos agricolas P-V 2013, 2014 y 2015 en
Toluca, Mex., y durante el P-V/2015 en El Batan Texcoco Edo. de Méx. EI campo experimental
en Toluca Mex., Se encuentra ubicado en las coordenadas geograficas 19° 17° N, ya 99°40 O a
una altura de 2,600 msnm, en dicha estacion las condiciones ambientales son muy propicias para
el desarrollo de la roya amarilla. Basnet et al. (2013) reportan temperaturas maximas mensuales
entre 19 y 23°C y precipitaciones mensuales de 65 a 145 mm durante la temporada del cultivo;
por otra parte, la estacion de El Batan, se localiza en las coordenadas geograficas 19°31° 46” Ny
a 98°51°9” O, a una altura de 2,240 msnm, con una precipitacion media anual de 710.3 mm, con
una temperatura de 4 - 24 °C. En los ultimos afios se han presentado condiciones favorables para

el desarrollo de la roya amarilla en El Batan.
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Siembra

Las 198 RIL Fs y los progenitores resistentes y susceptibles (Avocet-YrA, Huites F95) se
sembraron en campo en dos filas paralelas de 0.7 m para tener un total aproximado de 70 plantas
por linea. A un lado de cada parcela y alrededor del lote experimental se sembr6 una mezcla de la
variedad Morocco, Avocet-Yr31 y seis lineas que poseen el gen Yr27.
Inoculacion

Para hacer una eficiente evaluacién y clasificacion de las RIL Fs por su reaccién a roya
amarilla fue necesario crear epidemias artificiales mediante tres inoculaciones, utilizando una
mezcla de las razas MEX96.11 con su formula de avirulencia/virulencia Yrl1,4,5,8,10,15,17,24,
Sp/2,3,6,7,9,27, A (William et al., 2003) y MEX08.13 que es avirulenta a Yr27 y virulenta a Yr31
y MEX14.191 tiene virulencia para Yrl, Yr27, Yr3l (Huerta-Espino et al., 2015). Las
inoculaciones se realizaron mediante suspension de urediniosporas en aceite mineral (Soltrol®
170; Chevron Phillips Chemical Company) usando un atomizador manual.
Toma de datos

La severidad de la enfermedad, se registré cuando el progenitor susceptible alcanzo un 80 %
de severidad y posteriormente se registraron dos lecturas mas, hasta llegar al 90-100%; para dicha
evaluacion se utilizé la escala de Cobb modificada (Peterson et al., 1948) y la respuesta del
hospedante a la infeccion se determiné de acuerdo con Roelfs et al. (1992), donde: MS=
moderada susceptibilidad, uredinios pequefios de tamafio moderado; y S= susceptible, uredinios
grandes.

Clasificacion de RIL

Con base en la severidad de la enfermedad y la respuesta a la infeccién, las familias Fs fueron

clasificadas en tres categorias fenotipicas segun (Singh y Rajaram, 1993) y se describen a

continuacion.
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LHPTR: lineas homocigotas parentales tipo resistentes.
LHPTS: lineas homocigotas parentales tipo susceptible.

OTROS: lineas con respuesta diferente a los dos padres.

Anélisis estadistico
Los experimentos en campo se llevaron a cabo en cuatro ambientes y con una sola repeticion;
la estimacion del numero de genes se realiz6 mediante el analisis de segregacion mendeliana
tradicional chi-cuadrada (X?) (Singh y Rajaram 1992). Con las lecturas registradas en intervalos
del tiempo se calculé el Area Bajo la Curva del Progreso de la Enfermedad (ABCPE) para la

severidad de roya amarilla, utilizando la siguiente ecuacion segun Bjarko y Line (1988).

n—1

x4+ x...
ascPE= ) (F5 )
i=1

Donde xi = porcentaje de area foliar afectado en cada lectura; i, ti = intervalo de tiempo (en dias)

entre la fecha iy la fecha i + 1; y n = nimero de lecturas.

20



RESULTADOS Y DISCUSION
Evaluacion de los progenitores en planta adulta

Durante los ciclos P-V/2013, 2014, 2015 en 12 ambientes donde se siembra trigo bajo
condiciones de temporal en México, se evaluaron los niveles de resistencia en planta adulta a roya
amarilla del progenitor susceptible y resistente (Avocet-YrA y Huites F95) bajo incidencia natural
del patdégeno. Para Avocet-YrA se registraron lecturas entre 90 y 100 % de severidad y una
reaccion de susceptibilidad en todos los ambientes evaluados (Cuadro 1); para Huites F95 las
lecturas fueron desde 0 hasta 15 % de severidad de RA y reaccion de moderada susceptibilidad
(MS) en Toluca, Méx., y Nochixtlan, Oax., durante el P-\V/2013, 2014, se registrd la severidad
mas baja; y los mas altos 15MS se registraron en P-V/2014 y 2015 en ambientes de Tlaxcala y
Puebla principalmente; dicha diferencia es debida a que en el 2014 y 2015 las razas fisiologicas
de roya amarilla que se presentaron fueron mas virulentas en comparacion del P-V/2013 y
anteriores, ademas que la epidemia de roya amarilla se generaliz6 en los campos comerciales y la
infeccion ocurrio en las etapas tempranas de desarrollo de la planta. Sin embargo, Huites F95
sigue manteniendo su buena resistencia a RA ante la problematica de roya amarilla que se

presento en los Valles Altos de México como lo indica Huerta-Espino et al. (2015).

Evaluacion de la resistencia a RA en plantula de las RIL y progenitores
En CIMMYT EIl Batan, bajo condiciones de invernadero, se evaluaron por su resistencia a
roya amarilla en etapa de plantula las 198 RIL y los progenitores, dicha evaluacion fue bajo
incidencia artificial del patogeno, utilizando las razas fisioldgicas de roya amarilla MEX96.11,
MEX08.13 y MEX14. 125. A los 15 y 18 d después de la inoculacion se tomo la reaccion de

infeccion utilizando la escala de 0-9. Con las tres razas evaluadas por separado, Avocet-YrA 'y
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Huites F95 tuvieron respuesta de susceptible y muy susceptible (8 y 9), en las 198 RIL se
observaron lecturas similares a los progenitores, lo que indico que Huites F95 no tienen genes de
resistencia de raza especifica a las razas de roya amarilla evaluadas, y el tipo de resistencia que
posee es de planta adulta (RPA) y es de raza no especifica; dicha resistencia se caracteriza por
expresar susceptibilidad en etapa de plantula y el tipo de reaccion en planta adulta también es de

tipo compatible (S) (Chen et al., 2014; Niks et al., 2011).

Evaluacion de la resistencia a RA en planta adulta de las RIL y progenitores
Las condiciones de temperatura y humedad fueron favorables para el desarrollo de la roya
amarilla en los cuatro ambientes donde se evaluaron las 198 RIL y los progenitores (Toluca 2013,
Toluca 2014, Toluca 2015 y EI Batan 2015). En promedio la severidad final de la enfermedad
(SFE) y la reaccion de RA en planta adulta para Avocet-YrA fue de 90S a 100S y el en progenitor

resistente Huites F95 fue desde 1 hasta 5MS (Cuadro 1).

En la Figura 1 se presenta la severidad final de la enfermedad (SFE) de las 198 RIL y los dos
progenitores, evaluados en los ambientes denominados Toluca 2013, Toluca 2014 y Toluca 2015
y El Batan 2015, y en la Figura 2 se presenta el ABCPE de los cuatro ambientes, los progenitores
y 198 RIL. En ambas Figuras (1 y 2) se muestra el comportamiento de las RIL con respecto a los
niveles de infeccion y a través del tiempo; se observd una distribucién continua vy
aproximadamente normal tanto en SFE y ABCPE y no se observé una distribucién discreta de
clases que pudiese indicar la presencia de genes de resistencia de efectos mayores. El
comportamiento de la poblacién Avocet-YrA/Huites F95 fue ligeramente diferente en el primer
afio de evaluacion (Toluca 2013); sin embargo, para los ambientes (Toluca 2014, Toluca 2015 y

El Batan 2015) el comportamiento fue similar, dicha diferencia puede deberse a la dominancia de
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ciertas razas cuando se usan mezcladas, que la infeccion inicial haya ocurrido en tiempo diferente
a la fecha de la estimacion de la enfermedad o bien a una clasificacion erronea de las familias
completamente susceptibles enmascaradas por otras enfermedades foliares como Septoria tritici

que es comun en Toluca durante el ciclo del cultivo como lo indican Velu y Singh (2013).

Estimacion del nUmero de genes que condicionan resistencia a RA en Huites F95
La evaluacion de la poblacion Avocet-YrA/Huites F95 por su resistencia en planta adulta se
realizd en cuatro ambientes y con una sola repeticién. Tomando el porcentaje de severidad final
las 198 RIL fueron clasificadas en tres categorias fenotipicas. En el Cuadro 2 se presenta el
andlisis de segregacion mendeliana (X?) para los cuatro ambientes, en donde se observa que en los
ambientes Toluca 2013, Toluca 2015 y EI Batan 2015 las proporciones fenotipicas se ajustaron a
cuatro genes y en Toluca 2014 las proporciones se ajustaron a cuatro y cinco genes de resistencia

en planta adulta.
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Cuadro 1. Porcentaje de severidad y reaccion a roya amarilla de Huites F95 y Avocet-YrA

evaluados durante los ciclos P-V/2013, 2014 y 2015 en 12 ambientes en México.

Estado Localidad Ciclos Genotipos
Avocet-YrA Huites F95
Estado de Mex. Toluca 2013 100S 1IMS
2014 90S 1MS
2015 90S SMS
Chapingo 2014 100S 10MS
2015 100S SMS
Sta. Lucia 2014 100S SMS
2015 100S SMS
El Batan 2015 100S 1MS
Amecameca 2014 90S 10MS
Juchitepec 2014 100S 5MS
Tlaxcala Velasco 2014 100S 15MS
Soltepec 2014 90S 5MS
Nanacamilpa 2014 100S 10MS
2015 100S 10MS
Puebla El Texcal 2014 100S 10MS
2015 100S 10MS
Oaxaca Yanhuitlan 2014 100S S5MS
Nochixtlan 2014 100S 0

MS= Moderadamente Susceptible
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Figura 1. Distribucion fenotipica de los progenitores y 198 RIL. a) severidad final de roya
amarilla Toluca 2013, b) severidad final de roya amarilla Toluca 2014, c)
severidad final de roya amarilla Toluca 2015, d) severidad final de roya amarilla
El Batan 2015.
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Cuadro 2. Estimacion del nimero de genes de resistencia en planta adulta a roya amarilla

basado en el analisis de segregacion Mendeliana para 198 RIL de la poblacion Fs

Avocet-YrA/Huites F95.

