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RESUMEN

La colza constituye el tercer cultivo oleaginoso a nivel mundial y presenta una alta demanda por
sus caracteristicas industriales que lo hacen apto para consumo humano, asi como también para la
produccion de biocombustibles. La principal enfermedad fingica en colza es conocida como
cancro del tallo, producida por Leptosphaeria maculans (Desm.) Ces. y de Not. [Anamorfo Phoma
lingam (Tode ex Fr.) Desm], un ascomycete hemibiotrofico. La resistencia a la misma puede ser
del tipo cualitativa, presente en el estadio de plantula, en la cual se establece una interaccion
especifica entre el gen R de la planta y el correspondiente gen de avirulencia del patdgeno, o puede
ser resistencia cuantitativa, la cudl es efectiva en plantas adultas mediante la accion acumulativa
de multiples loci de resistencia y més duradera (Delourme et al., 2006a; Rimmer 2006; Hayward
et al., 2012; Raman et al., 2012, Larkan et al., 2016a). Una de las estrategias para aumentar la
durabilidad de la resistencia cualitativa es la piramidizacion de genes, método a través del cual se
busca combinar multiples genes de resistencia en un mismo genotipo, de manera tal que todos estos
genes R necesitan ser superados para que se manifieste la susceptibilidad a la enfermedad. El
objetivo del presente trabajo de tesis fue seleccionar lineas portadoras de diferentes genes de
resistencia, alto rendimiento y contenido de aceite, y adecuado perfil de acidos grasos, para ser
utilizadas como progenitores en el desarrollo de nuevos genotipos resistentes a P. /ingam. Para ello
se determind el grupo de patogenicidad del aislamiento de P. lingam utilizado y luego se
identificaron dentro de las 469 lineas experimentales de colza del programa, aquellas resistentes al
aislamiento mediante inoculaciones artificiales. Las 59 lineas resultantes, se caracterizaron
fenotipicamente para rendimiento, porcentaje de aceite y contenido de acidos grasos en las
campaias 2014 y 2015. Ademas, se caracterizaron genotipicamente, mediante la aplicacion de
diferentes tipos de marcadores moleculares para identificar los loci de resistencia Rlml, Rim4,
RIm3, BLMR?2, RpgDun y LepR3. Los resultados de los ANOVAs indicaron que las variables
rendimiento, porcentaje de aceite y perfil de 4cidos grasos tuvieron interaccion significativa con el
ambiente por lo que se analizaron estadisticamente por campafia. Para todos estos andlisis
resultaron diferencias estadisticamente significativas entre lineas. El rendimiento promedio
obtenido en la campana 2014 fue de 2686,49 + 339,92 kg/ha y de 2783,56 + 457,37 kg/ha para
2015. Se puede destacar que las siguientes lineas dieron altos rendimientos en ambas campafias:
77C, 4R, 62L, 74L y 15(2)L, entre otras. El porcentaje de aceite promedio fue 42,52 + 0,05% para
2014 y 44,39 + 0,05% para 2015. Las lineas 76C, 9C, 32(3)C, 34(3)C y 32C fueron las de mayor
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porcentaje de aceite para 2014 y 6R, 19R, 18R, 1R, 8R y 9L para 2015. El perfil de &cidos grasos
promedio para todos los genotipos en ambos afios, fue semejante al encontrado en paises de larga
trayectoria de produccion, como Canadd, y estuvieron dentro de los valores aceptables para el
consumo humano. Mediante un analisis de componentes principales para las variables fenotipicas
de cada campana, se encontrd que un 81% de la variacion total fue explicado por las dos primeras
CP para 2014 y un 72% para la campafia 2015. Ademas, en ambas campafias se repite el patron de
correlacion negativa entre acido oleico y el resto de los acidos grasos insaturados evaluados y el
porcentaje de aceite. Por otro lado, también coincide en ambas campafias, que la CP1 separa a las
lineas por el contenido de acido oleico, contra las demés variables y la CP2 las separa por el

contenido de acido linoleico y rendimiento.

En la caracterizacién genotipica, de las 59 lineas evaluadas, 24 tuvieron un Unico alelo de
resistencia, seis fueron positivas para el alelo Rpg3Dun, una para Rlml, 11 para LepR3 y seis para
RIm4. Otras presentaron dos alelos de resistencia, tres tienen la combinacion Riml y LepR3, dos
RIm4 y Rpg3Dun, otras dos Rlm4 y LepR3 y siete presentaron los loci LepR3 y Rpg3Dun. Se
encontraron lineas que fueron positivas para tres alelos de resistencia, seis para R/m4, LepR3 'y
Rpg3Dun y 1 para Rlml, LepR3 y Rpg3Dun.Con el fin de hacer una correcta seleccion de lineas
que sean portadoras de diferentes genes de resistencia y que ademas tengan buen rendimiento, alto
contenido de aceite y adecuado perfil de acidos grasos, se analizaron los resultados obtenidos
mediante Procrustes generalizado (APG). La variabilidad explicada a través de los dos primeros
ejes de la descomposicion de la matriz de consenso del analisis fue de 89%. Luego de analizar el
ARM (arbol de recorrido minimo) obtenido para la configuracion del consenso, las lineas
seleccionadas para dar inicio a un programa de apilamiento genético fueron 62L (LepR3,
Rpg3Dun), 521 (Rpg3Dun, LepR3, Rlm4), 61C y 71L (Rlml y LepR3) las cuales contienen los

alelos mencionados y presentaron muy buenas caracteristicas fenotipicas.



ABSTRACT

Rapeseed is the third oil crop worldwide and has a high demand for its industrial characteristics
that make it suitable for human consumption and production of biofuels. Stem cancer caused by L.
maculans Phoma lingam (Tode ex Fr.) Desmaz] and it is the disease that most affects the crop. In
order to identify resistance genes, artificial inoculations were carry out with a local strain of P.
lingam in 469 experimental lines of the INTA Parana breeding program. Fifty-nine lines were
resistant. Using specific molecular markers, a genetic characterization of the resistant lines was
perform to identify resistant genes (R/ml, Rim3, LePr3, Rpg3Dun, BLMR?2 and RIm4). The lines
were characterize for yield, percentage of oil and content of fatty acids over two seasons (2014 and
2015).A Generalized Procrustes Analysis was conduct to correlate all the traits evaluated and
identify elite lines. The lines62L (LepR3, Rpg3Dun), 5S2L (Rpg3Dun, LepR3, Rlm4), 61C y 71L
(RIm1 and LepR3) were selected as candidates based on their performance and multiple resistant

genes combination, to develop a genetic stacking breeding program of the crop.
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INTRODUCCION

1. Taxonomia vy cultivo de colza

Brassica napus L. (AACC, 2n = 38) conocida como colza o canola, se formd hace
aproximadamente 7500 afios mediante la hibridacioén interespecifica natural entre B. rapa
(genoma AA, 2n = 20) y B. oleracea, (genoma CC, 2n = 18) seguida de la duplicacion
cromosomica, proceso conocido como alopoliploidizacion (Snowdon et al., 2002). La especie
pertenece a la familia Brassicaceae, una gran familia eudicotiledoneas (Al-Shehbaz, 2012), que
incluye a la especie modelo Arabidopsis thaliana. Hay evidencias de su cultivo en la India, varios
siglos antes de Cristo, pasando luego a ser aprovechada en China y Japon a comienzos de la era
cristiana (Iriarte y Valetti, 2008). En Europa, el cultivo de esta especie comenzo6 durante la Edad
Media y posteriormente se extendio por todo el mundo. Actualmente constituye el tercer cultivo
oleaginoso en produccion a nivel mundial, luego de la palma y la soja (Fayyaz et al., 2014).
Ademas, la especie presenta una alta demanda por sus caracteristicas industriales que la hacen
apta para consumo humano, asi como también para la produccion de biocombustibles (Brown et

al., 2008; MCVetty et al., 2016).

Comparado con otras fuentes de aceite vegetal, por ejemplo, de soja, el aceite de colza es tinico
por contener acidos grasos de cadenas mayores a 18 carbonos (como los acidos ecosenoico, 20:1;
erucico, 22:1; y nervonico, 24:1). Altas concentraciones de estos acidos de cadena larga le
proveen caracteristicas de estabilidad, viscosidad y lubricidad que lo hacen un aceite altamente
adecuado para aplicaciones industriales. La colza no fue cultivada extensamente en el continente
americano hasta la década de 1920. Por ejemplo, durante la Segunda Guerra Mundial, las fuerzas
armadas aliadas requerian grandes cantidades de aceite lubricante para sus flotas de barcos a
vapor. Al ser el aceite de colza rico en acido erucico, fue el aceite de eleccion, ya que es muy
estable a altas temperaturas en presencia de agua o vapor (Brown et al., 2008). Sin embargo, al
finalizar la guerra, los buques de vapor se sustituyeron por diésel y posteriormente por energia
nuclear, y la demanda de aceite de colza de calidad industrial disminuy6. Por otro lado, una
desventaja muy importante del uso de colza para el consumo humano era el contenido de altas

concentraciones de acido erucico (Brown et al., 2008). En este punto, la historia de la colza fue




alterada dramaticamente por los esfuerzos de mejoramiento de dos cientificos canadienses, el Dr.
Keith Downey y el Dr. Baldur Stefansson, quienes hicieron dos modificaciones genéticas
importantes. En primer lugar, se afect6 el alargamiento de 4cidos grasos y se redujo la proporcion
de las cadenas de carbono de 4cido ertcico, mientras aumentaba el dcido oleico. El primer cultivar
de bajo contenido de 4cido ertcico (denominado Oro) se comercializé en 1966 (Brown et al.,
2008). En segundo lugar, en ese momento, todos los cultivares de colza tenian concentraciones
relativamente altas de glucosinolatos en la harina de semillas, cuyos compuestos de
descomposicion reducian en gran medida el valor alimenticio. En 1974, los Doctores Downey y
Stefansson identificaron plantas de bajo glucosinolato en un cultivar polaco llamado “Bronowski”
y este rasgo fue introducido en germoplasma adaptado, generandose el primer cultivar '00' (bajo

en &cido erucico y glucosinolatos) (Brown et al., 2008).

En 1978, la Asociacion de Colza de Canada (que mas tarde se convertiria en el Consejo de Canola
de Canadd) eligio la palabra "canola" para el aceite de colza comestible (< 2 % de erucico y < de
30 umol de glucosinolatos). Los cultivares de canola tuvieron difusion a finales de los afios
setenta, y hoy en dia se cultivan en todo el mundo por su aceite comestible (Brown et al., 2008).
Actualmente, segtin el Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA, 2016), la colza
contribuye al 14% de la produccion de aceite vegetal del mundo. En Sudamérica, los principales
paises productores son Argentina, Brasil, Chile, Paraguay y Uruguay. En nuestro pais, la
produccion en la campafia 2014 fue de 104.849 toneladas de granos, con mas de 55.835 Ha
sembradas, y para la campafia 2015fue de 67.381 toneladas con 37.315 Ha de superficie sembrada

(http://www.minagri.gob.ar).

El potencial de rendimiento de un cultivo puede verse afectado por diversos factores, entre los
que se pueden destacar los abioticos (fertilidad del suelo, disponibilidad hidrica, etc.) y los
bioticos (plagas, enfermedades, etc.). En el cultivo de colza, las enfermedades que provocan
mayores pérdidas en el rendimiento son de origen fungico. La principal enfermedad fungica que
lo afecta es el cancro del tallo, producida por Leptosphaeria maculans (Desm.). La gravedad de
la epidemia del cancro del tallo y la extension de las pérdidas en rendimiento varia mucho,
dependiendo, por ejemplo, de las condiciones climaticas y la region geografica, asi como también
del genotipo del hospedante y del patdogeno. Pérdidas de rendimiento promedio estimadas entre

<10% y un maximo de 30% -50% han sido informadas como resultado del desarrollo de esta



enfermedad en cultivos de colza (Hall et al., 1993; Barbetti et al., 1999). Segun fue documentado
por Hwang (Hwang et al., 2016), el rendimiento en semilla por planta disminuy6 en 1.8 g por
cada unidad de aumento en la severidad de la enfermedad, lo que corresponde a una disminucion
en el rendimiento del 17.2% por cada unidad de aumento en la severidad de la enfermedad. En
Francia, se informaron pérdidas de entre 5% y 20% (Aubertot et al., 2006), mientras que se
documentaron pérdidas entre 8% y 29% en el Reino Unido desde 1987 hasta 1995 (Fitt et al.,
2006). En Argentina, Iriarte (2012) observo que la infeccion del tallo antes del estado de roseta
de 6 hojas estd asociada con serias pérdidas de rendimiento, mientras que los ataques tardios en

estados reproductivos raramente causan pérdidas de rendimiento mayores al 1 o0 2 %.

II. Mejoramiento del cultivo

La colza tiene una corta historia de mejoramiento, aproximadamente entre 400-500 afios. Durante
este periodo de domesticacion, los eventos mas destacados fueron la modificacion de dos
caracteres: acido erticico cero en semilla y bajo contenido de glucosinolatos (Li et al., 2014),
como se menciono anteriormente. Sin embargo, muchos rasgos tales como contenido de aceite,
rendimiento de semilla, resistencia a enfermedades, entre otros, necesitan ser mejorados en los

cultivares modernos.

En el afio 2008, la Estacion Experimental Agropecuaria Parand del Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria (INTA) inicié un programa de mejoramiento genético de colza, el cual
constituye el tnico programa de este tipo en nuestro pais. En éste se prioriza la seleccion de
materiales que presenten alto potencial de rendimiento, resistencia a enfermedades y mejora de
la calidad industrial, con el objetivo de desarrollar nuevas lineas de la especie adaptadas a la
region de cultivo en Argentina. Las lineas estabilizadas del programa, han sido evaluadas en
ensayos comparativos de rendimiento y algunas de las mismas se encuentran en la etapa de
confeccion de legajo para su inscripcion en el INASE (Instituto Nacional de Semillas) y
multiplicacion de semilla. Algunas lineas del programa, junto a cultivares comerciales, han sido
evaluadas fenotipicamente para resistencia a L. maculans, encontrandose que varias poseen
resistencia a aislamientos obtenidos en diferentes localidades por el Grupo de Genética,
Mejoramiento y Biotecnologia Vegetal de la EEA Parana del INTA (de Souza et al., 2014).
Recientemente, se ha inscripto la primera variedad de colza obtenida en el programa de

mejoramiento de INTA EEA Parana, llamada Macacha INTA (en 2016). La misma esta adaptada



a las diversas condiciones agroecologicas de la region de cultivo, es de tipo primaveral y de ciclo
intermedio. Ademas, presenta buen comportamiento ante las principales enfermedades del cultivo

y muy buena calidad industrial (Milisich H., comunicacion personal).

III. Rendimiento

Para los cultivares de B. napus, el mejoramiento del rendimiento en semilla ha implicado,
sucesivamente, la seleccion dentro de variedades autdctonas de poblaciones de polinizacion
abierta, cruzas de éstas y seleccion de pedigri de familias derivadas. También, el desarrollo y
seleccion de lineas doble haploide puras, el desarrollo de sintéticos, asociaciones varietales y
finalmente, hibridos (Friedt y Snowdon, 2010). En el programa de mejoramiento de la especie de
INTA se aplican técnicas convencionales (cruzamientos) y no convencionales (induccion de
mutaciones mediante agentes quimicos) para incrementar la variabilidad genética. Como
resultado del proceso de endocria y seleccion de lineas con buen comportamiento agronémico,
calidad industrial y resistencia a patdgenos, las lineas estabilizadas se implantan en ensayos
comparativos de rendimiento (ECR) preliminares. Posteriormente, aquellas seleccionadas por
rendimiento se conducen en ECR de lineas avanzadas (Gieco, L.; comunicacion personal;
Programa de Mejoramiento de Colza INTA). Las lineas que participan en estos ensayos son
evaluadas en diferentes ambientes y simultdneamente se multiplican para contar con suficiente

semilla original para su eventual inscripcion.

La colza tiene condiciones tanto agronémicas como comerciales para aumentar su produccion,
ademas de las mejoras en genética y manejo del cultivo de los tltimos afios, que han permitido
elevar los rindes promedio en nuestro pais a 1800 kg/ha, respecto de los 1400 kg/ha historicos.
La colza es el tnico cultivo oleaginoso que se siembra en invierno (lo cual permite proveer a la
industria aceitera en épocas de capacidad ociosa (Rondanini et al., 2015). Si bien en la provincia
de Entre Rios, el lino es también un cultivo invernal oleaginoso (Informes SIBER, BCERER), la
colza representa una alternativa a la rotacion trigo/soja, con la ventaja de liberar el lote hasta un
mes antes que los cereales invernales y dejarlo disponible para sembrar, mas tempranamente, un

cultivo de segunda (soja, maiz, sorgo) (Rondanini et al., 2015; 2017).

La produccion nacional de colza ha tenido grandes variaciones afio a afio, tomando solo los

extremos, se sembraron minimos de 12.700 hectareas en 2010, y maximos de 92.700 hectareas



en 2012, con una produccion de 23 mil y 128 mil toneladas, respectivamente. En las campafias
2014 y 2015 el rendimiento fue de 1920,31 kg/ha y 1902,88 kg/ha, respectivamente, con una
produccion de 104.849 toneladas de granos para la campafia 2014, con mas de 55.835 Ha
sembradas y para la campafia 2015 fue de 67.381 toneladas con 37.315 Ha de superficie sembrada

(http://www.minagri.gob.ar). Alguno de los motivos por los que la producciéon no alcanza un

volumen estable, son los ajustes tecnologicos que afio a afio deben desarrollarse en los diferentes
ambientes, tanto desde el punto de vista genético, como de manejo integral (siembra, proteccion

y cosecha).

IV. Calidad del grano vy aceite de colza

El nombre "canola" se deriva de "Canada y acido oleico" y su aceite se define como: "un aceite
que debe contener menos del 2% de acido erucico, y el componente solido de la semilla debe
contener menos de 30 umoles de cualquiera o cualquier mezcla de glucosinolato de 3-butenilo,
glucosinolato de 4-pentenilo, 2-hidroxi-3-Butenilglucosinolato y glucosinolato de 2-hidroxi-4-
pentenilo por gramo de solido seco y seco al aire (Overber Agri®, 2015). Los glucosinolatos y el
acido erucico son dos factores anti nutricionales, que, en cantidades elevadas, impiden el consumo
de la harina en la alimentacién animal y del aceite para consumo humano, respectivamente. Por
ende, un aceite de calidad para consumo humano no contendra acido ertcico, tendra bajo
contenido de 4cidos grasos saturados (no presentan dobles enlaces en su cadena) y una alta
proporcion de monoinsaturados (presentan un sélo doble enlace en su cadena), como el acido
oleico (McDonald, 1995). Diferentes estudios han demostrado que una dieta baja en acidos grasos
saturados y alta en monoinsaturados puede jugar un papel importante en la disminucion del riesgo
de enfermedades coronarias mediante la reduccion de la sintesis de colesterol. El aceite de canola
ocupa este nicho, teniendo el nivel mas bajo de acidos grasos saturados de todos los aceites
comestibles y el segundo nivel mas alto de grasas monoinsaturadas, luego del aceite de oliva
(Windauer y Ploschuk, 2006; Brown et al., 2008). En Argentina, la calidad comercial del grano
de colza-canola como oleaginosa alimenticia estd definida segun las normas de comercializacion
del pais (Norma VII SAGPyA, 1994), e incluyen el contenido de (i) aceite (>43 %), (ii) acido
erticico (<2%) y (iii) glucosinolatos (< 20 pmoles g!). Es decir, que el mercado bonifica, penaliza
o rechaza segln la calidad del grano que se recibe. Por lo tanto, es de relevancia agronomica y

econdmica estudiar como el ambiente y el manejo del cultivo modifican la calidad, y cual es la



variabilidad genética presente en los materiales comerciales disponibles en el pais, conducidos
bajo distintas condiciones ambientales. El contenido de aceite del grano maduro de colza-canola
puede alcanzar 50-52% del peso seco del grano. Este valor frecuentemente resulta menor en
condiciones de produccion, variando de acuerdo al genotipo, las condiciones ambientales durante
el llenado de los granos y algunas practicas de manejo como la fecha y densidad de siembra y el
nivel de fertilizacion (Agosti y Miralles, 2011). El perfil de acidos grasos también se define
durante el llenado de los granos, aunque varios autores sefialan que los cambios mas importantes
en la composicidn acidica ocurren al inicio del llenado, a pesar de que la acumulacion de aceite
continlla hasta cerca de madurez fisioldgica del grano (Fowler y Downey, 1970; Rakow y

McGregor, 1975; Diepenbrock y Geisler, 1979).

V. Leptosphaeria maculans

La necrosis o cancro del tallo, es causada por el hongo fitopatdégeno Leptosphaeria maculans
(Desm.) Ces. y de Not., Ascomycota hemibiotrofico, [Fase asexual, imperfecta, Anamorfo
Deuteromycota Phoma lingam (Tode ex Fr.) Desm], cuyo dafio mas importante es el vuelco de
la planta provocado por la lesion que se desarrolla en la base o cuello del tallo, (West et al., 2001;
Fitt et al., 2006; Long et al, 2011; Raman et al., 2012; Wang, 2013). Este patdégeno sobrevive
como micelio y pseudotecios en restos vegetales pudiendo permanecer infectivo por 4 o 5 afos y
constituyendo el in6culo primario, ademas, las semillas de colza y otras plantas pertenecientes a
la familia de las Brasicaceas también pueden ser reservorio de este patdgeno. Los factores
climaticos, principalmente las temperaturas y humedad elevada favorecen el desarrollo y la
distribucion de la enfermedad. Las temperaturas medias entre 8 y 15°C son favorables para la
descarga de ascosporas presentes en el interior de los ascos de L. maculans que se encuentran en
los restos vegetales, estas temperaturas deben ir acompaiiadas de periodos de alta humedad
ambiental (rocio o precipitaciones). Una vez que las esporas son liberadas y transportadas por el
viento a las plantulas jovenes, se adhieren a los cotiledones, hojas o hipocotilo. Alli germinan en
presencia de agua libre, penetran por los estomas o heridas mediante el tubo germinativo
invadiendo los espacios intercelulares entre las capas de epidermis y el tejido en empalizada, para
luego avanzar sobre el mesofilo. Las células mueren y la lesiéon toma el color gris verdoso
caracteristico. Sobre estas lesiones, que se denominan maculas, se formardn las estructuras

fructiferas asexuales (picnidios) de Phoma lingam (forma infectiva), dando lugar a infecciones



secundarias dentro del cultivo (Brown et al., 2008; Formento, 2014). Las hifas del hongo se
propagan y alcanzan las nervaduras e invaden la corteza del tallo en el sitio de unién con el
peciolo, dando lugar a la formacién de cancros (Figura 1). Esta ultima fase suele ser la mas
peligrosa, ya que el transporte de agua y nutrientes hacia arriba y debajo de la herida en la planta
se ve interrumpido (Fitt et al., 2006; Brown et al., 2008). Esto conlleva a una disminucion en la
formacion de los granos, y cuando el cuello del tallo se debilita considerablemente como resultado
de la infeccion, la planta puede volcarse. Las gotas de lluvia dispersan las esporas o picnidiosporas
a cortas distancias dando lugar a las infecciones secundarias, siendo las condiciones favorables
para el desarrollo de maculas temperaturas entre 20 a 25°C y mojado foliar no menor a 16 horas.
Todas las infecciones en la vaina resultan en semillas infectadas (http:/www.overbergagri.co.za,

Brown et al., 2008).
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Figura 1. Ciclo de vida de L. maculans. Imagen modificada de https://agro.basf.ca.



VI. Interaccion planta — patogeno

i.Genes R y mecanismos de resistencia en Brassica napus

Las respuestas inmunes del hospedador al patogeno pueden dividirse en dos categorias. Una
respuesta basal inducida por sefales genéticas del patdgeno (elicitores) conocidos como “patrones
moleculares asociados al patégeno (en inglés PAMPs/MAMPs/DAMPS/DANGER), la
denominada inmunidad desencadenada por PAMPs (PAMP triggered immunity’: PTI). Es una
respuesta moderada de defensa que se caracteriza por la deteccion de los PAMPs a través de
receptores de membrana extracelulares tales como proteinas receptoras y quinasas similares a
receptores. El otro tipo de respuesta es la inmunidad desencadenada por efecto de los genes R
(ETL: effector triggered immunity), en la cual las proteinas raza especificas (Avr) del patogeno
desencadenan un mecanismo de defensa que incluye una respuesta hipersensible (RH), llevando
a la muerte celular del hospedador en el sitio de infeccion. En este caso, la deteccion o
perturbacion de los efectores del patégeno estd mediada por receptores intracelulares que poseen
repeticiones ricas en leucina (NB-LRR) (Tsuda y Katagiri, 2010; Dangl et al., 2013). Cuando se
estudian patogenos foliares, la RH de genes raza especificos R proveen un fenotipo visual que
indica una interaccidon incompatible y permite la determinacion de la virulencia del patogeno, de
manera sencilla y rapida. Esta distincion es usada para separar las interacciones especificas de los
genes R, llamada resistencia cualitativa, presente principalmente en el estadio de plantula, de
aquella resistencia cuantitativa, efectiva de plantas adultas mediante la accion acumulativa de
multiples loci de resistencia (Delourmeet al., 2006; Rimmer 2006; Hayward et al., 2012; Raman
et al., 2012b, Larkan et al., 2016a).

Pueden ocurrir dos tipos de interacciones entre el patdogeno y la planta; compatibles e
incompatibles. La interaccion compatible ocurre en ausencia de una respuesta eficaz de defensa
del huésped, permitiendo la penetracion, invasién y multiplicacién del patdgeno en sus tejidos,
desarrollandose la enfermedad. Esto puede ser debido a la falta de un alelo de resistencia
dominante en la planta que interactie con el alelo de resistencia dominante del patdgeno o a la
ausencia de un alelo de virulencia en el locus del patdgeno correspondiente. En cambio, una
interaccion incompatible se produce cuando no hay desarrollo de la enfermedad debido a la
presencia de un alelo eficaz de resistencia en el huésped (R) con un alelo para Avr en el locus

patdgeno correspondiente. En una interaccion incompatible, la planta activa los mecanismos de



defensa efectivos, lo que se manifiesta como resistencia. (Stange et al., 2007, Dangl et al., 2013,

Gabriel et al., 2017).

El reconocimiento de patdogenos a través los genes de resistencia (R) se explica en la teoria gen a
gen (Flor, 1971) la cual se basa en el reconocimiento directo o indirecto de los efectores. En la
forma directa las proteinas NB-LRR reconocen los efectores del patéogeno asociandose
fisicamente con ellos (Catanzariti et al. 2006, 2010; Dodds et al. 2010). En el reconocimiento
indirecto (modelos guard/decoy y bait-switch) los efectores deben interactuar con una proteina
accesoria para ser detectados por las proteinas NB-LRRs. El efector induciria un cambio en la
proteina accesoria, una molécula simil a su blanco o ser utilizado como cofactor para permitir su
reconocimiento por parte de las proteinas NB-LRR (Van der Hoorn et al. 2008). En el modelo de
guardia la proteina NB-LRR se encuentra vigilando a la proteina accesoria que resulta ser blanco
del efector, en el momento en que el efector modifica la proteina accesoria ésta serd reconocida
por la proteina NB-LRR iniciando la via de sefializacion para activar la respuesta ETI. El tercer
modelo conocido como de bait-switch posee dos etapas. En la primera etapa el efector se une a la
proteina accesoria (bait) que se encuentra asociada a una proteina NB-LRR. En la segunda etapa
el efector, unido a la proteina accesoria que funciona como cofactor en la reaccion, es reconocido
por el dominio LRR de la proteina NB -LRR. Esta interaccion entre el efector y la proteina NB -
LRR es lo que funciona como interruptor o (switch) activando la sefalizacion para dar comienzo

a las respuestas ETI (Collier et al. 2009).

Exceptuando al recientemente clonado gen R de B. napus, LepR3, el cual se ha identificado que
codifica para una proteina transmembrana (Larkan et al., 2013), los genes R codifican pequefias
proteinas secretadas (SSPs; small-secret proteins) con varios residuos de cisteina (Stukenbrock
and McDonald, 2009; Rouxel et al., 2011). La clase mas grande de genes R incluye proteinas con
un sitio putativo de unidn a nucleétidos (NBS) y otro sitio rico en repeticiones de leucina (LRR).
Los genes de resistencia NBS-LRR codifican para receptores intracelulares que se componen de
un dominio N terminal variable seguido por los dominios NBS y LRR. Los LRR pueden ser el
principal determinante en la especificidad de reconocimiento del producto del gen de la
avirulencia (Ellis et al., 2000), mientras que se cree que la region NBS es importante para la
actividad de union a ATP. Estudios previos de andlisis de secuencias revelaron que los dominios

NBS comparten un alto grado de homologia y tienen un nimero de motivos conservados (Wan



et al., 2012). Los genes NBS-LRR se pueden subdividir en dos tipos distintos basado en la
estructura de su dominio N-terminal: un motivo de bobina en espiral (CC) o un motivo tipo 7o/,
dominio de receptor de interleucina-1 de mamifero (TIR) (Meyers et al., 2003). Se ha demostrado
que la clase de genes NBS-LRR es abundante y ampliamente distribuida en todo el genoma de
especies de plantas, por ejemplo en Arabidopsis constituye aproximadamente el 1% del genoma
(Ellis et al., 2000). Estudios genéticos y genomicos realizados en arabidopsis y arroz (Bai et al.,
2002; Richly et al., 2002), muestran que la mayoria de los genes NBS-LRR estan presentes en
grupos o clusters de genes (Hulbert et al.,, 2001; Wan et al., 2012). La disposicion agrupada de
estos genes puede ser un atributo critico que permite la generacion de nuevas especificidades de
resistencia via recombinacion o la conversion génica (Meyers et al., 2003). En el genoma de B.
rapa casi el 50% de los miembros de la familia NBS fueron detectados como conjuntos en tdindem
dentro de clusters homogéneos, sugiriendo la duplicacién en tandem en combinacion con
poliploidia, desempeniado un papel importante en la expansion de la codificacion genes NBS-

LRR en el genoma de Brassica (Vicente et al., 2001; Mun et al., 2009).

Actualmente, se han descripto 16 loci de resistencia cualitativa o especifica a P. lingam: Rlml,
Rim2, Rlm3, Rim4, Rlm7, RIm9, LepR3, BLMRI, BLMR2, LmFrl, LEMI, cLmRI, cRLM,
Rim.wwai-Al, QRIm.wwaiAl0Oa y Rpg3Dun (Delourme et al., 2006; Rimmer 2006; Balesdent et
al., 2013), algunos de los cudles se organizan en clusteres en los cromosomas de B. napus
(Delourme et al., 2004, 2006a). Sin embargo, s6lo dos de éstos genes mayores han sido clonados

y caracterizados, LepR3 y RIm2 (Larkan et al., 2016b).

