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RESUMEN

El gen Lr67, localizado en el cromosoma 4D, confiere resistencia a la
roya de la hoja causada por Puccinia triticina E. Este gen fue comun en las
variedades de trigo (Triticum spp.) de porte alto liberadas en México hasta
antes de 1960, no asi en las variedades semienanas liberadas desde esa fecha
hasta el presente. Las variedades semienanas de trigo liberadas en México
poseen ya sea el gen de enanismo Rht-B1 localizado en el cromosoma 4B
o el gen Rht-D1 localizado en el cromosoma 4D. Con el fin de investigar si
existe algun impedimento genético para conjuntar los genes Lr67 y Rht-D1 en
la misma variedad de trigo, se caracterizd genotipicamente la F, de la cruza
entre la variedad Nasma que posee el gen Rht-D1 con la variedad Marroqui
588 poseedora del gen Lr67. Mediante pruebas de ji-cuadrada y marcadores
moleculares de diagndstico, se encontrd que la distancia genética entre ambos
genes es de 23.6 cM con anlisis de ligamiento y de 27.6 cM con analisis
molecular. Estas distancias son suficientemente grandes para que exista
recombinacion genética, por lo que no hay ningdn impedimento genético para
obtener genotipos recombinantes que combinen el gen de resistencia a roya
de la hoja (Lr67) con el gen de porte bajo de planta (Rht-DT), mismos que en
los progenitores se encuentran en fase de repulsion.

Palabras clave: Triticum aestivum, distancia genética, gen Lr67,
gen Rht-D1, recombinacion.

SUMMARY

Gene Lr67, located on chromosome 4D, confers resistance to leaf rust
caused by Puccinia triticina E. This gene was common in tall wheat (Triticum
spp.) varieties released in Mexico before 1960, but not in semi-dwarf varieties
released from that date to the present. Semi-dwarf wheat varieties released
in Mexico carry either the Rht-B1 dwarfing gene located on chromosome 4B
or the Rht-D1 gene located on chromosome 4D. To test whether there is a
genetic impediment to combine the Lr67 and Rht-D1 genes in the same wheat
variety, the F, of the cross between the Nasma variety, Rht-D1 gene carrier,
and the Marroqui 588, Lr67 gene carrier, was genotypically characterized.
By using chi-square tests and diagnostic molecular markers, it was found
that genetic distance between both genes is 23.6 ¢cM with linkage analysis
and 27.6 cM with molecular analysis. These distances are large enough for
genetic recombination to exist; thus, there is no genetic impediment to obtain
recombinant genotypes that combine the leaf rust resistance gene (Lr67) with
the dwarfing gene (Rht-D1), that in the parents are in repulsion phase.
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INTRODUCCION

Laproduccién mundial detrigo (Triticum spp.) es afectada
por plagas y enfermedades que reducen el rendimientoy la
calidad del grano; entre las enfermedades, las royas son
las que histéricamente han causado las mayores pérdidas
econdémicas, a pesar de los esfuerzos para obtener
cultivares con resistencia genética (Rodriguez-Garcia et al.,
2019; Sandoval-Sanchez et al,, 2019) y del uso intensivo de
productos quimicos (Singh et al., 2016).

De las tres royas que atacan al trigo: de la hoja (Puccinia
triticina E.), del tallo (P graminis f. sp. tritici) y amarilla
(P striiformis f. sp. tritici), la primera es la enfermedad
con mayor adaptacion a diversos ambientes y esta
ampliamente distribuida en el mundo; su presencia reduce
el rendimiento desde 7 % hasta mas del 50 % debido a
gue provoca un menor peso de grano, dependiendo en la
etapa fenoldgica del cultivo en que se presente la infeccion
(Huerta-Espino et al., 2011b).