Grupos
NUm. de familias Fs Frecuencia relativa
Categorias Categorias
NUm. de
Afos LHPTR LHPTS OTROS LHPTR  LHPTS OTROS X2
genes

2013 T 9 11 178 4.5 5.6 89.9 4 1.2
2014°T 2 1 193 1 5 97.5 4 5.0
5 1.0

2015T 3 5 188 1.5 2.5 94.9 5 1.7
4 .06

2015 B 1 4 190 5 2.0 96 4 3.6

4 gl, a = 0.05, X’ =9.488; LHPTR= lineas homocigotas parentales tipo resistentes; LHPTS=
lineas homocigotas parentales tipo susceptible; OTROS= lineas con respuesta diferente a los dos
padres; T=Toluca, Méx., B= El Batan Tex. Edo. de Méx.

En los dltimos afios, la problematica de la roya amarilla en México y el mundo ha propiciado

redoblar esfuerzos en la busqueda de fuentes de resistencia para dicha enfermedad y una

estrategia que se ha implementado en los ultimos afios es la formacion y liberacion de variedades

resistentes basadas en genes con efectividad a las razas fisiologicas existentes en México y el

mundo. Villasefior et al. (2009) estudiaron la resistencia a roya amarilla de tres variedades de

trigo de temporal encontrando que de tres a cuatro genes de efecto aditivo condicionan la

resistencia en Juchi F2000, Nahuatl F2000 y Tlaxcala F2000; por otra parte Huerta-Espino et al.
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(2012), determinaron que la resistencia a roya amarilla en las variedades recomendadas para
siembra de riego (Cortazar S94, Barcenas S2002, y Maya S2007) esta condicionada por dos o tres
genes de efecto aditivo, mientras que en Urbina S2007 esta condicionada por tres o cuatro genes
de la misma naturaleza. Conjuntar resistencia de raza especifica y de raza-no-especifica también
ha dado buenos resultados y en los Gltimos afos diversos trabajos se han enfocado a identificar
genes mayores y menores, Basnet et al. (2013) determinaron que la variedad Quaiu 3 posee dos
tipos de resistencia (cualitativa y cuantitativa) y que este tipo de resistencia es muy eficaz para el
control de la roya amarilla. Por otra parte, Lan et al. (2014) identificaron resistencia a roya

amarilla y de la hoja en plantula y planta adulta en el genotipo Francolin #1.

Huites F95 al momento de su liberacidn fue descrita como una variedad con resistente a roya
de la hoja y al carbén parcial que era el principal problema fitopatologico en el Norte de Sinaloa;
sin embargo, con la aparicion de nuevas razas fisiologicas en los ultimos afios en zonas
productoras de temporal y riego (Rodriguez et al. 2009; 2010), Huites F95 se ha seguido
evaluando por su resistencia a RA en ensayos Yy viveros nacionales y su resistencia ha

permanecido efectiva a través del tiempo.

La distribucion fenotipica de las 198 RIL de la poblacion Avocet-YrA/Huites F95 fue
aproximadamente normal y continua en los cuatro ambientes evaluados, indicando que la
resistencia que posee Huites F95 es debida al efecto de genes menores y es de tipo cuantitativa;
esta afirmacion coincide con la reportada en otros estudios en términos de distribucién fenotipica
en poblaciones con resistencia de patogenia lenta a la enfermedad (Singh et al., 2011); por otra
parte el analisis mendeliano indicd que la resistencia a roya amarilla en Huites F95 esta conferida

entre cuatro y cinco genes.
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En la evaluacion en campo y en los cuatro ambientes se observéd en Huites F95 el marcador
morfologico denominado necrosis en la punta de la hoja (Ltn=leaf tip necrosis), dicho marcador
estd asociado con los genes de resistencia en planta adulta y de efecto pleiotropico denominados:
Lr34/Yr18/Sr57/Pm38/Ltnl (Singh, 1992); Lr46/Yr29/Sr58/Pm39/Ltn2 (Rosewarne et al., 2006);
y Lr67/Yr46/Sr55/Pm39/Ltn3 (Herrera-Foessel et al., 2014). Sin embargo, Huerta-Espino et al.
(2003) en un estudio de postulacién de genes de resistencia para roya de la hoja, indican que
Huites F95 posee el gen de resistencia en planta adulta Lr34 y dos mas de efecto aditivo, dicho
gen esta asociado con el Yr18; esta postulacion se hizo al observar la quemadura de la punta de la
hoja. Sin embargo este criterio, dejo de ser valido cuando se cloné el gen Lr34 (Krattinger et al.
2009) y se confirmd la asociacion de la quemadura de la punta de la hoja no solo con Lr34, pero
también con Lr46 (Rosewarne et al., 2006); Lr67 (Moore et al., 2015) y Lr68 (Herrera-Foessel, et
al. 2012); por otra parte Huerta-Espino (2017%) indica que Huites F95 posee el gen de resistencia
en planta adulta a roya del tallo denominados Sr58 basado en los marcadores tipo SNP
denominado Lr46 _SNP1622 y L46 sf2-2; dicho gen se encuentra ligado a los genes Lr46 (Singh
et al. 1998), Yr29 (William et al. 2003) y Pm39 (Lillemo et al. 2008). Con base en esto, se infiere
que Huites F95 no posee el gen Yrl8. Por otra parte, otro gen de RPA que podria estar presente
en Huites F95 es el Yr30 que esta ligado con el Sr2, dicho gen estd asociado al marcador
morfoldgico denominado pseudo-black chaff (gluma negra) como lo indicaron Kota et al. (2006);
sin embargo dicho marcador morfol6gico no fue observado en campo en Huites F95. Tomando
como referencia lo anterior es posible que Huites F95 solo posea el gene de efecto pleiotropico
denominado Yr29 y los otros genes que estan involucrados en la resistencia a roya amarilla en

Huites F95 sean diferentes a los ya encontrados.

1 Huerta-Espino, J. 2017. Comunicacién personal. Investigador Fitopatdlogo del INIFAP (j.huerta@cgiar.org).
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En Toluca 2013 se observo una linea mas resistente que Huites F95 y en Toluca 2015 se
observaron lineas mas susceptibles que el progenitor susceptible tomando como referencia el
porcentaje de severidad, lo que indica que Avocet-YrA también posee al menos un gen de efecto
pequefio que le condiciona resistencia a RA. Investigaciones recientes han demostrado que
“Avocet S” posee regiones genomicas con efecto pequefio para roya amarilla en los cromosomas
2BL, 4BL, 6AL, 7TAS y 7AL (Rosewarne et al., 2013; He et al., 2011). Nicks et al., (2011)
indican que cuando en la progenie se observan individuos con mayor resistencia 0 mayor
susceptibilidad que los progenitores, se concluye que los dos padres poseen genes que confieren

resistencia.
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CONCLUSIONES
La resistencia de planta adulta a roya amarilla en la variedad Huites F95 esta determinada por
cuatro a cinco genes menores Yy de efecto aditivo. El gen Yr29 de efecto pleiotropico se encuentra
presente en Huites F95. Por su nivel de resistencia a roya amarilla, Huites F95 representa una

fuente de resistencia Gtil para los programas de mejoramiento de trigo en México y el mundo.
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ABSTRACT

Huites F95 shows a high level of resistance to leaf rust (LR) and stripe rust (YR) in adult plant.
The genetic basis of its resistance was investigated in 139 recombinant inbred lines (RILS)
derived from a cross between Avocet-YrA and Huites F95. Field experiments in Mexico for LR
and YR were carried out over four environments. The population was genotyped with
DArT array, DArT_GBS and SSR markers. The genetic map was constructed using 12,966
polymorphic markers. Genetic analyses carried onto four years phenotype data for each rust,
showed that resistance to LR was determined by two to three genes, whereas for YR it was
controlled by four genes. Inclusive composite interval mapping (ICIM) detected three co-located
adult plant resistance (APR) loci for LR and YR, (QLr.cim-1AL/QYr.cim-1AL, QLr.cim-
1BL/QYr.cim-1BL and QLr.cim-5AL/QYr.cim-5AL), respectively. In additional, three LR
resistance loci (QLr.cim-2AS, QLr.cim-5A and QLr.cim-6BL) and three YR resistance loci
(QYr.cim-3B, QYr.cim-4BS and QYr.cim-6BS) were also mapped for single trait. Among these,
QLr.cim-1AL/QYr.cim-1AL; QLr.cim-5AL/QYr.cim-5AL, QLr.cim-6BL should be new rusts
resistance loci in common wheat. All of co-located resistance loci were contributed by Huites F95
those can be used as a new APR to rust source. With available molecular markers of resistance
loci, the resistance from Huites F95 can be easily and fast transferred into elite wheat to bread

durable rust resistance variety through marker assistant selection.

Key words: APR loci, DArT molecular markers, leaf rust, yellow rust
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RESUMEN

Huites F95 ha mostrado altos niveles de resistencia en planta adulta a la roya de la hoja (RH) y
roya amarilla (RA). La base genética de su resistencia se investigd en 139 lineas endogamicas
recombinantes (RIL) derivadas de la cruza entre Avocet-YrA y Huites F95. Los experimentos de
campo para RH y RA se llevaron a cabo en cuatro ambientes en México. La poblacion fue
genotipada con marcadores DArT _array, DArT_GBS y SSR. El mapa genético se construyo
utilizando 12,966 marcadores polimorficos. Los analisis geneticos realizados con informacion
fenotipica de cuatro afios de evaluacion para cada roya, mostraron que la resistencia a la RH esta
determinada por dos o tres genes, mientras que para RA por cuatro genes de resistencia en planta
adulta (RPA). El mapeo de intervalos compuestos detectd tres loci de resistencia en planta adulta
co-localizados para RH y RA (QLr.cim-1AL / QYr.cim-1AL, QLr.cim-1BL / QYr.cim-1BL y
QLr.cim-5AL / QYr.cim-5AL), respectivamente. Adicionalmente se detectaron tres loci de
resistencia para RH (QLr.cim-2AS, QLr.cim-5A y QLr.cim-6BL) y tres loci de resistencia para RA
(QYr.cim-3B, QYr.cim-4BS y QYr.cim-6BS) los cuales fueron mapeados para rasgos unicos. Entre
estos, QLr.cim-1AL / QYr.cim-1AL; QLr.cim-5AL / QYr.cim-5AL, QLr.cim-6BL son nuevos loci
de resistencia para royas en trigo harinero. Todos los loci de resistencia co-localizados fueron
aportados por Huites F95, y pueden utilizarse como nuevas fuentes de RPA para roya amarilla y
de la hoja. Con los marcadores moleculares disponibles de los loci identificados; la resistencia de
Huites F95 puede transferirse de manera facil y rapida en lineas avanzadas para obtener una
variedad con resistencia durable a roya mediante la seleccion asistida por marcadores
moleculares.