La resistencia de planta adulta o cuantitativa, es una resistencia del tipo parcial, no especifica que
implica la accion de muchos genes menores y estd mediada por QTL (Quantitative Trait Loci)
(Delourme et al., 2006a). La presencia de estos factores de resistencia se expresa ante el menor
desarrollo de tejido necrotico en la base del tallo comparado con el encontrado en variedades
susceptibles. Este tipo de resistencia es también mas durable que la de tipo cualitativa (Boyd
2006; Poland et al., 2009), ya que los genes implicados no dan como resultado una rapida ruptura
de la resistencia (Kaur et al., 2009), pero su eficiencia varia segin las condiciones ambientales.
Debido a la complejidad del genoma de colza, las regiones duplicadas experimentan cambios
importantes que pueden causar modificaciones estructurales, funcionales y/o reguladoras de los

genes duplicados (Jackson et al., 2010; Wang et al., 2012; Fopa Fomeju et al., 2014). Delourme
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et al. (2008) plantean la hipotesis de que los genes de resistencia cuantitativa funcionan en una
interaccion compleja de muchos genes de respuesta al patdogeno que por si solos no muestran

grandes efectos fenotipicos, lo que no provocaria una fuerte presion selectiva sobre el hongo.

ii. Genes de Avirulencia (Avr) en P. lingam

En cuanto a la identificacion de genes de avirulencia, se han adquirido mejores progresos en P.
lingam, ya que se han clonado siete de los 14 genes conocidos: AvrLml, AvrLm4-7, AvrLm6,
AvrLlmll, AvrLmJI, AvrLm2, y AvrLm3 (Gout et al., 2006; Fudal et al., 2007; Parlange et al.,
2009; Balesdent et al., 2013; Van de Wouw et al., 2014, 2016; Plissonneau et al., 2016). Ademas,
algunos de estos genes de avirulencia han sido encontrados en grupos (clusters), como los
AvrLm1-2-6 y AvrLm3-4-7-9-AvrLepR1 (Balesdent et al., 2002; Ghanbarnia et al., 2012). En
contraste con las estructuras de dominio conservadas de las proteinas R, las proteinas Avr son
generalmente muy divergentes en las funciones de secuencia y patogenicidad (Chisholm et al.,
2006; Bent & Mackey 2007; Kamoun 2007). Parlange y colaboradores (Parlange et al., 2009)
encontraron que no existe homologia de secuencia entre las regiones codificantes AvrLml,
AvrLm6 y AvrLm4-7. Todos los genes Avr tienen caracteristicas tipicas de los genes efectores
fingicos, ya que, codifican para pequefias proteinas secretadas, estan altamente reguladas en
etapas tempranas de la infeccién y muestran baja homologia con genes de otras especies de
hongos. Los efectores son elementos claves en la virulencia fingica contra las plantas y son
particularmente importantes durante la fase biotrofica de la infeccion (Kloppholz et al., 2011). P.
lingam, que es un hemibiodtrofo, se basa inicialmente en los efectores para suprimir las defensas
de las plantas, y posteriormente utiliza efectores para matar las células vegetales. (Lo Presti et al.,
2015). El alto potencial evolutivo de éste patdgeno es una caracteristica tanto de su ciclo de vida
como de su estructura genomica. La mayoria de los efectores putativos o candidatos estan
localizados en ADN repetitivo rico en transposones y se ven afectados por una mutacion puntual
repetida (Rouxel et al., 2011). Los genes efectores se sobreexpresan principalmente durante la
infeccion de la hoja primaria (Soyer et al., 2014). Esta informacion sobre la localizacion
gendmica, la organizacion de genes y la dindmica de expresion es Util para comprender la

interaccion patdégeno-huésped.

Los ensayos de inoculacién en cotiledones se han utilizado rutinariamente para identificar

resistencia a P. lingam (Williams y Delwiche 1979, Rimmer y van den Berg 1992, Rouxel et al.,
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2003, Marcroft et al., 2012). La caracterizacion de los genes R en una variedad dada de colza se
puede lograr mediante el andlisis de sus interacciones con un conjunto de aislados de los
patogenos portadores de genes de Avirulencia (Avr) conocidos. Por ejemplo, basado en las
reacciones fenotipicas a diferentes aislamientos con alelos Avr conocidos, Rouxel y
colaboradores (2003) dedujeron los genes R especificos en diferentes accesiones de B. napus
principalmente originarias de Europa. Por el contrario, cuando no se conoce la identidad de genes
Avr en el patdgeno, los aislamientos pueden ser categorizados en varios grupos de patogenicidad
(GP) (Koch et al.,1991; Mengistu et al., 1991). Esto puede determinarse en funcion de la
interaccion fenotipica por inoculaciones artificiales en los cotiledones de los cultivares Westar
(no posee genes R), Glacier (posee RIm2, RIm3) y Quinta (posee Rlmi-4 ligados y RIm3),
principalmente. Por ejemplo, el alelo resistente dominante R/m?2 del cultivar Glacier en respuesta
al gen Avrlm2 en un aislamiento GP2 de P. /ingam, resulta en una reaccion incompatible entre

Glacier y el aislamiento GP2 (Ansan-melayah et al., 1998).
iii. Manejo de la enfermedad.

En Argentina la enfermedad fue detectada por primera vez en el afio 1994 (Gaetan et al., 2001)
registrandose desde ese momento epifitias de intensidad variable en funcién tanto de las
condiciones climéaticas que predispongan a la enfermedad como de la susceptibilidad del cultivar
y la avirulencia/virulencia del patogeno (Gaetan y Madia, 2006; Gaetan, 2006; Iriarte et al., 2012),
alcanzando en cultivares susceptibles hasta un 60% de incidencia (Iriarte y Valetti, 2008). Las
estrategias utilizadas para disminuir la incidencia de la enfermedad incluyen: la siembra de
variedades resistentes, la rotacion de cultivos y manejo de rastrojos, asi como también variaciones
en la fecha de siembra y aplicacion de fungicidas (West et al., 2001; Sivasithamparam et al., 2005;
Aubertot et al., 2006). En el caso de los fungicidas, sin embargo, la eficacia de ciertos principios
activos ha disminuido debido a la presencia de cepas fingicas resistentes a los mismos (Brent and
Hollomon, 2007). El incremento de la produccion de colza y el aumento del area sembrada, han
favorecido el desarrollo de dicha enfermedad en los ultimos afios, llevando a grandes pérdidas
economicas. Es por esto que el desarrollo de cultivares resistentes es el método mas efectivo y
sustentable para el control del cancro del tallo, que puede combinarse con practicas de manejo

del cultivo.
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Si bien la caracterizacion bioquimica y morfologica (Azam et al., 2013), tanto en invernaculo
como a campo son herramientas de gran utilidad para los programas de mejoramiento, la
caracterizacion molecular es esencial para identificar la base genética de la resistencia. La
identificacion de genes de resistencia mediante marcadores moleculares es muy efectiva, ya que
¢éstos pueden detectar un alto grado de polimorfismo y no son sensibles a las variaciones
ambientales y de desarrollo (Rabbani et al., 2010; Zeb et al., 2011; Ahmadet al., 2014).
Marcadores moleculares estrechamente ligados a genes de interés son muy ttiles para la seleccion
asistida y para la piramidizacion de dos o mas genes en un solo genotipo, a fin de lograr una

resistencia mas durable (Ahmad et al., 2014, Fayyaz et al., 2014).
iv. Marcadores moleculares y seleccion.

Los marcadores moleculares se han convertido en una herramienta importante para asistir al
mejoramiento de diversos cultivos. En los tltimos afios, la identificacion de fuentes naturales de
resistencia a P. lingam en colza, ha permitido el desarrollo de lineas y cultivares resistentes
(Delourme et al., 2006; Rimmer 2006). Se han informado en trabajos previos de mapeo de
poblaciones, el ligamiento entre los genes de resistencia conocidos y marcadores moleculares de
distinto tipo. Dentro de los marcadores moleculares asociados a los genes de resistencia, los
marcadores funcionales son los mas ampliamente utilizados, ya que derivan de motivos
polimorficos (mutaciones) dentro de los genes. Dentro de este grupo se encuentran los del tipo
SSR (Simple Sequence Repeat o microsatélites) y SNP (Single Nucleotide Polymorphism)
(Raman et al., 2013). Los marcadores de tipo SSR presentan una gran ventaja al ser de naturaleza
codominante, presentar amplia distribucion en el genoma y ser altamente reproducibles. Un locus
SSR esta definido por las secuencias de los cebadores flanqueantes al microsatélite. Por el alto
polimorfismo que suelen presentar por locus (multialelismo) se los considera los marcadores
ideales para el mejoramiento en especies autdgamas (Levitus et al., 2010). Por su parte, los SNPs
poseen polimorfismo en un solo nucledtido. Algunos autores consideran SNP sélo cuando ocurre
una sustitucion de base, otros consideran también la insercion/delecion de una base (InDel). Los
SNPs son de naturaleza dialélica y son muy abundantes en el genoma, siendo la frecuencia de
SNPs de 1 cada 100-300 pb para los genomas vegetales. Pueden localizarse tanto en regiones
codificantes, regulatorias y no codificantes (Levitus et al., 2010). Otro tipo de marcador molecular

que ha sido recientemente desarrollado son los SCAR (Sequence Characterized Amplified
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Region) (Levitus et al., 2010), los cuales se obtienen a partir del desarrollo de cebadores
especificos para fragmentos amplificados polimorficos RAPDs (Ramdom Amplified
Polymorphism DNAs). En algunos casos, pueden ser codominantes. Se han identificado
marcadores moleculares de tipo SSR para Rlm i, RIm4, Rlm.-wwai-Al y QRIm.wwai-A10a (Yu et
al.,2005; Raman et al., 2012a; Raman et al., 2012b), mientras que para los loci RIm2, RIm3, Rlm4,
Rim7 y RIm9, existen marcadores del tipo RAPDs (Delourme et al., 2004; Parlange et al., 2009)
y para los lociRIm3, BLMR1 y BLMR?2, se han identificado marcadores de tipo SNP ( Long et al.,
2011;Wang, 2013). El locus LepR3 fue identificado en B. napus asociado a marcadores de tipo
InDel (insertion/deletion) (Larkan et al., 2013) y a un SCAR (Yu et al., 2008). Para la
identificacion de Rpg3Dun se encontraron marcadores tipo SRAP (Sequence-Related Amplified
Polymorphism) (Dusabenyagasani et al., 2008, Long et al., 2011). Mientras que mediante la
utilizacion de marcadores RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), los loci LmFrl'y
LEM!1 fueron caracterizados por Dion et al., (1995). Mayerhofer et al., (1997 y 2005) identificaron
marcadores RFLP, RAPD y SCAR asociados al /locus cLmR1. La utilizacién de marcadores
moleculares conocidos permite seleccionar tempranamente los genotipos que posean alelos de
resistencia a P. lingam, permitiendo asi ahorrar tiempo y recursos en el proceso de seleccion de

los programas de mejoramiento genético de la especie.
v. Estrategias para una resistencia mas duradera

P. lingam ha mostrado un alto potencial evolutivo para superar los principales genes de resistencia
en B. napus. La aparicion de nuevos aislamientos virulentos lleva al quiebre de la resistencia
mediada por el gen R (Balesdent et al.,2006; Fitt et al., 2006; Sprague et al., 2006). En Francia a
mediados de la década de los noventa, el uso a gran escala de cultivares que contenian R/m/
llevaron al quiebre de esta resistencia en sélo 3 afios debido a la rapida evolucion del patogeno
(Rouxel et al., 2003a, Sprague et al., 2006). El aumento en cultivares comerciales con resistencia
Riml, resultd en una rapida disminucion de la proporcion de aislados portadores de AvrLml
(Rouxel et al., 2003b, 2011). Sefialando un caso reciente, Zhang y colaboradores (2015)
identificaron que en aislamientos de P. /ingam existia una marcada disminucion en la frecuencia
del alelo de avirulencia hacia R/m3, AvrLm3, indicando el quiebre de la resistencia de Rlm3,
probablemente debido al uso excesivo de este unico gen de resistencia en el germoplasma

canadiense de B. napus.
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-Mejoramiento del pool génico de los genes R mediante la introgresion de genes de otras

especies

La introgresion de genes de resistencia a P. /ingam a partir de otras especies de Brassica o
miembros de la familia de Brassicaceae a menudo aumenta la resistencia. (Howlett 2004). Para
ello, es importante encontrar fuentes alternativas de genes R contra el patégeno por lo que se han
estudiado dichos genes en especies de Brassica distintas de B. napus, incluyendo diferentes
accesiones de sus progenitores diploides, B. rapa y B. oleracea. Por ejemplo, los genes de
resistencia a P. lingam, LepRI, LepR2 y LepR3, se han introgresado en B. napus a partir de un
cruzamiento interespecifico entre B. rapa ssp. sylvestris X B. oleracea var. alboglabra (Crouch et
al., 1994, Buzza and Easton, 2002). Los loci LepR1 y LepR2 se identificaron y mapearon en los
grupos de ligamiento A02 y A10, respectivamente (Yu et al., 2005). Mientras que LepR3, esta
presente en el cultivar B. napus 'Surpass400' y se ha asignado al grupo de ligamiento A10, a una
distancia de 11,7 cM del locus LepR2 (Yu et al., 2008). Ademas, LepR3 fue el primer gen de

resistencia a la enfermedad en ser clonado (Larkan et al., 2013).

También se han estudiado especies relacionadas como Diplotaxis muralis, Arabidopsis thaliana
y Sinapis arvensis, las cuales también podrian ser fuentes de resistencia al patégeno (Delourme
et al., 2006). Ademas, los parientes silvestres de las especies de Brassica podrian aumentar la
diversidad genética de los cultivares actuales a través de cruzamientos, resintesis (hibridaciones
interespecificas entre especies relacionadas), mutagénesis, transformaciones genéticas y

experimentos de recombinacion (Mikolajczyk, 2007).
- Piramidizacion de genes

En los programas de mejoramiento convencionales, la incorporacion de genes de resistencia de
tipo cualitativa ha sido efectiva, con la ventaja de poder detectarse en plantula, asi como también
su combinacién con /oci de resistencia de tipo cuantitativa (Leflon et al., 2007; Brun et al., 2010;
Delourme et al., 2014). La piramidizaciéon de genes es un método potencial para desarrollar
resistencia mas durable a P. /ingam y otras enfermedades, a través de la combinacion de multiples
genes de resistencia en un genotipo, de manera tal que todos estos genes R necesitan ser superados
para que se manifieste la susceptibilidad a la enfermedad. En un esquema de piramidizacion de

genes, la estrategia consiste en acumular en un unico genotipo, genes que han sido identificados
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en diferentes padres. El uso de marcadores moleculares, aumenta la velocidad del proceso,
mediante la seleccion asistida por marcadores (MAS). En general, la piramidizacion de genes
tiene como objetivo la derivaciéon de un genotipo ideal que es homocigotico para los alelos
favorables en todos los /loci. Actualmente, los nuevos desarrollos tecnolégicos como la
automatizacion, el diagnoéstico especifico de alelos y la tecnologia de diversidad de arrays hacen
que el proceso sea mas potente y eficaz (Joshi y Nayak, 2010). Si a esta metodologia se la
acompana con estrategias de rotacion de cultivares que contengan diferentes genes R, se puede
limitar la presion de seleccion hacia una composicion de genes avr particular. En Australia, la
diversificacion de la resistencia en diferentes variedades comerciales de canola como resultado
de cambios en sus programas de mejoramiento (Marcroft et al., 2012a) proporcioné estrategias
alternativas de manejo de la enfermedad. Por lo tanto, la comprension de la diversidad genética
de genes R es fundamental para el desarrollo a largo plazo de la resistencia a P. lingam (Marcroft

et al., 2012b; Hayward et al., 2012).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Asistir al programa de mejoramiento nacional de colza de INTA EEA Parand en el desarrollo de
nuevas lineas locales resistentes a P. lingam y que presentan una performance igual o superior a

las existentes en nuestro pais.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el grupo de patogenicidad del aislamiento de P. lingam utilizado, mediante la

inoculacion de cultivares diferenciales.

2. Identificar lineas experimentales de colza resistentes a P. lingam mediante inoculaciones

artificiales.

3. Caracterizar fenotipicamente las lineas resistentes a P. lingam para rendimiento, porcentaje de

aceite y contenido de acidos grasos.

4. Identificar loci de resistencia a P. lingam mediante la aplicacion de diferentes tipos de

marcadores moleculares.
5. Seleccionar lineas portadoras de diferentes genes de resistencia, alto rendimiento y contenido

de aceite, y adecuado perfil de acidos grasos, para ser utilizadas como progenitores en el

desarrollo de nuevos genotipos resistentes P. lingam.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIAL VEGETAL

Como material vegetal se utilizaron 469 lineas de colza pertenecientes al Programa de
Mejoramiento de INTA EEA Parana. Dichas lineas inéditas fueron obtenidas, mediante
cruzamientos artificiales especificos. Las poblaciones de las cuales provienen las lineas se
condujeron mediante el método masal modificado, desde F» a Fe. En la generacion Fe (lineas
a partir de plantas individuales seleccionadas en Fs) fueron evaluadas fenotipicamente para

la reaccion frente al patdgeno mediante inoculaciones artificiales.

2. INOCULACIONES ARTIFICIALES

Inéculo

Luego de la determinacion del grupo de patogenicidad de los tres aislamientos existentes,
como se explica en el siguiente punto, se utiliz6 un aislamiento virulento local de Phoma
lingam (Teleomorfo L. maculans) de la coleccion de aislamientos pertenecientes al Grupo
de Genética, Mejoramiento y Biotecnologia Vegetal de la EEA Parana del INTA,
previamente identificado por sus caracteristicas morfoldgicas y culturales coincidentes con
las descriptas por Sutton (1980) para P. /ingam (Schutt de Varini y Bessone, 2015). El mismo
fue cultivado en placas de Petri de 9 cm de diametro con medio APG 2% (Agar papa
glucosado) durante 12 a 14 dias en camara de crecimiento, con una alternancia de 12 hs de
luz NUV y 12 horas de oscuridad a 22-24 °C (+ 3 °C), preparandose una suspension de
esporas en agua destilada estéril y ajustandose la concentracion entre 5x10° - 1x107 conidios

ml! (Bansal et al., 2002) mediante el conteo en camara de Neubauer.

Determinacion del gsrupo de patogenicidad del aislamiento

Con el objetivo de determinar el grupo de patogenicidad (GP) de distintos aislamientos de P.
lingam colectado en el area de influencia de la EEA Parana, se llevaron a cabo inoculaciones
artificiales utilizdndolos cultivares diferenciales: Westar (sin gen de resistencia), Quinta
(RImi-4) y Glacier (RIm2, RIm3). La interaccion fenotipica con estos cultivares establece

cuatro GP: GP1, avirulento en los tres cultivares; GP2, Westar susceptible, Quinta y Glacier
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resistentes; GP3, Quinta medianamente resistente, Westar y Glacier susceptibles; GP4,
Glacier, Quinta y Westar susceptible (Mengistu et al., 1991).

El ensayo se realizo en condiciones de inverndculo con fotoperiodo de 16 hs de luz y
temperatura entre 15 — 25 °C. Para llevar a cabo la inoculacion de los cultivares diferenciales
se sembraron semillas de cada genotipo ensayado, y una vez emergidas, se dejaron cuatro
plantulas de cada genotipo en tres macetas pldsticas conteniendo sustrato de vermiculita
esterilizado. Sobre los cotiledones de entre 12 y 15 dias de edad, se realizaron lesiones con
aguja histologica a ambos lados de la nervadura central y se inocularon, mediante
micropipeta, con 10 pl de la suspension de conidios sobre la herida (Bansal et al., 1994). Las
plantulas inoculadas permanecieron cubiertas con polietileno asperjado con agua destilada,
para mantener 100% de humedad relativa (HR) por 48 hs. Luego de las 48 hs, se retiro el
polietileno y se mantuvieron las plantas en invernaculo hasta el momento de la evaluacion,
con control de temperatura y humedad. La evaluacion de los sintomas de la interaccion, se
realiz6 mediante observacion visual directa aplicando la escala de Williams (Williams, 1985)
a los 14 dias posteriores a la inoculaciéon (dpi). Dicha escala abarca del 0 al 9, siendo 0 = sin
sintomas visibles (completamente resistente); 1 = oscurecimiento limitado alrededor de la
herida, con un didmetro entre 0.5 y 1.5 mm y pueden presentar halo clordtico; 3 = lesiones
necroticas oscuras de 1.5 a 3 mm y posibilidad de halo clorotico; 5 =lesiones de 3 a 5 mm
sin esporulacion, lesion claramente delimitada por un margen negro, puede presentarse tejido
colapsado de color verde-gris o mediante una necrosis oscura;7 = tejido colapsado de 3 a 5
mm de didmetro y de color verde-gris, claramente delimitado sin

margenes oscuros y 9 = tejido colapsado con abundante formacion de picnidios alrededor del
area inoculada, con lesiones de mas de 5 mm de didmetro y margenes difusos (completamente
susceptible).

Inoculaciones de las lineas experimentales

Con el mismo método descripto anteriormente para los cultivares diferenciales, para tres
macetas de cada linea con cuatro plantulas cada una, se llevaron a cabo las inoculaciones de
las 469 lineas del programa de mejoramiento, con el aislamiento local de P. lingam. A
diferencia de la evaluacion de los cultivares diferenciales, las lineas experimentales se
evaluaron aplicando la escala de severidad adaptada de Bansal (Bansal et al., 1994, Tabla 1),

a los 14 dpi. Esta escala es una escala adaptada de la de Williams (1985) y es una manera
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mas sencilla de seleccionar las interacciones fenotipicas entre el patégeno y los cotiledones.

Se seleccionaron aquellos genotipos fenotipicamente resistentes (grados de severidad entre

0 y 1) y medianamente resistentes, (grados de severidad entre 1 y 2) segun escala de Bansal

(Tabla 1, Bansal et al., 1994, Bansal et al., 2002; de Souza, 2014). Los cultivares utilizados

como controles fueron: Columbus (R/ml, Rim3), Darmor (RIm2, RIm9, Lepr3), Bristol
(RIm2, RIm9), Quinta (RImI-4, Rlm3), Glacier (RIm2, Rlm3), Westar (no Rlm), Dunckeld
(RIm2, RIm4, Rpg3Dun), Surpass 400 (Lepr3, BLMR?2), Falcom (Rim4) y Jet Neurf (RIm4).

Grado

Sintomas de le enfermedad

Sin sintomas visibles de la

enfermedad

Respuesta hipersensible alrededor
de la herida (diametro entre 0,5-3

mm)

Tejido colapsado color verde
grisdceo con margen distintivo

y/o éreas necroticas

Tejido colapsado color verde
grisaceo con margen difuso en
expansion. Pueden formarse

picnidios

La mayor parte del tejido con
lesiones verde grisaceo colapsado
con abundante formacién de

picnidios

Tabla 1. Escala de Bansal (1994). Grados de severidad utilizados para la evaluacion de las reacciones
entre B. napus y P. lingam en cotiledones bajo condiciones de crecimiento en inverndaculo. Valores
promedio entre 0 — 1 se consideran resistentes, entre 1 — 2, medianamente resistentes.
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3. EVALUACION DEL RENDIMIENTO

Se caracterizaron las condiciones ambientales de las dos campaifias agricolas (2014 y 2015) ya
que son factores influyentes sobre el rendimiento y la calidad del grano. Para ello se tomaron
en cuenta los datos registrados de precipitaciones y rangos de temperaturas del Observatorio

Agro-meteorologico de la EEA Parana.

CONDICIONES AMBIENTALES DEL CICLO DEL CULTIVO

Debido a que tanto el rendimiento como la calidad del aceite de colza se ven fuertemente
afectados por las condiciones ambientales imperantes durante el crecimiento y desarrollo del
cultivo, se realizé una caracterizacion de las temperaturas medias y precipitaciones durante los
ciclos agricolas 2014 y 2015. Los mismas se describen a continuaciéon y los registros se

muestran en la Tabla 2.

Pre cipitacién (mm) Temperatura (°C) Lluvias (mm) Temperatura (°C)
Mes 2014 | Normal' | Diferencia| 2014 |Normal'|Diferencia| 2015 | Normal' [Diferencia] 2015 | Normal' [Diferencia
Enero 62,9 116,5 -53,6 26 249 1,1 2453 1158 129,5 249 249 0
Febrero 1478 109,2 38,6 23,6 238 -0,2 1499 109.8 40,1 243 238 0,5
Marzo 164.4 156,2 8,2 20,4 21,8 -1,4 1373 156,3 -19 23 21,8 1,2
Abril 2227 103,7 119 19,1 182 0,9 36,4 1052 -68,8 21,7 18,2 3,5
Mayo 30,2 524 -22,2 15,7 154 0,3 87,5 52,1 35,4 18 154 2,6
Junio 82 392 -31 12,9 12,5 0,4 41,7 388 2,9 148 12,5 2,3
Julio 54 29 25 13,5 119 1,6 26,5 29,2 -2,7 13,5 12 1,5
Agosto 0 324 -32,4 15,8 134 2.4 105,1 32 73,1 16,3 134 2,9
Setiembre 80,5 53,7 26,8 17,1 153 1,8 21,9 53,7 -31,8 15,7 15,3 0,4
Octubre 70,2 106,6 -36,4 21,5 18,1 3,4 78,6 106,2 -27,6 17,7 18,2 -0,5
Noviembre 113 111,1 1,9 21,6 209 0,7 1194 111 8,4 21,1 209 0,2
Diciembre 129,7 117,6 12,1 233 23,5 -0,2 124,5 117,6 7,1 242 23,5 0,7
Total 1083,6 | 10274 56,2 1174,1 1027,5 146,6

Tabla 2. Precipitaciones y temperaturas medias mensuales de la EEA Parand. Arios 2014, 2015 y normal
para cada afio. ! Promedio historicol934-2013 en 2014 y Promedio histérico 1934-2014 en 2015. Fuente:
Observatorio Agrometeorologico de la EEA Parana.

2014.

PRECIPITACIONES. Las lluvias ocurridas a partir de febrero permitieron una recarga
adecuada del perfil en los primeros meses de 2014 y no se observo estrés hidrico durante los
meses de mayo y junio, a pesar de que las lluvias fueron menores de lo normal. Ademas, las

precipitaciones totales durante el ciclo de cultivo fueron superiores al promedio normal (+ 56,2
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mm). También se debe resaltar que en octubre las lluvias fueron menores a las esperadas (-

36,4 mm).

TEMPERATURAS. Las temperaturas medias durante el ciclo de cultivo estuvieron por
encima del promedio historico (los meses de setiembre y octubre tuvieron, en promedio, 1,8 y

3,4°C por encima de la media.
2015

PRECIPITACIONES.A diferencia del ciclo 2014, en 2015 las precipitaciones de otofio no
permitieron una recarga adecuada del perfil. Posteriormente, durante septiembre y octubre se
presentaron menores lluvias que el valor promedio histérico para esos meses (-31,8 mm y -
27,6 mm, respectivamente). Las precipitaciones totales fueron superiores al normal (+146,6

mm).

TEMPERATURAS.Las temperaturas medias se caracterizaron por encontrarse, en promedio,
por encima del promedio normal (10,6 °C en total), con excepcion de octubre, donde el

promedio fue 0,5°C inferior.

Para la evaluacion del rendimiento de las lineas resistentes se realizaron ensayos comparativos
de rendimiento (kg/ha) en las dos campanas: 2014 y 2015, en la EEA de INTA ubicada en la
localidad de Oro Verde, Entre Rios, a 12,5 km de la ciudad de Paranad. Los ensayos se
implantaron segin un disefio en bloque completamente aleatorizado (DBCA) con tres
repeticiones y parcelas de 4,3 m?. La densidad de siembra se estimo para lograr 80 plantas
viables/m?. Una vez obtenidos los datos de rendimiento, mediante el paquete estadistico
InfoStat® (Di Rienzo et al., 2017), se verifico el cumplimento de los supuestos de normalidad
(prueba de normalidad de Shapiro-Wilks y Q-Q plot) y de homocedasticidad (graficos de
dispersion de los residuos en funcion de los residuos predichos). En el anélisis estadistico de
los datos se incluyeron cuatro testigos comerciales, dado su alto rendimiento y calidad aceitera,
los cuales se repitieron en ambas campafias. Estos fueron: Rivette, Bioaureo 2486, Legacy y
Hyola 76. Se procedi6 a realizar un ANOVA (p=0,05) con las correspondientes interacciones
(linea*campana, campafia>bloque) a ser evaluadas y prueba de comparaciéon de medias para

determinar las diferencias significativas, LSD Fisher.
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4. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE ACEITE Y PERFIL DE ACIDOS
GRASOS.

A las mismas lineas que resultaron fenotipicamente resistentes y fueron evaluadas en ensayos
comparativos de rendimiento, se les determiné el contenido de aceite y perfil de 4cidos grasos
mediante un monocromador NIRs™ 2500 (NIRSystems, Silver Spring, USA), el cual fue
previamente calibrado para su utilizacion con colza. Este trabaja en un rango de onda de 400
nm a2500 nm, con una cubeta circular de 50 mm de didmetro, a una resolucion espectral de
0,5 nm (4200 datos por muestra). Las determinaciones fueron realizadas para las tres
repeticiones de cada linea de ambas campanas (2014 y 2015). Para realizar las determinaciones
se coloca 60 g de semillas en la cubeta y se procede a la lectura. Como testigo de alto porcentaje
de aceite se utiliz6 el cultivar comercial Bioaureo 2386. Se obtuvo el perfil de los principales
acidos grasos: los saturados los cuales incluyen al acido palmitico (16:0), estedrico (18:0),
araquidico (20:0), behénico (22:0) y lignocérico (24:0), e insaturados, determinandose oleico
(18:1), linoleico (18:2), linolénico (18:3) y erucico (22:1). Las significancias de las diferencias
de los datos fueron analizadas mediante ANOVA (p 0.05) con el paquete estadistico InfoStat®
(Di Rienzo et al., 2017) y se aplico la prueba de LSD de Fisher para la comparacion de las
medias. fue necesario para completar el andlisis (Di Rienzo et al., 2017). Previamente se
verifico el cumplimento de los supuestos de normalidad y de homocedasticidad para cada

acido graso.
EVALUACION GENOTIPICA MEDIANTE MARCADORES MOLECULARES
5.1. EXTRACCION DE ADN

Al grupo de lineas que resultaron fenotipicamente resistentes al aislamiento de Phoma lingam
utilizado, se les realizaron extracciones de ADN para evaluarlas genéticamente mediante
diferentes marcadores moleculares asociados a genes de resistencia a dicho patdgeno. Para ello
se colectaron hojas verdes jovenes de cada genotipo y se trituraron con N liquido, en tubos
plésticos descartables de 1.5 ml. Luego se les agreg6 600 pl de solucion de extraccion (1,5 M
TRIS-HCI pH 8.8, 0,5 M EDTA, 4M NaCl) y 200 ul de 20% Dodecil Sulfato Sédico (SDS).
Se incubaron durante 30 minutos a 65°C en bloque seco, se les agreg6 200 ul de 2,5M AcNa

y se colocaron en hielo durante 20 minutos. A las muestras se les adicion6 400 pl de
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cloroformo y se centrifugaron a 14000 rpm durante 20 min. Se recupero la fase acuosa de cada
muestra y se les afiadio 500 pl de alcohol isopropilico para llevar nuevamente a centrifugacion
durante siete minutos a 14000 rpm. Al pellet obtenido se lo lavo tres veces con alcohol etilico
70 %, centrifugando siete minutos cada vez. El pellet resultante se dejo secar en camara de
flujo y se resuspendié en 100 pl de agua estéril libre de nucleasas. Luego fueron tratadas las

muestras con ARNasa e incubadas 1 hs a 37°C o durante toda la noche a temperatura ambiente.

La calidad del ADN obtenido se corrobor6 en geles de agarosa al 1% (p/v), tefiidos con Sybr
Safe DNA Gel Stain® (Invitrogen™) y se visualizaron en transiluminador de luz azul. La
cuantificacion se realizd6 mediante lectura espectrofotométrica a 260/280 nm, considerando
que DOa2so= 1 equivale a 50 pg/ml de ADN, utilizando un espectrofotometro NanoDrop 8000

Thermo Fisher Scientific®.

5.2. IDENTIFICACION DE LOS DIFERENTES LOCI DE RESISTENCIA A PHOMA

Mediante reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) se amplificaron marcadores
moleculares de diferentes tipos para la identificaciéon de loci de resistencia a P. lingam
disponibles en la bibliografia: microsatélites, SNPs, SCAR e InDel. La eleccion de estos genes
se baso en primer lugar, en la mayor probabilidad de presencia de los mismos, dado el fondo
genético de los parentales de donde provienen estas lineas, y en segundo lugar en las
herramientas y equipamientos disponibles en el laboratorio para la realizacion de las
reacciones de amplificacion y visualizacion de los productos obtenidos. En todos los casos se
utilizé un termociclador Veriti™ Thermal Cycle de Applied Biosystems. En la Tabla 3 se
muestran los nombres y las secuencias de los marcadores utilizados (cebadores fabricados por
Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, EE. UU), asi como también la distancia respecto al

alelo de resistencia (cM) o el tamafio de banda esperado (pb), segin corresponda.
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Distancia (cM) /

0 Nombre del Tipo de Cebadores
ocus ~
Marcador marcador (s: sentido/ a: antisentido) Tamaiio de banda (pb)
s: GAACCATCCCTTTCGACGTT 3 oM
Rim3 SNP80870 SNP
a: AGCTAAATTCTCCCGCTGCT
s: GAAGTGGTAACCGAGAGACAA 24 oM
BLMR2 | 10B23a SNP :
a: AGGCGAAACTTCATCAGAGCA
s: CTTGAAGAGCTTCCGACACC 214 pb (R)/ 128pb y 177
Xol12-e03 SSR a: GACGGCTAACAGTGGTGGAC pb (NR)
Riml
s: AGCCTTGTTGCTTTTCAACG
Xnal2-a02a SSR 193 pb (R) / nulo (NR)
a: AGTGAATCGATGATCTCGCC
s: GTTTCACATATTTTCTCTGTTTATT
ACCTTAAATGTTAAGTAAGCTAAAC
s: GGTGCAAACGATGTATTCAAGA
Rpg3Dun | BN204 SCAR 799 pb (R) /499 pb (NR)
a: GTTTGTAAAACCGACCTTCA
S
LepR3 | Ind10-12 InDel GGACGGTGTCATGGGTGAATAACAG | S06Pb (R)/794pb (NR)

a: CGTTTGTAAAACCGACCTTCA

Tabla 3. Descripcion de los marcadores moleculares utilizados. Se indica su denominacion, tipo de

marcador, secuencias de los oligonucledtidos y las distancias o tamarios de bandas esperados.