Laresistencia alas royas que presentan cominmente los
genotipos de trigo es conocida como de raza especifica; sin
embargo, los patdgenos causantes de estas enfermedades
pueden vencer dicha resistencia por su continua evolucion
hacia nuevos biotipos o nuevas razas fisiolégicas, ademas
de su rapida reproduccion y capacidad de moverse a
distancias muy grandes (Singh et al., 2016). También se ha
buscado la resistencia en planta adulta (APR por sus siglas
en inglés), que a menudo es de raza no especifica y su uso
y aplicacion se considera una estrategia mas confiable y
duradera para combatir esta enfermedad (Li et al., 2016).
Para generar variedades que posean genes APR que
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confieren resistencia horizontal se requiere sumar a varios
genes en el genotipo (Niederhauser et al., 1954), genes que,
si bien por si solos no confieren la resistencia adecuada,
especialmente bajo una presion alta de la enfermedad,
cuando estan juntos y en combinaciones piramidales de
cuatro o cinco pueden conferir casi inmunidad o un alto
nivel de resistencia (Singh et al., 2000).

Entre los genes que confieren resistencia de raza no
especifica a la roya de la hoja del trigo se han identificado
cuatro con efectos significativos, mismos que también
muestran efectos pleiotrépicos, ya que el mismo gen
confiere resistencia a otras enfermedades. Los genes L.r34/
Yr18/Sr57/Pm38/Stb1/Ltn1, Lr46/Yr29/Sr58/Pm39/L.tn2,
Sr2/Yr30/Lr27/Pbcl1 y Lr67/Yr46/Sr55/Pm46 confieren
resistencia a multiples enfermedades como roya de la hoja,
roya amarilla y cenicilla polvorienta (Blumeria graminis f.
sp. tritici) (Herrera-Foessel et al., 2014).

El gen Lr67, que confiere resistencia a roya de la hoja
en planta adulta, fue identificado en Canada a partir de
la introduccion P1250413 de Pakistan (Dyck y Samborski,
1979) y se ubica en el cromosoma 4DL del trigo (Hiebert
et al., 2010); ademds, provee resistencia parcial a la roya
amarilla, designado como Yr46 (Herrera-Foessel et al,
2011), a la roya del tallo, nombrado Sr55 y resistencia a la
cenicilla polvorienta, denominado Pm46 (Herrera-Foessel
et al., 2014) y otras enfermedades foliares. También es
fenotipicamente similar al gen de resistencia a roya de
hoja Lr34 (Hiebert et al., 2010).

El gen Lr67 es muy comun en variedades de porte alto
como Marroqui 588, Chapingo 48, Yaqui 50, entre otras,
liberadas en México y desarrolladas hasta antes de los
afos 1960s (Moore et al., 2015); sin embargo, esta ausente
en variedades semi-enanas modernas, tanto en las que
poseen el gen de enanismo Rht1 o Rht-B1, como en las
que poseen Rht2 o Rht-D1. En México, estos genes de
enanismo estan presentes en variedades semi-enanas
que desde los afios 1960s han permitido la produccién de
variedades con alto potencial de rendimiento y resistencia
a enfermedades (Huerta et al, 2017a). Las variedades
de trigo liberadas para el noroeste de México poseen el
gen de enanismo Rht-B1, mientras que Rht-DT fue mas
comun en las variedades liberadas para El Bajio (Huerta
et al, 2011a). Todas las variedades liberadas actualmente
en México poseen ya sea Rht-B1 o Rht-D1, pero no ambos,
excepto la variedad Oasis F86 liberada en 1986, que posee
Rht2 (Sayre et al., 1997).

Hasta la fecha no se ha encontrado, entre todas las
variedades de trigo harinero liberadas en México, alguna
que combine a los genes Lr67y Rht-D1; el hecho de que no
existan estas variedades sugiere un posible impedimento
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genético ocasionado por ligamiento cromosémico.

La ubicacion de los genes Lr67 y Rht-D1 en el genoma
del trigo es en el cromosoma 4DL. Por su ubicacion en
el mismo cromosoma y brazo, se supone entonces, que
ambos genes no son independientes y que, por el origen de
los progenitores, ambos genes estan en fase de repulsion.
El objetivo de esta investigacion fue determinar la magnitud
del ligamiento y con ello dilucidar la posibilidad de obtener
individuos recombinantes que conjunten la resistencia que
otorga el gen Lr67 con el de enanismo que confiere Rht-D1T,
bajo la hipdtesis de que la distancia entre ambos genes
en el cromosoma 4DL es suficientemente grande para
permitir la recombinacion entre ellos.