Palabras clave: loci RPA, marcadores moleculares DArT, roya de la hoja, roya amarilla.
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INTRODUCTION

Bread wheat (Triticum aestivum L.) occupied the largest planting area with biggest production
in the world (FAO, 2016). In Mexico, the two major wheat-growing regions are located in the
Northwest and El Bajio, which contributes to the 65 and 17 %, of the total production (SIAP,
2017). Leaf rust (LR) and stripe rust (YR), caused by Puccinia triticina and P. striiformis f. sp.
tritici, respectively, are the most destructive wheat diseases resulting in the largest losses
throughout the world (Singh et al., 2011; Khan et al., 2013). Leaf rust causes wheat yield losses
ranging from 10 to 50% (Huerta-Espino et al., 2011). Recently, stripe rust became an important
disease due to the appearance of new aggressive races present in the near-Himalayan region of
Asia and infected the host under warmer temperature (Hovmoller et al., 2016). In 2014, a stripe
rust epidemic occurred in farm fields of Mexico and the isolates MEX14.141 and MEX14.191
virulent to Yr2, 3, 6, 7, 8,9, 17, 27 y 31 and Yrl, 2, 3, 6, 7, 8, 9, 17, 27 y 31 were identified
(Huerta-Espino et al., 2015). These new virulence combinations caused yield losses from 50 to
84% in Mexican highlands cultivar Nana F2007 (Solis et al., 2016). Therefore, growing resistant
varieties is the most efficient way to manage these disease resulting in reduction of pathogen
growth, minimal damage to the host plant, zero input of pesticides from the farmers and most

important the environment friendly (Gururani et al., 2012).

Rust resistance in wheat fall into two broad categories race-specific resistance and non-race
specific resistance. The former shows response with hypersensitive in both seedling and adult
plant stages with quality inheritance, while the non-race specific resistance usually shows
resistance at post-seedling growth stage, partial resistance with different levels of response
depending on the genetic background. This type of resistance is also called adult plant resistance

(APR) (Chen, 2005; Lagudah, 2011; Khan et al., 2013). Singh et al. (2011) indicate that although
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the life of effective race-specific resistance genes can be prolonged by using gene combinations,
an alternative approach is to deploy varieties that possess APR based on combinations of minor
slow rusting genes. However, APR genes do not confer adequate resistance especially under high
disease pressure when present alone, whereas a genotype will reach “near-immunity” or a high
level of resistance when 4-5 of this type of resistance genes are combined (Singh et al., 2000,

Singh et al., 2011).

So far, more than 76 LR and 78 YR genes have been catalogued (Mclntosh et al., 2016); of
these, a total of 15 genes for LR (Lr12, Lr13, Lr22a, Lr22a, Lr22b, Lr34, Lr35, Lr37, Lr46, Lr48,
Lr49, Lr67, Lr68, Lr74, Lr75) and 17 genes for YR (Yrll, Yrl2, Yrl3, Yrl4, Yrl6, Yrl8, Yr29,
Yr30, Yr4d6, Yr48, Yr49, Yr54, Yr59, Yr62, Yr68, Yr71, Yr75) confer APR (Mclintosh et al., 2016).
Only three of them, Lr34/Yr18/Pm38/Sr57 (Singh et al., 2012), Lr46/Yr29/Pm39/Sr58 (Singh et
al., 2013), and Lr67/Yr46/Pm46/Sr55 (Herrera-Foessel et al., 2014) show pleiotropic adult plant
resistance (PARP) effects to leaf rust, stripe rust, powdery mildew and stem rust in nature.
According to quantitative trait locus/loci (QTL) mapping for rusts in wheat, around 80 leaf rust
resistance QTL and 140 stripe rust resistance QTL have been reviewed by Li et al. (2014) and

Rosewarne et al. (2013), respectively.

Molecular markers especially PCR based ones have been successfully used in marker-assisted
selection to accelerate the process of gene pyramiding (Mallick et al., 2015, Gupta et al., 2010).
In the last 10 years, a number of generic DNA fingerprinting methods, such as restriction
fragment length polymorphism (RFLP), random amplified polymorphic (RAPD), simple
sequence repeat (SSR), and diversity arrays technology (DArT), have been used successfully to

map rusts resistance genes/loci in wheat attribute to their stable result, low cost and high
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throughput (Yang, 2012, Li et al., 2015, Gupta et al., 2010, Liu and Tsunewaki 1991). DArT can
detect and genotype DNA variations at several hundred genomic loci in parallel without relying
on sequence information. DArT markers have been successfully applied to genetic maps and
diversity analyses of study numerous species (Zhou et al., 2015; Mace et al., 2008; Jaccoud et al.,

2001).

Huites F95 is a spring bread wheat (Triticum aestivum L.) cultivar developed cooperatively by
National Research Institute for Forestry, Agriculture and Animal sciences (INIFAP) and the
International Maize and Wheat Improvement Center (CIMMYT). It was released in Mexico by
INIFAP in 1995. Huites F95 derived from the cross of VEERY/KOEL (Barrera, 1995). It has
shown resistance to LR and YR over last 20 years, whereas the genetic basis of rusts resistances
in this cultivar is not clear. The objectives of this study were to (1) investigate the genetic basic
resistance to LR and YR in an Avocet-YrA x Huites F95 Fs RIL population, and (2) identify

resistance loci for two rusts at the adult plant stage using molecular markers.
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MATERIALS AND METHODS
Plant materials

The mapping population used in this study consisted of 139 Fs-derived Fs recombinant inbred
lines (RILs) were derived from a cross between Avocet-YrA and Huites F95. Avocet is a
reselection from susceptible line ‘Avocet S’ that lacks resistance gene YrA and susceptible to both
LR and YR at seedling and adult plant stages. Huites F95 (pedigree: VEERY/KOEL) shows
susceptible to both rusts in seedlings, but it presents high levels of APR to dominate races of two
rusts under Mexican environment. The RIL population generated through single-seed descent,
where one random spike was harvested in each generation and advanced to the next generation by
sowing as a hill plot. The same-single seed source of the Fs RILs and parents was used in all
experiments.

Field experiments

The RILs and parents were evaluated for APR to LR at four Mexican field sites: CIMMYT
Norman E. Borlaug Experimental Station (CENEB), near Ciudad Obregon, in the 2012-2013,
2013-2014 and 2014-2015 (abbreviated LR2013Y, LR2014Y and LR2015Y, respectively) and
CIMMYT research station at El Batan in 2014 (LR2014B experiment). The same population and
parents were also evaluated for YR responses at the CIMMYT research station near Toluca,
Mexico, during the 2013, 2014 and 2015 crop seasons (YR2013M, YR2014M and YR2015M

experiments, respectively) at EI Batan in 2015 (YR2015B experiment).

Field plots consisted of 0.7 m long paired rows with approximately 60 plants of each line. A
mixture of Morocco and the Avocet-YrA near-isoline for Yr24 and Yr26 (susceptible to LR but
resistant to YR), was used as LR spreader, whereas a mixture of Morocco, Avocet for Yr31, and

six lines possessing Yr3, Yr9 and Yr27 gene, derived from the cross Avocet/Attila, were used as
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YR spreaders. Spreaders were planted around the experimental area and as hill plots in the middle
of a 0.3 m pathway on one side of each experimental plot. LR epidemic was initiated by spraying
an equal mixture of P. triticina races MCJ/SP and MBJ/SP, suspended in Soltrol 170. The
avirulence/virulence formulas of MCJ/SP is: Lr2a, 2c, 3ka, 9, 16, 18, 19, 24, 30/1, 3, 3bg, 10, 11,
13, 15, 17, 23, 26, 27+31 and MBJ/SP is Lr2a, 2c, 3ka, 9, 16, 18, 19, 24, 26, /1, 3, 3bg, 10, 11,
13, 15, 17, 23, 27+31 (Villasefior-Espin et al., 2003). The only difference between the two races
is that MCJ/SP is completely virulent against Lr26, whereas MBJ/SP is partially virulent against
this gene. Spreaders for YR studies were sprayed in a similar manner with a mixture of P.
striiformis isolates Mex96.11, Mex08.13 and Mex14.191. Mex96.11 is virulent to Yr27 and
avirulent to Yr31 (Wiliam et al., 2003), whereas Mex08.13 is avirulent to Yr27 and virulent to

Yr31 (Huerta-Espino et al., 2011). Mex14.191 is virulent to both Yr27 and Yr31.

Disease severity (DS) on parents and RILs was scored based on the modified Cobb scale
where the percentage rusted tissues (0-100 %) was visually estimated according to Peterson et al.
(1948). The first note was recorded when the susceptible parent Avocet-YrA displayed
approximately 80% severity, and thereafter continued at weekly intervals until severity reached
90 to 100%. For repeated measurement, the area under disease progress curve (AUDPC) was

calculated using the method suggested by Bjarko and Line (1988).

Genetic and statistical analysis
The RIL population and their parents were evaluated with a single replication. Based on
disease severity and adult pant response, RILs were classified into three different phenotypic
categories according to Singh and Rajaram (1992): homozygous parental type resistant (HPTR),

homozygous parental type susceptible (HPTS), and lines with different responses from the two
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parents (OTHER). The number APR genes for LR and YR in the Avocet-YrA x Huites F95
population was estimated using Mendelian segregation analysis (Knott and Padidam 1988; Singh
and Rajaram 1992), where the observed frequencies for each category (HPTR: HPTS: OTHER)
were tested against the expected frequencies for different numbers of additive genes using Chi-

square (y?) analysis.

Molecular markers, linkage map construction, and QTL analysis

The DNA of parents and RILs were extracted using the CTAB method described in the
molecular breeding manual by the International Maize and Wheat Improvement Center
(Dreisigacker et al., 2016). The parents and 139 RILs selected for homozygosity of phenotypic
responses were analyzed in Australia with diversity arrays technology (DArT) array and
DArT_GBS. In addition, 48 polymorphic simple sequences repeat (SSR) markers have been used
to genotype the whole population in CIMMYT biotech laboratory, including one cleaved
amplified polymorphic sequence (CAPS) marker, csLV46G22. A total of 12,966 polymorphic
markers were used to construct the genetic linkage map with Joinmap 4.1 (Van Ooijen, 2006).
QTL mapping for FDS and AUDPC from each experiment and mean of FDS (YRM and LRM)
across experiments for both LR and YR diseases was carried out using inclusive composite
interval mapping (ICIM) (Meng et al., 2015) and the result was confirmed by QTL Cartographer
2.5 (Wang et al., 2012). Linkage maps were graphically visualized with MapChart (\Voorrips,
2002). The logarithm of odds (LOD) threshold to declare significant QTL for each trait was
determined based on 1,000 permutation tests. Stepwise regression was used for detecting the
percentages of phenotypic variance explained (PVE) by individual QTL and additive effects at

the LOD peaks.
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RESULTS
Phenotypic evaluation in the adult plant stage
The final disease severity (FDS, %) and reaction to LR were ‘80-100 S’ for Avocet-YrA and
‘5-20 MSS’ for Huites F95 during the four crop seasons. Mean of final LR severity (LRM) for
RILs ranged from 40 to 74% across four experiments (Table S1). The frequency distribution for
RILs of LR severities showed continuous and approximately normal distributions over four years
(Fig.1a), indicating the quantitative inheritance of APR to LR. Approximately 2 to 3 LR APR

genes were estimated based on the Mendelian segregation analysis (Table S1).