- Identificacion de Rlm3 y BLMR?2

Se utilizaron los marcadores SNP (Single Nucleotide Polymorphism) SNP80870 y 10B23a, los
cuales estan ligados a los loci RIm3 (Wang, 2013) y BRLM2 (Long et al, 2011),

respectivamente. Las condiciones de las amplificaciones y el programa de PCR utilizandose

muestran en la Tabla4. Para su visualizacion, se resolvieron en geles de agarosa al 1,5% (p/v),

sometidos a electroforesis a 100 V constantes durante 1 hora y se revelaron mediante tincién

con Sybr Safe DNA Gel Stain® (Invitrogen™). Como controles positivos para el alelo asociado

a la resistencia se utilizaron los cultivares comerciales Glacier (R/m3) y Surpass 400 (BLMR?2)

y como control negativo, el cultivar Westar en ambos casos.
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Reactivo Concentracion Pasos | n°/ ciclos | Temperatura tiempo
ADN 75 ng I 1 95°C 5 min
Buffer de reaccién 1X 95 °C 30s
MgCl12 1,5mM " ! 57 °C (-0.5°C /ciclo) | 30s
DNTPs 0.2 mM 72 °C 45 s
Cebador sentido 1 uM I 24 95°C 30s
Cebador antisentido | 1 uM 52°C 30s
H20d Csp/VF = 10 pl 72°C 45
v 1 72 °C 5 min

Tabla 4. Izquierda) Reacciones de PCR realizadas para la identificacion de los loci BLMR2 y Rim3.
Derecha) Programa de PCR utilizado para ambos marcadores moleculares. Csp: cantidad suficiente
para; VF: volumen final.

Las bandas de 1300 pb y 390 pb (putativamente correspondientes a Rim3 y BLMR2,
respectivamente), fueron eluidas del gel, y disueltas en agua libre de nucleasas. La dilucion
obtenida fue utilizada para hacer una nueva amplificacion de cada muestra, utilizando el protocolo
anteriormente mencionado, y asi purificar el amplicon. Los amplicones fueron posteriormente
enviados a secuenciar a la Unidad de Genémica/Nodo Plataforma de Genémica CATG de INTA
Castelar, a fin de determinar la secuencia e identidad de cada uno de ellos. Para ello se utilizaron
los cebadores sentido y antisentido antes mencionados correspondientes a cada locus (Rim3 y
BLMR?). Los archivos de la secuencia de cada amplicon fueron evaluados, ensamblados y
editados con el software BioEdit Sequence Alignment Editor 7.0.5.3 (Copyright © 1997-2005
Tom Hall). Para el caso de los amplicones obtenidos con el marcador 10B23a (BLMR?2), fue
necesario realizar una nueva purificacion de los mismos en geles de poliacrilamida al 6% (p/v) y
nuevamente reamplificados con las condiciones antes mencionadas. Posteriormente al analisis de
las secuencias, se realizaron alineamientos mediante BLASTn (Zhang et al., 2000) contra la base
de datos RefSeq Genome Database para confirmar la identidad de los fragmentos obtenidos. Se
determino la presencia o ausencia de la resistencia por R/m3 o BLMR?2 segin las secuencias

obtenidas.
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- Identificacion de Rlm1 y Rlm4

Utilizando los marcadores de tipo microsatélites (SSR: Simple Sequence Repeat) Xol12-e03/
Xnal2-a02a, para el locus R/mI (Raman et al.,, 2012a) y BRMO075 (Raman et al., 2012b) para
RIm4, se llevaron a cabo las amplificaciones mediante PCRs de acuerdo a Raman et al., (2005).
En la Tabla5 se muestran las reacciones optimizadas para cada marcador y el programa de
amplificacion utilizado. Para el marcador Xol12-e03/ Xnal2-a02a se utilizaron como cultivares
control Quinta y Columbus, portadores del alelo de resistencia en el locus Rim/ y para BRMO075
los cultivares Dunkeld y Quinta, resistentes por poseer el gen R/m4. En ambos casos el genotipo
Westar se utiliz6 como cultivar susceptible (no posee genes de resistencia). Las amplificaciones
fueron resueltas en geles de poliacrilamida al 6% (p/v) (acrilamida: bisacrilamida 19:1),
sometidos a electroforesis a 65 W constantes, 45 mA y 1400 V. Luego fueron visualizados

mediante tincion con AgNOs(Bassam et al., 1991).

Reactivo Concentracion . .
Pasos | n°/ciclos | Temperatura tiempo
Xol12-e03/ BRMO075 -
Xnal2-a02a | 1 95 °C 5 min
ADN 10 ng 50 ng 95 °C 1 min
11 6
Buffer de | 1X 2X 60 °C (-1°C /ciclo) | I min
reaccion
MgCI12 1,5 mM 1,5 mM 72 °C 1 min
dNTPs 0.2 mM 0.2 mM I 34 95°C 1 min
Cebador sentido | 0.25 uM 1 uM 55°C 1 min
Cebador 0.25 uM 1 uM 72 °C 1 min
antisentido S -
H20d Csp/VE =10 pl Csp/VF=10ul | IV 1 72°C 5 min

Tabla 5. Izquierda) Reacciones de PCR realizadas para la identificacion de los loci RIml y Rim4.
Derecha) Programa de PCR utilizado para ambos marcadores moleculares. Csp: cantidad suficiente
para; VF: volumen final.

- Identificacion de Rpg3Dun

Para la identificacion del locus Rpg3Dun se utilizo el marcador SCAR (Sequence Characterized
Amplified Region) BN204 (Dusabenyagasani et al.,2008). Las condiciones de las amplificaciones

y el programa de PCR utilizado se exponen en la Tabla 6. La corrida electroforética se llevé a
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cabo en geles de agarosa al 1,5 % (p/v) a 100 V constantes durante 1 hora. Luego se visualizaron

los amplicones por tincion con Sybr Safe DNA Gel Stain® (Invitrogen™).

Los amplicones de 799 pb indican la presencia del alelo de resistencia, mientras que la presencia
de un amplicon de 499 pb indicaria la ausencia de la resistencia conferida por el locus Rpg3Dun.
Los cultivares Dunkeld (Rpg3Dun positivo) y Westar (sin gen de resistencia), fueron utilizados

como controles.

Reactivo Concentracién | | Pasos | n°/ ciclos | Temperatura tiempo
ADN 20 ng I 1 95°C 5 min
Buffer de reaccion 1X 95°C 30s
MgCI2 1,5 mM 1 8 57 °C (-0.5°C /ciclo) | 30's
dNTPs 0.2 mM 72 °C 45 s
Cebador sentido 1 uM I 24 95 °C 30s
Cebador antisentido | 1 pM 52 °C 30s
H20d Csp/VF =10 pl 72 °C 45 s
v 1 72 °C 5 min

Tabla 6. Izquierda) Reacciones de PCR realizadas para la identificacion del locus Rpg3Dun. Derecha)
Programa de PCR utilizado para el marcador BN204. Csp: cantidad suficiente para; VF: volumen final.

-Identificacion del locus LepR3

Para la identificacion del locus LepR3 se utilizO un marcador molecular tipo InDel
(Insercidon/Delecion) el cual genera amplicones de 506 pb si esta presente y de 794 pb si no lo
estd (Larkan et al., 2013). Como testigos se utilizaron los cultivares Surpass 400, como portador
de LepR3 (control positivo) y Westar como susceptible (control negativo). En la Tabla 7 se
presentan las condiciones de las reacciones de amplificacion mediante PCR. El programa
utilizado fue el mismo que para el locus Rpg3Dun (Tabla 6, derecha), al igual que las condiciones

de corrida electroforética y visualizacion, detallados anteriormente.
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Reactivo Concentracion

ADN 40 ng

Buffer de reaccion 1X

MgCI12 2,5 mM
dNTPs 0.2 mM
Cebador sentido 1 uM

Cebador antisentido | 1 pM

H20d Csp/VF =10 pl

BSA 200 ng/pl

Tabla 7. Reacciones de PCR realizada para la identificacion del locus LepR3. Csp: cantidad suficiente
para; VF: volumen final.

5. ANALISIS ESTADITICOS YSELECCION DE LINEAS PARENTALES PARA
CRUZAMIENTOS ARTIFICIALES

Andlisis multivariados de los datos fenotipicos

Para analizar las variables fenotipicas en conjunto, se analizaron las correlaciones entre las
variables y se realizaron Analisis de Componentes Principales (ACP) entre las variables
rendimiento, % aceite y contenido de los principales 4cidos grasos insaturados con el programa
InfoStat® (Di Rienzo et al., 2017). Se analizo de este modo, la interdependencia entre las
distintas variables y los consecuentes graficos biplots que representan la variabilidad las lineas

para cada caso.

Andlisis estadisticos de los datos genéticos

Para analizar los resultados de marcadores moleculares se utilizd el programa InfoGen®
(Balzarini et al., 2016). Se realizaron analisis de clasificacién (conglomerados), para formar
grupos tal que los elementos de un grupo sean mas parecidos entre si que con los elementos de
otro grupo, Se utilizod para la clasificacion la técnica de conglomerados jerarquicos UPGMA

(Unweigthed Pair-Group Arithmetic Average Method).

Anadlisis Procrustes Generalizado para la seleccion de lineas
Con el fin de hacer una correcta seleccion de lineas que sean portadoras de diferentes genes de

resistencia y que ademads tengan buen rendimiento, alto contenido de aceite y adecuado perfil
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de 4acidos grasos, se analizaron los resultados obtenidos mediante analisis Procrustes
generalizado (APG) con el paquete estadistico InfoStat® (Di Rienzo et al., 2017). Mediante esta
técnica multivariada se pueden analizar variables de distinta naturaleza, como ser binarias
(marcadores moleculares) y continuas (datos fenotipicos o morfologicos). Los sucesivos pasos
o transformaciones que se realizan en éste incluyen normalizacion, rotacion, reflexion y
escalamiento de los datos bajo dos criterios: (1) que se mantengan las distancias Estadistica
multivariada entre los individuos de las configuraciones individuales, y (2) que se minimice la
suma de cuadrados entre puntos analogos, es decir correspondientes al mismo elemento, y su
centroide. La configuracion de consenso se obtiene como la media de todas esas configuraciones
individuales transformadas (Di Rienzo et al., 2017; Balzarini, 2016). Esta se puede realizar de
dos maneras, una esa partir de los datos de las componentes principales para los datos
fenotipicos (CP) provistos por el ACP y con los datos de las coordenadas principales (AcooP)
para los datos genotipicos. La otra forma es partiendo de los datos genéticos como tal y los datos

fenotipicos previamente estandarizados.
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RESULTADOS

1. INOCULACIONES

1. 1. Evaluacion para determinar el grupo de patogenicidad del aislamiento local de Phoma

lingam

Las inoculaciones sobre los cultivares diferenciales Westar (sin gen de resistencia), Quinta
(Rlm1,3-4) y Glacier (RIm2, RIm3), fueron realizadas para los tres aislamientos locales con los
que se contaba, segun protocolo de Mengistu (Mengistu et al., 1991). Los aislamientos
presentaron diferencias tanto en el aspecto de la colonia como en el crecimiento y la produccion
de picnidios (Schutt de Varini y Bessone, 2015). Segln la interaccion fenotipica el aislamiento 1
presento virulencia en Westar y Glacier, perteneciendo al GP3, tal como se muestra en la Figura
2. El aislamiento 2 no presentd virulencia, siendo entonces del PGI y el aislamiento 3 fue
virulento frente a los 3 cultivares (Schutt de Varini y Bessone, 2015). El aislamiento 1 fue el
utilizado en el presente trabajo, siendo seleccionado por su capacidad de producir cancros en
condiciones de invernaculo en ensayos previos (datos no publicados, Schutt, L.; comunicacion
personal). Estos resultados indicarian que el aislamiento no posee los alelos de avirulencia avrlm?2

y avrlm3 (mostrado en la reaccion contra Glacier).

X

WESTAR QUINTA GLACIER

Figura 2. Resultado de las interacciones fenotipicas correspondientes a las inoculaciones de los cultivares
diferenciales Westar, Quinta y Glacier, para determinar el grupo de patogenicidad del aislamiento de Phoma

lingam.
1. 2. Evaluacion de las inoculaciones artificiales de las lineas experimentales

Las evaluaciones de las inoculaciones artificiales se realizaron visualmente segun la escala de
Bansal (Bansal et al.,, 1994) a los 14 dias post-inoculacion. Se consideré completamente
resistentes a aquellas lineas a las que le correspondieron valores de la escala entre 0 yl y

moderadamente resistentes a aquellas cuyos valores de escala dieron entre 1 y 2, indicando la
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presencia de uno o varios genes de resistencia al aislamiento utilizado (Figura 3). El resultado
obtenido sobre las 469 lineas de trabajo inoculadas fue de 59 lineas resistentes a moderadamente
resistentes, de las cuales el 53% resultd completamente resistente, mientras que 47% fueron
moderadamente resistentes (Figura 4). En la Tabla 8 se muestran los valores promedios de la
escala obtenidos para cada linea seleccionada, calculado sobre tres repeticiones de cada una. En
la Tabla 8 A se muestran las lineas que resultaron completamente resistentes y en la Tabla 8 B
las que fueron consideradas medianamente resistentes, con sus respectivos valores promedio.

Cabe aclarar que fueron consideradas también lineas que dieron valores entre 2 y 2,5 como

S R MR

Figura 3. Evaluaciones fenotipicas correspondientes a reacciones Susceptibles (S), resistentes (R) y
moderadamente resistentes (MR).

medianamente resistentes.
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A) Linea Escala B) Linea Escala

32(2)C 0,00 47(3)C 1,25
47C 0,00 68L 1,25
69(2)C 0,00 15R 1,33
2C 0,25 16C 1,33
3C 0,25 69C 1,50
1C 0,25 77L 1,50
1R 0,33 32L 1,50
11L 0,33 9C 1,50
49L 0,33 17L 1,67
4C 0,50 41L 1,67
421 0,75 49(2)L 1,67
15L 0,75 4R 1,67
8C 0,75 18R 1,75
34C 0,75 38L 1,75
26C 0,75 29C 2,00
5L 0,75 18L 2,00
77C 1,00 37L 2,00
6R 1,00 52L 2,00
7R 1,00 61C 2,00
8R 1,00 74L 2,00
10R 1,00 22(3)C 2,00
23R 1,00 15(2)L 2,25
53L 1,00 76C 2,33
56L 1,00 16R 2,33
62L 1,00 19R 2,33
oL 1,00 14R 2,33
32C 1,00 28R 2,33
16C 1,00 71L 2,33
22C 1,00

35C 1,00

32(3)C 1,00

34(3)C 1,00

Tabla 8. A). Valores promedio de la escala de Bansal para las lineas que resultaron completamente
resistentes (0 — 1). B). Valores promedio de la escala de Bansal para las lineas que resultaron
moderadamente resistentes (1 — 2).
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2,96+

A B
S: susceptibles 2,39-
Y ©
g
]
MR: 3 1,811
87% medianamiente
resistentes ]
R: resistentes 1,231
0,73
0,66 =) .
R MR

Lineas resistentes y medianamente resistentes

Figura 4. A) Grdfico de torta indicando las proporciones de las lineas de trabajo segun las evaluaciones
fenotipicas pos- inoculaciones. 87% (S) susceptibles, 7% (R) resistentes y 6% (MR) medianamente resistentes.
B) Grdfico de barras indicando, dentro del total las lineas fenotipicamente resistentes seleccionadas, la media
de la escala de Bansal para las lineas R (0.73) v MR (1.87).

Como se muestra en la Figura 4 B la media de la escala de Bansal para las lineas completamente
resistentes fue de 0.73 £ 0,06 y para las medianamente resistentes de 1.87 £+ 0,08. A continuacion
(Figura 5) se muestran las reacciones observadas para algunas lineas experimentales resistentes

(R), medianamente resistentes (MR) y susceptibles (S), basdndonos en la escala de Bansal.
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Figura 5. Interacciones fenotipicas observadas para algunas lineas de trabajo. Resistentes (izquierda
a derecha): 1C, 42L y 49L. Medianamente resistentes:15R, 16C y 41L. Susceptibles: 8L, 33C y 2L.

2. EVALUACION DEL RENDIMIENTO

Los datos obtenidos de los ensayos comparativos de rendimiento (ECR) implantados en un disefio
en bloques completos aleatorizados (DBCA) en las campanas 2014 y 2015, fueron analizados
mediante un ANOVA (a = 0,05) con el paquete estadisitico InfoStat® (Di Rienzo et al., 2017),
comprobando previamente que se cumplieran los supuestos de normalidad y homocedasticidad
(datos no presentados). En la siguiente tabla se muestran los resultados obtenidos del ANOVA
(Tabla 9). El modelo aplicado resulto significativo (p < 0,0001), con un coeficiente de variacion
de 13,29.
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Variable N R? R? Aj CV
Rendimiento 355 0,52 0,25 13,29

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor (Error)
Modelo. 32150921,17 127 253156, 86 1,92 <0,0001
Linea 17918591,89 61l 293747,41 2,22 <0,0001
Campafia 679871,22 1 679871,22 2,48 0,1901 (campafia>Bloque|)
Campafia>Bloque 1094594, 58 4 273648, 64 2,07 0,0855
Campafia*linea 12457863,48 61 204227,27 1,55 0,0121
Error 30001213,35 227 132163,94
Total 62152134,52 354

Tabla 9. Anadlisis de la varianza para la variable rendimiento.

Como puede observarse, hubo interaccion significativa entre lineas y campaia (p = 0,0121), pero
no de las repeticiones dentro de cada campana (p = 0,0855). Se encontraron diferencias
significativas entre lineas, es decir, tuvieron diferencias estadisticas en el rendimiento entre ellas
(<0,0001). Debido a que el rendimiento de las lineas se vio afectado por el ambiente
(campafia*linea), se procede a realizar el andlisis estadistico separandolo por campanas. Se
realizé también un andlisis de comparacion de medias DGC entre campaiias (datos no mostrados)

y en el mismo se observo que no hubo diferencias estadisticamente significativas entre campanas.

RENDIMIENTO CAMPANA 2014

El rendimiento promedio obtenido en esta campana fue de 2686,49 + 339,92 kg/ha, con un
minimo de 1093,00 kg/ha y un maximo de 3698,00 kg/ha. Como se observa en los resultados en
los andlisis realizados en InfoStat® (Di Rienzo et al., 2017) (Tabla 10), las lineas presentaron
diferencias significativas entre ellas (p <0,0001) y entre bloques (p = 0,0011). Cuando se realiz6
la prueba de comparacion de medias de Fisher (anexo, Tabla A1), se obtuvo que el tnico cultivar
que presento significativamente menor rinde fue el testigo Legacy. Un grupo de 15 lineas

experimentales superaron en rendimiento al testigo mas rendidor.
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Variable N R? R? Aj CV
rendimiento 2014 166 0,65 0,43 9,54

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 12427916,81 64 194186, 20 2,96 <0,0001
linea 11472990,81 62 185048, 24 2,82 <0,0001
Bloque 954926, 00 2 477463,00 7,27 0,0011
Error 6637124,66 101 65714,11
Total 19065041,48 165

Tabla 10. Anadlisis de la varianza para la variable rendimiento de la campaiia 2014.

En la prueba de Fisher podemos observar que existen diferencias estadisticamente significativas
entre lineas, pudiéndose destacar que las lineas 49L y 4C presentaron los valores mas altos de
rendimiento y que junto con 5 lineas mas superan en el rinde al testigo comercial mas rendidor,

Bioaureo 2486.

RENDIMIENTO CAMPANA 2015

El rendimiento promedio obtenido en esta campafa fue de 2783,56 + 457,37 kg/ha, con un
minimo de 1360,00 kg/ha y un maximo de 3814,00 kg/ha. Como puede observarse en el resultado
del analisis de esta campana (Tabla 11), la variable rendimiento presento diferencias significativas
entre lineas (p = 0,0004), por lo que se realiz6 a continuacion la prueba de comparacion de medias

de Fisher (Tabla A2, anexo).

Variable N R? R? Aj CV
rendimiento 2015 189 0,51 0,25 14,21

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 19916250,41 64 311191,41 1,99 0,0006
linea 19701402,00 62 317764,55 2,03 0,0004
Bloque 214848,41 2 107424,21 0,69 0,5054
Error 19411316,25 124 156542,87

Total 39327566, 67 188

Tabla 11. Anadlisis de la varianza para la variable rendimiento de la campaiia 2015.

Para esta campafia, podemos decir que la linea experimental 77C present6 el mejor rendimiento
y un grupo de lineas (7R, 4R, 8C, 9C, 16C, 62L, 1C, 49(2)L, 22(3)C, 15R, 74L y 15(2)L)

mostraron buenos rendimientos, junto con los testigos Rivette, Bioaureo2486 y Hyola 76. En el
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test se puede visualizar que existen diferencias estadisticamente significativas entre lineas, como

por ejemplo entre 77C y 37L.

Considerando las dos campafias analizadas, se puede destacar que las siguientes lineas mostraron

altos rendimientos en ambas campafias: 77C, 4R, 62L, 74L y 15(2)L.

3. DERMINACION DEL CONTENIDO ACEITE Y PERFIL DE ACIDOS GRASOS.

3.1. CONTENIDO DE ACEITE

Para analizar el contenido de aceite de las lineas seleccionadas se realizd un ANOVA,
comprobado el cumplimiento de los supuestos de normalidad y homocedasticidad de residuos,
mediante el analisis de Shapiro-Wilks y graficos de dispersion entre los residuos de la variable
en funcion de los predichos, respectivamente (datos no mostrados). El modelo resultd
significativo, con un ajuste del 76% (R?). De acuerdo a lo que se observa en el resultado del
ANOVA (Tabla 12), en el analisis considerando las dos campanas de evaluacion, la interaccion
linea*campana resultdo altamente significativa (GxE, p<0,0001), indicando esto que el
comportamiento de las lineas no fue independiente respecto de la campafia, por lo que se

analizaron los datos de cada campaia por separado.

Variable N R? R? Aj CV

% aceite 356 0,84 0,76 2,45

Cuadro de Andalisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor (Error)
Modelo. 1362,50 123 11,08 9,98 <0,0001

Linea 616,01 59 10,44 9,40 <0,0001

Bloque 0,97 2 0,48 0,44 0,6477

Camparfia 93,33 1 93,33 208,160,0048 (campafia>Bloque)
Campafia>Bloque 0,90 2 0,45 0,40 0,6683
Linea*campafia 651, 30 59 11,04 9,94 <0,0001

Error 257,61 232 1,11

Total 1620,11 355

Tabla 12. Andlisis de la varianza para la variable % aceite.

Mediante la prueba de comparacion de medias DGC (Di Rienzo, Guzman y Casanoves), mostrado

en la siguiente Tabla (Tabla 13), puede observarse que la campafia 2014 presentd una media
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mayor de la variable % de aceite, con diferencias estadisticamente significativas con la campana
2015. La distribucién de la variable para ambas campafias se muestra a continuacion en el
diagrama de cajas y bigotes. En el mismo se puede distinguir que la media para la campafia 2014

se encuentra en el cuantil 0,25 y para la campana 2015 en el cuantil 0,75 (Figura 6).

Test: DGC Alfa= 0,05 PCALT= 0,1396

Error: 0,4483 gl: 2

Campafia Medias n E.E.
2015 42,52 179 0,05 A
2014 44,39 177 0,05 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p>0,05)

Tabla 13. Prueba de medias DGC entre ambas campaiias para la variable % aceite.

51,69+

47,88

44,081 44,39

% aceite

42,52

40,274

[ ]
36,46 T 1

] aceite2014 [ ] aceite2015

Figura 6. Diagrama de cajas y bigotes de la variable % de Aceite por campaiia. En rosa se muestra el
diagrama para la campaiia 2014, con una media de 44,39% y en verde el correspondiente a la camparia
2015, con una media de 42,53 %.

Por lo tanto, para poder sacar conclusiones respecto a la variable contenido de aceite, se

analizaron las dos campaifias por separado.

Analisis de la campafia 2014

Como puede observarse en la siguiente tabla (Tabla 14), el efecto lineo dentro del modelo fue

altamente significativo (p<0,0001), es decir, existen diferencias estadisticas entre las lineas

39



experimentales. El modelo aplicado result6 altamente significativo, con un ajuste del 91%. Se
realiz6 entonces la prueba de comparacion de medias de Fisher (Tabla A3, anexo). En la misma
se pueden ver las diferencias entre lineas, siendo 76C, 9C, 32(3)C, 34(3)C y 32C las cinco lineas
que tuvieron mayores porcentajes de aceite, y estadisticamente diferentes a 10R, 1R, 16R, 7R y

18R, las cuales presentaron los porcentajes mas bajos.

Variable N R? R2 Aj CV
% aceite 2014 177 0,91 0,87 1,96

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 898,19 6l 14,72 20,21 <0,0001
linea 897,30 59 15,21 20,87 <0,0001
Bloque 0,90 2 0,45 0,61 0,5427
Error 83,80 115 0,73
Total 981, 99 176

Tabla 14. Analisis de la varianza para la variable % aceite 2014.

Analisis de la campaiia 2015

Del mismo modo que la campana 2014, para la variable contenido de aceite, existen diferencias
estadisticamente significativas (Tabla 15) entre lineas (p<0,0001), por lo que se realizd una
prueba de comparacion de medias Fisher (Tabla A4, anexo). La linea que se destaco para esta

variable fue 6R, seguida de las lineas 19R, 18R, 1R, 8R y 9L.

Variable N R? R2 Aj CV
% aceite 2015 180 0,68 0,52 2,83
Cuadro de Andalisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo. 375,71 62 6,06 4,24 <0,0001
linea 374,44 60 6,24 4,37 <0,0001
Bloque 1,28 2 0,64 0,45 0,6413
Error 167,26 117 1,43
Total 542,97 179

Tabla 15. Analisis de la varianza para la variable % aceite 2015.

En lineas generales puede observarse que el contendido de aceite en grano dio resultados
homogéneos entre repeticiones, con un coeficiente de variacion (CV) de 1,96 y 2,83 para ambas

campafias: 2014 y 2015, respectivamente.
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3.2. PERFIL DE ACIDOS GRASOS

Se realiz6 la determinacion del perfil completo de acidos grasos, pero para el analisis final s6lo
se tuvieron en cuenta los principales acidos grasos insaturados por su relevancia en la calidad del
aceite que se obtiene: dcido oleico, linoleico (leico.), linolenico (nico.) y erucico (eric.). Se
realizaron analisis descriptivos para cada variable y graficos de caja y bigote para las dos
campanas evaluadas. El perfil de los &cidos grasos considerados arrojo como resultado los valores

(expresados en %) que se muestran en la Tabla 15.

En la Figura 7, se muestran diagramas de caja y bigote para los principales acidos grasos
insaturados oleico, linoleico, linolenico y erucico, para visualizar la distribucion de cada variable
segun la campafia (2014 y 2015). Se muestra en cada uno la media correspondiente. Como se
puede ver, las medias de cada uno se distribuyeron de manera similar en las dos campafas. Para
oleico, se encuentran en el cuantil 0.75, para linoleico y linolenico en el cuantil 0,25 y para ertcico

enel0,5.
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LINEA oleico.2014 leico. 2014 nico. 2014 eruc. 2014 oleico.2015 leico.2015 nico.2015 eruc.2015
10R 64,09 18,78 8,7 0 62,24 19,32 9,98 0,05
11L 61,16 19,53 10,99 0,11 62,02 19,55 10,11 0,03
14R 63,49 18,58 9,29 0,01 62,1 19,2 10,16 0,1
15L 62,55 18,85 10,01 0,1 61,81 19,24 10,46 0,1

15(2)L 61,52 19,64 10,31 0,18 61,39 19,62 10,59 0,12
15R 64,49 17,91 8,58 0,07 62,75 18,53 9,83 0,19
16C 61,15 19,41 10,88 0,23 60,91 19,95 10,77 0,14
16R 63,03 19,3 9,2 0 62,16 19,4 10,06 0,04
17L 62,53 18,53 10,11 0,2 62,12 19,09 10,16 0,14
18L 61,72 19,3 10,57 0,07 61,45 19,46 10,65 0,11
18R 63,52 18,79 9,01 0,01 61,56 19,27 10,74 0,11
19R 62,62 19,25 9,5 0,07 60,82 19,63 11,09 0,21
1C 61,34 19,52 10,68 0,14 60,99 19,92 10,77 0,11
1R 63,31 19,03 9,09 0 61,02 19,6 11 0,15
22C 60,5 19,83 11,3 0,2 60,93 20,03 10,74 0,11

22(3)C 61,85 18,95 10,44 0,22 62,05 19,09 10,14 0,19
23R 62,92 18,87 9,66 0,03 62,13 18,84 10,47 0,1
26C 61,03 19,02 11,04 0,39 61,79 18,99 10,42 0,25
28R 63,1 18,86 9,42 0,03 62,66 18,82 9,89 0,09
29C 61,42 18,99 10,8 0,29 60,89 19,52 10,97 0,27
2C 61,32 18,99 10,94 0,28 61,52 19,55 10,37 0,17
32C 60,22 19,87 11,52 0,24 61,6 19,59 10,37 0,09

32(2)C 61,09 19,35 10,85 0,29 61,24 19,51 10,67 0,2

32(3)C 61,81 18,43 10,95 0,28 62,88 18,27 9,97 0,17
321 60,96 19,46 11,03 0,25 61,63 19,43 10,39 0,15
34C 60,67 19,77 11,08 0,23 62,06 19,27 10,07 0,13

34(3)C 62,14 18,36 10,74 0,22 63,04 18,69 9,55 0,1
35C 62,01 18,48 10,67 0,26 61,62 19,47 10,33 0,17
37L 61,35 19,93 10,47 0,07 61,43 19,82 10,48 0,04
38L 61,66 19,32 10,66 0,08 61,38 19,85 10,46 0,06
3C 61,69 18,81 10,76 0,24 62,21 19,23 9,89 0,16
a1L 61,57 19,54 10,61 0,04 61,47 19,66 10,61 0,03
421 60,92 19,77 11,01 0,12 63,14 18,45 9,72 0,07
47¢C 61,94 18,59 10,53 0,3 62,26 19,09 9,78 0,23

47(3)C 61,65 18,53 10,91 0,33 61,83 19 10,4 0,24
a9L 61,65 19,47 10,45 0,11 61,39 19,58 10,63 0,12

49(2)L 62,7 18,27 10,19 0,19 62,3 18,5 10,42 0,2
4c 61,23 19,2 10,96 0,23 61,03 19,89 10,67 0,17
4R 63,71 18,65 8,97 0,01 61,48 19,49 10,64 0,11
52L 61,1 19,82 10,69 0,15 61,28 19,72 10,62 0,12
53L 61,46 19,41 10,5 0,22 61,09 19,94 10,65 0,1
56L 60,73 19,89 11 0,2 60,59 20,03 11,03 0,17
5L 61,64 19,77 10,29 0,05 61,31 19,66 10,71 0,07
61C 62,6 18,17 10,4 0,2 62,38 18,66 10,22 0,15
62L 61,59 19,7 10,33 0,07 61,39 19,9 10,34 0,09
68L 60,7 19,85 11,09 0,17 61,19 20,06 10,4 0,09
69C 60,93 19,64 10,99 0,19 61,18 19,78 10,65 0,13

69(2)C 61,61 19,41 10,61 0,09 61,65 19,61 10,37 0,05
6R 62,95 19,28 9,27 0,01 61,3 19,23 10,98 0,17
71L 61,81 18,94 10,35 0,29 61,87 19 10,34 0,22
74L 61,55 19,44 10,57 0,12 61,05 19,71 10,83 0,15
76C 60,88 19,35 11,02 0,34 61,62 19,21 10,45 0,22
77C 60,62 19,85 11,11 0,19 61,2 19,83 10,6 0,12
77L 61,65 19,4 10,52 0,1 61,38 19,5 10,78 0,1
7R 62,63 19,6 9,35 0 61,54 19,5 10,58 0,07
8C 60,52 19,39 11,32 0,37 61,13 19,64 10,59 0,27
8R 63,13 18,86 9,41 0,04 61,24 19,53 10,71 0,2
9C 60,97 19,35 11,14 0,24 60,87 19,73 10,95 0,19
oL 61,73 19,02 10,48 0,25 61,69 19,25 10,38 0,21

Tabla 15. Contenido de los principales dcidos grasos insaturados (%): se muestra el contenido de los
principales dcidos grasos para cada linea experimental, por campaiia de evaluacion. Acido oleico,
linoleico (leico.), linolenico (nico.) y erucico (eruc.). Las dos camparias evaluadas 2014 y 2015.
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Figura 7. Diagramas de caja y bigote entre las campaiias 2014 y 2015, para los principales dcidos grasos
insaturados. (a) % Acido Oleico (b) %% Acido Linoleico (c) % Acido Linolénico (d) % Acido Eriicico. En cada
caso se muestran las medias correspondientes a cada camparnia (verde 2014 y rosa 2015).
Una vez comprobado que se cumplen los supuestos que establece el modelo, se realizaron los
ANOVAs para cada composicion de acido graso (Ac. Ole., Ac. Nico, Ac. Leico y Ac. Eru.).
Como se muestra en la Tabla 16 de resultados del andlisis obtenida mediante InfoStat® (Di
Rienzo et al., 2017), en todos los acidos grasos considerados, se encontraron interaccion con el

ambiente (linea*campafia) significativas, por lo que se analizaron por campafia. Los CV fueron
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bajos indicando baja variacion y resultados homogéneos, excepto para Ac

contenido fue mas variable (CV: 32,82).