MATERIALES Y METODOS
Material genético

Se utilizaron como fuentes de germoplasma las
variedades Nasma, portadora del gen de enanismo Rht-D1,
y a uno de sus progenitores, Marroqui 588 (= Florence/
Aurore C). La variedad Marroqui 588, portadora del alelo
Lr67 y de porte alto, es una cruza realizada en 1920 en
Francia y liberada como variedad en Marruecos y Tunez
(Jlibene y Nsarellah, 2011).

Serealizaron cruzamientos entre ambas variedades en el
ciclo de cultivo de otofio/invierno 2013-2014 para obtener
la generacion F, en el ciclo primavera/verano 2014, en el
Campo Experimental Valle de México del Instituto Nacional
de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias
(INIFAP-CEVAMEX). La semilla de tres plantas F, dieron
origen a la F, que se sembrd en el Campo Experimental
Bajio del INIFAP en el ciclo de cultivo otofio/invierno 2014-
2015, donde se cosecharon plantas individuales que
generaron 296 familias F, evaluadas en el ciclo de cultivo
primavera/verano 2015 en el INIFAP-CEVAMEX.

Analisis molecular

El anélisis molecular se llevo a cabo en el laboratorio de
Biotecnologia del Programa de Mejoramiento Molecular del
Trigo en el Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz
y Trigo (CIMMYT). Los progenitores Nasma y Marroqui
588 y cada familia de la generacion F, se evaluaron con
marcadores SNP para el gen Lr67 (csSNP856) y el gen
Rht-D1 (Rht-D1_SNP). Simultdneamente, los progenitores
se evaluaron con marcadores STS (Sitios de Secuencia
Etiquetada) con el propdsito de determinar la presencia
de los genes de interés en ambos progenitores; se uso el
marcador csLV67 para el gen Lr67, con la muestra vegetal
RL6077 como control positivo y Avocet como control
negativo (Moore et al.,, 2015), ademas del marcador DF/MR2
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para Rht-D1, con la muestra vegetal Parula como control
positivo y Tonichi como control negativo (Ellis et al., 2002);
en ambos casos se utilizd un marcador Phi@174 para peso
molecular. Para el analisis de ADN, se colectaron pequefas
porciones del tejido foliar y se colocaron en tubos de 1.1 mL
en placas de 96 pozos, se llend hasta la mitad de cada tubo;
posteriormente, se almacenaron en un congelador a -80
°C por 3 hy se llevaron a un liofilizador (Labconco, Kansas
City, Missouri, EUA) a temperatura de -50 °C y un nivel de
vacio de 0.0 a 0.120 mBars por 48 h. El tejido se macerd
con balines de 4 mm en un molino Geno/Grinder 2010 (Spex
SamplePrep, Metuchen, New Jersey, EUA) por 2 a 3 min
hasta obtenereltejido en polvo. La extraccidn, cuantificacion
y valoracion de la calidad del ADN se realizd de acuerdo con
los procedimientos descritos por Dreisigacker et al. (2016a).

El programa para la PCR (Kompetitive Allele Specific
PCR genotyping system- KASPar) se ejecutd con la
temperatura de amplificacion mas favorable de acuerdo
con los protocolos del CIMMYT (Dreisigacker et al., 2016a).
La lectura de las placas del producto de PCR se realizé en
lector de placas fluorescentes BMG Pherastar Plus (BMG
LABTECH, Ortenberg, Alemania); para la visualizacion

geografica de datos genotipicos se utilizd el Software
KlusterCaller™ (LGC Biosearch Technologies)

Mapa genético

El ADN de los progenitores se utilizd para genotipificar
toda la la poblacion F, en busca de polimorfismos
mediante nueve marcadores tipo SSR, cuyas temperaturas
de hibridacion apropiadas se obtuvieron de la base de
datos GrainGenes (https://wheat.pw.usda.gov/GG3/). Los
productos de las PCR se separaron en geles de acrilamida
12 % (29:1) y las bandas se detectaron usando tincion con
nitrato de plata (Dreisigacker et al., 2016a).