The FDS (%) and infection responses to YR were ‘90-100 S’ for Avocet-YrA and ‘1-5 MS’ for
Huites F95 during the four crop seasons. Mean of final YR severities (YRM) of RILs ranged from
36 to 53% across four years (Table S1). Quantitative inheritance of APR to YR was also observed
according to the continuous and approximately normal distributions of RILs for YR severities
over four environments (Fig. 1b). In addition, genetic analysis showed that 4 YR genes
contributed to APR in Avocet-YrA x Huites F95 population based on both gquantitative estimates

(Table S1).
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Table S1. Estimated number of resistance genes that confer adult plant resistance (APR) to
leaf rust and stripe rust in 139 Avocet-YrA x Huites F95 Fs recombinant inbred lines (RILS)

based on Mendelian segregation analysis.

Response category
No. of RILs (adult plant)?

of RILs
LR13Y LR14Y LR14B LR15Y YR13M YR14M YR15M YR15B

Avocet-YrA 90S 90S 90S 100S 100S 90S 90S 100S
Huites F95 20MSS 15MSS 5MS 20MSS 1MS 1MS SMS 1MS
Population mean 74 54 40 61 39 36 53 43
HPTSP 33 5 7 16 2 1 4 2
HPTR® 17 16 6 11 10 2 3 1
OTHERY 89 115 125 110 127 130 131 134
Missing 0 3 1 2 0 6 2 3
Total 139 139 139 139 139 139 139 139
No. of gene(s) 2 3 3 3 4 4 4 4
P value® 0.08 0.06 0.07 0.38 0.04 0.07 0.55 0.06

& Disease severity and host response to infection determined for leaf rust at Ciudad Obregon
during the 2012-2013(LR2013Y), 2013-2014 (LR2014Y) and 2014-2015 (LR2015Y), El Batan
2014 (LR2014B) and for stripe rust at Toluca during the 2013 (YR2013M), 2014(YR2014M),
2015 (YR2015M) and El Batan during 2015 (YR2015B) seasons to determine the adult plant
response category of RILs.

b Homozygous parental type susceptible

“Homozygous parental type resistant

dLines with responses different from the two parents

¢ P value is for the y2 test. The expected ratio of RILs grouped under HPTS, HPTR, and OTHER
are 0.191:0.191:0.618, 0.084:0.084:0.832, and 0.037:0.037:0.926 for segregation of 2, 3, and 4
independently inherited genes, respectively, in the Fs-derived Fs generation.
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Pearson correlation coefficients (r) of LR severities for 139 RILs were significant correlated
among four years (r = 0.77-0.87), whereas it was a bit low but significant correlations were
observed for YR severities (r = 0.44-0.87) (Table 1). The similar significant correlations were

also found between LR and YR severities (r= 0.42- 0.80) in all environments.

Table 1 Phenotypic correlations among final leaf rust severities over four environments
(Ciudad Obregon LR2013Y, LR2014Y and LR2015Y; El Batan LR2014B) and the same
number of environments for final stripe rust severities (Toluca YR2013M, YR2014M and

YR2015M; El Batan YR2015B) in the Avocet-YrA x Huites F95 RILs population.

Environment LR2013Y LR2014Y LR2014B LR2015Y YR2013M YR2014M YR2015B

LR2014Y 0.86"

LR2014B 0.82™ 0.87"

LR2015Y 0.77" 0.87" 0.81"

YR2013Y 0.54™ 047" 0.46™ 0.42™

YR2014M 0.76" 0.68™ 0.68™ 0.62™ 0.56"

YR2015B 0.60™ 0.55™ 0.49™ 0.46™ 0.44™ 0.70™
YR2015M 0.80™ 0.76™ 0.75™ 0.73" 0.58™ 0.87" 0.75™"
“P<0.0001

Linkage map construction
In total, 1,113 diversity arrays technology (DArT) array, 7,131 SILICO-DAIrT, 4,674 single
nucleotide polymorphism (SNP) and 48 simple sequence repeat (SSR) markers showed
polymorphic between two parents and were used to construct the genetic linkage map with 139
RILs. Finally, 69 groups mapped with representatives from each chromosome. Only the genetic

linkage maps related to the location of detected QTL are reported herein.
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QTL mapping for co-located APR to LR and YR

Three co-located APR loci against LR and YR were detected in the Avoce x Huites F95 RILS
population wusing ICIM with 1,000 permutations. The most important QTL, QLr.cim-
1BL/QYr.cim-1BL, was mapped in the same region as Lr46/Yr29 based on the near diagnostic
marker csLV46G22. This locus was located in the interval of markers 3030959 10:G>A and
1862932 on chromosome 1BL (Fig. 2a), explaining 49.3-70.5% and 28.8-56.3% of LR and YR
severities variations, respectively (Table 2). This locus had a major effect on both rusts across all
field trials and was detected with high LOD scores (24.6-42.5 for LR and 24.6-38.9 for YR).

The second resistance QTL QLr.cim-1AL/QYr.cim-1AL mapped on the long arm of
chromosome 1A and flanked by molecular markers 1109123 and 4005370 (Fig. 2b). It explained
40 % of LR and 2.4% of YR variance (Table 2). The third resistance QTL QLr.cim-
5AL/QYr.cim-5AL was located in the interval of molecular markers 3022753 and wPt-730410 on
chromosome 5AL (Fig. 2c) and explained 6.7 % of LR and 2.9% of YR variance (Table 2).
Although these two minor QTL were only detected in one environment for each rust, their effect
on both rusts have been confirmed by single marker analysis (Table S2). These three pleiotropic

APR QTL were derived from the resistant parent Huites F95.

QTL mapping for APR to leaf rust
Three additional QTL for LR resistance were detected in the Avocet-YrA/Huites F95
population those derived from the susceptible parents Avocet-YrA. The first QTL, QLr.cim-2AS,
was located on the chromosome 2AS and flanked by markers 1081450 and 3958592. This QTL
was detected in the LR2015AY and LRM and respectively explained 3.4 to 4.3% of the variation
(Table 2). The second QTL, QLr.cim-5A, detected in LR2014BB and LR2014AB and explained

2.2 to 4.7 % of the variance for LR severity, respectively. It was flanked by markers
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1203148 10:A>T and 100510504 47:C>T (Table 2). The third QTL was mapped on the
chromosome 6BL and flanked by markers 4541072 and 1239803. It was detected in LR2014YB
and LR2014AY and respectively explained 5.4% and 4.5 % of the variation (Table 2). These
three resistance loci have been detected from the susceptible parent Avocet-YrA across two
environments. However, single marker analysis confirmed their effect on both rusts and RILs
carrying allele-Avocet-YrA (allele-A) showed lower disease severity than RILs carrying allele-

Huites F95 (allele-B) (Table S2).

QTL mapping for APR to stripe rust

Three YR resistance QTL were detected in the Avocet-YrA x Huites F95 population. The first
QTL, QYr.cim-3B, was flanked by markers 3532697 and 1217990 31:C>G on chromosome 3B.
It explained 31.6% and 34.3% in YR2013MC and YR2013AM, respectively, of the variation
(Table 2). This locus only showed highly significant difference between RILs with positive allele
(allele B) and RILs with negative allele (allele A) in 2013 (Table S2). The second minor APR
QTL derived from Avocet-YrA, QYr.cim-4BS, was located in interval of molecular markers
4537717 and 4408378 on chromosome 4BS, explaining 3.4 to 8.9% of YR variation over four
environments (Table 2). A significant YR resistance QTL derived from the resistant parent
QYr.cim-6BS was located in markers interval of 3951504 and 3024634 on chromosome 6BS. It

explained 3.0 to 20.1% of stripe rust variation over two years.
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Table 2 Position and effects of quantitative trait loci (QTL) for adult plant resistance (APR)
to leaf rust (LR) and stripe rust (YR), area under the disease progress curve (AUDPC), and
mean final disease severity over all environments (LRM and YRM) using inclusive

composite interval mapping (ICIM) by IciMapping 4.0 in the Avocet-YrA x Huites F95 RIL

population.
QTL? Env  Position®  Left Marker RightMarker ~ LOD® PVE(%)! Add®
LR-YR QLr.cim-1AL LR2013AY 17 1109123 4005370 2.9 4.0 54.2
QYr.cim-1AL  YR2015AM 17 1109123 4005370 4.8 2.4 58.2
QLr.cim-1BL LR2013AY 132 1132278 20:C>T 4911154 _14:T>C 24.6 49.3 191.0
LR2014YB 132 1132278 20:C>T 4911154 _14:T>C 29.2 60.4 19.2
LR2014AY 150 1080616 1862932 29.1 61.2 75.7
LR2014BB 117 1697802_18:G>A 977077_9.C>G 42.5 63.6 20.4
LR2014AB 116 3030959 10:G>A  1697802_18.G>A 33.8 61.5 113.4
LR2015AY 117 1697802_18:G>A 977077_9.C>G 40.8 70.5 176.6
LRM 150 1080616 1862932 26.6 57.6 16.0
QYr.cim-1BL YR2013MC 150 1080616 1862932 294 314 18.7
YR2013AM 117 1697802_18:G>A 977077_9:.C>G 25.6 28.8 178.5
YR2014MB 150 1080616 1862932 24.6 42.9 15.2
YR2014AM 117 1697802_18:G>A 977077_9:.C>G 27.1 42.0 93.6
YR2015MC 150 1080616 1862932 31.1 56.3 20.1
YR2015AM 117 1697802_18:G>A 977077_9:.C>G 38.9 36.2 227.0
YRM 116 3030959 10:G>A  1697802_18.G>A 24.9 39.8 16.3
QLr.cim-5AL LR2014AB 265 3022753 wP1t-730410 5.8 6.7 37.9
QYr.cim-5AL YR2015MC 260 3022753 wPt-730410 2.7 2.9 4.6
LR QLr.cim-2AS LR2015AY 525 1081450 3958592 3.9 3.4 -39.0
LRM 525 1081450 3958592 3.1 4.3 -4.4
QLr.cim-5A  LR2014BB 547 1203148 _10:A>T 100510504 _47.C>T 3.1 2.2 -3.9
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LR2014AB 547 1203148_10:A>T 100510504 _47:C>T 45 4.7 -31.9

QLr.cim-6BL LR2014YB 116 4541072 1239803 4.1 5.4 -6.0
LR2014AY 116 4541072 1239803 3.3 4.5 -21.7

YR QYr.cim-3B  YR2013MC 36 3532697 1217990_31:C>G 29.7 31.6 18.8
YR2013AM 36 3532697 1217990_31:C>G 28.9 34.3 195.6
QYr.cim-4BS YR2013AM 11 4537717 4408378 4.2 3.5 -62.9
YR2013MC 14 4408378 2260614 4.6 3.4 -6.3

YR2014AM 17 4408378 2260614 7.6 8.9 -45.4

YR2014MB 20 4398172 1094196 5.9 7.4 -6.6
QYr.cim-6BS YR2015MC 19 3951504 100001848 4.2 4.8 5.8
YR2015AM 37 1079955 3024634 6.0 3.0 65.8