Acido Oleico

Variable N R? R2Z Aj Ccv
Ac. Ole 353 0,80 0,70 0,79
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 224,34 118 1,90 8,00 <0,0001
CAMPANA 4,03 1 4,03 16,97 0,0001

LINEA 146,59 59 2,48 10,46 <0,0001
CAMPANA*LINEA73,71 58 1,27 5,35 <0,0001
Error 55,59 234 0,24

Total 279,93 352

Acido linoleico
Variable N R? R2Z Aj Ccv
Ac. Leico 353 0,85 0,77 1,28

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo. 78,77 118 0,67 10,87 <0,0001
CAMPARNA 4,45 1 4,45 72,44 <0,0001

LINEA 63,32 59 1,07 17,48 <0,0001
CAMPANA*LINEA11,00 58 0,19 3,09 <0,0001
Error 14,37 234 0,06

Total 93,14 352

Acido linolénico
Variable N R?2 R2 Aj Cv
Ac. Nico 353 0,79 0,69 3,40

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 112,75118 0,96 7,60 <0,0001
CAMPARNA 0,31 1 0,31 2,44 0,1198

LINEA 57,76 59 0,98 7,79 <0,0001
CAMPANA*LINEA 54,69 58 0,94 7,50 <0,0001
Error 29,40 234 0,13

Total 142,16 352

Acido Ertcico
Variable N R? R? Aj Cv
Ac. Eruc. 353 0,83 0,75 32,82

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 2,73 118 0,02 9,82 <0,0001
CAMPANA 0,04 1 0,04 18,82 <0,0001
LINEA 2,13 59 0,04 15,30 <0,0001
CAMPANA*LINEAO, 56 58 0,01 4,08 <0,0001
Error 0,55 234 2,4E-03
Total 3,28 352

. Ertcico, cuyo

Tabla 16. ANOVAs de los principales dcidos grasos insaturados: dcido oleico, linoleico, linolenico y

erticico.
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Se realizaron luego los ANOVAs para cada composicion de acido graso por campafia (2014:
Tabla 17, 2015: Tabla 18). Como resultado en todos los casos el efecto de linea fue significativo
(<0,0001), por lo que se realizaron las correspondientes pruebas de comparacion de medias de

Fisher (Tablas A5 y A6, anexo).

CAMPANA 2014

Acido Oleico 2014

Variable N R?2 R2 Aj CV
Ac. 0le2014 176 0,92 0,89 0,55

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 161,99 58 2,79 24,36 <0,0001
linea 161,99 58 2,79 24,36 <0,0001
Error 13,42 117 0,11
Total 175,40 175

Acido Linoleico 2014
Variable N R? R? Aj CV
Ac. Leico2014 176 0,86 0,79 1,28

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 42,47 58 0,73 12,14 <0,0001
linea 42,47 58 0,73 12,14 <0,0001
Error 7,06 117 0,06
Total 49,53 175

Acido Linolénico 2014
Variable N R?2 R2 Aj CV
Ac. Nico2014 176 0,92 0,89 2,45

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 91,20 58 1,57 24,33 <0,0001
linea 91,20 58 1,57 24,33 <0,0001
Error 7,56 117 0,06
Total 98,77 175

Acido Ertcico 2014
Variable N R?2 R2 A3 CV
Ac. Eruc.2014 176 0,93 0,90 22,73

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 2,03 58 0,04 26,73 <0,0001
linea 2,03 58 0,04 26,73 <0,0001
Error 0,15 117 1,3E-03
Total 2,18 175

Tabla 17. ANOVAs de los principales dcidos grasos insaturado para la campaiia 2014: dacido oleico,
linoleico, linolenico y erucico.
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CAMPANA 2015

Acido Oleico 2015
Variable N R?2 R2 Aj CV
Ac. 0le2015 177 0,58 0,37 0,97

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 58,32 58 1,01 2,81 <0,0001
linea 58,32 58 1,01 2,81 <0,0001
Error 42,18 118 0,36
Total 100,50 176

Acido Linoleico 2015
Variable N R?2 R2 Aj CV
Ac. Leico2015 177 0,81 0,72 1,28

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 31,85 58 0,55 8,86 <0,0001
linea 31,85 58 0,55 8,86 <0,0001
Error 7,31 118 0,06
Total 39,17 176
Acido Linolénico 2015

Variable N R? R? Aj CV
Ac. Nico2015 177 0,49 0,24 4,12

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 21,24 58 0,37 1,98 0,0009
linea 21,24 58 0,37 1,98 0,0009
Error 21,84 118 0,19
Total 43,08 176
Acido Erticico 2015

Variable N R? R? Aj CV
Ac. Ertc.2015 177 0,62 0,44 42,49

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,66 58 0,01 3,35 <0,0001
linea 0,66 58 0,01 3,35 <0,0001
Error 0,40 118 3,4E-03
Total 1,06 176

Tabla 18. ANOVAs de los principales dcidos grasos insaturado para la campaiia 2015: dacido oleico,
linoleico, linolenico y ericico.
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De los resultados de la prueba de comparacion de medias (Tablas A5 y A6, anexo) se puede
resaltar que las lineas que se destacaron en cada 4cido graso y campafia fueron las siguientes

(Tabla 19):

Acido graso | Lineas destacadas 2014 Lineas destacadas 2015

Ac. Oleico 10Ry 15R 11L, 22(3)C, 34C, 14R, 17L, 23R, 16R, 3C, 10R,
47C,49(2)L, 61C, 28R, 15R, 32(3)C, 34(3)C y 42L

Ac. I5R 32(3)C, 42L,49(2)L, 15R, 61C, 34(3)C, 28R y 23R

Linoleico

Ac. 10Ry 15R 34(3)C, 42L, 47(2)L, 15R, 28R, 3C, 32(3)C, 10R,

Linolénico 16R, 34C, 11L, 22(3)C, 17L, 14R y 61C

Ac. Eracico | 7R, 10R, 16R, IR, 14R, 18R, | 41L, 1L, 16R, 37L, 10R, 69L, 38L, 42L, 5L, 7R,
4R,23R, 28R, 41L, 8R y 5L 32C, 69C, 62L, 28R, 15L, 77L, 23R, 53L, 14R,
34(3)C, 18L

Tabla 19. Lineas destacadas por sus contenidos de los dcidos grasos principales. Se muestran las lineas que
tuvieron mejores contenidos de cada dcido graso en ambas campanas de evaluacion (2014 y 2015).

4. ANALISIS MULTIVARIADOS

Para observar el comportamiento entre las variables fenotipicas rendimiento, % aceite y contenido
de acidos grasos, se realizaron analisis de componentes principales (ACP), con sus respectivos

graficos biplot, para cada campaiia.
CAMPANA 2014

Como se observa en el grafico biplot y en la siguiente Tabla (Figura 8 y Tabla 20), la CP1 (59.9
%) opone la variable acido oleico del resto de las variables y ésta posee el valor negativo mas alto
(autovectores). En cambio, la CP2 (21.8 %) explica la separacion entre lineas por las variables
rendimiento y acido linoleico, las cuales tienen los pesos positivos mas altos. Con estas dos
componentes se explica el 81% de la variacion total. Como se puede observar en la matriz de
correlacion (Pearson), hay una fuerte correlacion negativa entre acido oleico y % aceite (-0,81)
y entre acido oleico y el resto de los acidos grasos polinsaturados. Dentro de las asociaciones
positivas mas fuertes, se pueden destacar las que se producen entre las variables acido linolénico

y % aceite (0.93) y entre los contenidos de 4cido linolénico y acido linoleico (0,44).

47



a) Matriz de correlacién (Coeficientes) y Probabilidades
% ACEITE Rendimiento oleico. leico. nico. erldc
% ACEITE 1,00 0,4210 <0,0001 0,1576 <0,0001 <0,0001
Rendimiento 0,11 1,00 0,5823 0,3332 0,5517 0,2007
oleico. -0,81 -0,07 1,00 <0,0001 <0,0001 <0,0001
leico. 0,19 0,13 -0,68 1,00 0,0004 0,6420
nico. 0,93 0,08 -0,95 0,44 1,00 <0,0001
eruc. 0,77 -0,17 -0,63 -0,06 0,74 1,00
B) Autovalores C) Autovectores
Lambda Valor Proporcidn Prop Acum Variables el ez
1 3,59 0,60 0,60 % ACEITE 0,49 -0,16
2 1,29 0,22 0,81 Rendimiento2014 0,04 0,54
30,92 0,15 0,97 oleico.2014 -0,51 -0,18
4 0,17 0,03 1,00 leico. 2014 0,25 0,65
I e e nico. 2014 0,52 -5,9E-04
. . . ertc. 2014 0,41 -0,48

Tabla 20. A) Matriz de correlacion/probabilidades. Entre las variables rendimiento, % aceite, Ac. oleico, Ac. Linoleico
(leico), Ac. Linolenico (nico) y Ac. Eriicico. Diagonal superior probabilidades, diagonal inferior coeficientes de
Pearson. En verde se resaltan las correlaciones positivas mds importantes y en rojo las negativas. B) Autovalores del
ACP C) Autovectores del ACP.
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CAMPANA 2015

Como se puede ver en la Tabla 21 y Figura 9, para la campaiia 2015, la CP1 (50,9%) opone las

diferencias entre acido oleico y el resto de las variables, coincidente con lo encontrado para la

campana anteriormente analizada. En esta componente la variable 4cido oleico recibe el tnico

peso positivo y las variables acido linolénico y 4cido linoleico los pesos negativos mas altos. La

CP2 (21,1 %) explica las diferencias debidas a las variables rendimiento y 4cido linoleico del

resto, las cudles reciben el peso negativo mas alto. El peso positivo més alto para esta componente

lo recibe la variable acido ertcico. Ambas CP explican el 72% de la variacion total, porcentaje

menor al explicado por las dos primeras CP del mismo andlisis para la campafia anterior. Entre
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las correlaciones negativas mas importantes (matriz de correlacion Tabla 21 A) podemos destacar
las de acido linoleico (-0,88) y linolénico (-0,91) con 4cido oleico y dentro de las positivas mas
fuertes se encuentran % aceite con el contenido de 4cido linolénico (0,68) y éste mismo con acido

linoleico (0,64).

a) Matriz de correlacién (coeficientes) y probabilidades

% ACEITE Rendimiento oleico leico nico eruc.
% ACEITE 1,00 0,0839 0,0025 0,6689 <0,0001 0,2943
Rendimiento 0,23 1,00 0,0066 0,0268 0,0058 0,9377
oleico -0,39 -0,35 1,00 <0,0001 <0,0001 0,3271
leico 0,06 0,29 -0,88 1,00 0,0001 0,0830
nico 0,68 0,35 -0,091 0,64 1,00 0,1958
erdc. 0,14 0,01 -0,13 -0,23 0,17 1,00
b) Autovalores c) Autovectores
Lambda Valor Proporcién Prop Acum Variables el e2
1 3,06 0,51 0,51 % ACEITE -0,33 0,48
2 1,27 0,21 0,72 Rendimiento 2015 -0,29 -0,05
3 0,85 0,14 0,86 Oleico 2015 0,55 0,09
4 0,77 0,13 0,99 leico 2015 -0,45 -0,48
5 0,06 0,01 1,00 nico2015 -0,55 0,15
64,7E-04 7,8E-05 1,00 orge.2015 -0,05 0,71

Tabla 21. A) Matriz de correlacion/probabilidades: Entre las variables rendimiento, % aceite, Ac. oleico, Ac.
Linoleico (leico), Ac. Linolenico (nico) y Ac. Ericico. Diagonal superior probabilidades, diagonal inferior
coeficientes de Pearson. En verde se resaltan las correlaciones positivas mds importantes y en rojo las negativas.
B) Autovalores del ACP C) Autovectores del ACP.

Como puede observarse, en ambas campafas se repite el patron de correlacion negativa entre
acido oleico y el resto de los acidos grasos insaturados evaluados y con % aceite. Coincide
también en ambas campaiias, que la CP1 separa a las lineas por la variable 4cido oleico, contra

las demas variables y la CP2 las separa por acido linoleico y rendimiento.
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Figura 9. Biplot resultante del ACP entre las variables rendimiento, % aceite y los contenidos de dacidos
grasos (leico: acido linoleico., oleico: acido oleico., nico: acido linolénico y eruc: dacido erucico.) para la
campariia 2015. Cada diagonal representa las distintas variables. Los puntos verdes representan las lineas.

5. EVALUACION GENOTIPICA

5.1 Identificacion de Rlm3 y BLMR?2

Marcador SNP80870 paraRIm3
Segun Wang (Wang, 2013) el SNP80870 presenta cambios en la secuencia de CTTTCT a

CCTTTT en aquellos genotipos que posean el alelo de resistencia R/m3. Mediante las PCR para
este marcador solo se lograron amplificar la banda de 1300 pb para 13 lineas experimentales, las
cuadles fueron enviadas a secuenciar. En las demas lineas no se obtuvieron resultados de
amplificacion del fragmento de interés, pese a que se realizaron diversas modificaciones de las
condiciones de PCR y ciclado. En las 13 lineas experimentales donde se pudo amplificar la banda

de 1300 pb, las secuencias fueron editadas con BioEdit Sequence Alignment Editor7.0.5.3
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(Copyright © 1997-2005 Tom Hall), y se corrobor6 ausencia del SNP. Posteriormente, se realizo
un alineamiento con BLASTn2.2.25 (Zhang et al., 2000) para corroborar que se tratase de la
secuencia correcta. Como se muestra en la siguiente secuencia del consenso para 16C2, no posee
el SNP correspondiente (resaltada). En la Figura 10 se muestra el alineamiento del mismo con la
RefSeq Genome Database. El resultado muestra que con un 95% de identidad y 97% de cobertura,
se alinea con la accesion: Brassica napus putative receptor-like protein kinase At1g80870. Este
resultado se repite para las secuencias restantes, los detalles de las secuencias y su correspondiente
alineamiento con la accesion antes mencionada se muestran en el anexo, Figuras AI-All,

paginas111a 133.

Secuencia Consensus 16 C2

GGAGGCTCGGGGACCGTGTTCNGAGGCATTACGAGNNNNNNNNAGCTCTTCGCGGNCNNNAGACTCGACAGCCTCTCTCT
CCAGTCCGAGACCGAGTTCCAGAACGAGCTGCAGATCCTCGGGGGGCTAAAATCGTCTTTTCTCGTGACGCTTTTGGGGTAC
TGCGTCGAGAAGGATCACCACAGGTTCTTGGTCTACGAGTACATGCCCAACAAGAGCCTCCAAGAGCTTCTTTTCAACGAAG
AAAGGCTCGTGCTTGAGCTGGGAGAGGAGGTTTGGTATCATTCTTGATGTGGCGAAAGCTCTCGACTTTATGCATTTCGGGT
GTGACCCGCCGGTGATTCACGGAGATATCAAGCCGAGTAATGTTCTTCTTGATTCTGAGTTTAGGGCCAAGATCTCCGACTTT
GGTTTGTCTAGAGTGAAAGTGGAGGAGGGAGTAGGTTATGGTGGGGTTGATCTGTTCAGTCAAGAGLTTICTGAGAGCACT
CCTCAGACGGGCGTTGGCACTCCGACGCATCATCATGAGGTTGATTTCTCTCTTGCGTTACAAGCTTCTTCGTCTTCCAAGAAC
AGCAGGACGAGCCGTAACATTAAGGCAATGCATTTGAACTCGATGAGCTTGGCTATGGAAGAAGGTGAGGCGAAAGGGAA
AGAGGTTGAGGAGGAGAATGAGTTTGAGCAGAGCAAGGAGATGAGTGTGAGCCCGAACTCGGTTCTTGATTTGGGGAAAC
AGTGGGGGAGAGATTGGTGGTGGAAGCAAGAAGGGAGTGGCGAGTTGTGTAGTAAAGATTATGTTAGGGAGTGGATAGG
GAGTCAGATTCACACCGAGAATCCGGATTGGGATGATGATGGGAAGAAGATCACCGTTAGCAGTAACACGCCTGAGCTGGG
AGTTTCAACTAGGACAATTGATAAGGCAGAGTCTGGTTTGGATGAAGCTAGGTTTGACACTCTWGWAGAGAAGTTTGCAAA
GGAAGARACCATCGAGAAKRAGAAATCTAGWAGGAAGAAGAAGAAGAAGCMTAGGWACATGSAGGAATGGTGGAAAGA
GGAAGAACWTCCAAGACAAAARGAAGATTARAGTCCTTGAGAATCAAGTTCAAGAACCGTTTAAAAGTCCCGATTTTTCGGG
ACTGTTTCCATGGTNAAGGCGGAAACCGGCCTGGGAAGTANAAAAGGGAAACCCCNCGGCGGGGGAATTTTAACTAA
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Figura 10. Alineamiento de la linea 16C2 Consensus Rlm3 con RefSeq Genome Database. A) Query: 16C2
consensus. Cada barra de color indica un alineamiento. B) Descripcion de los primeros 4 alineamientos,
entre 95 % a 93% de identidad.

Marcador 10B23a para BLMR?2

Debido a que en la publicacion original (Long et al., 2011) hay escasa informacién acerca del
SNP para BLMR?2, mediante la utilizacion de las bases de datos disponibles, se utilizo el programa

Primer Blast Software (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) para poder determinar

cuales son los posibles amplicones resultantes en B. napus. A continuacidon, se muestra el

resultado obtenido (Figura 11).

Sequence (5'-=3) Length Tm GC% Self complementarity Self 3’ complementarity
Forward primer GAAGTGGTAACCGAGAGACAA 21 57.34 4762 500 0.00
Reverse primer AGGCGAAACTTCATCAGAGCA 21 60.00 47.62 4.00 1.00

Products on target templates
=#M_013856047 2 PREDICTED: Brassica napus two-component response regulator-like APRR3 (LOC106415367). transcript variant X2, mRNA

product length = 1247
Forward primer 1 GRRGIGGTRACCGAGRGACRR 21

Iemplate L o 1 28
Reverse primer 1 AGGCGRARCTTCATCAGRGCR Z1
Template L 1647

=#M_022693354 1 PREDICTED: Brassica napus two-component response regulator-like APRR3 (LOC106415367). transcript variant X1, mRNA

product length = 1247
Forward primer 1 GARGTGGTRACCGRGRGACAR 21

Template L S -
Rewverse primer 1 LGGCGRRRCTTCATCAGRGCE 21
Template I 1653

Figura 11. Resultado Primer Blast Software para los oligonucledtidos de 10B23a. Se muestran los
oligonucledtidos correspondientes al marcador 10B23a y los productos resultantes. Estos son Brassica napus two-
component respose regulator-like APRR3 (LOC106415367), transcipt variant X1 y X2, mRNA.
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El resultado arroja un amplicén identificado como Brassica napus two-component respose
regulator-like APRR3 (LOCI106415367), transcipt variant X2, mRNA. A diferencia de lo
esperado, con los oligonucleotidos publicados para este marcador, dieron una banda de 490 pb en
geles de agarosa. Estas bandas, al ser secuenciadas en la Unidad de Gendmica/Nodo Plataforma
de Genomica CATG de INTA Castelar, se encontrdé que contenian mas de una secuencia, por lo
que no podian leerse correctamente. Se realizaron entonces, nuevas purificaciones de las
amplificaciones, esta vez resueltas en geles de poliacrilamida al 6% p/v, obteniéndose 3 bandas
de diferentes tamaiios, 400 pb, 250 pb y 150 pb. Luego fueron eluidas los tres tipos de bandas
para algunas de las lineas (16C2, 47C2, Y 28R) y se enviaron a secuenciar a la Unidad de
Genodmica/Nodo Plataforma de Gendmica CATG de INTA Castelar. Las secuencias presentaron
buena calidad de lectura. A continuacion, se muestran los resultados de las secuenciaciones. Las
secuencias consenso fueron obtenidas, editadas y analizadas con BioEdit Sequence Alignment

Editor 7.0.5.3 (Copyright © 1997-2005Tom Hall).

Bandas de 150 pb

16C2 >Consensus

TTGAAGTGGTAACCGAGAGACAAACAAGACAGAGGRSATWGAGAKCTGCWCAWMKAGCTCAWGACTTYCWR
CTTGGCTGGTRAGCTTCAWYWRAGCTATAAACTAATCCMTAACGCARCCGCCGTTAATTAATTAAAAAGWGAT
ATGTCTTARTACKATGTTWGGTTTTTGGATCCGTTGATGTTTGGGGACTACCCGAGTTCGATGAGAARCWGAGTT
GKAWGCAGATTKCCAGTWTTCACGGGATCTCAGGCTGCACTGATGAACTTCCAACTAA

47C2>Consensus

TTGAAGTGGTAACCGAGAGACAAACAAGGACRGAGKAYRTTGAAGCTSCACAAMSTAAGCTCAAGACTTTCAAC
TTGGCTGGTAAGCTTCAACAAAGCTATAAACTAATCCMTAACGCAACCGCCGTTAATTAATTAAAAAGTGATATG
TCTTAATACGATGTTAGGTTTTTGGATCCGTTGATGTTTGGGGACTACCCGAGTTCGATGAGAAGCAGAGTTKGA
WGCAGWTTKYYWSTWTTYWCGGGATCYCAGTCTGCTCTGATGAAGTTTCGCCTTA

Bandas 250 pb

16C2 >Consensus

TTAAGTGGTAACCTAGAGGCAAACCAAGCTGGGGACRTWGWAKAAGCACTWAAGTAMCTTCRAGACTTYCWA
CTTGKYTGGTAAGAGTCRWYWWWGTTATAGMWSGTAATCCATTAAGCRRCYSCCSATGATTAATTAAATAAAA
GGAKCTRTSCAMTWCGTASTTCGTTTTGTTTKTGGATCCGTTGACAAKGGKGKCKTWCTASMGTTYGWTGAKAA
GMAWCTYRTWWGMATAYAATCTGATCCGARRYGCATGGAATCCCATGCTCTAATGAAGATTCTCCTACA
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47C2 >Consensus

TGAAGTGAAGTGGTAGAGACAAGCAAAGCTGGGGACATTGRATAAGYWTCAMTASTAAACAMMTTCGWRCTC
YTRSYTGKTRRGAGWTTGTTTTTGTTATARMTGGWYCCSSTWAAGGGCYGCCKACGATTACYTYAATRARAGGAK
MAATGCCATTMRTASTTCGTTTTGKKKRGKGAWMGTGACAAKGGKGTCATTCWRMSSTTTGTTGAKGAKSRACT
YATAAGAMTWSWAWCTGCCKWKGTGCMTGGMMYCCCATGCTCTGCTGAAGATTCTCCTACTAA

Bandas 400 pb

28R>Consensus

TTTAAGTGGTAACCGAGAGACAATGAGCCTACTTACAACCRGKASGRKTCRACACTCCAWAGTCSGTGSYMYGCS
WKGTTRGGGSATGKCWWTCATGAKACGAKGAARTTAATGAKACARCRAGGTCTTGTAGKTGGGATACCATCCAT
AAACATAKAAAAGAAYGTGTGTGGTTCCTGTATGCTTGGGAAGCAAKCAAGACAGTCTTTTCCTCAKKYTACWTC
TTACAGAGCTTCTGAATTGCTAGAGCTCATACATGGTGACTTATGTGGTCCCATAACGSCAAGTACACAGWKCAG
RCAATAGGTACATATTGGTACTGATTGATGATTGCTMRAKGTATATKTCSGMCTGCTCTGATGAAGTTTCCCCTA
AAAAA

A diferencia de lo esperado, los alineamientos realizados con BLASTn 2.2.25 (Zhang et al., 2000)
dieron como resultado alineamientos de alta homologia con: beta-glucosidase 40-like en cultivar
ZS11 chromosome C5, Bra_napus v2.0; y Brassica napus cultivar ZS11 chromosome A9,
Bra napus v2.0. A continuacion, se muestra el resultado de los mismos para la banda de 150 pb
de 16C2, Figura 12), la cual, con un 87% de identidad y un 89% de cobertura, se alinea con
Brassica napus cultivar ZS11 chromosome A9, Bra_napus v2.0. Por otro lado, con un 85% de
identidad, se produce el alineamiento con Brassica napus cultivar ZSI11 chromosome C5,

Bra napus_v2.0. Esta region también pertenece a beta-glucosidase 40-like.

Color key for alignment scores
W =30 W 40-50 W so-80 W s0-200 W =-=200
Query
A) 1 1 1 1 1 1
1 50 100 150 200 250
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Figura 12. Alineamiento de la linea 16C Consensus BLMR2 con RefSeq Genome Database. A) Query: 16C2
consensus. Cada barra de color indica un alineamiento. B) Se muestra la descripcion de los primeros 6

alineamientos, los cuales presentaron entre87 % a 79% de identidad.

A continuacidn, se detalla el alineamiento correspondiente a la linea 16C con Brassica napus

cultivar ZS11 chromosome A9, Bra_napus v2.0:

Sequence ID: NC _027765.2 Length: 45943547 Number of Matches: 1
Range 1: 28471006 to 28471250

Score

Expect | Identities Gaps Strand

326 bits(176) | 2e-84 |214/247(87%)2/247(0%) | Plus/Plus

Features:beta-glucosidase 40-like

Query
Sbict
Query
Sbjct
Query
Sbict
Query
Sbijct

Query

11

28471006

71

28471064

131

28471124

191

28471184

251

AACCGAGAGACAAACAAGACAGAGGRSATWGAGAKCTGCWCAWMKAGCTCAWGACTTYCW

L e O O O O [ O O O O
AACCG-GAGTCAAACAAGACAGAGGACATTGA-AGCTGCACAAAGAGCTCAAGACTTTCA

RCTTGGCTGGTRAGCTTCAWYWRAGCTATAAACTAATCCMTAACGCARCCGCCGTTAATT

FEEEEEETEE rrrrrnd FErrrrrrrrrerr e rerr et e e e
ACTTGGCTGGTAAGCTTCAACAAAGCTATAAACTAATCCATAACGCAACCGCCGTTAATT

AATTAAAAAGWGATATGTCTTARTACKATGTTWGGTTTTTGGATCCGTTGATGTTTGGGG

R e
AATTAAAAAGTGATATGTCTTAATACGATGTTAGGTTTTTGGATCCGTTGATGTTTGGGG

ACTACCCGAGTTCGATGAGAARCWGAGTTGKAWGCAGATTKCCAGTWTTCACGGGATCTC
Frererrrrrrrrrrrrrrrr o rrrrrr ettt P
ACTACCCGAGTTCGATGAGAAGCAGAGTTGGAAGCAGATTGCCAGTATTCACGGGATCTC

AGGCTGC 257

70

28471063

130

28471123

190

28471183

250

28471243

Por otro lado se detalla el alineamiento de la linea 16C con Brassica napus cultivar ZS11

chromosome C5, Bra_napus v2.0.
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SequencelD: NC 027771.2Length: 44144641 Number of Matches: 1
Range 1: 19765049 to 19765302

Score Expect | [dentities Gaps Strand
307 bits(166) | 6e-79 |217/256(85%) |2/256(0%) | Plus/Minus

Features: beta-glucosidase 40-like

Query 11 AACCGAGAGACAAACAAGACAGAGGRSATWGAGAKCTGCWCAWMKAGCTCAWGACTTYCW 70

FEEEE trr rrrrrerrrrrrert e e et FEEEEE rrrrr |
Sbjct 19765302 AACCG-GAGTCAAACAAGACAGAGGACATTGA-AGCTGCACAAAGAGCTCAAGACTTTCA 19765245

Query 71 RCTTGGCTGGTRAGCTTCAWYWRAGCTATAAACTAATCCMTAACGCARCCGCCGTTAATT 130

FEEEEEEErE rrrrrnd FEob b rerrrer rrrr e
Sbjct 19765244 ACTTGGCTGGTAAGCTTCACTAGAGTTCTAAACTAATCCATAACGCAACCGCCGTTAATT 19765185

Query 131 AATTAAAAAGWGATATGTCTTARTACKATGTTWGGTTTTTGGATCCGTTGATGTTTGGGG 190

R e e e
Sbjct 19765184 AATTTGAAAGTIGATATGTCTTAATACGATGTTAGGTTTTITGGATCCGTTGATGTTIGGGG 19765125

Query 191 ACTACCCGAGTTCGATGAGAARCWGAGTTGKAWGCAGATTKCCAGTWTTCACGGGATCTC 250

Frerrrrrerrrrrreere et o rrrrer rorrrrrrt rerrr e e
Sbjct 19765124 ACTACCCGAGTTCGATGAGAAGCAGAGTTGGAAGCAGATTGCCAGTATTCACGGGATCTC 19765065

Query 251 AGGCTGCACTGATGAA 266

Pt
Sbijct 19765064 AGTCTGCTTTGATGAA 19765049

5.2 Identificacion de los loci Rlml y Rlm4

Marcadores Xnal2-a02a y Xoll2-e03a para Rlm1

Los marcadores SSR que flanquean al alelo RIm Iproducen los siguientes amplicones:
-Xnal2-a02a (Rlmla): banda de 193 pb (resistente) y alelo nulo (no resistente).

-Xoll2-e03a (Rlm1b): genera los alelos nulos y de 214 pb (resistente), y los alelos de 128 y 177
pb (no resistente).

Las lineas 23R, 3C, 61C, 6R y 71L presentaron el amplicon de 193 pb correspondiente al
marcador Xnal2-a02a, y el alelo de 214 pb para Xol/l2-e03a, los cuales otorgarian resistencia
contra Avrlml. Algunas de las lineas dieron las correspondientes bandas positivas para un
marcador y a su vez las negativas para el otro. Mientras que el resto de lineas experimentales
presentaron los amplicones esperados para lineas no resistentes en cada caso (alelo nulo para
Xnal2-a02ay alelo de 128 y 177 pb paraXoll2-e(3a). También se observd una banda de
aproximadamente 200 pb presente en el testigo negativo Westar y en las lineas 9C, 2C, 4R u 8R,
la cual se desconoce. En la Figura 13 se muestra un gel de poliacrilamida con las amplificaciones

de algunas de las lineas de trabajo (5L, 56L, 3C, 61C, 9C, 2C, 18L, 1R, 4R y 8R).
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Figura 13. Amplificaciones para los marcadores Xnal2-a02a y Xoll2-e03aen gel de poliacrilamida 6%. T:
testigo negativo Westar. Lineas positivas para ambos marcadores en el gel 3C, 61C (bandas 214 y 193 pb). Orden
de siembra 5L, 56L, 3C (+), 61C (+,) 9C, 2C, 18L, IR, 4R, 8R. Las flechas rojas indican las bandas positivas (214
v 193 pb) y negativas (177 y 128).

Marcador BRMSO075 para Rlm4

Para las amplificaciones realizadas con el marcador BRMSO075 para RIm4, se esper6 como
resultado alelo nulo para los que no posean el gen de resistencia y una banda de 180 pb para las
lineas que si lo posean. Como genotipos control se utilizaron los cultivares Dunkeld y Quinta,
que poseen el gen RIm4, y como genotipo susceptible el cultivar Westar.