Los resultados de los marcadores polimérficos se
representaron como 0, 2, 1y -1 para Nasma, Marroqui588,
heterocigoto y dato faltante, respectivamente. Una
vez sistematizados los resultados de los marcadores,
se construyd un mapa genético con el software QTL
IciMapping V4.1. (Li et al., 2008).

Se establecid un logaritmo minimo de probabilidades
(LOD) de 4.5 y una frecuencia maxima de recombinacion
de 0.30 para formar los grupos de ligamiento, mientras
que la funcién de mapeo de Kosambi (Kosambi, 1943) se
usé para convertir las frecuencias de recombinacién en
unidades mapa (cM):

cM =Y In[(1 +2r)/(1 = 2r)] x 100

donde r es la fraccion de recombinacion
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Analisis estadistico

Se utilizd la prueba de ji-cuadrada (x?) para comparar
la relacion de segregacion de las familias F, derivadas de
plantas F, para dos pares de genes; cada par genero tres
clases genotipicas: homocigdtica dominante, segregante
0 heterogénea derivada de plantas F, heterocigdticas, y
homocigotica recesiva, en una proporcion esperada de
1:2:1, respectivamente. Las pruebas de hipdtesis fueron
dos: 1) independencia entre ambos pares de genes
1:2:2:4:1:2:1:2:1 y 2) segregacion 1:2:1 por separado para
cada locus.

El valor de tablas y la significancia se determind de
acuerdo con la x? que se obtuvo de las proporciones de
cada clase genotipica. Para el valor de tablas se usaron
n-1 grados de libertad, donde n es el numero de clases
genotipicas (Infante y Zarate, 2012); la probabilidad de la
prueba de x? fue P <0.05.

El porcentaje de recombinacion se determind con el
método de Fisher y Balmukand (1928). Las familias F3
observadas se agruparon en cuatro clases: dominante-
dominante (a,), dominante-recesiva (a,), recesiva-
dominante (a,) y doble recesiva (a,) (Immer y Henderson,
1943; Strickberger, 1976). Con estos datos y considerando
que los genes Rht-D1 y Lr67 estan en fase de repulsion
debido a la mayor frecuencia de gametos parentales que
recombinantes, se determind un valor de Z mediante la
ecuacion (a, x a,) / (a, x a,) para posteriormente, mediante
tablas, determinar el porcentaje de recombinacion (Fisher
y Balmukand, 1928).

RESULTADOS Y DISCUSION
Andlisis molecular de los progenitores

Con el marcador csLV67 se determind la presencia del
gen de resistencia a roya de la hoja Lr67 en el progenitor
Marroqui 588 y en el control RL6077; de igual forma, se
confirmé la presencia del gen de enanismo Rht-D7 en el
progenitor Nasma con el marcador DF/MR2, al igual que
en el control Parula, de acuerdo con los procedimientos
descritos por Dreisigacker et al. (2016a) (Figura 1).

Analisis de independencia

En el Cuadro 1 se presentan las pruebas de x? para cada
locus; en ambos casos, los datos genotipicos observados
se ajustaron a los esperados (P < 0.05), o que indicé una
segregacion normal mendeliana. Para la segunda prueba
(Cuadro 2), los resultados mostraron que ambos loci
(Cuadro 2) no son independientes (P < 0.05); por tanto, y
combinando los resultados de ambas pruebas (Cuadros 1
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y 2), tal como lo postularon Immer y Henderson (1943) y
Strickberger (1976), se concluyd que hay ligamiento entre
los genes Rht-D1vy Lr67. Por los datos observados (Cuadro
2y Figura 2), de 294 familias F,, solo se obtuvieron tres
familias con la presencia de los genes Rht-D1y Lr67 en el
mismo genotipo y en forma homocigdtica y también tres
familias homocigotas con la ausencia de ambos genes; lo
que indica un numero relativamente bajo de estas clases
recombinantes.