YR2015BC 38 1079955 3024634 2.7 9.1 151

YR2015AB 38 1079955 3024634 9.7 20.1 105.3

YRM 38 1079955 3024634 5.6 7.3 7.0

8QTL that extend across single one-log support confidence intervals were assigned the same
symbol, ® Peak position in centi-Morgans ¢ Logarithm of odds (LOD) score based on 1,000
permutations, ¢ PVE is the proportion of phenotypic variance explained by the QTL, ¢ Addiive
effect of phenotypic variance for each QTL.
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Figure 1. Frequency distributions of Avocet-YrA x Huites F95 recombinant inbred lines
(RILs) for final leaf rust severity (a) in field trials at Ciudad Obregon during the 2012-2013
(LR2013Y), 2013-2014 (LR2014Y) and 2014-2015 (LR2015Y), El Batan 2014 (LR2014B)
and (b) for stripe rust at Toluca during the 2013 (YR2013M), 2014(YR2014M), 2015
(YR2015M) and EI Batan during 2015 (YR2015B). Mean values for the parents, Avocet-
YrA and Huites F95, are indicated by arrows.
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Figure 2. Likelihood plots of quantitative trait loci (QTL) for adult plant resistance (APR)
to both rusts on chromosomes 1BL (Fig. 2a), 1AL (Fig.2b), 5AL (Fig.2c) respectively,
identified by IciMapping 4.0 in the Avocet-YrA x Huites F95 RIL population. Significant
LOD thresholds were detected based on 1,000 permutations. Positions (in cM) of the
molecular markers along chromosomes are shown on the vertical axes; cumulated genetic
distances of linkage group are also shown. LR2013Y, LR2014Y, LR2015Y and LR2014B
are leaf rust field test at Ciudad Obregén during the 2012-2013 , 2013-2014 and 2014-2015
and at El Batdn in 2014, respectively, whereas YR2013M, YR2014M, YR2015M and
YR2015B are stripe rust field test at Toluca during the 2013 , 2014, 2015 and at El Batan
during 2015, respectively. LR2013AY, LR2014AY, LR2015AY, LR2014AB, YR2013AM,
YR2014AM YR2015AM and YR2015AB, area under the disease progress curve (AUDPC)
of each crop season; LRM and YRM, the mean of final disease severity over LR2013Y,
LR2014Y, LR2015Y and LR2014B, and over YR2013, YR2014, YR2015M and YR2015B,
for leaf rust and stripe rust, respectively.

57



Table S2. Confirming effect of six unstable resistance QTLs by single marker analysis using area under disease progress (AUDPC) of

each Crop season.

QLr.cim-1AL / QLr.cim-5AL /

Environment QYr.cim-1AL QYr.cim-5AL QLr.cim-2AS QLr.cim-5A QLr.cim-6BL QYr.cim-3B

A B P-value A B P-value A B P-value A B P-value A B P-value A B P-value

LR2013Y 866 754  0.02 872 716 0.002 757 890 0.006 736 857 0.02 772 903 0.01

LR2014Y 245 218 0.12 245 205 0.03 208 257 0.005 204 250 0.01 213 667 0.03

LR2014B 315 259 0.03 321 229 0.0005 254 326 0005 251 309 003 271 323 0.06

LR2015Y 454 496 0.11 453 383  0.07 373 480 0.003 377 458 0.03 395 484 0.02

YR2013M 420 384 0.54 461 298 0.005 563 190 0.0001
YR2015B 547 405 0.00038 511 392 0.002 462 502 0.3
YR2015M 627 504  0.02 619 459 0.003 568 561 0.9

A= Avocet-YrA; B= Huites F95; LR2013Y, LR2014Y, LR2015Y=Leaf rust at Ciudad Obregon during the (2012-2013; 2013-2014 and 2014-2015);
LR2015B, YR2015B= El Batan 2014, 2015; and for stripe rust at Toluca during the 2013, 2014 and 2015.
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DISCUSSION

Huites F95 is a spring wheat cultivar, which has remained resistant to LR and YR at the adult
plant stage in Mexico. Qualitative genetic analyses indicated that Huites F95 resistance to LR and
YR was controlled by two or three APR genes for LR and four APR gene for YR. Inclusive
composite interval mapping mapped six resistance loci for LR and the same number for YR
resistance by using FDS, AUDPC and MFDS in Avoce x Huites F95 population. Similar results
have been reported previously that qualitative methods normally under-estimate the number of
resistance genes in comparison to the number of QTL detected in mapping population. (Basnet et
al., 2013; Lan et al., 2014). In addition, although significant correlation was observed between
different years, the YR phenotype in 2013 showed lower correlation with other 3 environments,

which might due to new YR race has presented since 2014.

QTL for co-located APR to both LR and YR

Three co-located APR loci against LR and YR were detected in the Avocet-YrA x Huites F95
RILs population. The most important QTL, QLr.cim-1BL/QYr.cim-1BL, was detected near the
distal end of chromosome 1BL. This locus was identified as the known pleotropic APR gene
Lr46/Yr29 based on the tightly linked marker csLV46G22. Lr46/Yr29, which was first identified
in ‘Pavon 76’ (Singh et al., 1998; William et al., 2003), provides partial adult plant resistance to
the three rust diseases and powdery mildew in wheat (Herrera- Foessel et al., 2014; Lillemo et
al., 2008). This locus has also been reported in other mapping populations (Basnet et al., 2014;
Calvo-Salazar et al., 2015; Lan et al., 2014; Lan et al., 2015; Rosewarne et al., 2008; Rosewarne
et al., 2012; William et al., 2006). William et al., (2003) indicates that Lr46/Yr29 explained

phenotypic variation approximately 45 and 25% for leaf rust and yellow rust respectively, when it
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presented alone. In case of Huites F95, the effect of this gene increased (49.3-70.5% and 28.8-
56.3% of LR and YR severities variations, respectively) in combination with other QTL on the

different chromosomes.

The second co-located resistance QTL, QLr.cim-1AL/QYr.cim-1AL, was mapped on
chromosome 1AL and flanked by molecular markers 1109123 and 4005370. Bariana et al. (2010)
mapped QYr.sun-1A in wheat variety Janz and flanked by the marker gwm164. It explained 6-7%
stripe rust variation in the field. On the other hand, Rosewarne et al. (2012) identified a YR
resistance QTL in Pastor on chromosome 1AL with a LOD of 4.9. In addition, QYr.caas-1AL was
mapped in Naxos with ad LOD of 3.8 (Ren et al., 2012). According to leaf rust resistance locus in
chromosome 1AL, QLr.hebau 1AL has been mapped in wheat cultivar Shanghai 3/Catbird and
flanked by SSR markers Xbarc213 and Xcfa2219. It explained 5.3-8.2% of the phenotypic
variance (Zhou et al., 2014). Gao et al. (2016) reports QLr.umn-1AL that mapped to position
149.8 ¢cM on chromosome 1AL based on a genome wide association study (GWAS). So far, no
co-located/pleiotropic rusts resistance loci have been reported on chromosome 1AL. Therefore,
QLr.cim-1AL/QYr.cim-1AL from Huites F95 might be a new potential pleiotropic rusts resistance

locus in wheat.

The third co-located resistance QTL, QLr.cim-5AL/QYr.cim-5AL, was mapped on the long
arm of chromosome 5A and flanked by molecular markers 3022753 and wPt-730410. It was
located to 260-265 cM position based on DArT consensus map (Maccaferri et al., 2015). A QTL
in 5A with small effect for yellow rust was identified in Opata M85, in the range of Fbb209-

abg391 markers with a LOD of 2.8 (Boukhatem et al., 2002). On the other hand, Lan et al. (2010)
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identified a QTL with effect for yellow rust in Pingyuan 50 on chromosome 5AL and flanked by
SSR markers Xwm410 and Xbarc261 with a LOD of 2.0 to 5.6. Rosewarne et al. (2012) mapped
one QTL on chromosome 5AL in Pastor and flanking by DArT markers wPt-0837 and wPt-5231
at a position of 88.6 cM. Hou et al. (2015) mapped Qyrdr.wpg-5AL and closely linked to SNP
marker IWA2558 at 19.4 cM position. In addition, Kertho et al. (2015) identified a seedling leaf
rust resistance QTL in chromosome 5AL in a genome wide association study (GWAS) consists of
winter wheat landrace accessions. Therefore, QLr.cim-5AL/QYr.cim-5AL should be a new co-

located rusts resistance locus in Huites F95.

APR QTL for leaf rust

Three minor QTL conferring resistance to LR were mapped from the susceptible parents
“Avocet-Yr4” and they were located on chromosomes 2AS, 5A and 6BL in the present study
which was consistent with the transgressive segregation among the present population over four
LR environments (Fig. 1), indicating that both parents contribute leaf rust resistance genes in the
population. The similar result has been reported by Niks et al. (2011) that both parents carry
different partial resistance gene/QTL results in transgressive segregation among progenies.
Transgressive segregation also noticed in the Avocet/Chapio population, indicating that QTL
derived from Avocet was present (Yang et al., 2013). Rosewarne et al. (2012) mapped several
QTL in Avocet and located on chromosomes 2A, 2D and 5AL. Thus, two resistance loci
identified in the present study should be the same as chromosomes 2A and 5A those mapped by

Rosewarne et al. (2012).

QLr.cim-6BL was located in the interval of markers 4541072 and 1239803 on the

chromosome 6BL and explained 5.4% and 4.5 % of leaf rust variation with a LOD 3.3t0 4.1. Chu
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et al. (2009) identified QLr.fcu-6BL on chromosome 6BL in wheat lines TA4152-60 and ND495.
It was flanked by SSR markers Xbarc5 and Xgwm469.2, whereas they were located on wheat
chromosome 6D based on the consensus map (Somers et al., 2004). Therefore, QLr.cim-6BL

should be a new leaf rust resistance locus in wheat.

APR QTL for stripe rust

Three additional stripe rust resistance QTL were mapped on chromosomes 3B, 6BS and 4BS
in the present population. QYr.cim-3BS was located in the markers 3532697 and
1217990 31:C>G and explained 31.6% and 34.3% in YR2013MC and YR2013AM,
respectively, of the variation. It was closely linked to wPt-7907 based on DArT consensus map.
Stripe rust APR gene, Yr30 (Singh et al., 2000), a stem rust APR gene, Sr2 (Spielmeyer et al.,
2003) and Fusarium head blight resistance gene, Fhbl (Cuthbert et al., 2006) were located in the
same chromosome region as QYr.cim-3B. Yr30 is associated with the pseudo-black chaff (Pbc)
morphological marker (Kota et al. (2006). However, Pbc was neither observed in Huites F95 nor
in the progeny of Avocet-YrA / Huites F95 in the field, which rule out of the possibility of Sr2
gene exists in the present study. Thus, QYr.cim-3BS might be a new race specific adult plant
resistance gene in Huites F95 due to only presented in 2013 season. In addition, several wheat
lines reported carrying YR resistance QTL on chromosome 3BS, such as AGS2000 (Hao et al.,
2011), Chapio (Yang et al., 2013), Oligoculm (Suenaga et al., 2003), Opata 85 (Singh et al.,
2000), Pawan 76 (William et al., 2006), Renan (Dedryver et al., 2009) and Kukri (Bariana et al.,
2010). The relationship between these loci and QYr.cim-3BS is not clear due to lack of common
molecular markers.