-Como resultado de la evaluacion llevada a cabo, las lineas 10R, 28R, 151, 18L, 52L, 53L, 68L,
74L, 77L, 153)L, 17L, 32L, 1C, 2C, 4C y 8C, presentaron el amplicon de 180 pb, el cual
conferiria resistencia. En la Figura 14 se muestra un gel de poliacrilamida para dicho marcador

molecular para algunas de las lineas de evaluadas.

42C 49C 52L S3L S6L 62L. 71L 74L 77L T1 T2

.2‘;
&&

A

Figura 14. Amplificaciones para el marcador BMRO75 en gel de poliacrilamida 6%. L: leader. T1y T2: testigos
negativos para el marcador, Glacier y Quinta respectivamente. 42C-77L: algunas de las lineas experimentales.
180 pb +: indica que el locus esta presente (indicado con la flecha). Alelo nulo implica que no estd presente. En
este se muestra a las lineas 52L, 53L, 74L y 77L como positivas para Rim4.
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5.3 Identificacion del locusRpg3Dun

De acuerdo a la bibliografia, para el marcador BN204, una banda de 799 pb otorga resistencia a
Phoma, ligado al gen Rpg3Dun.

Del total de lineas evaluadas, 22 presentaron el amplicén de 799 pb (SL,11L, 15L, 18L, 37L, 38L,
41L, 42L, 49L, 52L, 53L, 56L, 62L, 68L, 77L, 32L, 32C, 1C, 22C, 14R, 18R y 23R). Como
controles se utilizaron los cultivares Dunkeld (posee Rpg3Dun) y Westar (susceptible). En la
Figura 15 puede observarse un gel de agarosa con algunos de los materiales evaluados para dicho

marcador.

T 32Ce 1Ca 2268 78 32 SL 15L 49L 42L
- e - -

|. ﬂ

Figura 15. Amplificaciones del marcador BN204 resueltas por electroforesis en gel de agarosa 1,5%. L:
leader (marcador de peso molecular). T: testigo resistente Dunckeld (Rpg3Dun). 32C-42L algunas de las
lineas experimentales.799 pb +: indica el tamario del amplicon cuando el locus esta presente (indicado con
la flecha). En este gel se muestra todas lineas positivas para Rpg3Dun.

5.4 Identificacion del locus LepR3

Para el marcador Ind10-12 ligado al locus LepR3 se espera obtener bandas de 506 pb para aquellos
genotipos que contengan el alelo de resistencia LepR3 y de 794 pb para los que no lo posean. El
50% de las lineas que resultaron fenotipicamente resistentes fueron positivas
(amplicon de 506 pb) para este marcador. Estas fueron: 15R, 18R y 23R 11L, 15L,41L, 42L, 49L,
52L, 53L, 62L, 68L, 77L, 49(2)L, 32L y 71L y 32C, 69C, 2C, 3C, 4C, 16C, 26C, 32(2)C,35C,
61C, 69(2)C, 9C, 29C, 32(3)C. Como controles se utilizaron los cultivares Surpass 400 (LepR3)
y Westar (susceptible). En la Figura 16 se muestra un gel de agarosa al 1,5% teflido con SybSafe®
con los amplicones esperados para algunas de las lineas evaluadas. De las 59 lineas evaluadas, en
12 de ellas (1C, 15L, 49L,62L, 68L, 8C, 34C, 9C, 18L, 16C, 26C y 32C) se pudo observar una

banda intermedia a las citadas en la bibliografia, de aproximadamente 600 pb.
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Figura 16. Amplificaciones del marcador InDell0-12, resuelto por electroforesis en gel de agarosa 1,5%. T: testigo
resistente, Surpass 400 (LepR3). L: leader. 506 pb +: indica el tamaiio del amplicon cuando el locus esta presente.
794 pb -: indica el amplicon cuando no posee el locus Lepr3. 506 pb+ indica presencia del alelo de resistencia. 600pb
indica un amplicon intermedio no descripto previamente. En este gel se muestra que las lineas 15R, 32C, 77L, 32L,
15L Y 49L fueron positivas para LepR3. Las flechas indican la altura de las bandas obtenidas.

6. ANALISIS ESTADISTICOS DE LOS MARCADORES MOLECULARES

Para un correcto analisis de los marcadores genéticos, los resultados del marcador Rlm3RIm3
fueron omitidos del analisis, ya que presentd6 mas de un 50 % de datos faltantes (solo amplifico
en 13 de las 59 lineas evaluadas). Por su parte, el marcador BLMR?2 tampoco fue incluido en el
analisis dado que los resultados antes mencionados no corresponden al alelo de resistencia
esperado.

ANALISIS DE CONGLOMERADOS

A partir de los datos genotipicos obtenidos de los marcadores Xnal2-a02a/Xol12-e03a,
BRNSO075, BN204, Ind10-12, se construy6 la matriz de distancia de Dice y con la misma se
procedio a realizar un analisis de conglomerados utilizando el método de agrupamiento jerarquico
UPGMA. En la siguiente Figura (Figura 17) se muestra el dendrograma obtenido, el cual fue
paginado para una mejor interpretacion de los resultados (Figura 18 a y b). Se obtuvo un indice
de correlacion cofenética de 0,924.

Como puede observarse en el dendrograma (Figura 17), la primer separacion que se produce en
el nodo 0,91, lo cual agrupa por un lado un conglomerado con todas aquellas lineas que no
presentaron alelos de resistencia (16R, 19R, 1R, 22(3)C, 34C, 34(3)C, 47C, 47(3)C, 4R, 76C,
77C, TR, 8R'Y 9L) para cualquiera de los marcadores utilizados (grupo 2, color azul, Figura 18a).
Por el otro (grupo 1, color rojo, Figura 18b) aquellas lineas que presentaron al menos algun alelo
de resistencia de los evaluados. Dentro de este ultimo grupo se puede observar que
aproximadamente a una distancia de 0,91 se separan las lineas 8C, 74L, 28R, 17L, 15(2)L y 10R
del resto, formando un subgrupo (subgrupo J). Estas lineas tienen en comun que sélo fueron
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positivas para el alelo de resistencia R/m4. El perfil molecular de la linea 23R, es el més parecido
alos de 61C, 3C y 71L, ya que se encuentran a menor distancia (0,45) en este analisis. El perfil
molecular de 23R indicé que posee los alelos Rpg3Dun, Rlml y LepR3, mientras que 61C, 3Cy
71L poseen Riml y Lepr3. Algo similar ocurre también a 0,45 entre 2C y 4C (RIm4 y LepR3,
subgrupo G) con el subgrupo H formado por 77L, 68L, 53L, 52L, 32L y 15L, los cuales poseen
los mismos alelos que 2C y 4C mas Rpg3Dun. Este tltimo agrupamiento entre los subgrupos G
y H, se separa a una distancia de 0,51 del subgrupo F formado entre 18L y 1C (R/m4 y Rpg3Dun).
Los detalles de cada subgrupo del grupo 1 (conglomerado) se resumen en la Tabla 22.

17L, 15Q)L Y
10R

GRUPO SUBGRUPO LINEAS ALELOS R
A 5L, 56L, 38L, Rpg3Dun
37L,22CY
14R
B 6R Riml
C 61C,71LY 3C | Riml y LepR3
D 23R Riml, LepR3 y
Rpg3Dun
E 9C, 69C, LepR3
69(2)C, 49(2)L,
36C, 32(2)C,
32(3)C, 29C,
1 16C, 26C, 15R
F ICY 18L Rim4 y
Rpg3Dun
G 2CY 4C Rlm4 y LepR3
H 77L, 68L, 52L, | Rim4, LepR3 Y
53L,32L Y 15L | Rpg3Dun
I 62L,49L, 421, | LepR3Y
41L, 32C, 18R | Rpg3Dun
Y 11L
J 8C, 74L, 28R, Rim4

Tabla 22. Subgrupos formados en el conglomerado 1 (Figura 18). Se describen las lineas que lo forman y

los alelos de resistencia de cada subgrupo.
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Figura 17. Dendrograma obtenido basado en el indice de similitud de Dice. Lineas rojas
indican el Conglomerado 1, lineas azules el Conglomerado 2. Los valores sobre las ramas
indican la distancia que separa cada subgrupo. El conglomeradol se separa del 2 en el nodo
0.91.
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Grupo2
Distancia: (Dice (sqrt(1-S)))
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Figura 18a. Dendrograma paginado, donde se muestra el grupo 2 del dendrograma general (Figura 17).
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Grupo1
Distancia: (Dice (sqrt(1-S)))
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Figura 18b. Dendrograma paginado. Se muestra el grupo 1 del dendrograma general (Figura 17). Las letras (A —
1) indican los subgrupos formados.
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7. ANALISIS GENERAL PARA LA SELECCION DE LINEAS

Como se describid anteriormente, en la seccion materiales y métodos, para realizar un
agrupamiento de las lineas resistentes seguin sus caracteristicas genotipicas (/loci de resistencia) y
fenotipicas (rendimiento, % de aceite y contenido de acidos grasos) se aplicé la técnica
multivariada de Procrustes Generalizado (GPC). Los datos que se utilizaron fueron las primeras
4 componentes principales del ACP realizado para los datos promedio de las dos campanas, de
rendimiento, % de aceite y contenido de acidos grasos y las primeras cuatro coordenadas
principales del analisis de coordenadas principales (AcooP) aplicado sobre los datos binarios de
los marcadores moleculares. En la Tabla 23 se muestran las medidas resumen de los promedios
de las variables fenotipicas utilizados y éstos ultimos en la Tabla 24. El AcooP no se muestra
dado que el resultado es el mismo que el anélisis de conglomerados (Figura 17). En la Tabla A7
del anexo se muestran las CP y PCO (principal coordinate) utilizados para el anélisis. Como se
muestra en la Tabla 25 A, los autovalores resultantes del andlisis, indican que la variabilidad
explicada a través de los dos primeros ejes de la descomposicion de la matriz de consenso es de
89%. En el cuadro de Analisis de la Varianza se presenta la suma de cuadrados dentro por caso
(linea, Tabla 26) y la suma de cuadrados dentro por grupo de variables en la Tabla 25 B. El
consenso entre la ordenacion producida por matriz de datos genéticos y la obtenida a partir de

datos fenotipicos es del 64% (proporcion del consenso).

Variable Media D.E. Min. Max.
Rendimiento 2740,43 211,48 2331,33 3269,5
% aceite 42,94 0,95 40,27 44,69
Ac. oleico 61,74 0,65 60,66 63,62
Ac. linoleico 19,29 0,43 18,22 19,96
Ac. linolenico 10,42 0,41 9,21 11,05
Ac. erucico 0,15 0,08 0,02 0,32

Tabla 23. Medidas resumen de los promedios de las variables fenotipicas estudiadas.
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Linea Rendimiento (Kg/Ha) |Aceite (%) |Ac. Oleico (%) |Ac. Linoleico (%) |Ac. Linolénico (% ) Ac. Eracico (%)
10R 2407 40,65 63,17 19,05 9,34 0,02
11L 2346,6 42,59 61,59 19,54 10,55 0,07
14R 2672,2 41,49 62,8 18,89 9,73 0,05

15(2)L 2928 42,49 62,18 19,04 10,24 0,1
15L 2590,8 44,22 61,46 19,63 10,45 0,15
15R 2867,2 41,16 63,62 18,22 9,21 0,13
16C 2899,33 43,77 61,03 19,68 10,83 0,19
16R 2623 40,27 62,6 19,35 9,63 0,02
17L 2946,8 43,05 62,32 18,81 10,13 0,17
18L 2796,67 42,96 61,59 19,38 10,61 0,09
18R 2544 41,94 62,54 19,03 9,88 0,06
19R 2658 42,27 61,72 19,44 10,29 0,14

1C 3003,83 43,85 61,16 19,72 10,72 0,13
1R 2574,6 41,51 62,16 19,31 10,05 0,08

223)C 2734,67 43,52 60,72 19,93 11,02 0,16
22C 2620,17 42,96 61,95 19,02 10,29 0,21
23R 2548,5 42,83 62,53 18,86 10,07 0,06
26C 2575,5 43,54 61,41 19,01 10,73 0,32
28R 2781,6 41,41 62,88 18,84 9,66 0,06
29C 2629,83 44,11 61,16 19,25 10,89 0,28
2C 2686 43,17 61,42 19,27 10,66 0,23

32(2)C 2614,17 43,63 60,91 19,73 10,95 0,16

32(3)C 2773,17 43,28 61,17 19,43 10,76 0,25
32C 2583,5 43,82 62,35 18,35 10,46 0,22
32L 2616,17 43,44 61,3 19,45 10,71 0,2

34(3)C 2387,67 42,77 61,37 19,52 10,58 0,18
34C 2515,5 43,11 62,59 18,52 10,15 0,16
35C 2604,67 43,29 61,82 18,97 10,5 0,21
37L 2800,5 42,26 61,39 19,88 10,47 0,06
38L 2887,67 43,37 61,52 19,58 10,56 0,07
3C 2591 42,84 61,95 19,02 10,32 0,2
41L 2920,5 43,4 61,52 19,6 10,61 0,03
421, 2918.,4 43,79 62,03 19,11 10,37 0,09

47(3)C 2331,33 42,16 62,1 18,84 10,16 0,27
47C 2494,17 43,7 61,74 18,76 10,66 0,29

49(2)L 2934,17 43,5 61,52 19,53 10,54 0,11
49L 3070 43,79 62,5 18,38 10,31 0,19
4C 2827,67 43,78 61,13 19,55 10,82 0,2
4R 3216,4 41,27 62,6 19,07 9,81 0,06
52L 2732,67 43,82 61,19 19,77 10,65 0,14
S3L 2888,4 42,8 61,28 19,68 10,58 0,16
S56L 2839,6 43,94 60,66 19,96 11,02 0,19
SL 2785,8 42,43 61,48 19,71 10,5 0,06
61C 2717 44,01 62,49 18,42 10,31 0,17
62L 3042,67 41,89 61,49 19,8 10,33 0,08

69(2)C 2676,5 43,67 61,06 19,71 10,82 0,16
69C 2676,5 42,26 61,01 19,95 10,67 0,12
69L 2755,8 43,17 61,63 19,51 10,49 0,07
6R 2558,2 42,62 62,13 19,25 10,13 0,09
71L 2891,33 42,26 61,84 18,97 10,35 0,25
74L. 3029 43,13 61,3 19,58 10,7 0,13
76C 2476,67 43,88 61,25 19,28 10,73 0,28
77C 3269,5 43,49 60,91 19,84 10,86 0,16
77L 2887,67 43,83 61,52 19,45 10,65 0,1
7R 3079,2 41,32 62,09 19,55 9,97 0,04
8C 2912,83 43,66 60,83 19,52 10,95 0,32
S8R 2342 42,44 62,18 19,2 10,06 0,12
9C 2823,67 44,69 60,92 19,54 11,05 0,21
9L 2779,2 43,23 61,71 19,14 10,43 0,23

Tabla 24. Valores promedios de las variables fenotipicas utilizados para obtener las CP para utilizar en

el Analisis de Procrustes Generalizado.

66



A.) Autovalores B) Sumas de cuadrado por grupo
Lambda | Valor | Proporcion | Prop. Acum. Consenso residuo Total | Prop Cons.
1 0,299 0,467 0,467 0,64 0,36 1 0,64
2 0,271 0,424 0,891 0,64 0,36 1 0,64
3 0,039 0,062 0,953 1,28 0,72 2 0,64
4 0,03 0,047 1

Tabla 25. A) Autovalores del GPC.B) Suma de cuadrados por grupo de variables, fenotipicas y
genotipicas del cuadro de andlisis de la varianza.

Consenso residuo Total Prop. Cons.

10R 0,097 0,008 0,105 0,926
11L 0,017 0,014 0,03 0,553
14R 0,028 0,037 0,066 0,433
15(2)L 0,004 0,005 0,009 0,46
15L 0,009 0,036 0,045 0,202
15R 0,043 0,061 0,104 0,41

16C 0,025 0,013 0,038 0,655
16R 0,038 0,013 0,051 0,74
17L 0,032 0,017 0,048 0,654
18L 0,016 0,009 0,025 0,646
18R 0,005 0,031 0,036 0,136
19R 0,005 0,001 0,006 0,843
1C 0,019 0,019 0,037 0,5

1R 0,015 0,003 0,018 0,857
22(3)C 0,043 0,013 0,056 0,766
22C 0,006 0,003 0,008 0,664
23R 0,006 0,017 0,023 0,246
26C 0,042 0,003 0,045 0,925
28R 0,067 0,004 0,071 0,943
29C 0,04 0,004 0,044 0,916
2C 0,008 0,005 0,014 0,616
32(2)C 0,028 0,003 0,031 0,918
32(3)C 0,026 0,008 0,034 0,769
32C 0,042 0,006 0,047 0,88
32L 0,004 0,004 0,008 0,516
34(3)C 0,006 0,008 0,015 0,439
34C 0,015 0,008 0,023 0,657
35C 0,024 0,005 0,03 0,819
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(continuacidn)

37L 0,043 0,004 0,047 0,908
38L 0,034 0,008 0,042 0,818
3C 0,013 0,004 0,017 0,754
41L 0,023 0,005 0,028 0,826
42L 0,014 0,009 0,023 0,616
473)Cc| 0,019 0,01 0,029 0,666
47C 0,01 0,014 0,025 0,41

49Q)L| 0018 0,004 0,021 0,831
49L 0,039 0,013 0,052 0,755
4C 0,005 0,013 0,019 0,291
4R 0,03 0,013 0,044 0,698
52L 0,008 0,003 0,01 0,756
53L 0,006 0,002 0,008 0,764
56L 0,044 0,017 0,061 0,722
5L 0,037 0,005 0,043 0,872
61C 0,027 0,006 0,033 0,832
62L 0,017 0,015 0,032 0,522
69)C| 0,008 0,004 0,012 0,682
69C 0,01 0,028 0,038 0,256
69L 0,009 0,02 0,029 0,313
6R 0,008 0,003 0,01 0,748
71L 0,016 0,007 0,022 0,706
74L 0,014 0,033 0,047 0,296
76C 0,007 0,016 0,023 0,297
77C 0,012 0,024 0,036 0,326
77L 0,006 0,002 0,008 0,758
7R 0,022 0,009 0,031 0,706
8C 0,013 0,054 0,066 0,189
SR 0,014 0,005 0,019 0,728
9C 0,039 0,01 0,049 0,802
9L 0,003 0,005 0,008 0,402
Total 1.28 0.72 2 0.64

Tabla 26. Analisis de la varianza del consenso con la Suma de cuadrados dentro por linea.
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A continuacion, se muestra un ARM (arbol de recorrido minimo) obtenido para la configuracion
del consenso (Figura 19) entre las variables genotipicas (marcadores moleculares) y fenotipicas

(rendimiento, % de aceite y contenido de acidos grasos).

Arbol de recorrido minimo
SC(ARM)=0,043
0,16
0,08
9
<
N
< 0,00
N
o
(@]
14R 18L 52L / PRL 00
-0,08
-0,16 T T T T
-0,24 -0,12 0,00 0,12 0,24
CP 1(46,7%)

Figura 19. ARM de la configuracion para el consenso. Los circulos de colores muestran asociaciones
entre lineas que se describen en el texto.

Del ARM se pueden describir varias asociaciones entre lineas. Por ejemplo, las lineas que se
ubican en los extremos de la rama principal del primer cuadrante (indicadas en rojo): 9C, 16C,
32(3)C, 29C, 26C Y 35C todas contienen el alelo LepR3 y ademas presentaron rendimientos > a

la media, siendo 16C la de mayor rinde. Los porcentajes de aceites de estas lineas fueron
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superiores a la media, destacandose 9C como la mejor. En cuanto al contenido de 4cidos grasos,
todas presentaron valores aceptables, destacandose el contenido de oleico, ya que todas poseen
valores superiores a la media. La linea 35C se une a 49L la cual posee, ademas de LepR3, el alelo
Rpg3Dun, también alto rendimiento y las mismas caracteristicas de calidad que para el grupo de
las lineas antes mencionadas. El genotipo 49L forma, por un lado, una rama con 32C con la cual
comparte el mismo perfil genético pero las caracteristicas de calidad y rendimiento son mas
pobres, y por el otro continua el arbol uniéndose inmediatamente con 61C (Riml y LepR3), la
cual presentd muy buenas caracteristicas fenotipicas, y €sta a 71L (mismas caracteristicas que
49L) y 3C, la cual difiere en que presentd menor rendimiento. En el otro extremo, sobre el
segundo cuadrante, se ubican las lineas 10R y 28R (circulo verde) y le sigue como mas cercana a
estas, 16R. Las dos primeras fueron positivas para el alelo R/m4, mientras que 16R resultdo no
tener ninguno de los genes de resistencia evaluados, por ello se encuentra un poco mas distante.
Pero las tres se caracterizan por haber tenido muy buenos contenidos de oleico, dentro de las
mejores cinco, aunque bajos porcentajes de aceite, con valores inferiores a la media. Otra rama
que se destaca en este cuadrante, es aquella en la que el extremo es 15R (LepR3) y un poco mas
alejadas se unen 47(3)C y 34C (circulo azul). Ninguna de estas dos presento alelos de resistencia
de los evaluados, pero se asocian a 15R porque tuvieron excelente perfil de acidos grasos. A
diferencia de las demas, esta linea presentd buen rendimiento, por ello se encuentra mas alejada.

Todas tuvieron porcentajes de aceite < a 43%.

Si analizamos la rama inferior del ARM, entre el tercer y cuarto cuadrante, se ubican muy cerca
37L y 5L (circulo amarillo), las cuales presentaron el alelo Rpg3Dun y rendimientos superiores a
la media, pero con valores de porcentaje de aceite menores a 43%. El perfil acidico de estas es
aceptable. A continuacion, un poco mas alejado a estas dos lineas, se encuentra 38L, la cual tiene
las mismas caracteristicas, excepto que mejor porcentaje de aceite, caracteristica por la cual se le
unen el grupo de lineas 22(3)C (sin gen R) y 56L (Rpg3Dun), las cudles presentaron mejores
contenidos de aceite (circulo violeta). Ademas, la linea 381 se une a 1C y esta se conecta con 18L
y 14R, compartiendo altos rendimientos y el alelo Rpg3Dun, y las lineas 1C y 18 L también
contienen R/m4. Se unen también en ese orden por poseer contenidos de aceite que van
disminuyendo a medida que nos acercamos al extremo de 14R. Desde la linea 1C, se bifurca otra
rama, uniéndose en primer término con 62L, con la cual comparte las caracteristicas de alto

rendimiento y también posee Rpg3Dun (Rpg3Dun 'y LepR3). Esta Gltima linea se une con 11L,
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compartiendo los mismos genes de resistencia. A partir de esta linea el arbol se bifurca. Hacia el
extremo de la rama se une con 49(2)L y 32(2)C, lineas que también poseen LepR3, y los valores
de rendimiento, aceite y acidos grasos van disminuyendo hacia el extremo. Hacia el otro lado del
arbol se une inmediatamente con la linea 52L (Rpg3Dun, LepR3 y Rim4) la cual forma una nueva
rama con 69(2)C (LepR3) y 42L (LepR3 y Rpg3Dun) (circulo anaranjado). Estas tres lineas

poseen buenos rendimientos y valores de aceite y acidos grasos similares a la media.
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DISCUSION

En éste trabajo se evaluaron en lineas experimentales de colza las principales caracteristicas
agronomicas del cultivo como rendimiento, contenido de aceite y de acidos grasos, asi como el
comportamiento de las mismas frente al principal patégeno que las afecta, P. lingam, y los
principales genes de resistencia vertical a éste patdgeno, con la finalidad de seleccionar aquellas
lineas que se destaquen para dar inicio a un programa de apilamiento genético. Tanto las
metodologias empleadas como los principales resultados obtenidos serdn discutidos en esta

seccion.

Para realizar las evaluaciones de las inoculaciones de las lineas en el presente trabajo, se utilizd
la escala de Bansal (Bansal, 1994) la cual es ampliamente utilizada en el area de fitopatologia del
grupo de trabajo. Esta es una escala adaptada de la de Williams (1985), utilizada para las
evaluaciones del grupo de patogenicidad. El aislamiento utilizado para las inoculaciones
artificiales fue seleccionado a partir de tres aislamientos iniciales presentes en el laboratorio de
Fitopatologia de INTA-EE Parand. Los tres aislamientos fueron caracterizados previamente a fin
de determinar el grupo de patogenicidad de cada uno de ellos mediante inoculaciones artificiales
en cultivares diferenciales (Schutt de Varini y Bessone, 2015). El aislamiento 1 fue elegido
porque mostraba més virulencia en el campo la campafia anterior (2013) al momento de realizarla
presente tesis, asi como también por pertenecer al GP3, lo que permite discriminar entre lineas
resistentes y susceptibles al patdgeno. Mientras que los otros dos aislamientos (2 y 3), no fueron
seleccionados debido a que, al ser caracterizados, los mismos pertenecian al GP1 y GP4,
respectivamente, no permitiendo distinguir entre lineas resistentes y susceptibles. El aislamiento
1, utilizado para las inoculaciones del presente trabajo, fue multiplicado siguiendo el protocolo

de Castellanos (Castellano et al., 2011), a fin de ser conservado.

P. lingam presenta variabilidad en cuanto a su virulencia. Cunningham (1927) fue el primero en
informar sobre dicha variabilidad al describir dos cepas: avirulentas (Avr) y virulentas (avr)para
las cruciferas. Numerosas variedades de Brassica spp. fueron examinadas como potenciales
candidatas para diferenciar aislamientos de P. lingam obtenidos a partir de ensayos a campo
(Thurling y Venn, 1977; Newman, 1981; Kutcher et al., 1993). La primera diferenciacion de los

aislamientos se basé en sintomas en cotiledones o tallos después de inocular las variedades con
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cada aislamiento. Utilizando el fenotipo producto de la interaccién del patéogeno con los
cotiledones, los aislamientos se han clasificado en grupos de patogenicidad (GP) basados en las
reacciones de las variedades Westar, Quinta y Glacier (Koch et al., 1991; Mengistu et al., 1991)
y algunos investigadores han incluido una cuarta variedad, Jet Neuf (Badawy et al., 1991). El uso
de Westar discrimina a L. biglobosa (GP1) de L. maculans. Las variedades Quinta y Glacier
clasifican los aislamientos del patdgeno como pertenecientes a GP2 si ambas variedades producen
reacciones resistentes al ser inoculadas con estos; los aislamientos pertenecientes al GP3 dan una
reaccion resistente en 'Quinta’, y susceptible en 'Glacier', y pertenecen al GP4 si en ambas
variedades dan reaccion susceptible (Mengistu et al., 1991; Keri et al., 2001, Kutcher et al.,
2010b). Los resultados de caracterizacion del indculo utilizado en la presente tesis indicaron que
pertenece al GP3, informacion que facilité en gran medida la interpretacion de los resultados
obtenidos posteriormente en el ensayo de inoculacion de las lineas de colza. No obstante esta

claro que al utilizar un solo aislamiento nos restringimos a determinadas lineas experimentales.

Se realizo la seleccion de lineas resistentes y medianamente resistentes al aislamiento utilizado,
a partir de las 469 lineas inéditas que actualmente cuenta el programa de mejoramiento del cultivo
de INTA, mediante su clasificacion segun la escala de Bansal (Bansal et al., 1994). Del total de
469 lineas experimentales inoculadas, el 13% (59 lineas) resulto resistente al indculo, dentro de
las cuales el 7% (32) fue completamente resistente y el 6% (27) moderadamente resistente. Se
han descripto un gran nimero de métodos utilizados para realizar inoculaciones artificiales, tanto
en invernaculo como en el campo, y tanto en plantulas como plantas adultas (Bansal; 1994; Huang
etal., 2014; Van de Wouw et al., 2016). Debido a que la resistencia cualitativa mediada por genes
mayores se expresa en el estado de plantula, esta puede evaluarse fenotipicamente mediante la
deteccion de las reacciones del patégeno en plantas jovenes bajo condiciones controladas (Huang
et al.| 2014), como se realizd en la presente tesis. Es decir, la presencia de genes especificos de
resistencia puede detectarse perfectamente por la reaccion de la plantula inoculada y con alta
precision (McNabb et al., 1993). Este método permite realizar un screening de mas de una
generacion por afio y puede acelerar el desarrollo de genotipos resistentes (Bansal, 1994). Incluso
Huang (Huang et al., 2014) a partir de los resultados de sus experimentos sugieren que la
resistencia cuantitativa también puede detectarse en plantas jovenes, en condiciones ambientales
controladas, mediante inoculaciones en la lamina o el peciolo de la hoja, y que existe una buena

correlacion con el comportamiento en planta adulta. Dada la creciente importancia de la colza
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como cultivo para cubrir el déficit en la demanda mundial para alimentos, aceite y biodiesel, y el
aumento de la severidad de la enfermedad del cancro del tallo, la resistencia a P. lingam es un
objetivo importante en muchos programas de mejoramiento (Marcroft et al., 2012; Delourme et

al., 2004, Fitt et al., 2006).

Las 59 lineas resistentes a moderadamente resistentes, determinadas mediante los ensayos de
inoculacion, fueron sometidas a anélisis fenotipico y genético. El primero incluy6 evaluaciones
del rendimiento, determinacion del contenido de aceite y perfil de dcidos grasos, mientras que las
evaluaciones genéticas incluyeron la caracterizacion con diversos marcadores moleculares

reportados para la especie para resistencia a P. lingam.

Las evaluaciones del rendimiento se llevaron a cabo mediante ECR en dos campaias (2014 y
2015). Se observo interaccion significativa entre las lineas y las campafias (ambiente) para esta
variable, lo cual podria deberse a las condiciones ambientales (Agosti y Miralles, 2011). En la
campana 2014, si bien las lluvias durante la estacion de crecimiento fueron menores al promedio
historico, cabe destacar que el perfil del suelo se habia recargado adecuadamente debido a las
precipitaciones del mes de febrero. El rasgo caracteristico de la campafia fueron las temperaturas
mas altas que las normales durante los meses de julio a octubre, que aceleraron el desarrollo del
cultivo especialmente durante el periodo reproductivo, lo que podria haber provocado una

disminucidn del contenido de aceite.

En la campana 2015 las precipitaciones de otofio no permitieron una recarga adecuada del perfil,
incidiendo negativamente en la implantacion y desarrollo de la etapa inicial del cultivo. Pero
debido a que las lluvias de marzo a agosto fueron mayores al promedio historico, se redujo el
estrés hidrico. Ademas, el promedio de temperatura media durante el periodo de abril — agosto
fue superior al promedio histdrico, lo cual acelero la etapa vegetativa del cultivo. La temperatura
media durante el mes de octubre fue menor al promedio historico (0,5°C inferior) lo que incidiria
positivamente en la longitud del periodo de llenado de granos (datos de la Estacion Meteorolédgica

de la Experimental INTA Parana).

A pesar de la interaccion genotipo ambiente significativa, cabe destacar que las lineas 77C, 4R,
62L, 74L y 15(2)L pertenecieron al grupo de mayores rendimientos en ambos afios de evaluacion,

lo cual puede observarse a partir de los datos obtenidos por el analisis de comparacion de medias
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DGC vy el test de Fisher. La prueba DGC constituye un método particionante (sin solapamiento
de letras entre las medias) que es recomendable para comparar muchas medias (Di Rienzo et al.,
2001). De acuerdo con Iriarte (2014), los rendimientos obtenidos en lotes de produccion de las
diversas regiones productoras de nuestro pais son similares a los que se obtienen en los principales
paises productores. En los ultimos afios el INTA fue generando mayor informacion sobre la
fenologia y el rendimiento de genotipos adaptados a las condiciones locales, implantados en
diferentes localidades de la region apta para el cultivo de esta especie, mostrando una gran
variabilidad en rendimiento entre genotipos y zonas (Iriarte et al., 2013, 2014, 2015, 2016). Para
nuestra localidad (Parana, Entre Rios), los resultados de los ensayos de esa red de evaluacion
mostraron rendimientos promedio de 2679 y 2024 kg/ha para las campanas 2014 y 2015,
respectivamente (Iriarte et al.,2015;2016).