El valor de Z = (156 x 3)/(65 x 70) fue de 0.1028, mismo
que en tablas de Fisher y Balmukand (1928) resulta en una
frecuencia de recombinacion (r) de 0.22, valor que al ser
introducido en la funcién de mapeo de Kosambi (1943) da
como resultado una distancia genética de 23.6 cM.

Con r = 0.22 y considerando la fase de repulsién entre
los loci Lr67 y Rht-D1, se calcularon las proporciones
esperadas de las frecuencias gaméticas cuando la
frecuencia de recombinacion entre dos pares de genes fue
igual a 0.22 (Molina, 1992) y posteriormente se obtuvieron
las frecuencias genotipicas esperadas de familias F, para
compararse con las obtenidas (Cuadro 3). La prueba de
ji-cuadrada mostrd una alta concordancia (P < 0.05) entre
lo postulado con r = 0.22 y lo obtenido con el analisis de

~
P
=
S8
E <

1 Nasma
2 Marroquisss

~
-
S

2174
TONICHI (=)

PARULA (+)

Rht-D1(+)

P1(NASMA)
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ligamiento, lo que indico, nuevamente, que el bajo nimero
de familias con genotipos homocigotos recombinantes
se debe a la baja frecuencia de entrecruzamiento entre
los genes Lr67 y Rht-D1. Asi, un posible aumento en el
numero de familias recombinantes homocigotas en F,
podrialograrse aumentando el tamafio de muestra; esto es,
tomando un mayor nimero de plantas F, para derivar sus
correspondientes familias F, (Dreisigacker et al., 2016b);
o bien, esperar a generaciones mas avanzadas para dar
oportunidad de recombinacion entre los heterocigotos
remanentes.

Lo anterior puede ser la razon de que en variedades
modernas de trigo no se encuentren estos dos genes
juntos; ademas, los programas de mejoramiento genético
se enfocaron a incorporar el caracter de porte bajo, y como
los alelos Lr67 y Rht-D1 estan ligados, tal combinacion
dificilmente pudo presentarse en poblaciones pequefas,
por lo que ésta podria ser la razon de que haya quedado
marginada del germoplasma moderno.

Mapa genético de ligamiento

De los marcadores utilizados, nueve mostraron
polimorfismo en la poblacion F, (Nasma/Marroqui

PARULA (+)

TONICHI (=)
P1(NASMA)

P2 (MARROQUI588)

P2 (MARROQUIS88)

A
Rht-D1(-)

Figura 1. Amplificacion de los marcadores csLV67 y DF/MR2. A) Gen Lr67, control positivo en RL6077 y en el progenitor
Marroqui 588. B) Gen Rht-D1, control positivo en la variedad Parula y el progenitor Nasma. C) Complemento del marcador
dominante DF/MR2 para el gen Rht-D1, control negativo en la variedad Tonichi y en el progenitor Marroqui 588. @174:

marcador de peso molecular.
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Cuadro 1. Prueba de x? para los loci Rht-D1y Lr67 por separado.

Locus Rht-DT (A) Locus Lr67 (B)
AA Aa aa Total BB Bb bb Total
Proporcion 0.25 0.5 0.25 100 0.25 0.5 0.25 100
Esperados 74 148 74 296 74 148 74 296
Observados 73 148 73 2947 68 158 68 2947
(O-B)Y/E 0.014 0 0.014 0.027 0.486 0.676 0.486 1.649
X’ detablas ., 5.99 5.99
*El total de los valores observados no es el mismo que el de los esperados debido a que dos muestras no amplificaron.
Cuadro 2. Prueba de X2 para independencia entre los loci Rht-D1 (A) y Lr67 (B).
Genotipo Proporcién Esperados (E) ~ Observados (0) (O-E)¥/E
AABB 1/16 0.0625 18.5 3 12.98
AABDb 2/16 0.125 37 28 2.18
AaBB 2/16 0.125 37 17 10.81
AaBb 4/16 0.25 74 108 15.62
AAbb 1/16 0.0625 185 42 29.85
Aabb 2/16 0.125 37 23 5.29
aaBB 1/16 0.0625 185 48 47.04
aaBb 2/16 0.125 37 22 6.08
aabb 1/16 0.0625 18.5 3 12.98
Total 16/16 1.000 296 294 142.86
X’ tablas ;.o 15.51