The second minor APR QTL derived from Avocet-YrA, QYr.cim-4BS, flanked by molecular
markers 4408378 and 2260614 located on chromosome 4BS. So far, only one stripe rust
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resistance QTL was mapped on the short arm of chromosome 4B. It was from wheat line
Oligoculm and flanked by SSR marker Xgwm538 (Suenaga et al., 2003). It is hard to confirm the
relationship between QYr.cim-4BS and QTL from Oligoculm due to absent the common

molecular maps.

The third major APR QTL derived from Huites F95, QYr.cim-6BS, flanked by molecular
markers 3951504 and 100001848 .Several YR resistance QTL have been mapped on
chromosome 6BS, such as Bariana et al. (2010) mapped QYr.Sun-6B in Janz cultivar and flanked
by markers wPt-8183 to wPt-1700. Bai et al. (2012) identified QYr.caas-6BS.1 in wheat cultivar
Ibis and flanked by SSR markers Xwmc487 and Xgwm768. Santra et al. (2008) identified
QYrst.wgp-6BS.1 and QYrst.wgp-6BS.2 in Stephens and flanked by Xgwm132 and Xgdm113. Lan
et al. (2010) identified QYr.caas-6BS.1 in Chinese landrace Pingyuan 50 and it was closely linked
to molecular marker Xgwm361. The QTL mapped in Ibis and Janz should be the same as

QYr.cim-6BS based on wheat molecular markers consensus map (Somers et al., 2004).

Continuously rusts epidemics on bread wheat push breeders to identify and utilize durable
resistance source which controlled by race non-specific APR genes that presents in the present
study. According to this, Huites F95 is a high yielding spring wheat line developed by CIMMYT
and can be a promising source of APR to both rusts in wheat breeding. In the present study, three
co-located adult plant resistance (APR) loci for LR and YR, QLr.cim-1AL/QYr.cim-1AL,
QLr.cim-1BL/QYr.cim-1BL, and QLr.cim-5AL/QYr.cim-5AL, respectively, in combination with
three LR resistance loci (QLr.cim-2AS, QLr.cim-5A and QLr.cim-6BL) and three YR resistance

loci (QYr.cim-3B, QYr.cim-4BS and QYr.cim-6BS) conferred resistance to both rusts in the
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Avocet-YrA/Huites F95 population. All of co-located resistance loci were contributed by Huites
F95 those can be used as a new APR to rust source. With available molecular markers of
resistance loci, the resistance from Huites F95 can be easily and fast transferred into elite wheat to

bread durable rust resistance variety through marker assistant selection.
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RESUMEN
En los dltimos afios, la roya amarilla del trigo causada por Puccinia striiformis f. sp. tritici, se ha
convertido en una enfermedad de importancia a nivel mundial. La resistencia genética basada en
el uso de variedades resistentes es la estrategia méas efectiva para el control de esta enfermedad.
En la actualidad existen genotipos de trigo que han mostrado resistencia en diferentes afos y
ambientes de produccién por lo cual, el objetivo del presente trabajo fue determinar el tipo de
resistencia y estimar el nimero de genes que condicionan la resistencia a roya amarilla en los
genotipos Glenlea, Romero 73 y Bonza 63. Se utilizd como progenitor susceptible a Avocet-YrA
y se generaron tres poblaciones, las cuales se avanzaron hasta obtener familias Fs. Las
poblaciones se evaluaron bajo epidemias artificiales del hongo causante de la roya amarilla en la
estacion experimental del INIFAP-CEVAMEX en Chapingo México, durante el ciclo P-V/2015.
La formacion de roci6 y temperaturas entre 10 a 20 °C fueron favorables para el desarrollo de la
enfermedad lo que permitié determinar que la resistencia de Bonza 63, Glenlea y Romero 73 se
debe al efecto de genes menores de tipo cuantitativos. EI comportamiento de las familias y el
andlisis de X2 indico la presencia de tres genes que confieren resistencia de planta adulta (RPA) a
roya amarilla en los genotipos Bonza 63 y Romero 73. En la variedad Glenlea se determind que
ésta, posee de cuatro a cinco genes de RPA. Bonza 63, Glenlea, y Romero 73 poseen altos niveles
de resistencia en planta adulta a las diversas razas presentes en las principales regiones trigueras
del pais, y pueden ser progenitores valiosos en los programas de mejoramiento para lograr una

resistencia durable a roya amarilla.

Palabras claves: Puccinia striiformis f. sp. tritici, resistencia, genes, genotipos, razas, deteccion.
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ABSTRACT
The wheat yellow rust caused by Puccina striiformis f. sp. tritici has become a disease of global
importance in the last few years. The genetic resistance based on the use of resistant varieties is
the strategy that has best supported the control of this disease. Currently several genotypes exist
that have shown resistance during different years and environments, therefore, the objective of
this work is to determine the type of resistance and estimate the number of genes that condition
the resistance to yellow rust in the Glenlea, Romero 73 and Bonza 63 genotypes. Three
populations were generated using the susceptible progenitor Avocet -YrA, and were advanced
until Fs families were obtained. The populations were evaluated under artificial yellow rust
epidemics at the experimental station of the INIFAP-CEVAMEX in Chapingo Mex., during the
P-V/2015 cycle. The temperature and humidity conditions where favorable to the development of
the disease which allowed the determination that the resistance of Bonza 63, Glenlea and Romero
73 genotypes are due to the effects of minor genes and of quantitative effect. The families
behavior and the analysis of X? indicated the presence of three genes that confer the resistance of
the adult plant (APR) to yellow rust in the Romero 73 and Bonza 63 genotypes. It was determined
that the Glenlea variety possesses from four to five APR genes. Bonza 63, Glenlea and Romero
73 possess high levels of resistance in the adult plant to various races present in the principal
wheat regions of the country, and can be valuable progenitors in the wheat improvement

programs to create a more durable resistance to yellow rust.

Key words: Puccinia striiformis f. sp. tritici, resistance, genes, genotypes, races, detection.
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INTRODUCCION

A nivel mundial el trigo harinero (Triticum aestivum L.) es el cultivo que ocupa la mayor area
sembrada y el volumen de su produccion es mayor que cualquier otro grano (FAO, 2015). Su
produccién es afectada por factores bidticos y abioticos (Beddow et al., 2015). Entre los factores
biodticos, las enfermedades como las royas, ocasionadas por diferentes especies del género
Puccinia. Fetch et al. (2011) indican que las royas son las mas devastadores, ya que
historicamente han causado pérdidas considerables en rendimiento en este cereal en todo el
mundo. La roya amarilla (RA), causada por P. striiformis f. sp. tritici es una enfermedad que
ocurre en la mayoria de las areas con climas humedos y frios, esta considerada como la principal
limitante que afecta la produccion de trigo (Chen et al., 2014; Wellings, 2011). Hovmoller et al.
(2011) mencionan que las epidemias de mayor impacto desde el afio 2000 se han presentado en
zonas mas calidas, donde la enfermedad se consideraba sin importancia o ausente, la base de este
cambio parece ser la tolerancia del patdgeno a temperaturas mas elevadas (> 25 °C), como ocurre
el el Noroeste de México junto con su capacidad para esporular en un periodo de tiempo mas
corto. Beddow et al. (2015) estimaron que se pierden 5.47 millones de toneladas de trigo cada
afio por roya amarilla lo que equivale a una pérdida econémica de US$ 979 millones por afio.
Solh et al. (2012) indican que se han producido con frecuencia epidemias de roya amarilla en
varios paises causando pérdidas del 1 al 25%. Sin embargo, en 2010 se registraron pérdidas de
hasta un 80% en el Oriente Medio y el Norte de Africa. En México durante los ciclos de cultivo
del 2014, se produjo una epidemia donde se identificaron las razas fisiologicas MEX14.141 con
la férmula de avirulencia/virulencia: Yrl, 5, 10, 15, 24, 26, YrSp y YrPoll/Yr2, 3,6, 7, 8,9, 17, 27
y 31; y MEX14.146 (Yr5, 10, 15, 24, 26, YrSp y YrPoll/Yrl, 2, 3, 6, 7, 8,9, 17, 27 y 31) la Unica

diferencia entre estas dos razas es la virulencia para el gen Yrl en MEX.14.146; estas nuevas
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combinaciones de virulencia Yr27 y Yr31 provocaron pérdida de resistencia en la variedad Nana
F2007, recomendado para siembras de temporal en México, y Luminaria F2012, recomendada

para siembras en areas de riego en El Bajio (Solis et al., 2016).

La estrategia que ha sido més eficaz para el control de las royas, es el uso de variedades
resistentes, requiriéndose asi constantemente fuentes de resistencia para controlar esta
enfermedad. Los genes que confieren resistencia a royas en trigo se clasifican en tres categorias:
los que confieren resistencia en todas las etapas de crecimiento y se manifiesta desde plantula y se
mantiene durante todo el ciclo de crecimiento en ausencia de virulencia; los genes que solo
confieren resistencia en planta adulta (RPA) cuya resistencia se hace mas efectiva en la hoja
bandera que son de raza-especifica, y los genes que confieren resistencia parcial. y a menudo
como resistencia de campo y son parciales es decir se expresan fenotipos con diferentes niveles
de infeccién a la enfermedad y este tipo de resistencia es conocida como resistencia de raza no
especifica (Lagudah, 2011). Existen otros genes que confieren resistencia de raza no especifican
como Yr36 y Yr39 que son mas efectivosa temperaturas altas (> 25 °C) y se designan como genes
de resistencia de planta adulta a temperatura alta (HTAP) pero su efectividad es dudosa a
temperaturas por debajo de los 18 °C (Uauy et al., 2005). Se requieren varios genes que
condicionen la resistencia parcial (piramide de genes) que sean de efecto aditivo para conferir
niveles altos o adecuados de resistencia (Singh et al., 2000, 2005). Actualmente, el uso de genes
de raza especifica y la alta variacion genética en las poblaciones del patégeno, aunados a la rapida
tasa de seleccion de nuevas razas virulentas, ha forzado a los mejoradores de trigo a concentrarse
en estrategias que combinan varios genes de resistencia especifica y/o de raza no-especifica para

aumentar la durabilidad de la resistencia (Maccaferri et al., 2015). En el caso de la roya amarilla
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se deben combinar de 4 a 5 genes de efecto aditivo o de raza no-especifica para reducir el
progreso de la enfermedad a niveles bajos en donde so6lo se puedan observar porcentajes minimos

de severidad (5-10% de infeccion en hoja bandera)) (Singh et al., 2000, 2011).