Otro de los caracteres fenotipicos evaluados fue el contenido de aceite en grano. De igual modo
que el rendimiento, se observo interaccion significativa entre las lineas y las campanas
(ambiente), lo cual puede ser consecuencia de las condiciones ambientales antes mencionadas,
afectando el contenido de aceite, principalmente por las altas temperaturas registradas durante
ambos periodos agricolas (Agosti y Miralles, 2011). Se obtuvieron promedios de 44,39% y 42,52
% para las campaiias 2014 y 2015, respectivamente. En las normas de comercializacion del pais
(VII SAGPyA, 1994) se establece un 43% como base de comercializacion, y para valores
inferiores a ese se establece una rebaja de 1% de cada porciento o fraccion proporcional. Cabe
destacar que para la campaifia 2014, un 73% de las lineas presentaron valores igual o mayor a 43%
de aceite, sin superar los valores alcanzados en zonas mas frias de produccion del pais, como Tres
Arroyos, donde se han obtenido contenidos méximos de aceite de 47 % (Iriarte, 2004). En cambio,
para la campana 2015, solo un 30,5% tuvo un contenido de aceite superiores al 43%. Esto puede
atribuirse a que, en ambas campaias, las temperaturas medias estuvieron por encima del promedio
histérico durante la etapa reproductiva, lo que incidiria negativamente en la acumulacion de
aceite. Tanto el rendimiento como la calidad del grano se reducen cuando la etapa postfloracion
(agosto — octubre) presenta temperaturas medias >13 °C, siendo éste el factor ambiental de mayor
influencia (Agosti y Miralles, 2011). Como antecedente de nuestro pais, Izquierdo et al. (2005;
2009) analizaron los efectos de la temperatura y la radiacion postfloracion sobre la calidad del
grano de un genotipo de colza-canola cultivado en Balcarce (Buenos Aires), mostrando que

ambos factores ambientales pueden modificar tanto el contenido de aceite como el perfil de dcidos
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grasos, encontrandose respuestas de igual sentido pero menor magnitud que las de otras especies
oleaginosas como girasol y soja. Esto explicaria la variabilidad entre las campafias debido a la
interaccion con el ambiente, respecto al contenido de aceite de las lineas, observada en esta tesis.
Las lineas que se destacaron por su contenido de aceite en la campafia 2014, no se destacaron en
2015. Por ejemplo, la linea 32C, de mayor % de aceite en 2014 (45,79%), en 2015 present6 un

valor de 41,47%, estando entre las diez de menor contenido.

En cuanto al perfil de acidos grasos, si bien se utilizaron para el analisis los datos de los
principales acidos grasos insaturados en colza, se debe aclarar que los resultados para los acidos
grasos saturados: acido palmitico (16:0), estearico (18:0), araquidico (20:0), behénico (22:0) y
lignocérico (24:0), estuvieron dentro de los niveles esperables en todas las lineas (~ 7,7% en
total). Ademas, el contenido de glucosinolatos también estuvo en el rango requerido, < 20
umoles/g, (datos no mostrados) para que sea considerada colza-canola. Las proporciones de los
tres principales acidos grasos insaturados, acido oleico (C18:1), acido linoleico (C18:2) y acido
linolénico (C18: 3) en semillas son importantes para el aprovechamiento desde el punto de vista
nutricional y de procesamiento de la colza. El perfil de acidos grasos del grano, promedio para
todos los genotipos en ambos afios, fue semejante al encontrado en paises de larga trayectoria de
produccion, como Canada (Canola Council 2017). En lineas generales puede observarse que este
contenido dio resultados homogéneos para los acidos oleico, linoleico y linolénico, con CV
pequefios, entre 0,55 y 2,45para 2014 y de 0,97 a 4,12para 2015. En cambio, CV més altos fueron
obtenidos para acido erucico, siendo 22,73 y 42.49respectivamente, mostrando mayor
variabilidad en los resultados. be todos modos, los valores de éste contenido fueron cercanos a
cero en todas las lineas experimentales para ambos ciclos (bien por debajo del limite de 2%

requerido para consumo comestible).

El alto contenido de C18:1 en el aceite de colza es deseable por su larga vida util y estabilidad a
altas temperaturas durante la fritura (Warner & Knowlton 1997; Matthdus, 2006). Ademas, el
aceite con alto contenido de 4cido oleico es también una materia prima ideal para la produccion
de biodiesel (Pinzi et al., 2009). En el presente trabajo las lineas 10R y 15R tuvieron porcentajes
superiores al 64%. En la campaiia 2015, estas dos lineas también se encuentran entre las primeras
10 que tuvieron mejores contenidos de acido oleico, aunque con valores menores (62,75 y 62,24

%, respectivamente). Por otro lado, el acido linolénico (C18:3) es un acido graso altamente
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insaturado; es sensible a la oxidacion en el aire y por lo tanto inestable durante la fritura. Por lo
tanto, un nivel reducido de C18:3 en aceite de colza es beneficioso para el almacenamiento y
prolonga su vida util (Scarth y Tang 2006). Si bien pueden diferenciarse estadisticamente, todas
las lineas en ambos aflos presentaron valores nutricionales aceptables, < 11%). El acido linoleico
ha sido reconocido durante mucho tiempo como un acido graso esencial, ya que los animales,
inclusive los humanos, no lo pueden sintetizar. En el organismo, el acido linoleico se convierte
en acido araquidonico y otros miembros de la familia de 4cidos grasos omega-6. El acido
araquidonico es importante en las estructuras de la membrana y es el material de partida para la
sintesis de sustancias "similares a las hormonas", como prostaglandinas. Estas sustancias estan
intimamente involucradas en una amplia variedad de reacciones fisioldgicas que van desde la
coagulacion de la sangre hasta la respuesta inmune (Canola Council 2017). Los resultados
obtenidos para ambas campafias muestran que las lineas presentan valores nutricionales
aceptables. Para 2014, podemos destacar que nuevamente 10R y 15R son las que mejores
porcentajes obtuvieron. El contenido de acido erucico (22:1) fue cercano a cero en la mayoria de
los materiales (< 0,39% para los dos afios). Cabe destacar que para la campana 2014, las lineas
7R, 16R y 10R tuvieron 0 % de &cido erucico, resultado altamente deseado por sus caracteristicas

anti-nutricionales.

Como se mostr6 en las Tablas 25 y 26 de Resultados’, en ambas campanas se repite el patron de
correlacion negativa entre el contenido de acido oleico y el resto de los acidos grasos insaturados
evaluados y con la variable % aceite en grano. Este tipo de correlacion es similar a la encontrada
en la literatura para colza (Werteker et al., 2010; Agosti y Miralles, 2011; Hua et al., 2016,) como
para diferentes oleaginosas como ser girasol y soja (Izquierdo et al., 2006; Wertekeret al., 2010;
Onemli, 2012). Otro patron comun encontrado y consistente con lo informado es la asociacion
positiva entre el % de aceite y el contenido de acido linolénico (Adamska et al., 2004; Agosti y

Miralles, 2011).

A partir de los datos fenotipicos para los tres caracteres evaluados en cada campaiia, se llevo a
cabo un analisis de componentes principales y su respectivo biplot. En los graficos biplot
obtenidos para cada campafa se pueden diferenciar las lineas con los comportamientos mas
extremos. Por ejemplo, para la campana 2014, las lineas 15R y 10R son las que presentaron mayor

contenido de acido oleico, la linea 32C es la destacada en cuanto al contenido de acido linolénico,
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y la linea 8C también presentd el mayor contenido de este acido y del contenido de aceite (Figura
8). La misma interpretacion se puede realizar para la linea 77C, la cual se ubica como el punto
mas extremo entre las variables acidos linolénico y acido linoleico, y en el medio de ambas. Esta
linea estuvo dentro de las que tuvieron mayores valores para estas variables. Para la campana
2015 se puede destacar, por ejemplo, a la linea 56L la cual tuvo el mayor contenido de acido
linolénico y un rendimiento intermedio, posiciondndose como un vértice del poligono entre las
dos variables. La linea 11L, la cual se posiciona en un extremo medio entre las variables acido
oleico y acido linoleico, presentd valores intermedios-altos para ambas variables. Este analisis
simplemente ayuda a la interpretacion de los resultados en como las componentes principales

separan o agrupan las lineas experimentales segiin sus comportamientos.

Agosti (2011) demostrd que bajo las condiciones ambientales de Buenos Aires y con los
genotipos disponibles en el pais, es posible obtener granos de colza-canola de muy buena calidad
para uso alimentario, como ser alto contenido de aceite, bajo contenido de acidos grasos saturados
y alto contenido de monoinsaturados, y niveles menores al maximo de tolerancia de acido ertcico
(<2 %) y glucosinolatos (< 20 umoles g-1). En el presente trabajo, se observo también, que pese
a algunas condiciones ambientales adversas (i.e. altas temperaturas medias durante gran parte del
ciclo del cultivo), algunas lineas inéditas del programa de mejoramiento mostraron valores de

calidad adecuados como los previamente mencionados.

Las mismas lineas experimentales evaluadas fenotipicamente fueron sometidas a analisis
genotipico. De todos los genes de resistencia a Phoma conocidos hasta el momento (Raman,
2012; Larkan et al., 2013), en el presente trabajo se eligieron 6 de ellos (Rlml, Rim3, Rlm4,
Rpg3Dun, BLMR?2 y LepR3) para detectar mediante marcadores moleculares su presencia en las
lineas experimentales ensayadas. Para caracterizar las lineas, se debid optimizar todos los

protocolos de los marcadores que se amplificaron mediante PCR.

Para el caso de los marcadores SNP (10B23a para BLMR2 y SNP80870 para RIm3) se presentaron
algunos resultados no esperados. Para el marcador del alelo de resistencia R/m3, SNP80870, la
bibliografia sugiere como resultado amplicones de 1300 pb, y dentro de los mismos cambios en
la secuencia de CTTTCT a CCTTTT indicaria que el genotipo es resistente al alelo Avrim3
(Wang, 2013). Para este marcador s6lo se lograron amplificar 13 de las 59 lineas experimentales

ensayadas. Se descartd que sea un problema de calidad o concentracion del ADN molde, ya que
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se realizaron los controles necesarios y el mismo fue utilizado para la amplificacion de los
restantes marcadores moleculares propuestos en la presente tesis, obteniendo resultados
satisfactorios. No obstante, el bajo nimero de muestras amplificadas, las mismas se enviaron a
secuenciar. Los resultados de tales secuenciaciones mostraron que en todos los casos el SNP de
interés estaba ausente, indicando que las lineas no presentan resistencia contra el alelo Avrim3 de
P. lingam. Cuando se realizaron los alineamientos de las secuencias obtenidas utilizando
BLASTN2.2.25 (Zhang et al., 2000), con la RefSeq Genome Database, los resultados de los
mismos indicaron, con altos porcentajes de identidad (91-96%), que se trata de Brassica napus
putative receptor-like protein kinase Atig80870, mRNA. Se ha demostrado que los receptores
protein-kinase estan implicados en respuesta a patdgenos. En A4. thaliana, varias de las proteinas
pertenecientes a la super-familia de Cysteine-rich Receptor-Like Protein Kinase (CRK), una de
las mas numerosas en esta especie (Chen, 2001), estan involucradas en mecanismos de defensa
de la planta (Acharya et al, 2007; Chen et al., 2003; Ederli et al., 2011; Rayapuram et al., 2012).
En B. napus, se encontré que varias CRK estan involucradas en la regulacion positiva de varios
procesos de defensa durante la infeccion de cotiledones por P. lingam (Haddadi et al., 2015).
Ademas, la deteccion extracelular de elicitores de patégenos a menudo se logra mediante el
despliegue de proteinas del huésped con motivos de repeticion rica en leucina extracelular (LRR)
capaces de facilitar las interacciones proteina-proteina, especialmente las proteinas similares a
receptores de membrana celular (LRR-RLP) y a receptores quinasas (LRR-RLK) (Kruijt et al.,
2005; Stotz et al., 2014; Yang et al., 2012). Esto podria sugerir que los amplicones presentes en
las 13 lineas podrian corresponder a la presencia de una CRK involucrada en la defensa contra el
aislamiento ensayado.

Para el marcador del alelo BLMR2, 10b23a (Long et. al, 2011) como se coment6 en Resultados,
la informacion sobre el SNP y sobre las reacciones de PCR logradas fue insuficiente. Por esto,
utilizando la plataforma Primer Blast Software se obtuvieron los posibles amplicones del
correspondiente par de oligonucledtidos publicado (Long et al., 2011). Como resultados se
obtuvieron dos posibles bandas: Brassica napus two-component respose regulator-like APRR3
(LOC106415367), y transcipt variant X1 y X2, mRNA. Este alelo se encuentra en el cromosoma
Al10 y su producto participa en el control del ritmo circadiano de la planta

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/106415367). Las reacciones de PCR se pusieron a punto

utilizando el mismo protocolo que para el SNP80870. Se obtuvieron como resultado 3 bandas de

79



diferente tamafio: 400 pb, 250 pb y 150 pb. Luego de la ediciéon de las secuencias obtenidas para
los tres amplicones, se realizaron los alineamientos con BLASTn 2.2.25 (Zhang et al., 2000),
dando como resultado alineamientos de alta homologia con: beta-glucosidase 40-like en cultivar
ZS11 chromosome C5, Bra napus v2.0; y Brassica napus cultivar ZS11 chromosome A9,
Bra _napus v2.0. Si bien la beta-glucosidase 40-like (LOC106347125) esta implicada en vias
metabolicas como la Dbiosintesis de metabolitos secundarios, el metabolismos de
cianoaminoacidos, la biosintesis de fenilpropanoides y el metabolismo del almidén y sacarosa,
segiin el reporte de la secuencia brindado por NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene?cmd=Retrieve&dopt=full report&list uids=106347125),

en A. thaliana, organismo de alta similaridad con B. napus, esta subunidad proteica es esencial
para la acumulacion estable del receptor EFR que determina la percepcion especifica del factor
de elongacion bacteriano Tu (EF-Tu). Este es un potente inductor de la respuesta de defensa a los
patrones moleculares asociados a patogenos (PAMP). En este organismo es requerido para la
activacion sostenida de la sefializacion mediada por EFR (UniProtKB - Q9FM96). Se podria
asociar entonces, que al ser un inductor de respuesta a PAMPs, podria participar en la via de
defensa contra los de P. /ingam. De todos modos, debido a que los resultados no se condicen con

el alelo para BLMR?2, éste marcador no pudo ser tenido en cuenta para los analisis posteriores.

Resultados de mapeo genético y fisico confirmaron que R/ml y RIm4 estan localizados en
diferentes regiones gendomicas ubicados a ~ 1 Mb de distancia en el cromosoma A7 de B. napus
y, por lo tanto, representan diferentes genes (Delourme et al., 2004). Raman et al. (2012a)
encontraron que los marcadores SSR Xol12-e03 y Xnal2-a02a flanquean el gen de resistencia
RIm1, generando bandas de 190 pb (resistente) y alelo nulo (no resistente) para el primero y alelos
nulo y de 214 pb (resistente), y los alelos de 128 y 177 pb (no resistente) para el segundo. En el
presente trabajo, al utilizarse ambos marcadores, solo se consideraron poseedoras de la resistencia
contra avrlm1 aquellas lineas que hayan dado los alelos resistentes para ambos marcadores. Las
que reunieron estas condiciones fueron las lineas 23R, 3C, 61C, 6R y 71L. Debido a que el in6culo
utilizado resultd ser GP3, es de esperar encontrar genotipos que posean Rlml (v Rlm4). A
diferencia de Delourme et al., (2004), quienes desarrollaron un marcador tipo RAPD para el locus
Riml, los marcadores SSR utilizados en este trabajo poseen la ventaja de ser altamente
polimorficos, reproducibles, abundantes y més adecuados para analisis genéticos de alto

rendimiento en comparacion con los RAPD. En cuanto al marcador SSR utilizado para identificar
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el alelo R/Im4, BMRO75, fue mapeado a 0.8 cM por Raman et al., (2012b). Aquellas lineas que
poseen dicho alelo dieron una banda de 180 pb. Estas fueron: 10R, 28R, 15L, 18L, 52L, 53L,
68L, 74L, 77L,15(3)L, 17L, 32L, 1C, 2C, 4C y 8C. El alelo de avirulencia de P. lingam, AvrLm4-
7, codifica una proteina rica en cisteina de 143 aminoacidos, destinada para ser secretada y
fuertemente inducida durante las primeras etapas de la infeccion de la planta. Este alelo confiere
una doble especificidad de reconocimiento por los genes de resistencia Rlm4 y Rlm7 (Parlange et
al., 2009) y evita el reconocimiento mediado por R/m4 a través de un Unico cambio de
aminoacidos. Parlange et al. (2009), comprobaron que una Gnica mutacion puntual, que conduce
al cambio de una glicina a un residuo de arginina, es responsable de la pérdida de la especificidad
de AvrLm4 mientras que el reconocimiento de AvrLm7 no se modifica. Por el momento, no esta
claro si RIm4 y Rim?7 representan formas alélicas del mismo gen de resistencia ya que estos genes,
junto con RIm3 y Rim9, se encuentran en el mismo grupo de ligamiento (Delourme et al., 2004).
Ademas, RIm3 y Rim4, o RIm7 y RIm3 nunca se encuentran juntos en las mismas lineas puras de
B. napus, pero si se pueden encontrar en genotipos hibridos (Balesdent, datos no publicados).
Como demostro Delourme et al (2004), la falta de aislamientos con especificidad AvrLm4
solamente, hace imposible evaluar la presencia de Rlm4 en genotipos de B. napus que expresan
Rim7. Entonces, Rim3, Rlm4, Rlm7 y RIm9 podrian corresponder a un grupo de genes
estrechamente ligados, a un gen tnico con alelos diferentes, o a una combinacion de estas dos

hipotesis (Delourme et al., 2004).

Como demostré Dusabenyagasani y Fernando (2008), el marcador SCAR BN204 vinculado al
gen de resistencia Rpg3Dun se puede utilizar en la seleccion asistida por marcadores de
resistencia contra el cancro del tallo causada por P. lingam de GP3. El analisis de ligamiento
realizado por los autores, identificé un grupo de ligamiento en el que el gen de resistencia
'Dunkeld' (Rpg3Dun) estaba estrechamente relacionado con el marcador SCAR BN204 y cuatro
marcadores SRAP. El experimento de seleccion de resistencia reveld que 'Dunkeld' era resistente
contra aislamientos de GP3, pero era susceptible a GP2 y GP4, sugiriendo la presencia de al
menos un gen de resistencia mayor, ademas de la resistencia poligénica, en este cultivar. En el
presente trabajo, se utilizd este marcador para identificar las lineas que posean este gen de
resistencia. De las lineas evaluadas, 22 presentaron el amplicén de 799 pb, indicando la presencia
del alelo de resistencia. En el cromosoma A7, la colza posee varios genes que codifican proteinas

quinasas o dominios LRR. Se inform6 que el marcador SCAR (BN204), que mostrdé co-
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segregacion con el locus RpgDun, se deriva de una region que muestra 92% de identidad de
aminodcidos con la proteina serina treonina 20 (ste-20) quinasa relacionada con la defensa en

Arabidopsis thaliana (Dusabenyagasani y Fernando, 2008).

En el caso del marcador para LepR3, InDell0-1 (Larkan et al., 2013) los resultados fueron
satisfactorios, obteniéndose las bandas esperadas segun los autores, 506 pb para aquellos
genotipos que contengan el alelo de resistencia y de 794 pb para los que no lo posean. EI 50% de
las lineas dio resultado positivo para este marcador. Ademas, se pudo observar una banda
intermedia a las citadas en la bibliografia, de aproximadamente 600 pb, la cudl podria ser otro
alelo del gen en estudio, lo cual serd comprobado en trabajos posteriores a esta tesis. Como
demostraron Larkan et al. (2013), el alelo LepR3 ofrece resistencia contra el alelo avrlml. En
algunas regiones de Australia, en 2004, ocurri6 una rapida pérdida de resistencia efectiva de
LepR3 en materiales de B. napus, incluido'Surpass400 ' poco después de su implantacion (Sprague
et al., 2006). Dado que las variedades con el gen R/ml ya estaban en el mercado en Australia
antes del lanzamiento de 'Surpass400' (Rouxel et al.,2003) y que coincidié con una disminucion
de la frecuencia de Avrlm1 (Van de Wouw et al., 2010), es posible que una gran poblacion de P.
lingam se haya dirigido hacia una alta proporcion de patotipos avrLm1 virulentos, por previa
exposicion a R/ml. Estos hallazgos implican que las reacciones fenotipicas de Rlml y LepR3 no
pueden actualmente ser diferenciadas. Esto también se condice con los resultados de las
inoculaciones artificiales ya que, en la determinacion del grupo de patogenicidad, el cultivar
Quinta (RIm1-4 y 3) mostr6 resistencia intermedia frente al aislamiento utilizado, implicando la
presencia del alelo virulento avrlml en el mismo. LepR3 fue el primer gen de resistencia a la
enfermedad en ser clonado (Larkan et al., 2013) y codifica una proteina de tipo receptora rica en
repeticiones de leucina (LRR-RLP). Por otro lado, Larkan et al. (2014) encontraron que éste gen
co-localiza con RIm2 en el cromosoma A10 de B. napus. Recientemente se descubrié que RIm2,
el cual fue el segundo alelo en ser clonado, es una variante alélica del locus LepR3 (LRR-RLP),
que transmite la resistencia especifica a los aislamientos de P. /ingam que posean AvrLm?2
(Larkan et al., 2015), demostrando la adaptabilidad de la especificidad del gen LRR-RLP en la

sefializacion durante la defensa contra el patdgeno.

Debido a los resultados incompletos para R/m3 y la falta de informacion para el alelo BLMR2, no

fueron tenidos en cuenta para el andlisis de conglomerados ni para el andlisis conjunto final de
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todos los resultados. Dado que hoy se conoce el genoma completo de varios cultivares de B. napus
(Chalhoubet al., 2014; Sun et al., 2017), estos alelos seran re estudiados en un futuro, asi como

también los amplicones obtenidos que no se corresponden con la bibliografia citada.

Por su parte, los datos de los marcadores genéticos Xnal2-a02a/Xol12-e03a (R/ml), BRNS075
(RIm4), BN204 (Rpg3Dun), Ind10-12 (LepR3), fueron estudiados mediante un analisis de
conglomerados a partir de la matriz de distancias de Dice generada, considerando que es una de
las medidas de distancia recomendada para datos binarios (Bruno y Balzarini, 2010). Para
construir la matriz de datos, se asignd el valor 1 a la presencia del alelo y 0 para ausencia, sin
discriminar entre alelos de cada marcador. Se realizé el agrupamiento a través de un método
jerarquico UPGMA, ya que se pretenden encontrar particiones jerarquizadas, esto es,
consecutivamente mas finas (o menos finas), luego los objetos son unidos (o separados) en grupos
paso por paso (Balzarini et al., 2011). Se obtuvo un coeficiente de correlacion cofenética de 0.942,
cuyo valor implica una muy buena descripcion del agrupamiento de los datos. La primera
separacion importante que se muestra en el dendrograma (Figura 17, pagina 58), a 0,91, se da
entre el grupo de lineas que no presentaron ningtn alelo de resistencia de los genes considerados
(16R, 19R, 1R, 22(3)C, 34C, 34(3)C, 47C, 47(3)C, 4R, 76C, 77C, 7R, 8R Y 9L) y el grupo de
lineas que present6 al menos un alelo de resistencia. En éste ultimo grupo podemos encontrar 10
subgrupos (A-J) segun los alelos de resistencia que presentaron. Si bien el presente trabajo tiene
como objetivo la seleccion de lineas con buena performance y con diferentes /oci de resistencia,
esta clasificacion dada por el andlisis de conglomerados, es muy util como analisis a priori para
establecer cudles podrian ser las lineas candidatas para iniciar un programa de apilamiento
genético teniendo en cuenta solo su composicion genética. Varias pueden ser las combinaciones
de lineas interesantes. Por ejemplo, lineas experimentales del subgrupo C (Rlm1, LepR3) podrian
cruzarse con lineas experimentales del F (R/Im4, Rpg3Dun) para lograr genotipos en la progenie
portadores de los 4 genes de resistencia, aumentando la durabilidad de la resistencia. Otra
combinacion interesante podria darse entre el subgrupo D (RIml, LepR3 y Rpg3Dun) con el J
(RIm4) con un objetivo similar. Respecto a las lineas que no presentaron ningin alelo de
resistencia de los estudiados, probablemente tengan otro gen de resistencia diferente, cuyo
analogo avirulento esté presente en el aislamiento utilizado. Esto podia comprobarse realizando

inoculaciones sobre otros cultivares diferenciales con genes de resistencia conocidos, para
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dilucidar la identidad del patégeno y asi poder establecer los posibles genes de resistencia en estas

lineas (Marcroft et al., 2012a, Rouxel et al., 2003).

El desarrollo de la genética molecular y la tecnologia asociada como MAS ha llevado a la
aparicion de la piramidizacion génica (Raj Kumar et al., 2010), que implica apilar multiples genes
que conducen a la expresion simultanea de mas de un gen en una variedad para desarrollar
resistencia duradera. La piramidizacion de genes estd ganando considerable importancia ya que
mejoraria la eficiencia del desarrollo de nuevos genotipos. El éxito de la piramidizacion de genes
depende de varios factores criticos, incluido el nimero de genes que se transferiran, la distancia
entre los genes diana y los marcadores asociados, el nimero de genotipos seleccionados en cada
generacion, y la naturaleza del germoplasma, entre otros. Una forma estadistica de analizar datos
de naturaleza diferente, como ser marcadores moleculares (binarios) con variables continuas,
tales como rendimiento, % de aceite y perfil de acidos grasos, puede ser realizar andlisis
Procrustes generalizado (APG) (Bramardi, 2005, Balzarini, 2011; Balzarini y Di Renzo 2016; Di
Rienzo, 2017) Las dos primeras componentes del analisis de Procrustes generalizado realizado
en este trabajo explican el 89% de la variacion total del consenso y el consenso obtenido entre

ambos tipos de variables fue del 64%.

En el ARM del consenso se pueden diferenciar muy bien las distancias entre lineas ya sea debido
a las distancias establecidas por los marcadores moleculares como por las variables fenotipicas.
Se podria entonces elegir el grupo de lineas adecuadas para iniciar el programa de apilamiento
genético, segun los perfiles genéticos que tuvieron y las caracteristicas fenotipicas evaluadas.
Dentro de uno de los grupos descriptos, las lineas seleccionadas son 62L (LepR3, Rpg3Dun) y
52L (Rpg3Dun, LepR3, RIm4) que tuvieron muy buenos rendimientos y porcentajes de aceite y
perfil acidico, con valores similares a la media. Por su parte, dentro de las lineas descriptas en el
segundo cuadrante, se encuentran las lineas 61C y 71L las cuales contienen los alelos Rlm!I y
LepR3 y presentaron muy buenas caracteristicas fenotipicas. Realizando cruzamientos entre este
grupo de lineas se puede lograr incorporar los genes de resistencia Rpg3Dun, LepR3, Rlm4 y
RImlen un solo genotipo, luego de varias rondas de seleccion tanto por marcadores moleculares

COMmoO por sus caracteristicas agronémicas.
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CONCLUSIONES

e El aislamiento de P. /ingam utilizado para el presente trabajo de tesis pertenece al GP3.

e De las 469 lineas experimentales ensayadas, 59 resultaron resistentes o medianamente

resistentes al aislamiento de P. lingam utilizado en las inoculaciones.

e Las variables fenotipicas evaluadas, rendimiento, porcentaje de aceite y contenido de acidos
grasos, mostraron interaccion significativa con el ambiente(a = (.05)y a su vez diferencias

significativas entre lineas en ambas campafias de evaluacion ( p< 0.0001)

¢ El porcentaje de aceite promedio fue 42,52 + 0,05% para 2014 y 44,39 + 0,05% para 2015.
Las lineas 76C, 9C, 32(3)C, 34(3)C y 32C fueron las de mayor porcentaje de aceite para 2014
y 6R, 19R, 18R, IR, 8R y 9L para 2015. El perfil de acidos grasos promedio para todos los

genotipos en ambos afios estuvo dentro de los valores nutricionales aceptables.

¢ El rendimiento promedio obtenido en la campafa 2014 fue de 2686,49 + 339,92 kg/ha y de
2783,56 £ 457,37 kg/ha para 2015. Se puede destacar que las siguientes lineas dieron altos
rendimientos en ambas campanas: 77C, 4R, 621, 74L y 15(2)L.

e Dentro de las 59 lineas evaluadas, 24 tuvieron un unico alelo de resistencia, seis fueron
positivas para el alelo Rpg3Dun, una para Rlml, 11 para LepR3 y seis para R/m4. Otras
presentaron dos alelos de resistencia, tres tienen la combinacion Riml y LepR3, dos Rlm4 'y
Rpg3Dun, otras dos RIm4 y LepR3 y siete presentaron los lociLepR3 y Rpg3Dun. Més notorio
aun, hubo lineas que fueron positivas para tres alelos de resistencia, seis para Rlm4, LpeR3 y

Rpg3Duny 1 para Riml, LepR3 y Rpg3Dun.
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e En el programa de mejoramiento de colza de INTA existen lineas inéditas que poseen
diferentes genes de resistencia especifica a P. lingam y que ademas presentan buena

performance para las otras caracteristicas evaluadas.

e Mediante un analisis de Procrustes generalizado se eligio a las lineas 62L, 52L, 61C y 71L
como parentales para iniciar un programa de apilamiento genético, ya que mediante diferentes
cruzamientos entre estas lineas se podrian piramidizar los genes de resistencia R/m4, LepR3,

Riml y Rpg3Dun y ademads presentan buenas caracteristicas agrondmicas.
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ANEXO

Tabla Al. Prueba de Fisher para la variable rendimiento 2014.