588), cuatro SSR (wmcb52, wmc720, cfd23, wmc331) vy
cinco SNP (BS00099053, BS00102783, BS00023258,
csSNP856 y Rht-D1_SNP). De los marcadores mapeados,
BS00099053 fue el que se posiciond en la parte mas
distal del cromosoma; a 72.17 cM de éste se ubico el
marcador Rht-D1_SNP (ligado al gen Rht2 o Rht-D1),
entre los marcadores BS00102783 y wmc331 (a 36.24
cM del primero y 20.83 cM del segundo); por su parte, el
marcador csSNP856 (ligado al gen Lr67) se ubicd a 99.77
cM del marcador mas distal (BS00099053), flanqueado por
los marcadores wmc331 y cfd23 (a 6.77cM del primero
y 8.16¢cM del segundo), por lo que la distancia entre los
genes Rht-D1y Lr67 fue de 27.6 cM (Figura 3).

Como mencionaron Somers et al. (2004) y Forrest et al.
(2014), la baja densidad de marcadores para el cromosoma
4D y el bajo nivel de polimorfismo de los genotipos se ven
reflejados en el desarrollo puntual de mapas de ligamiento
para dicho cromosoma. En esta poblacion de estudio
se obtuvieron pocos marcadores ligados a los genes de
interés, pero se logré estimar una distancia genética
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relativamente semejante a la reportada por Liu et al. (2014),
quienes en un estudio de marcadores asociados a varios
genes de interés en trigo en el cromosoma 4D reportaron
una distancia aproximada de 26 cM entre el marcador Rht-
Db (SNP)y Lr67/Yr46.

CONCLUSIONES

La distancia genética entre el gen de resistencia a roya
de la hoja Lr67 y el gen de enanismo Rht-D1, de acuerdo
con el andlisis de ligamiento, es de 23.6 cM y con andlisis
molecular, de 27.6 cM; distancia que es suficientemente
grande para que exista recombinacion genética entre
ambos; por lo tant, no existe impedimento genético
para obtener genotipos recombinantes que conjunten
la resistencia a roya de la hoja (Lr67) con el porte bajo
de planta (Rht-D7), mismos que en los progenitores se
encuentran separados y en fase de repulsién, aunque para
encontrarlos es recomendable aumentar el tamafio de la
poblacion de plantas F,.
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Figura 2. Visualizacion geografica de datos genotipicos en una poblacion F, de Nasma x Marroqui 588. A) Rht-D1 (Rht-D1_
SNP); color rojo: Nasma, color azul: Marroqui 588, color verde: heterocigotos. B) Lr67 (csSNP856); color rojo: Marroqui
588, color azul: Nasma, color verde: heterocigotos.

Cuadro 3. Prueba de %2 considerando unar = 0.22 entre los loci Rht-D1 (A) y Lr67 (B).

Genotipos Proporcion Esperados (E) Observados (0) (0-B)Y/E
AABB 0.012 3.6 3 0.09
AABDb 0.086 255 28 0.25
AaBB 0.086 25.5 17 2.81
AaBb 0.328 97.1 108 1.23
AAbb 0.152 45.0 42 0.20
Aabb 0.086 25.5 23 0.24
aaBB 0.152 45.0 48 0.20
aaBb 0.086 25.5 22 0.47
aabb 0.012 3.6 3 0.09
Total 1.0 296.0 294 5.57
x*detablas ;. .. 16.51
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Figura 3. Mapa genético de la region del brazo largo del cromosoma 4D, usando una poblacién F, de Nasma/Marroqui 588,
las distancias genéticas se muestran en cM. Los marcadores en color rojo indican la ubicacion de los genes de interés

Lr67y Rht-D1.
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