Recientemente se ha observado que los trigos denominados como antiguos poseen buenos
niveles de resistencia a royas, y en los Gltimos afios autores como Bulli et al. (2016) reportan que
al realizar un analisis de asociacion del genoma completo en accesiones de trigo provenientes de
67 paises, han identificado 127 QTL que proporcionan resistencia a roya amarilla, dicho estudio
proporciona una vision general de la gran diversidad de fuentes de resistencia para RA que
existen en las colecciones de trigo en todo el mundo. Por otra parte, Suaste et al. (2015)
mencionan que es de gran importancia para los mejoradores, estudiar la variabilidad genética
existente en colecciones de trigo con la finalidad de detectar fuentes donadoras de genes que
permitan incrementar la expresion de los caracteres de interés agronoémico y fitopatologicos.

En la actualidad, las variedades de trigo harinero Bonza 63, Glenlea y Romero 73 han
mantenido niveles de resistencia aceptables a las diversas razas de roya amarilla que se han
presentado en México y en otras partes del mundo por lo cual, el objetivo del presente trabajo fue
determinar el tipo de resistencia a roya amarilla que poseen y estimar el niUmero de genes que

condicionan su resistencia.
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MATERIALES Y METODOS
Material genético
Para la presente investigacion se utilizaron los genotipos de trigo Bonza 63, Glenlea y Romero
73, los cuales, presentan diferentes niveles de resistencia a roya amarilla y el genotipo susceptible

Avocet-YrA, los cuales se describen a continuacion:

Avocet-YrA: es una linea proveniente de una re-seleccion de la variedad australiana Avocet
que carece de genes de resistencia a roya amarilla y es susceptible en plantula y planta adulta
(100S) a todas las razas fisioldgicas de RA que existen en México (Huerta-Espino et al., 2012),

su genealogia y pedigri es: WW119/WW151//EGRET (YrA-30Y).

Bonza 63: es una variedad de trigo harinero sin aristas liberada en el afio 1963 por el Instituto
Colombiano Agropecuario (ICA), su genealogia es: RIO NEGRO/2*BONZA 55; su ciclo
vegetativo es de 145 dias, con una altura de planta de 100 cm, posee buena calidad industrial y
recomendable en Colombia, para ambientes de produccion ubicados en alturas de 2,400 a 2,700
msnm (Zapata et al., 1967), ha mantenido niveles altos (20MR-MS) de resistencia a roya amarilla

desde su liberacién.

Glenlea: es un trigo harinero rojo de primavera, sin aristas que fue formado por el Plant
Science Department University of Manitoba, Winnipeg, Manitoba. Fue el primer trigo harinero
de primavera utilizado con licencia en Canada; fue liberado en 1972 y se derivé de la cruza

(Pembina? x Bage) x CB100 (Evans et al., 1972). Su ciclo vegetativo en ambientes de temporal
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en México es de 135 dias, con una altura de 105 cm. Glenlea ha mantenido niveles altos (5-20%

de infeccién en hoja bandera) de resistencia a roya amarilla desde su liberacion.

Romero 73: es una variedad de trigo harinero sin aristas liberada en 1973 por el Instituto
Nacional de Investigaciones Agropecuarias - Estacion Experimental Santa Catalina - Ecuador, se
derivo de la cruza Frocor-Kenya 58/Newthatch x Bonza®; su ciclo vegetativo es de 150 dias, con
una altura de planta de 100 cm; en cuanto a reaccion a enfermedades Romero 73 fue descrita
como moderadamente resistente a roya amarilla (LOMR) y a la roya del tallo (10MR), mientras

gue es moderadamente susceptible a roya de la hoja (20MS) (Lalama, 1974).

Obtencion de familias Fs

Se hicieron las cruzas mediante el método emasculacién-polinizacion manual descrito por
Mellado (2007), durante el ciclo O-1/12-13 en los invernaderos del Campo Experimental Valle de
México (CEVAMEX), perteneciente al Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas
y Pecuarias (INIFAP), ubicado en Chapingo, Texcoco, Edo. de Méx. a 19°53” LN y 99° 53’ LO a
una altitud de 2,250 msnm. En el ciclo P-V/2013 en INIFAP-CEVAMEX se sembré la F1 de
forma mateada y de cada una de las cruzas se cosecharon cinco plantas al azar. De estas cinco
plantas se usO la semilla de tres para avanzar a la siguiente generacion y las otras dos se
mantuvieron como reserva. En el ciclo O-1/13-14 se sembré la generacion F2 en dos surcos dobles
de 11 m de largo, en un lote experimental del Campo Experimental Bajio perteneciente al
INIFAP, que se encuentra ubicado en Celaya Guanajuato a 20° 34" LN y 100° 49’ LO, a 1,768
msnm. De la progenie de cada una de las tres plantas se cosecharon 50 plantas F, al azar que

dieron origen a 150 familias Fs por cada cruza y de las cuales se sembraron 118 familias de las
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cruzas Avocet-YrA/Bonza 63 y Avocet-YrA/Romero 73; y 144 familias de la cruza Avocet-
YrA/Glenlea. La generacion Fs4 se avanzé durante el ciclo O-1/14-15 para dar origen a la
generacion Fs en la cual se realizo el presente estudio. El avance generacional de la Fz a Fs se

realizd por el método de pedigri.

Evaluacion de las familias en plantula

En el Laboratorio Nacional de Royas y Otras Enfermedades del Trigo (LANARET)
perteneciente al INIFAP-CEVAMEX, bajo condiciones de invernadero (T méax. 24°C - T min.
7°C) se evaluo la resistencia de las familias Fs de las poblaciones Avocet-YrA/Bonza 63, Avocet-
YrA/Romero 73 y Avocet-YrA/Glenlea durante el mes de octubre y noviembre del 2015; para lo
cual se sembraron las familias en charolas de plastico de 20cm x 30cm x 6 cm a las que se les
agregd una mezcla de tierra estéril y peat most en una proporcion 60:40, se marcaron pequefios
orificios y se colocaron de 8 a 9 semillas por familia y colocando 24 familias por charola,
posteriormente a los 11 d después de la siembra las plantulas se inocularon con una suspension de
urediniosporas de las razas MEX96.11, MEX08.13 y CMEX14.25 a una concentracion de 1 x 10°
® urediniosporas/mL. Las plantulas inoculadas se colocaron en una camara bioclimatica con
temperaturas de 4°C por 24 horas y rocié constante por una hora. Posteriormente se trasladaron al
invernadero y después de 15 d de inoculacion se registrd su reaccion a la roya amarilla utilizando

la escala propuesta por Roelfs et al. (1992), donde lecturas del 1 al 6 se consideran resistentes y

del 7 al 9 susceptible.
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Evaluacion de las familias en planta adulta
Las familias Fs y los progenitores resistentes y el susceptible (Bonza 63, Glenlea, Romero 73y
Avocet-YrA) se evaluaron por su resistencia en planta adulta en un ensayo no replicado, en la
estacion experimental del INIFAP-CEVAMEX durante el verano del 2015. En campo, se
sembraron cada parcela incluy6 aproximadamente 70 plantas dispuestas en dos filas paralelas de
1 m. A un lado de cada parcela y alrededor del lote experimental se sembré una mezcla de
genotipos susceptibles a roya amarilla (Moroco, Avocet +Yr31 y seis lineas que poseen los genes

Yr3, Yr9y Yr27 derivadas de la cruza Avocet/Attila) que actuaron como fuente de indculo.

Para hacer una eficiente evaluacion y clasificacion de las familias Fs por su reaccion a roya
amarilla fue necesario crear epidemias artificiales mediante tres inoculaciones, utilizando una
suspension de urediniosporas de los aislamientos MEX96.11 con su férmula de
avirulencia/virulencia Yrl1,4,5,8,10,15,17,24, Sp/2,3,6,7,9,27, A (William et al., 2003) y
MEXO08.13 que es avirulenta a Yr27 y virulenta a Yr31. Las urediniosporas fueron suspendidas en
aceite mineral (Soltrol® 170; Chevron Phillips Chemical Company) y asperjadas con un
atomizador manual. Durante el ciclo del cultivo en forma natural se identificé un aislamiento
(CMEX14.25) que combina virulencia para Yr27 y Yr31 que estuvo presente en el experimento.

La severidad de la enfermedad, se registrd cuando el progenitor susceptible (Avocet-YrA)
alcanzo niveles de 80-100%; se utilizo la escala de Cobb modificada Peterson et al. (1948), y la
respuesta del hospedante a la infeccidn se determind de acuerdo con Roelfs et al. (1992), donde:
R= resistente, uredinios diminutos; MR= moderada resistencia, uredinios pequefios; MS=
moderada susceptibilidad, uredinios pequefios de tamafio moderado; y S= susceptible, uredinios

grandes.
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Clasificacion de familias
Con base en la severidad de la enfermedad y la respuesta a la infeccion, las familias Fs fueron
clasificadas en tres categorias fenotipicas de acuerdo con Singh y Rajaram (1992), lineas
homocigotas parentales tipo resistentes (LHPTR), lineas homocigotas parentales tipo susceptible

(LHPTS) y lineas con respuesta diferente a los dos padres (OTROS).

Analisis genético
Los experimentos en campo se llevaron a cabo con una sola repeticién; la estimacion del
numero de genes se realizd mediante el andlisis de segregacion mendeliana tradicional chi-

cuadrada (X?) (Singh y Rajaram 1992).
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RESULTADOS Y DISCUSION
Evaluacion fenotipica de la resistencia a roya amarilla en etapa de plantula

Los resultados obtenidos al evaluar en etapa de plantula bajo condiciones de invernadero, las
poblaciones Avocet-YrA/Bonza 63, Avocet-YrA/Romero 73 y Avocet-YrA/Glenlea; a los 15 d
después de la inoculacion se tomd la reaccion en el progenitor susceptible y resistente de las tres
poblaciones en estudio inoculadas con las tres razas; en dicha evaluacion no se encontrd
diferencia entre el progenitor susceptible y los resistentes, ambos tuvieron una reaccion de
susceptibilidad, lo que indica que los genotipos Bonza 63, Romero 73 y Glenlea no tienen genes
de resistencia de raza especifica a roya amarilla para las tres razas y el tipo de resistencia que
poseen es de planta adulta, , de patogenia lenta u horizontal. Dicha resistencia se caracteriza por
expresar susceptibilidad en etapa de plantula (Lagudah, 2011; Niks et al., 2011). Por otra parte
Singh et al. (2015) indica genotipos con resistencia de planta adulta son ideales para tomarlos

como fuente de resistencia a royas.