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=451,51717

Error: 65714,1056 gl: 101

linea Maedias n E.E.
491, 3217,33 -3 148,00 =&
4R 3041,00 2 181,27 A
T4LL 3031,00 3 148,00 A B
69C 3004,00 3 148,00 2 B
17TL 2994,50 2 181,27 A B C
18L 2984,a87 3 148,00 A B T
531 2982,50 2 181,27 A B C
EBiocaureocZd486 2982,50 2 181,27 A B C
42L 2953,50 2 181,27 A B C D
111 2942, 00 2 181,27 A B C D
621 2926,33 3 148,00 A B C D
T77C 2926,33 3 148,00 A B C D
3TL 291867 3 148,00 A B C D
ic 2903, 00 3 148,00 A B C D
69L 2301,00 2 181,27 A B CDE
41L 2B895,33 3 148,00 A B C D E
715 2895,33 3 148,00 A B C D E
32C ZB53,00 3 148,00 A B T D E
5L ZB4B,50 2 181,27 A B C DDEF
15(2)L 2B837,00 2 181,27 A B CDEF G
TTL 2833,33 3 148,00 A B C D E F G
38L Z2B29,a7 3 148,00 A B C D E F G
1&6R 2819,50 2 i8i,27 A B CDEF G
561 2808, 00 2 181,27 A B CDEF G H
15L Z2B02z,50 2 181,27 A B CDEVFGH
49({Z)L 2790, 67 3 148,00 BCDEFGH
4 2756,00 3 148,00 BCDEFGH
Z8R 2744,50 2 181,27 BCDEJ&F¥®¥GH
159R 2702, 00 2 181,27 BCDEFGHTI
14w 2692, 00 2 181,27 BCDEFGHT
52L 2686, 00 3 148,00 BECDEFGHTI
22C 2682,00 3 148,00 BCDEFGHTI
3c 2674,33 3 148,00 BCDEFGHTI
32L 2662, 67 3 148,00 BCDEVFGHTI
TeC 2659,00 3 148,00 BCDEFGHTI
TR 2657,00 2 181,27 BCDEFGHTI
HYOLA 2635, 667 3 148,00 BCDEFGHTI
3IZ () C 2620,00 3 148,00 B CPHEFGHET
15R 26l6,00 2 181,27 BCDEFGHTI
34cC 26l6,00 3 148,00 BCDEFGHTI
6l 2612,33 3 148,00 BCDEFGHTI
47C 2608,33 3 148,00 BCDEFGHT
26C 2604, a7 3 148,00 BCDEFGHTI
16C 2589,33 3 148,00 BCDEFGHTI
BR 2581,50 2 181,27 BCDEFGHTI
9L, 2576,00 2 181,27 BCDEFGETIT
32 (2)C 2573,67 3 148,00 CDEF GHTI
2C 2573,33 3 148,00 CDEFGHTIT
69 (2)C 570,00 3 148,00 CDEFGHTI
BC 2562,00 3 148,00 CDEFGHTI
35C 2535,00 3 148,00 CDEFGHTI
23R 2492,33 3 148,00 ODEFGHTI
1R 2485,00 2 181,27 DEFGHTI
10R 2459, 50 2 181,27 oDE FGHTI
aR 2459,50 2 18,27 DEF G HTI
Rivette 2453,67 3 148,00 EFGHTI
Zz(31C 2422, 67 3 148,00 F G HI
34(3)C 2395,67 3 148,00 F G HI
oc 2395,33 3 148,00 F G H I
47 {3)C 2376,00 3 148,00 G H I
29C 2345, 00 3 148,00 H I
18R 2232,50 2 181,27 I
Legacy 1472, 67 3 148,00 J

Medias con una letra comdn

no son significativamente diferentes
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Tabla A2. Prueba de Fisher para la variable rendimiento 2015

Test:L5D Fisher Alfa=0,05 DMS5=635,40813

Lan Lo I o L I I o I Lo I I R L L I

Error: 15&5542,8730 gl: 124

linea Medias n E.E.
TIC 3612,687 3 22EB,43 L
TR 3360,67 3 228,43 L B
4R 3333,33 3 228,43 B B
REivette 32921,6a67 3 228,43 B B c
a8c 3263,6a67 3 228,43 R B c o
ac 3252,00 3 22EB,43 L B c o E
Bicaureo2486 3226,67 3 228,43 L B c o E F
16C 3208,33 3 228,43 B B c o E F
62L 3158,00 3 228,43 B B c o E F G
ic 3104,67 3 228,43 R B c o E F G H
45 (2) L 3077,67 3 22EB,43 L B c o E F el H I
HYOLD 3050,67 3 Z2Z2E,43 L B c o E F G H I )
22 (3)C 3046,67 3 228,43 A B c o E F G H I J
1SR 3034,67 3 Z2B,43 R B c o E F G H I J
T4L 3027,00 3 228,43 R B c o E F G H I J
15(2)L 2988,67 3 22EB,43 L B c o E F el H I J E
41L 2945,67 3 ZZ2E,43 B c o E F G H I ) E L
38L 2945,67 3 228,43 B c o E F G H I J E L
TTL 2942 ,00 3 228,43 B c o E F G H I J E L
I2(3)C 2926,33 3 228,43 B c o E F G H I J 14 L M
49T 2922,a87 3 22EB,43 B c o E F el H I J K L M N
17L 2915,00 3 ZZ2E,43 B c o E F G H I ) E L M N
239C 2914,67 3 228,43 B c o E F G H I J E L M N
aL 2914,6a67 3 228,43 B c o E F G H I J 14 L M N
4C 2899,33 3 228,43 B c o E F G H I J 14 L M N
42T 2885,00 3 22EB,43 B c o E F el H I J K L M N
T1L 2887,33 3 ZZ2E,43 B c o E F G H I ) E L M N
S6L 2860,67 3 228,43 B c o E F G H I J E L M N
ag(2)Cc 2829,6a67 3 228,43 B c o E F G H I J 14 L M N
S53L 2825,687 3 22EB,43 B c D E F e H I J 124 L M N
alCc 2821,a7 3 228,43 B c o E F G H I J E L M N o
ZER 2806,33 3 ZZ2E,43 B c o E F G H I ) E L M N o
2C 27328,67 3 228,43 B c o E F G H I J E L M N o
52L 2779,33 3 228,43 B c o E F = H I ) E L M N ]
18R 2731,a7 3 228,43 B c o E F ] H I g K L M o o
5L 2744 ,00 3 228,43 B c o E F (] H I J K L M N ]
3TL 2682, 33 3 228,43 c o E F ] H I J E L M N o
35C 2674,33 3 228,43 c o E F (] H I J K L M N ]
14R 2659,00 3 228,43 c o E F ] H I J E L M N o
Legacy 2658,00 3 228,43 c o E F (] H I J 4 L M N L]
IZ2(2)C 2654,67 3 228,43 c o E F = H I ) K L M N o
1R 2647,687 3 228,43 o E F = H I T 124 L M N o
13R 2624,00 3 228,43 E F = H I ) E L M N ]
aR 2a624,00 3 228,43 E F ] H I g K L M o o
138L 2608, 67 3 228,43 F (] H I J K L M N ]
23R 2604,a7 3 228,43 F ] H I g K L M o o
32L 2569,67 3 228,43 (] H I J K L M N ]
&69L 2562,00 3 228,43 ] H I J E L M N o
22C 2558,33 3 228,43 (] H I J 4 L M N L]
26C 2546, 33 3 228,43 = H I ) K L M N o
3C 2507,67 3 228,43 H I T 124 L M N o
16R 2432 ,00 3 228,43 H I ) E L M N ]
15L 2449,a7 3 228,43 I g K L M o o
34C 2415,00 3 228,43 ) E L M N ]
47C 2380,00 3 228,43 K L M o o
34(3)C 2379,67 3 228,43 K L M N ]
10R 2372,00 3 228,43 E L M N o
32C 2314,00 3 228,43 L M N L]
a3Cc 2302,33 3 228,43 M N o
Tac 2294 ,33 3 228,43 M N o
47T (3)C 22860,67 3 228,43 N ]
8R 2182,33 3 228,43 o
11L 1949,67 3 228,43
Mediss con uns letrs comin n son

significativamente diferentes (p > 0.05)

105



Tabla A3.Prueba de Fisher para la variable % aceite 2014

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=1,35198

Error: 00,7243 gl: 117

linea Medias n E.E.

32C 45,79 3 0,49 &

34(3)C 45,78 3 0,49 R

32(3)C 45,70 3 0,49 2 B

sc 45,681 3 0,45 2 B C

TaC 45,51 3 0,452 B C D

61C 45,45 3 0,49 2 B C D

35C 45,27 3 0,454 B C D E

38L 45,20 3 0,452 B C D E

8 45,18 3 0,4%5 a2 B C D E

32L 45,18 3 0,454 B C D E

22C 45,15 3 0,49 2 B C D E

2C 45,12 3 0,4%5 2 B C D E

47(3)C 45,08 30,4952 B C D E F

6aC 45,07 3 0,492 B C D E F

3C 45,06 3 0,492 B C D E F

1aC 44,97 3 0,492 B C D E F

4C 44,96 3 0,49 2 B C D E F

SeL 44,87 3 0,492 B C D E F

34C 44 82 3 0,492 B C D E F

23C 44,79 3 0,492 B C D E F

2aC 44,78 3 0,492 B C D E F

15(2)L 44,74 3 0,492 B C D E F G

42L 44,73 3 0,452 B C D E F G

T7C 44,67 3 0,492 B C D E F G

ic 44,66 3 0,495 2 B C D E F G

69(2)C 44,861 3 0,492 B C D E F G H

52L 44 58 3 0,492 B C D E F G H

41L 44,45 3 0,4%5 2 B C D E F G H I

47C 44,38 3 0,49 BE C D E F G H I J

11L 44 .38 3 0,49 B C D E F G HTI J

49(2)L 44,28 3 0,49 cC b E F G H I J

32(2)C 44,21 3 0,49 0D E F G H I J

17L 44 00 3 0,49 E F G H I J K

SL 43,98 3 0.49 E F G H I J E L

22(3)C 43,89 3 0,49 E F G H I J E L M

439L. 43,82 3 0,49 E F G H I J EKE L M

69L 43,82 2 0,60 E F G H I J E L H

TTL 43,73 3 0,49 F G H I J E L M

T4L 43,40 3 0,49 G H I J KE L M H

53L 43,28 3 0,49 H I J KL M N

18L 43,16 3 0,49 I J E L M N

T1L 43,04 3 0,49 J K L M N

37L 42,83 3 0,49 E L M N

62L 42,686 3 0,49 E L M N

SL 42,63 3 0,49 L M N

15L 42,60 3 0,49 M N

23R 42,14 3 0,49 H €

14R 40,89 3 0,49 o F

3R 40,81 3 0,49 o P Q

28R 40,55 3 0,49 P Qg R

15R 40,13 3 0,49 P Q R 5

6R 40,08 3 0,49 P Q R 5
18R 35,90 3 0,49 P O R 5 T
4R 35,52 3 0,49 P Q@ R 5 T
18R 39,44 3 0,49 @ R 5 T
TR 39,24 3 0,49 E 5 T
16R 38,90 3 0,49 5 T
1R 38,7 3 0,49 5 T
10R 38,7 3 0,48 T
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,.05)
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I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I

H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H

F G
F G
F G
F G
F G
F G
F G
F G
F G
F G
F G
F G
F G
F G
F G
F G
F G
F G
F G
F G
F G
F G

E
E
E
E
E
E
E
E
E
E
E
E
E
E
E
E
E
E
E
E
E
E

D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D

C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C
C

B
B
B
B
B
B
B
B
B

E.E.
30,69 B
3 0,69 B
30,869 B
30,869 B
30,869 B
30,89 B
30,69 B
30,89 B
30,69 B
30,869 B
3 0,69 B
30,869 B

3 0,89

1,4428 gl:
45,16
44,64
44,44
44,23
44,07
43,93
43,76
43,70
43,51
43,43
43,41
43,29

Medias n

Tabla A4.Prueba de Fisher para la variable % aceite 2015

Test:L5D Fisher Alfa=0,05 DMS=1,54213

Error:
linea
6R
13R
18R
&R
T7L
15(2)L
23R
29C

TR

ac

-]

B

43 (2)L
49L
52L
1c
4R

Lr]

43,18

Lr]

3 0,89

43,04
43,04
43,02

-]

3 0,89

2

Q
Q
Q
Q
Q
Q
Q
Q
Q

M N ¢ P
L M H o B @
L M N o B @
L M N o B @
L M N OoZEB @
L M N OB @

M H © B

M H © B

M N © P

M H © P

M H © B

M H © B

M H © B

M H © P

L
L
L
L
L
L
L

L M N OoZEB @
L

L M N

L M N

L M N

L M B ©

L M B ©

L M B ©

L M N ©

L M H ¢ P

L M N ¢ F Q
L M N ¢ F Q

K
K
E
E
K
K
K
K
K
K
K
K
K
K
K
K
K
14
14
K
K
K
14
14

I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I

H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H

E F G
E F G
E F G
E F G
E F G
E F G
E F G
F G
F G
F G
F G
F G

E
E

D
D
D

C
C
C
C
C
C

3 0,89
3 0,89
3 0,89
3 0,69
3 0,89
3 0,89
3 0,89
3 0,89
3 0,89
3 0,89
3 0,89
3 0,89
3 0,69
3 0,89
3 0,89
3 0,89
3 0,89
3 0,89
3 0,89
3 0,69
3 0,69
3 0,89
3 0,89
3 0,89
3 0,89

43,01
42,85
42,76
42,53
42,53
42,587
42,587

48

, 38
42,35
42,35

r32
42,32
42,31
42,29
42,28
42,25
42,23
42,20
42,13
42,09
42,09
42,03
41,94

32 (2)C

41L
T7C

53L
47 (3)C

28C
22(3)C
3z2(3)C

SeL
T74L
10R
4c

1&C
61C
aL

15L
69C
TaC
oL

15R
14R
17L

3 0,69

™
o4

Q R
Q R
Q R
Q R
F Q
Q R
Q R

M W © F
M W © F
M N © F
M W O F
M N O

M W © F
M W © F

L
L
L
L
L
L

K
K
14
14
K
K

3 0,89
3 0,89
3 0,89
3 0,89
3 0,69
3 0,89
3 0,89
3 0,89
3 0,89

41,74
41,70
41,69
41,65
41,54
41,47
41,47
41,31
41,22

§9(2)C
32L
37L
16R
38L
T1L
32c
35C

(S = < s e e

OF OF RO O O

[= iy = ¥y =T = Py = T}

o000

= oE
=
Mmoo
LT R e T w QN w R e RN e BN v )
T
oo ooaoao
L A VP I B B
L I A P I I
Lo L= i el = i o)
E e e om ow ow
L L == R Iy
oSt oSt o=nospon
[&]
]
o oD —
[ B T A R L
T e s T T I T
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Tablas AS. Pruebas de Fisher para los contenidos de los principales acidos grasos 2014

A5. 1. Acido oleico, campaiia 2014

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,54986

Error: 00,1147 gl: 117

linea Medias n E.E.

15R 64,49 3 0,20 R

10R 64,089 3 0,20 R B

4R 63,71 3 0,20 B C

18R 63,52 3 0,20 C D

14R 63,45 3 0,20 C D E

1R 863,31 3 0,20 C D E F

8R 63,13 3 0,20 D E F G

28R 63,10 3 0,20 D E F G

16R 63,03 3 0,20 D E F G H

&R 62,95 3 0,20 E F G H

23R 62,92 3 0,20 F G H

49(2)L 62,70 3 0,20 G H

TR 62,63 3 0,20 G H I

18R 62,62 3 0,20 G H I

6l1C 62,60 3 0,20 G H I

15L 62,55 3 0,20 H I J

17L 62,53 3 0,20 H I J

34(3)C 82,14 3 0,20 I J F

35C 62,01 3 0,20 J K L

47C 61,94 3 0,20 E L M

2213)C 81,8 3 0,20 E L M N

32(13)C 81,8 3 0,20 E L M N

T1L 61,8 3 0,20 E L M N

gL 61,73 3 0,20 E L M N ©

18L 61,72 3 0,20 E L M N ©

3C 61,659 3 0,20 E L M N ¢ P

38L 61,66 3 0,20 E L M N ¢ P

T77L 61,65 3 0,20 E L M N ¢ P

49L 61,65 3 0,20 E L M N ¢ P

47(3)C 81,65 3 0,20 E L M N ¢ P

5L 61,64 3 0,20 E L M N ¢ P §

69(2)C 61,81 3 0,20 E L M N ¢ P §

62L 61,59 3 0,20 E L M N ¢ P §Q

41L 61,57 3 0,20 L M N ¢ P §Q R

T4L 61,55 3 0,20 L M W ¢ P § R

15(2)L 61,52 3 0,20 L M ¥ ¢ B @ R

53L 61,46 3 0,20 M W ¢ P Q R 5

28C 61,42 3 0,20 M W ¢ P § R 5 T

37L 61,35 3 0,20 N ¢ P § R 5 T

ic 61,34 3 0,20 N ¢ P Q R 5 T

2C 61,32 3 0,20 N ¢ P Q R 5 T

4Cc 61,23 3 0,20 C P Q R 5 T O

11L 61,16 3 0,20 P Q R 5 T U W

16C 61,15 3 0,20 P Q R 5 T U W

52L 61,10 3 0,20 Q R 5 T U W
32(2)Cc 81,08 3 0,20 Q R 5 T U W

26eC 61,03 3 0,20 E 5 T 0O W X

ac 60,97 3 0,20 5 T T W X
32L 60,96 3 0,20 5 T T W X
639C 60,93 3 0,20 5 T T W X
4ZL 60,82 3 0,20 5 T T W X
T6C 60,88 3 0,20 T T W X
56L 60,73 3 0,20 T W X ¥
69L 60,70 2 0,24 T W X ¥
34C 60,67 3 0,20 W X ¥
77C 60,62 3 0,20 W X ¥
8c 60,52 3 0,20 X ¥
22C 60,50 3 0,20 X ¥
32C 60,22 3 0,20 ¥

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

108



AS5. 2. Acido linoleico, campaiia 2014

Test:L5SD Fisher Alfa=0,05 DMS=0,39882
Error: 0,08603 gl: 117
linea Medias n E.E.

37L 19,93 3 0,14 &
SEL 19,89 3 0,14 & B

32c 19,87 3 0,14 A B

T7C 19,85 3 0,14 & B C

69L 19,85 2 0,17T& B C D

22C 19,83 3 0,14 & B C D

52L 19,82 3 0,14 & B € D

34C 19,77 3 0,142 B C D E

5L 19,77 3 0,142 B C D E

42L 19,77 3 0,142 B C D E

62L 19,70 3 0,144 B € D E F

§3C 19,64 3 0,14% B C D E F G

15(2)L 19,64 3 0,14 A B C D E F G

TR 19,60 3 0,142 B C D E F G

41L 19,54 3 0,142 B €C D E F G H

11L 19,53 3 0,14 B ¢ D E F G H

1c 19,52 3 0,14 B ¢ D E F G H

43L 19,47 3 0,14 Cc D E F G H

32L 19,46 3 0,14 Cc D E F G H

T4L 19,44 3 0,14 D E F G H

53L 19,41 3 0,14 D E F G H I

§9(2)C 19,41 3 0,14 D E F G H I

16C 19,41 3 0,14 D E F 6 H I

TTL 19,40 3 0,14 E F G H I

ac 19,39 3 0,14 E F G #H I

ac 19,35 3 0,14 F 6 H I J

3z(2)c 19,35 3 0,14 F 6 H I J

TEC 19,35 3 0,14 F G H I J B

38L 19,32 3 0,14 F G H I J X L

18L 19,30 3 0,14 G H I J K L

18R 19,30 3 0,14 & H I J K L

B8R 19,28 3 0,14 & H I J X L

18R 19,25 3 0,14 & H I J K L M

ac 19,20 3 0,14 H I J ¥ L M W

1R 18,03 3 0,14 I J KL M N ©

gL 18,02 3 0,14 I J KL M N ©

28C 18,02 3 0,14 I J KL M N ©

2c 18,98 3 0,14 J KL M H ©

zac 18,98 3 0,14 J K L M H O B

22(3)C 18,95 3 0,14 ¥ L M N 0 P Q

T1L 18,94 3 0,14 L M N 0 P @

23R 8,87 3 0,14 M N 0O B Q R

28R 8,86 3 0,14 M N 0O B Q R

8R 8,86 3 0,14 M N 0O B @ R

15L 8,85 3 0,14 N 0O P @ R

3c 8,81 3 0,14 H 0O P Q R 5

18R 18,79 3 0,14 O B Q R 5

10R 8,78 3 0,14 O B Q R 5

4R 18,65 3 0,14 o B Q R 5 T
47C 18,58 3 0,14 E Q R 5 T
14R 18,58 3 0,14 Q R 5 T
17L 18,53 3 0,14 R 5 T U
47(3)C 18,53 3 0,14 R 5 T U
35C 18,48 3 0,14 R 5 T U
32(3)C 18,43 3 0,14 5 T U
34(3)C 18,36 3 0,14 T U
4g9(2)L 18,27 3 0,14 T U W
61C 18,17 3 0,14 U W
15R 17,91 3 0,14 W

Medizs con una letrs comun neo son significativamente diferentes (p > 0,.08)
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2014

~

enico, campana

4

r

AS. 3. Acido linol

0,41286

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS
Error: 00,0646 gl:

linea
3a2c

E.E.
3 0,15 &
3 0,15 &
3 0,15 &
3 0,15 &
3 0,15 &

Medias n

11,52

B

11,32

B

11,30

C

o
™

c
C

11,14 B

ac
T7C

B

11,11

18]

0,18 &
3 0,15
3 0,15
3 0,15
3 0,15
3 0,15
3 0,15
3 0,15
3 0,15
3 0,15
3 0,15
3 0,15
3 0,15
3 0,15
3 0,15
3 0,15
3 0,15
3 0,15
3 0,15
3 0,15
3 0,15
3 0,15
3 0,15
3 0,15
3 0,15
3 0,15
3 0,15
3 0,15
3 0,15
3 0,15
30,15
3 0,15
3 0,15
3 0,15
3 0,15
3 0,15
3 0,15
30,15
3 0,15
3 0,15

11,09

69L
34C
286C
32L
TEC
42L
S56L

11,08

11,04

11,03
11,02

11,01

11,00

10,99

63C
11L
4c

10,99

10,96

10,95

32(3)C
2C

F G
F G
F G
F G
F G
F G
F G
F G
F G
F G
F G
F G
F G

E
E
E
E
E
E
E
E
E
E
E
E
E

D

C

10,54

H
H
H
H
H
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H
H
H
H
H
H

10,91
10,
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oo

D

C

10,85
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28C
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10,74
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ic

10, 69

10, &8
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41L

10, 66

10,61

10,61
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47C
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10,57

K L H N
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L M N ©
L M N ©

10,50

M N ©C
L M N C

10, 48

K

10,47

37L
45L

M N ©
M B ©
M N O
M N ©

10, 45

10, 44

22(3)C

elC
T1L

F
F

K

10, 40

10,35

[= T =V = ¥y = Py = Ny a T}

OO0 000

= EEE

s a A
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15(2)L
5L
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4g(2)L
17L
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A e e e
L oe e oa o
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3 0,15
3 0,15
3 0,15
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30,15
3 0,15
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3 0,15
3 0,15

3,35
Medizss con una letrs
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14R
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== ==
Dbhbbbb
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w1 ol

o
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2014
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ucico, campana

7

AS5. 4. Acido Er

0,05877

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS

Error: 0,00
linea

26C

gc

TeC

=
-
-

o
[s]

-

E.E.

n

Medias

m

0,33 3 0,02 10
3

0,30

47 (3)C

47C
28C

i8]

0,02

T1lL

H
H
H
H

F G
F G
F G
F G

3 0,02

28
0,28

32(3)C
35C

9L
3C

E F G H I
F G
F G
F &

D

H
H
H

ac
4C

1eC
34C

3 0,02
3 0,02

0,22
0,22

34(3)C

22 (3)C
53L
56L
17L

0,02

o4
ol

L M N
L M N

K

ol

6lC
77C

3 0,02
3

0,189
0,19
0,19
0,18
0,17
0,15
0,14
1

0,02

49 (2) L
6ac

L M H O
L M H C P

3 0,02
3 0,02

15(2)L

S
(s Ne e Ne
(=TI == =]
000

=

0,03
3 0,02
3 0,02

E

Q

T4L
49L
1iL
15L
T7L

3 0,02
30,02
3 0,02
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Tabla A7. CP y PCO utilizadas para el analisis de Procrustes Generalizado

Linea |CP1 | CP2 | CP3 | CP4|PCO_1|PCO 2 PCO_3|PCO 4
10R -4,54 1 -0,35 ] -1,52 | -0,08 | -0,46 -0,39 -0,46 -0,39
11L -0,151-0,19 | -2,11 | 0,62 | 0,19 0,34 0,19 0,34
14R -3,21 | -0,31 | -0,15 ] 0,11 | -0,28 0,51 -0,28 0,51
152)L | -1,12 | -0,49 [ 0,91 | 0,10 | -0,05 0,12 -0,05 0,12
15L 1,08 10,22 |-0,67]0,83 |-0,46 -0,39 -0,46 -0,39
15R -4,89 10,82 | 1,57 | -0,60 | 0,47 -0,12 0,47 -0,12
16C 2,06 |-042 0,38 |-0,13 | 0,47 -0,12 0,47 -0,12
16R -3,52 | -1,44 | -1,17 | -0,73 | -0,14 -0,13 -0,14 -0,13
17L -1,03 10,49 | 1,52 0,00 | -0,46 -0,39 -0,46 -0,39
18L 0,26 |-0,70 | -0,01 | 0,42 | -0,45 0,15 -0,45 0,15
18R -2,50 | -0,05 | -0,74 | 0,37 | 0,19 0,34 0,19 0,34
19R -0,43 | -0,28 | -0,65 | -0,44 | -0,14 -0,13 -0,14 -0,13
1C 1,70 | -1,12 10,71 | 0,34 | -0,45 0,15 -0,45 0,15
IR -1,84 1 -0,53 | -1,05 | -0,30 | -0,14 -0,13 -0,14 -0,13
22(3)C | 2,46 | -0,75|-0,73 | -0,06 | -0,28 0,51 -0,28 0,51
22C -0,39 | 1,15 |-0,05 | -0,27 | -0,14 -0,13 -0,14 -0,13
23R -1,9510,44 |1-037 (1,12 | 0,15 0,22 0,15 0,22
26C 1,30 | 2,18 |-0,03 | -0,77 | 0,47 -0,12 0,47 -0,12
28R -3,36 | -0,41 | 0,37 | -0,10 | -0,46 -0,39 -0,46 -0,39
29C 2,06 | 1,56 |-0,04 |-0,19 | 0,47 -0,12 0,47 -0,12
2C 0,95 10,79 |-0,08 | -0,49 | 0,06 -0,28 0,06 -0,28
32(2)C [ 2,05 | -0,15|-0,96 | 0,24 | 0,19 0,34 0,19 0,34
32(3)C [ 1,58 | 0,53 | 0,13 | -0,76 | 0,47 -0,12 0,47 -0,12
32C -0,61 | 2,54 10,73 10,71 | 0,47 -0,12 0,47 -0,12
32L 1,24 10,53 |-0,55 | -0,08 | -0,05 0,12 -0,05 0,12
34(3)C | 0,57 10,60 |-1,72 | -0,25 | -0,14 -0,13 -0,14 -0,13
34C -1,67 | 1,83 10,08 | 0,68 | -0,14 -0,13 -0,14 -0,13
35C 0,11 | 1,33 |-0,03 0,02 | 0,47 -0,12 0,47 -0,12
37L 0,20 |-1,86 | -0,72 | -0,12 | -0,28 0,51 -0,28 0,51
38L 0,57 |-1,22 10,23 0,70 | -0,28 0,51 -0,28 0,51
3C -0,46 | 1,10 | -0,22 | -0,24 | 0,32 -0,14 0,32 -0,14
41L 0,53 |-1,61 10,27 | 1,04 | 0,19 0,34 0,19 0,34
42L -0,20 | -0,29 | 1,06 | 1,09 | 0,19 0,34 0,19 0,34
473)C | -1,12 2,27 | -1,10 | -1,03 | -0,14 -0,13 -0,14 -0,13
47C 0,66 |2,58 |-0,07]-0,17|-0,14 -0,13 -0,14 -0,13
49(2)L | 0,73 |-0,91 | 0,58 | 0,44 | 0,19 0,34 0,19 0,34
49L -0,81 | 1,21 2,66 | 0,53 | 0,47 -0,12 0,47 -0,12
4C 1,87 10,01 0,25 |-0,07]0,06 -0,28 0,06 -0,28
4R -2,61 | -1,77 | 1,82 | -0,69 | -0,14 -0,13 -0,14 -0,13
52L 1,52 1-0,52|-0,42 | 0,43 | -0,05 0,12 -0,05 0,12
53L 0,94 |-0,88 0,12 | -0,56 | -0,05 0,12 -0,05 0,12
56L 29 |-0,68]-0,18 | -0,12 | -0,28 0,51 -0,28 0,51
SL 0,10 |-1,531-0,56 | 0,12 | -0,28 0,51 -0,28 0,51
61C -0,90 | 1,85 | 1,20 | 1,13 | 0,32 -0,14 0,32 -0,14
62L -0,13 1 -2,23 10,32 | -0,72 | 0,19 0,34 0,19 0,34
69(2)C | 1,78 | -0,23 | -0,63 | 0,23 | -0,05 0,12 -0,05 0,12
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69C 1,00 | -1,29 | -1,28 | -0,60 | 0,47 -0,12 0,47 -0,12
69L 0,17 |-0,871-0,26 | 0,71 | 0,47 -0,12 0,47 -0,12
6R -1,21 1-0,01 | -0,78 | 0,46 | -0,09 -0,17 -0,09 -0,17
71L -0,31 10,70 0,97 |-1,33 | 0,32 -0,14 0,32 -0,14
74L 1,11 |-1,18 10,80 | -0,11 | -0,46 -0,39 -0,46 -0,39
76C 1,61 | 1,80 |-0,71 | -0,26 | -0,14 -0,13 -0,14 -0,13
77C 2,25 |-1,79 | 1,58 | -047 | -0,14 -0,13 -0,14 -0,13
77L 0,91 |-0,67 0,51 | 0,86 |-0,05 0,12 -0,05 0,12

7R -1,70 | -2,34 | 0,65 | -0,66 | -0,14 -0,13 -0,14 -0,13
8C 2,70 10,69 0,75 | -1,27 | -0,46 -0,39 -0,46 -0,39
8R -1,4510,71 |-1,58 10,28 | -0,14 -0,13 -0,14 -0,13
9C 2,80 10,34 | 0,42 |0,51 | 047 -0,12 0,47 -0,12
9L 0,37 10,83 10,52 |-045]-0,14 -0,13 -0,14 -0,13
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Figuras A 1-11: Detalle de los alineamientos de las secuencias consenso para el marcador
SNP80870 (RIm3) con la secuencia PREDICTED: Brassica napus putative receptor-like protein
kinase At1g80870 (LOC106381554), mRNA.

Figsura Al. Detalle del alineamiento para la secuencia consenso de la linea 16C
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Figura A2. Secuencia consenso y alineamiento para la linea 3C.

>Consensus

GGAGGNTCGNGGACCGNGNTCNGAGGNNTNNNGAGNNACGGGAAGCTCTTCGCGGTCAAGAGACTCGACAGCN
TNNNTCTCCAGTCCGAGACCGAGTTCCAGAACGAGCTGCAGATCCTCGGGGGGCTAAAATCGTCTTTTCTCGTGAC
GCTTTTGGGGTACTGCGTCGAGAAGGATCACCACAGGTTCTTGGTCTACGAGTACNTGCCCAACAAGAGCCTCCAA
GAGCTTCTTTTCAACGAANAAGGNTCNNGCTTGAGCTGGGAGAGGAGGTTTGGTATCATTCTTGATGTGGCGAAA
GCTCTCGACTTTATGCATTTCGGGTGTGACCCGCCGGTGATTCACGGAGATATCAAGCCGAGTAATGTTCTTCTTGAT
TCTGAGTTTAGGGCCAAGATCTCCCGACTTTGGTTTGTCTAGAGTGAAAGTGGAGGAGGGAGTAGGTTATGGTGGG
GTTGATCTGTTCAGTCAAGAGCTTTTNTGAGAGCACTCCTCAGACGGGCGTTGGCACTCCGACGCATCATCATGAGG
TTGATTTCTCTCTTGCGTTACAAGCTTCTTCGTCTTCCAAGAACAGCAGGACGAGCCGTAACATTAAGGCAATTGCAT
TNGANCTCGATGAGCTTGNNTATGGAAAGAAGGTGAGGCGAAAGGGAAAGAGGTTGAGGAGGAGAATGAGTTT
GAGCAGAGCAAGGAGATGAGTGNGAGCCCGAACTCGGTTCNTGATTTGGNGAAACAGTGGGGGAGAGATTGGTG
GTGGAAGCAAGAAGGGAGTGGCGAGNNNNGTAGTAAAGATTATGNTAGGGAGTGGATAGGGAGTCAGATTCAC
ACCGAGAATCCGGATNGNGATGATGATGGGAAGAAGATCACCGTTAGCNTTNNNNNNNTGANCTGGGAGTTTCA
ACTAGGACAATTGATAAGGCAGANTCTGGNTTGGATGAAGNTNGGTTTGNCNNTNTAGAAGAGAAGTTTGCAAA

Color oy Tor alignment scores
B <=0 =050 B sa- 50 W 200 W >=300

i i)
1 200 400 S0 B0

Score Expect | Identities Gaps Strand

1439 bits(779) | 0.0 | 900/981(92%) | 20/981(2%) | Plus/Plus
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Sbjct 1322
Query 960  AGAAGAGAAGTTTGCAAAGGA

FETETEEEErrrrrrrrrrrd
Sbjct 1382 AGAAGAGAAGTTTGCAAAGGA

980

1402

TTCAACTAGGACAATTGATAAGGCAGAGTCTGGTTTGGATGAAGCTAGGTTTGACACTCT

Figura A3. Secuencia consenso y alineamiento para la linea 5L.