Evaluacion fenotipica de la resistencia a roya amarilla en etapa de planta adulta
La formacién de rocié durante el periodo de infeccidn y temperaturas entre 10 a 20°C fueron
favorables para el desarrollo de la roya amarilla en la estacion experimental INIFAP-CEVAMEX
durante el ciclo P-V/2015, lo que permitio realizar la evaluacion y clasificacion de las familias
Avocet-YrA/Bonza 63, Avocet-YrA/Glenlea y Avocet-YrA/Romero 73. La severidad final de la
enfermedad (SFE) y la reaccion a RA para el progenitor susceptible (Avocet-YrA) fue de 100S,
mientras que para los progenitores resistentes fue de 10MS (10 % de severidad) para Bonza 63 y

Romero 73 y para Glenlea 5 % de severidad y una reaccion de moderada susceptibilidad (MS).
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Al analizar el comportamiento de las familias con respecto a los niveles de infeccidn, no se
observo una distribucion discreta de clases que pudiese indicar la presencia de genes de
resistencia de raza especifica o de efectos mayores. Lo que se observo, fue una variacion continua
o distribucién aproximadamente normal, lo que indica que la resistencia que poseen los genotipos
Bonza 63, Glenlea y Romero 73 es debida al efecto de genes menores y es de tipo cuantitativa
como se observa en la Figura 1. Esta afirmacion coincide con la reportada por Singh et al. (2011),
en otros estudios en términos de distribucion fenotipica en poblaciones con resistencia lenta a la

enfermedad.
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Figura 1. Distribucion continta de familias Fs basadas en el porcentaje de severidad final
de RA de los progenitores y familias: a) Avocet-YrA/Bonza 63, b) Avocet-YrA/Romero 73y
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c) Avocet-YrA/Glenlea.

Estimacion del niamero de genes que condicionan resistencia a roya amarilla en familias Fs
La evaluacion realizada en el ciclo P-V/2015 de las familias de las cruzas Avocet-YrA/Bonza
63, Avocet-YrA/Romero 73 y Avocet-YrA/Glenlea, basandose en el porcentaje de severidad final,

las lineas se clasificaron en tres categorias fenotipicas. En el Cuadro 1 se presentan los resultados
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de las proporciones fenotipicas de dichas poblaciones donde se indica que en la poblacion
Avocet-YrA/Romero 73 y Avocet-YrA/Bonza 63 la resistencia esta conferida por tres genes de
efecto aditivo. En la poblacion Avocet-YrA/Glenlea el analisis de X? indico que la resistencia a
roya amarilla en Glenlea esta conferida por cuatro y hasta cinco genes de efecto aditivo. Singh et
al. (2005) indican que la resistencia de patogenia lenta o “slow rusting” es la mas utilizada en los
programas de mejoramiento genético para el control de las royas y la busqueda de genes de
resistencia para su control es un trabajo constante debido a que ciclo tras ciclo de produccion de
trigo aparecen nuevas razas fisiologicas que sobrepasan la resistencia de que poseen las
variedades de reciente liberacion; por lo anterior, una de las actividades preponderantes dentro de
los programas de mejoramiento genético de este cereal es la busqueda de fuentes de resistencia a
estas enfermedades en variedades ya liberadas; tal es el caso de Basnet et al. (2013), quienes
determinaron que la variedad Quaiu 3 posee dos tipos de resistencia (cualitativa y cuantitativa) y
que este tipo de resistencia es muy eficaz para el control de la roya amarilla. Villasefior et al.
(2009) estimo el numero de genes de resistencia a roya amarilla en variedades para la siembra de
trigo de temporal, encontrando que de tres a cuatro genes de efecto aditivo condicionan la
resistencia en Juchi F2000, Nahuatl F2000 y Tlaxcala F2000; por otra parte Huerta-Espino et al.
(2012), determinaron que la resistencia a roya amarilla en las variedades recomendadas para
siembra de riego (Cortazar S94, Barcenas S2002, y Maya S2007) esta condicionada por dos o tres
genes de efecto aditivo, mientras que en Urbina S2007 esta condicionada por tres o cuatro genes

de la misma naturaleza.

En las familias Fs de las tres poblaciones estudiadas se observo segregacion transgresiva en los

dos ciclos evaluados, es decir hubo familias que fueron mas resistentes que los progenitores
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resistentes (Figura 1); esto indica que Avocet-YrA tiene un gen con efecto pequefio para roya
amarilla y coincide con lo reportado por Rosewarne et al. (2013) quien indica que en Avocet se
han identificado siete loci de caracteres cuantitativos en investigaciones con enfoque hacia

fuentes de resistencia a roya amarilla.

Cuadro 1. Numero de familias Fs clasificadas en tres grupos de las cruzas entre el
progenitor susceptible (Avocet-YrA) y los progenitores resistentes (Bonza 63, Romero 73 y
Glenlea) frente a la mezcla de las razas MEX96.11, MEX08.13 y CMEX14.25 durante el

ciclo P-V/ 2015.

Cruza NuUmero de familias F5 No. de X2 Probabilidad

LHPTR LHPTS OTROS Total genes Calculada

Avocet-YrA/Bonza 63 4 18 95 117 3 7.7 0.05
Avocet-YrA/Romero 73 14 9 95 118 3 1.6 0.40
Avocet-YrA/Glenlea 7 2 130 139 4 1.9 0.40

5 7.5 0.05

4 gl, o= 0.05, X?t=9.488; LHPTR=lineas homocigotas parentales tipo resistentes; LHPTS=
lineas homocigotas parentales tipo susceptible OTROS= lineas con respuesta diferente a los dos
padres.

En el presente estudio Glenlea mostré mayor resistencia en planta adulta a roya amarilla,
seguida de Romero 73 y Bonza 63, dicha resistencia es debida a que Glenlea tiene un mayor

namero de genes de efecto aditivo; tal comportamiento coincide con lo indicado por Singh y

Rajaram (1993), quienes mencionan que las variedades que llevan sélo un gen de resistencia,
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muestran niveles moderados de resistencia. Sin embargo, conforme aumenta el nimero de genes,

los niveles de resistencia también aumentan.

En las tres variedades estudiadas se observé el marcador morfoldgico denominado necrosis en
la punta de la hoja (Ltn=leaf tip necrosis), dicho marcador esta asociado con la presencia de los
genes de resistencia en planta adulta, de patogenia lenta y de efecto pleiotropico denomidados:
Lr34/Yr18/Sr57/Pm38/Ltnl (Singh, 1992aLr46/Yr29/Sr58/Pm39/Ltn2 (Rosewarne et al., 2006); y
Lr67/Yr46/Sr55/Pm39/Ltn3 (Herrera-Foessel et al., 2014). Dyck et al. (1985) y Lagudah et al.
(2006) indican que Glenlea posee el gen de resistencia para roya de la hoja Lr34; dicho gen esta
ligado con el Yrl8 (Singh, 1992b); y fue uno de los primeros trigos harineros canadienses en
tener el gen Lr34 (Kolmer y Liu 2002); en Canada este gen sigue siendo efectivo para roya de la
hoja en dicho cultivar (Fetch et al., 2011) y en cuanto a roya amarilla Glenlea ha mantenido los
niveles de resistencia desde su liberacion en 1972; dicha resistencia podria deberse a la presencia
de Yrl8. Por otra parte, McCallum et al. (2007) reportan que dicho genotipo ha mostrado altos
niveles de resistencia a roya amarilla que van desde 0 a 36% de severidad en diversos ambientes
en Canada, Washington, USA y Nueva Zelanda; por otra parte, McCallum et al. (2016) indican
que la eficacia y la durabilidad de Lr34/Yr18 hicieron que fuera y siga siendo la base genética de
muchos genotipos de trigo en Canada. Dyck et al. (1985) reconocieron que Lr34 condicionaba
resistencia a roya de la hoja y roya del tallo en el cultivar Glenlea, este fue el primer reporte de la

naturaleza pleiotrépico de Lr34 (McCallum et al., 2016).

Garcia et al. (2017) indican que Bonza 63 y Romero 73 poseen los genes de resistencia en
planta adulta a roya del tallo denominados Sr58 y Sr57, respectivamente; Sr57 se encuentra
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ligado a los genes Lr34 (Dyck 1987), Yr18 (Singh 1992a) y Sr57 (Mclintosh et al. 2012). Por otra
parte, el gen Sr58 se encuentra ligado a los genes Lr46 (Singh et al. 1998), Yr29 (William et al.
2003) y Sr58 (Mclntosh et al. 2013), dichos genes de resistencia ain siguen siendo efectivos en
muchas partes del mundo (Singh et al. 2015). Los genes Yrl8 y Yr29 se ha identificado que
tienen un efecto similar en la resistencia a roya amarilla y de la hoja (Lr34 y Lr46) (Singh et al.,
2011), lo que podria explicar el nivel de resistencia que se observo en los genotipos Bonza y

Romero 73.
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CONCLUSIONES

Bonza 63, Romero 73 y Glenlea no poseen genes de resistencia de plantula a los aislamientos
de roya amarilla MEX96.11 MEX08.13 y CMEX14.25. Glenlea y Bonza 63 poseen cuatro y tres
genes de resistencia de efecto aditivo respectivamente, siendo Yrl8 comun en ambos genotipos.
Romero 73 posee el gen Yr29 y dos genes mas de efecto aditivo.

Los tres genotipos poseen genes de resistencia de raza no especifica, y son fuentes de resistencia
valiosa que deben incorporarse en las nuevas lineas generadas por los programas de

mejoramiento genético de trigo.
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CONCLUSIONES GENERALES
Los genotipos Bonza 63, Romero 73, Glenlea y Huites F95 poseen genes de resistencia de raza no
especifica a roya amarilla.
Bonza 63, Romero 73, Glenlea y Huites F95 poseen genes de efecto aditivo a roya amarilla.
Huites F95 posee tres genes de efecto aditivo a roya de la hoja. Glenlea y Bonza 63 tienen en
comun el gen Yrl8 mientras que Romero 73 y Huites F95 posee el gen Yr29, ambos de efecto
pleiotropico.
En Huites F95 se identificaron tres QTL de resistencia y de efecto pleiotropico para roya amarilla
y de la hoja en los cromosomas 1AL, 1BL y 5AL (QLr.cim-1AL/QYr.cim-1AL, QLr.cim-
1BL/QYr.cim-1BL y QLr.cim-5AL/QYr.cim-5AL), en el QTL identificado en 1BL se mapeo el gen
de efecto pleiotropico denominado Lr46/Yr29/Pm39. Otros tres QTL que confieren resistencia a
roya amarilla fueron mapeados en los cromosomas 3B, 4BS y 6BS (QYr.cim-3B, QYr.cim-4BS y
QYr.cim-6BS) y tres méas con resistencia para roya de la hoja en 2AS, 5A y 6BL (QLr.cim-2AS,
QLr.cim-5A and QLr.cim-6BL).
Los QTL identificados en 4BS y 6BL fueron aportados por el progenitor susceptible Avocet-YrA.
Los QTL’s con efecto pleiotropico y de resistencia en planta adulta en los cromosomas 1AL y
5AL para roya amarilla y roya de la hoja y los identificados en Huites F95 son de nuevo reporte.
La resistencia de Huites F95 se puede transferir de manera facil y rapida, con la ayuda de los
marcadores moleculares disponibles y la seleccion asistida por marcadores moleculares. Bonza
63, Glenlea, Huites F95 y Romero 73 por su nivel de resistencia a roya amarilla, representan una

fuente de resistencia Gtil para los programas de mejoramiento de trigo en México y el mundo.
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