1381

CTCAAGACTCTAATCTTCTTTTTGTCTTGATGTTCTTCCTCTTTCCACCATTCCTCCATGTTCCTATGCTTCTTCTTCTTCTTC

CTTTTCGATTTCTTCTTCTCGTTGTTCTCTTCCTTTGCAAACTTCTCTTCTAGAGTGTCAAACCTAGCTTCATTCAAACCAGA
CTCATCTTTATCTACTGTCCTAGTTGAAACTCCCAGCTCAGGAGTGTTACTGCTAACGGTGATCTTCTTCCCATCATCATCC
CAATCCGGATTCTCGGTGTGAATCTGACTCCCTATCCACTCCCTAACGTAATCTTTACTACACAACTCGCCACTCCCTTCTT
GCTTCCACCACCAATCTCTCCCCCACTGTTTCCCCAAATCAAGAACCGAGTTCGGACTCACACTCATCTCCTTGCTCTGCTC
AAACTCATTCTCCTCCTCAACCTCTTTCCCTTTCGCCTCACTTTCTTCCATAGCCAAACTCATCGAGCTCAGATGCATTCCCT
TGATGTTACGGCTCGTCCTACTATTCTTAGAAGACGAAGAAGCTTGTAACGCAAGAGAGAAATCAACCTCATGATGATG

TGTTGGAGTGCCAACGCCCGTCTGAGGAGTGCTCTCAGAGAGCTCTTGACTGAACAAATCAACCCCACCATAACCTCCT

CCATCCTCCACTTTCACTCTAGACAAACCAAAGTCAGAGATCTTGGCCCTNANCTCAGAATCAAGAAGAACATTACTCGG
CTTGATATCTCCGTGAATCACCGGCGGGTCACACCCGAAATGCATAAAGTCGAGAGCTTTCGCCACATCNNGAATGATA

Color key for alignment scores
W <40 W 40-50 W 50-80 W s0-200 M ==200
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1 I I | 1 | |
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Alignments
Description Max | Towt Query) E Ident Accession
score score cover | value
PREDICTED: Brassica oleracea var. oleracea putative receptor-like protein kinase AHga0870 (LOC106327649), mRMNA 1216 1290 79% 0.0
PREDICTED: Brassica rapa putative receptor-like protein kinase Atq20870 (LOC103853210), mRNA 171 1236 79% 0.0
| PREDICTED: Brassica napus putative receptor-like protein kinase At1g80870 (LOC106429713), mRMNA M0 M74 79% 00 94%
| PREDICTED: Brassica napus putative receptor-like protein kinase At1q80870 (LOC106381554) mRNA 1041 M5 83% 00 90%
PREDICTED: Raphanus sativus putative receptor-like protein kinase AH1g80870 (LOC108842632). mRNA 791 841 78% 00 B4%
Arahidnnais thaliana Protsin kinasa sunsfamily nrntein mRhA RA1 _ RR7 _ 74% 1a-179 7R% ail1NA3RYIRGTNM 106735 3
Score Expect | Identities Gaps Strand
1110 bits(1230)| 0.0 | 682/728(94%) | 5/728(0%) | Plus/Minus
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Figura A4. Secuencia consenso y alineamiento para la linea 9C.

>Consensus

CAACGACTTCGACGAGTCCNACGNNNNNNNNNAAGGAGGCTCGGGGACCGTGTTCAGAGGCATTACGAGGG
NNGGGAAGCTCTTCGCGGTCAAGAGACTCGACAGCCTCTCTCTCCAGTCCGAGACCGAGTTCCAGAACGAGCT
GCAGATCCTCGGGGGGCTAAAATCGTCTTTTCTCGTGACGCTTTTGGGGTACTGCGTCGAGAAGGATCACCACA
GGTTCTTGGTCTACGAGTACATGCCCAACAAGAGCCTCCAAGAGCTTCTTTTCAACGAAGAAGGCTCGTGCTTG
AGCTGGGAGAGGAGGTTTGGTATCATTCTTGATGTGGCGAAAGCTCTCGACTTTATGCATTTCGGGTGTGACCC
GCCGGTGATTCACGGAGATATCAAGCCGAGTAATGTTCTTCTTGATTCTGAGTTTAGGGCCAAGATCTCCGACTT
TGGTTTGTCTAGAGTGAAAGTGGAGGAGGGAGTAGGTTATGGTGGGGTTGATCTGTTCAGTCAAGAGCTTTCT
GAGAGCACTCCTCAGACGGGCGTTGGCACTCCGACGCATCATCATGAGGTTGATTTCTCTCTTGCGTTACAAGC
TTCTTCGTCTTCCAAGAACAGCAGGACGAGCCGTAACATTAAGGCAATGCATTTGAACTCGATGAGCTTGGCTA
TGGAAGAAGGTGAGGCGAAAGGGAAAGAGGTTGAGGAGGAGAATGAGTTTGAGCAGAGCAAGGAGATGAG
TGTGAGCCCGAACTCGGTTCTTGATTTGGGGAAACAGTGGGGGAGAGATTGGTGGTGGAAGCAAGAAGGGAG
TGGCGAGTTGTGTAGTAAAGATTATGTTAGGGAGTGGATAGGGAGTCAGATTCACACCGAGAATCCGGAWTK
GGATGATGATGGGAAGAAGATCACCGTTAGCAGTAACACGCCTGAGCTGGGAGTTTCAACTAGGACAATTGAT
AAGGCAGAGTCTGGTTTGGATGAAGCTAGGTTTGACACTCTAGAAGAGAAGTTTGCAAAGGAAGAGACCATCG
AGAAGAAGAAATCTAGAAAGAAGAAGAAGAAGAAGCATAGGAACATGGAGGAATGGTGGAAAGAGGAAGA
NCATCAAGACAAAAAGAAGATTAGAGTCTTGAGAATCNANNNCNNGAACCGTTTAAAAGTCCCACATTTTCGG
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Frrrrrrrrrrrrrrerreerrerrrrr e e e e e e e e e e e e
GCCCAACAAGAGCCTCCAAGAGCTTCTTTTCAACGAAGAAGGCTCGTGCTTGAGCTGGGA

GAGGAGGTTTGGTATCATTCTTGATGTGGCGAAAGCTCTCGACTTTATGCATTTCGGGTG

Frrrrrrrrrrrrrrerrrerrerrerr e e e e e e e e e e e
GAGGAGGTTTGGTATCATTCTTGATGTGGCGAAAGCTCTCGACTTTATGCATTTCGGGTG

TGACCCGCCGGTGATTCACGGAGATATCAAGCCGAGTAATGTTCTTCTTGATTCTGAGTT

Frrrrrrrrrrerrrerrerrrerrr et e e e e e e e e e e e
TGACCCGCCGGTGATTCACGGAGATATCAAGCCGAGTAATGTTCTTCTTGATTCTGAGTT

TAGGGCCAAGATCTCCGACTTTGGTTTGTCTAGAGTGAAAGTGGAGGAGGGAGTAGGTTA

Frrrrrrrrrrrrrrerrrerrerrerr e e e e e e e e e e e
TAGGGCCAAGATCTCCGACTTTGGTTTGTCTAGAGTGAAAGTGGAGGAGGGAGTAGGTTA

TGGTGGGGTTGATCTGTTCAGTCAAGAGCTTTCTGAGAGCACTCCTCAGACGGGCGTTGG

Frerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
TGGTGGGGTTGATCTGTTCAGTCAAGAGCTTTCTGAGAGCACTCCTCAGACGGGCGTTGG

CACTCCGACGCATCATCATGAGGTTGATTTCTCTCTTGCGTTACAAGCTTCTTCGTCTTC

Frerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
CACTCCGACGCATCATCATGAGGTTGATTTCTCTCTTGCGTTACAAGCTTCTTCGTCTTC

CAAGAACAGCAGGACGAGCCGTAACATTAAGGCAATGCATTTGAACTCGATGAGCTTGGC

Frerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e rl
CAAGAACAGCAGGACGAGCCGTAACATTAAGGCAATGCATTTGAACTCGATGAGC--GGC

TATGGAAGAAGGTGAGGCGAAAGGGAAAGAGGTTGAGGAGGAGAATGAGTTTGAGCAGAG
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CAAGGAGATGAGTGTGAGCCCGAACTCGGTTCTTGATTTGGGGAAACAGTGGGGGAGAGA
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CAAGGAGATGAGTGTGAGCCCGAACTCGGTTCTTGATTTGGGGAAACAGTGGGGGAGAGA

TTGGTGGTGGAAGCAAGAAGGGAGTGGCGAGTTGTGTAGTAAAGATTATGTTAGGGAGTG

Frerrrrreerrrrreerrrrrrrrrrrerrrr e e e e e e e e
TTGGTGGTGGAAGCAAGAAGGGAGTGGCGAGTTGTGTAGTAAAGATTATGTTAGGGAGTG

GATAGGGAGTCAGATTCACACCGAGAATCCGGAWTKGGATGATGATGGGAAGAAGATCAC

Frerrrrrerrrrrreerrrrrrrrrrrerrrr o rrrr e e e e
GATAGGGAGTCAGATTCACACCGAGAATCCGGATTGGGATGATGATGGGAAGAAGATCAC

CGTTAGCAGTAACACGCCTGAGCTGGGAGTTTCAACTAGGACAATTGATAAGGCAGAGTC

Frerrrrrerrrrrererrrrrrrrrrrerrrr e e e e e e e
CGTTAGCAGTAACACGCCTGAGCTGGGAGTTTCAACTAGGACAATTGATAAGGCAGAGTC

TGGTTTGGATGAAGCTAGGTTTGACACTCTagaagagaagtttgcaaaggaagagaccat
Frerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
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Figura A5. Secuencia consenso y alineamiento para la linea 22C.

>Consensus

ACTCNAGCTCGCAACCNACGACTTCGNCGAGTCCAACGTGATCGGCAAAGGAGGCTCGGGGACCGTGTTCAGAGGCA
TTACGAGGGACGGGAAGCTCTTCGCGGTCAAGAGACTCGACAGCCTCTCTCTCCAGTCCGAGACCGAGTTCCAGAACG
AGCTGCAGATCCTCGGGGGGCTAAAATCGTCTTTTCTCGTGACGCTTTTGGGGTACTGCGTCGAGAAGGATCACCACA
GGTTCTTGGTCTACGAGTACATGCCCAACAAGAGCCTCCAAGAGCTTCTTTTCAACGAAGAAGGCTCGTGCTTGAGCTG
GGAGAGGAGGTTTGGTATCATTCTTGATGTGGCGAAAGCTCTCGACTTTATGCATTTCGGGTGTGACCCGCCGGTGAT
TCACGGAGATATCAAGCCGAGTAATGTTCTTCTTGATTCTGAGTTTAGGGCCAAGATCTCCGACTTTGGTTTGTCTAGA
GTGAAAGTGGAGGAGGGAGTAGGTTATGGTGGGGTTGATCTGTTCAGTCAAGAGCTTTCTGAGAGCACTCCTCAGAC
GGGCGTTGGCACTCCGACGCATCATCATGAGGTTGATTTCTCTCTTGCGTTACAAGCTTCTTCGTCTTCCAAGAACAGCA
GGACGAGCCGTAACATTAAGGCAATGCATTTGAACTCGATGAGCTTGGCTATGGAAGAAGGTGAGGCGAAAGGGAA
AGAGGTTGAGGAGGAGAATGAGTTTGAGCAGAGCAAGGAGATGAGTGTGAGCCCGAACTCGGTTCTTGATTTGGGG
AAACAGTGGGGGAGAGATTGGTGGTGGAAGCAAGAAGGGAGTGGCGAGTTGTGTAGTAAAGATTATGTTAGGGAGT
GGATAGGGAGTCAGATTCACACCGAGAATCCCGGATTGGGATGATGATGGGAAGAAGATCACCGTTAGCAGTAACAC
GCCTGAGCTGGGAGTTTCAACTAGGACAATTGATAAGGCAGAGTCTGGTTTGGATGAAGCTAGGTTTGACACTCTAGA
AGAGAAGTTTGCAAAGGAAGAGACCATCGAGAAGAAGAAATCTAGAAAGAAGAAGAAGAAGAAGCATAGGAACATG
GAGGAATGGTGGAAAGAGGAAGAACATCAAGACAAAAAGAAGATTAGAGTCTTGAGAATCAAGTTCAAGAACCG

Color key for alignment scores
W =40 W40-50 50-80 W s0-200 W==200
| | Q'mll-'r | |
1 200 400 600 800 1000
Score Expect | Identities Gaps Strand
1982 bits(1073) | 0.0 1132/1159(98%) | 16/1159(1%) | Plus/Minus

Ugscrption %
SCOre sCore: Cover

1692 1809 6%%
1665 1778 6%%
1651 1755 9%
1599 1703 69%
1202 1290 %%

[ent
valug

00
00
00
00
0.0

ACCessIon

0il923760216(XM 013821467.1

PREDICTED: Brassica napus putative receptorike orotein kinase At1a80870 (LOC106361554) mRNA 7%
7%
%% g
95% @92

85%

PREDICTED: Brassica oleracea var. oleracea putative recaptor-like protein kinase At1gB0870 (LOC106327649) mRNA

PREDICTED: Bragsica rapa putative recaptor-fike protein kinase At1g80870 (LOC103853210). mRNA

PREDICTED: Brassica napus putative recaptor-ike profein kinase At1qB0870 (LOCT06429713), mRNA

PREDICTED: Raphanus safivus putative receptorike protein kinase At1qB0870 (LOC108842632). mRNA Qil0728210320XM 0186156121

127



Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbict

Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbijct
Query
Sbjct

Query

49629162

61

49629102

121

49629042

181

49628982

241

49628922

301

49628862

361

49628802

421

49628742

481

49628682

541

49628622

601

49628562

661

49628502

721

49628457

781

49628397

841

49628337

901

49628278

961

49628218

1021

ACTCNAGCTCGCAACCNACGACTTCGNCGAGTCCAACGTGATCGGCAAAGGAGGCTCGGG

Frerrrrrrrrrrrr rrrrrrrrr e
ACTCAAGCTCGCAACCAACGACTTCGACGAGTCCAACGTGATCGGCAAAGGAGGCTCGGG

GACCGTGTTCAGAGGCATTACGAGGGACGGGAAGCTCTTCGCGGTCAAGAGACTCGACAG

Frerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
GACCGTGTTCAGAGGCATTACGAGGGACGGGAAGCTCTTCGCGGTCAAGAGACTCGACAG

CCTCTCTCTCCAGTCCGAGACCGAGTTCCAGAACGAGCTGCAGATCCTCGGGGGGCTAAA

FErrrrrrrrrerr et e et et e e et e e e e e e e
CCTCTCTCTCCAGTCCGAGACCGAGTTCCAGAACGAGCTGCAGATCCTCGGGGGGCTAAA

ATCGTCTTTTCTCGTGACGCTTTTGGGGTACTGCGTCGAGAAGGATCACCACAGGTTCTT

Frerrrrrerrrrrreerrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e
ATCGTCTTTTCTCGTGACGCTTTTGGGGTACTGCGTCGAGAAGGATCACCACAGGTTCTT

GGTCTACGAGTACATGCCCAACAAGAGCCTCCAAGAGCTTCTTTTCAACGAAGAAGGCTC

FErrrrrrrrrerrr et et et e et e e e e e e e e
GGTCTACGAGTACATGCCCAACAAGAGCCTCCAAGAGCTTCTTTTCAACGAAGAAGGCTC

GTGCTTGAGCTGGGAGAGGAGGTTTGGTATCATTCTTGATGTGGCGAAAGCTCTCGACTT

Frerrrrreerrrreeerrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e
GTGCTTGAGCTGGGAGAGGAGGTTTGGTATCATTCTTGATGTGGCGAAAGCTCTCGACTT

TATGCATTTCGGGTGTGACCCGCCGGTGATTCACGGAGATATCAAGCCGAGTAATGTTCT

FEErrrrrrrrerr et et et e e et e e e e e e e
TATGCATTTCGGGTGTGACCCGCCGGTGATTCACGGAGATATCAAGCCGAGTAATGTTCT

TCTTGATTCTGAGTTTAGGGCCAAGATCTCCGACTTTGGTTTGTCTAGAGTGAAAGTGGA

Frrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrerrrrrr e e e e e e e e e e
TCTTGATTCTGAGTTTAGGGCCAAGATCTCCGACTTTGGTTTGTCTAGAGTGAAAGTGGA

GGAGGGAGTAGGTTATGGTGGGGTTGATCTGTTCAGTCAAGAGCTTTCTGAGAGCACTCC

Frrrrrrrrrrerrrrrrrrr e err et e e e e e e e e e
GGAGGGAGTAGGTTATGGTGGGGTTGATCTGTTCAGTCAAGAGCTTTCTGAGAGCACTCC

TCAGACGGGCGTTGGCACTCCGACGCATCATCATGAGGTTGATTTCTCTCTTGCGTTACA

Frrrrrrrrrrrrrrrrrr e rrr e e et e e e e e rrn
TCAGACGGGCGTTGGCACTCCGACGCATCATCATGAGGTTGATTTCTCTCTTGCGTTACA

AGCTTCTTCGTCTTCCAAGAACAGCAGGACGAGCCGTAACATTAAGGCAATGCATTTGAA

Frrrrrrrrrrerrrrrrrrrrerrerr et e e e e e e e e e e
AGCTTCTTCGTCTTCCAAGAACAGCAGGACGAGCCGTAACATTAAGGCAATGCATTTGAA

CTCGATGAGCTTGGCTATGGAAGAAGGTGAGGCGAAAGGGAAAGAGGTTGAGGAGGAGAA

L O | FEEEEEErrrrrrrrrd
CTCGATGAGC--GGC-A-GTTATATG-TCCT-C-—-——-——-—-— AGAGGTTGAGGAGGAGAA

TGAGTTTGAGCAGAGCAAGGAGATGAGTGTGAGCCCGAACTCGGTTCTTGATTTGGGGAA

FErrrrrrrrrerr et e et et e e et e e et e e e e e e
TGAGTTTGAGCAGAGCAAGGAGATGAGTGTGAGCCCGAACTCGGTTCTTGATTTGGGGAA

ACAGTGGGGGAGAGATTGGTGGTGGAAGCAAGAAGGGAGTGGCGAGTTGTGTAGTAAAGA

Frerrrrrerrrrrreerrrrrrerrrrrrrrr e e e e e e e e
ACAGTGGGGGAGAGATTGGTGGTGGAAGCAAGAAGGGAGTGGCGAGTTGTGTAGTAAAGA

TTATGTTAGGGAGTGGATAGGGAGTCAGATTCACACCGAGAATCCCGGATTGGGATGATG

Frrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrr e rrrr e e e e e rrr e e
TTATGTTAGGGAGTGGATAGGGAGTCAGATTCACACCGAGAATCC-GGATTGGGATGATG

ATGGGAAGAAGATCACCGTTAGCAGTAACACGCCTGAGCTGGGAGTTTCAACTAGGACAA

Frrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrerr et e e e e e e e e e
ATGGGAAGAAGATCACCGTTAGCAGTAACACGCCTGAGCTGGGAGTTTCAACTAGGACAA

TTGATAAGGCAGAGTCTGGTTTGGATGAAGCTAGGTTTGACACTCTagaagagaagttty
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TTGATAAGGCAGAGTCTGGTTTGGATGAAGCTAGGTTTGACACTCTAGAAGAGAAGTTTG

60

49629103

120

49629043

180

49628983

240

49628923

300

49628863

360

49628803

420

49628743

480

49628683

540

49628623

600

49628563

660

49628503

720

49628458

780

49628398

840

49628338

900

49628279

960

49628219

1020

49628159

1080

128



Sbijct
Query
Sbijct

Query

49628158

1081

49628098

1141

CAAAGGAAGAGACCAGCGAGAAGAAGAAATCTAGAAAGAAGAAGAAGAAGAAGCATAGGA
acatggaggaatggtggaaagaggaagaacatcaagaCAAAAAGAAGATTAGAGTCTTGA
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Figura A6. Secuencia consenso y alineamiento para la linea 22(3)C.

>Consensus

GTTCAGAGGCATTACGAGGNNNGGGAAGCTCTTCGCGGTCAAGAGACTCGACAGCCTCTCTCTCCAGTCCGAGACCGAG
TTCCAGAACGAGCTGCAGATCCTCGGGGGGCTAAAATCGTCTTTTCTCGTGACGCTTTTGGGGTACTGCGTCGAGAAGGA
TCACCACAGGTTCTTGGTCTACGAGTACATGCCCAACAAGAGCCTCCAAGAGCTTCTTTTCAACGAAGAAGGCTTCGTGC

NTGAGCTGGGAGAGGAGGTTTGGTATCATTCTTGATGTGGCGAAAGCTCTCGACTTTATGCATTTCGGGTGTGACCCGCC
GGTGATTCACGGAGATATCAAGCCGAGTAATGTTCTTCTTGATTCTGAGTTTAGGGCCAAGATCTCCGACTTTGGTTTGTC
TAGAGTGAAAGTGGAGGAGGGAGTAGGTTATGGTGGGGTTGATCTGTTCAGTCAAGAGCTTTCTGAGAGCACTCCTCAG
ACGGGCGTTGGCACTCCGACGCATCATCATGAGGTTGATTTCTCTCTTGCGTTACAAGCTTCTTCGTCTTCCAAGAACAGC

AGGACGAGCCGTAACATTAAGGCAATGCATTTGAACTCGATGAGCTTGGCTATGGAAGAAGGTGAGGCGAAAGGGAAA
GAGGTTGAGGAGGAGAATGAGTTTGAGCAGAGCAAGGAGATGAGTGTGAGCCCGAACTCGGTTCTTGATTTGGGGAAA
CAGTGGGGGAGAGATTGGTGGTGGAAGCAAGAAGGGAGTGGCGAGTTGTGTAGTAAAGATTATGTTAGGGAGTGGAT
AGGGAGTCAGATTCACACCGAGAATCCGGANNNGGATGATGATGGGGAAGAAGATCACCGTTAGCAGTAACACGCCTG
AGCTGGGAGTTTCAACTAGGACAATTGATAAGGCAGAGTCTGGTTTGGATGAAGCTAGGTTTGACACTCTAGAAGAGAA
GTTTGCAAAGGAAGAGACCATCGAGAAGAAGAAATCTAGAAAGAAGAAGAAGAAGAAGCATAGGAACATGGAGGAAT
GGTGGAAAGAGGAAGANCATCAAGACAAAAAGAAGATTAGAGTGGCTTGATATCTCCGTGAATCACCGGCGGGTCACA
CCCGAAATGCATAANGTCGAGAGCTTTCNNCACATCAAGANTGATACNAAACCTCCTCTCCCAGCTCANGCACGAANCC
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AAGAAGATCACCGTTAGCAGTAACACGCCTGAGCTGGGAGTTTCAACTAGGACAATTGAT

Frrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrerr et e e e e e e e e e
AAGAAGATCACCGTTAGCAGTAACACGCCTGAGCTGGGAGTTTCAACTAGGACAATTGAT

AAGGCAGAGTCTGGTTTGGATGAAGCTAGGTTTGACACTCTagaagagaagtttgcaaag
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AAGGCAGAGTCTGGTTTGGATGAAGCTAGGTTTGACACTCTAGAAGAGAAGTTTGCAAAG
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Figura A7. Secuencia consenso y alineamiento para la linea 26C.

>Consensus

GCNCNNCGACTTCGACGAGTCCAACGNGNNTCNNNNNNAAAGGAGGCTCGNGGGACCGTGTTCAGAGGCATTACG
AGGNNACGGGAAGCTCTTCGCGGTCAAGAGACTCGACAGCCTCTCTCTCCAGTCCGAGACCGAGTTCCAGAACGAGC
TGCAGATCCTCGGGGGGCTAAAATCGTCTTTTCTCGTGACGCTTTTGGGGTACTGCGTCGAGAAGGATCACCACAGGT
TCTTGGTCTACGAGTACATGCCCAACAAGAGCCTCCAAGAGCTTCTTTTCAACGAAGAAGGCTTCGTGCTTGAGCTGG
GAGAGGAGGTTTGGTATCATTCTTGATGTGGCGAAAGCTCTCGACTTTATGCATTTCGGGTGTGACCCGCCGGTGATT
CACGGAGATATCAAGCCGAGTAATGTTCTTCTTGATTCTGAGTTTAGGGCCAAGATCTCCGACTTTGGTTTGTCTAGAG
TGAAAGTGGAGGANGGAGTAGGTTATGGTGGGGTTGATCTGTTCAGTCAAGAGCTTTCTGAGAGCACTCCTCAGACG
GGCGTTGGCACTCCGACGCATCATCATGAGGGTTGATTTCTCTCTTGCGTTACAAGCTTCTTCGTCTTCCAAGAACAGC
AGGACGAGCCGTAACNTNNNNNCAATGCATTTGAACTCGATGAGCTTGGCTATGGAAAGAAGGTGAGGCGAAAGG
GAAAAGAGGTTGAGGAGGAGAATGAGTTTGAGCAGAGCAAGGAGATGAGTGTGAGCCCGAACTCGGTTCCTTGATT
TGGGGAAACAGTGGGGGAGAGATTGGTGGTGGAAGCAAGAAGGGAGTGGCGAGTTTGTGTAGTAAAGATTATGTT
AGGGAGTGGATAGGGAGTCAGATTCACNCCGAAGAATCCGGAATTGGGATGATGATGGGAAGAAGATCNCCGTTAG
CAGTAACNCTCNTGAGCTGGGAGTTTCAACTAGGACAATTGATAAGGCAGAGTCTGGTTTGGATGAAGCTAGGTTTG
ACACTNTAGAAGAGAAGTTTGCAAAGGAAGAGACCATCGAGAAGAAGAAATNTANAAAGAAGAAGANGAAGAAGC
ATAGGAACATGGAGGAATGGTGGAAAGAGGAAGAACATCAAGACAAAAAGAAGATTAGAGTCTTGAGAATCNA
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49628970

247

49628910

307

49628851

367

49628791

427

49628731

487

49628671

547

49628611

607

49628552

667

49628492

727

49628449

787

49628390

847

49628331

907

49628273

967

49628213

CGACTTCGACGAGTCCAACGNGNNTCNNNNNNAAAGGAGGCTCGNGGGACCGTGTTCAGA

Frrrrrrrerrerrrerrer FEEEEEErrrrr trrrr et rrrrrl
CGACTTCGACGAGTCCAACGTG-ATC---GGCAAAGGAGGCTCG-GGGACCGTGTTCAGA

GGCATTACGAGGNNACGGGAAGCTCTTCGCGGTCAAGAGACTCGACAGCCTCTCTCTCCA

Frrrrrrrrrrr o rrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
GGCATTACGAGG-GACGGGAAGCTCTTCGCGGTCAAGAGACTCGACAGCCTCTCTCTCCA

GTCCGAGACCGAGTTCCAGAACGAGCTGCAGATCCTCGGGGGGCTAAAATCGTCTTTTCT

Frrrrrrrrrrerrrrrrrrr et err et e e e e e e e e
GTCCGAGACCGAGTTCCAGAACGAGCTGCAGATCCTCGGGGGGCTAAAATCGTCTTTTCT

CGTGACGCTTTTGGGGTACTGCGTCGAGAAGGATCACCACAGGTTCTTGGTCTACGAGTA

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrer et rrr et e e e e e e e e
CGTGACGCTTTTGGGGTACTGCGTCGAGAAGGATCACCACAGGTTCTTGGTCTACGAGTA

CATGCCCAACAAGAGCCTCCAAGAGCTTCTTTTCAACGAAGAAGGCTTCGTGCTTGAGCT

Frerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr et
CATGCCCAACAAGAGCCTCCAAGAGCTTCTTTTCAACGAAGAAGGCT-CGTGCTTGAGCT

GGGAGAGGAGGTTTGGTATCATTCTTGATGTGGCGAAAGCTCTCGACTTTATGCATTTCG

Frerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
GGGAGAGGAGGTTTGGTATCATTCTTGATGTGGCGAAAGCTCTCGACTTTATGCATTTCG

GGTGTGACCCGCCGGTGATTCACGGAGATATCAAGCCGAGTAATGTTCTTCTTGATTCTG

Frerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
GGTGTGACCCGCCGGTGATTCACGGAGATATCAAGCCGAGTAATGTTCTTCTTGATTCTG

AGTTTAGGGCCAAGATCTCCGACTTTGGTTTGTCTAGAGTGAAAGTGGAGGANGGAGTAG

Frerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e
AGTTTAGGGCCAAGATCTCCGACTTTGGTTTGTCTAGAGTGAAAGTGGAGGAGGGAGTAG

GTTATGGTGGGGTTGATCTGTTCAGTCAAGAGCTTTCTGAGAGCACTCCTCAGACGGGCG

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
GTTATGGTGGGGTTGATCTGTTCAGTCAAGAGCTTTCTGAGAGCACTCCTCAGACGGGCG

TTGGCACTCCGACGCATCATCATGAGGGTTGATTTCTCTCTTGCGTTACAAGCTTCTTCG

Frerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
TTGGCACTCCGACGCATCATCATGAGG-TTGATTTCTCTCTTGCGTTACAAGCTTCTTCG

TCTTCCAAGAACAGCAGGACGAGCCGTAACNTNNNNNCAATGCATTTGAACTCGATGAGC

L FEEEEErrrrr et
TCTTCCAAGAACAGCAGGACGAGCCGTAACATTAAGGCAATGCATTTGAACTCGATGAGC

TTGGCTATGGAAAGAAGGTGAGGCGAAAGGGAAAAGAGGTTGAGGAGGAGAATGAGTTTG

O I FECEEEEEE e e et
--GGC-A-GTTAT-ATG-TCCT-C-—----=—-~ AGAGGTTGAGGAGGAGAATGAGTTTG

AGCAGAGCAAGGAGATGAGTGTGAGCCCGAACTCGGTTCCTTGATTTGGGGAAACAGTGG

Frerrrrrerrrrrreerrrrrrerrrrerrrrrrerer rrrrrr e e e e
AGCAGAGCAAGGAGATGAGTGTGAGCCCGAACTCGGTTC-TTGATTTGGGGAAACAGTGG

GGGAGAGATTGGTGGTGGAAGCAAGAAGGGAGTGGCGAGTTTGTGTAGTAAAGATTATGT

Frerrrrreererrreerrrrrrrrrrrerrrrrrrr et rrrr e e e
GGGAGAGATTGGTGGTGGAAGCAAGAAGGGAGTGGCGAGTT-GTGTAGTAAAGATTATGT

TAGGGAGTGGATAGGGAGTCAGATTCACNCCGAAGAATCCGGAATTGGGATGATGATGGG

Frrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrerr et reet rerrr et e
TAGGGAGTGGATAGGGAGTCAGATTCACACCGA-GAATCCGG-ATTGGGATGATGATGGG

AAGAAGATCNCCGTTAGCAGTAACNCTCNTGAGCTGGGAGTTTCAACTAGGACAATTGAT

Frerrrrre rerreeerrrrrrr o rrrr e e e e e
AAGAAGATCACCGTTAGCAGTAACACGCCTGAGCTGGGAGTTTCAACTAGGACAATTGAT

AAGGCAGAGTCTGGTTTGGATGAAGCTAGGTTTGACACTNTagaagagaagtttgcaaag

Frrrrrrrrrrerrrrrrerrrrrrerr et e e et e e e e
AAGGCAGAGTCTGGTTTGGATGAAGCTAGGTTTGACACTCTAGAAGAGAAGTTTGCAAAG

66

49629090

126

49629031

186

49628971

246

49628911

306

49628852

366

49628792

426

49628732

486

49628672

546

49628612

606

49628553

666

49628493

726

49628450

786

49628391

846

49628332

906

49628274

966

49628214

1026

49628154
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Query
Sbjct
Query

Sbjct

1027

49628153

1087

49628093

gaagagaccatcgagaagaagaaatntanaaagaagaagangaagaagcataggaacatg

Frerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr ettt
GAAGAGACCAGCGAGAAGAAGAAATCTAGAAAGAAGAAGAAGAAGAAGCATAGGAACATG

gaggaatggtggaaagaggaagaacatcaagaCAAAAAGAAGATTAGAGTCTTGAGAATC

Frerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
GAGGAATGGTGGAAAGAGGAAGAACATCAAGACAAAAAGAAGATTAGAGTCTTGAGAATC

1086

49628094

1146

49628034
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Figura A8. Secuencia consenso y alineamiento para la linea 34C.

TCGGCAAAGGAGGCTCGGGGACCGTGTTCAGAGGCATTACGAGGGACGGGAAGCTCTTCGCGGTCAAGAGACTCGACA
GCCTCTCTCTCCAGTCCGAGACCGAGTTCCAGAACGAGCTGCAGATCCTCGGGGGGCTAAAATCGTCTTTTCTCGTGACG
CTTTTGGGGTACTGCGTCGAGAAGGAATCACCACAGGTTTCTTGGTCTACGAGTACATGCCCAACAAGAGCCTTCCAAGA
GCTTCTTTTCAACGAAGAAGGCTCGTGCTTGAGCTGGGAGAGGAGGTTTGGTATCATTCTTGATGTGGCGAAAGCTCTCG
ACTTTATGCATTTCGGGTGTGACCCGCCGGTGATTCACGGAGATATCAAGCCGAGTAATGTTCTTCTTGATTCTGAGTTTA
GGGCCAAGATCTCCGACTTTGGTTTGTCTAGAGTGAAAGTGGAGGAGGGAGTAGGTTATGGTGGGGTTGATCTGTTCAG
TCAAGAGCTTTCTGAGAGCACTCCTCAGACGGGCGTTGGCACTCCGACGCATCATCATGAGGTTGATTTCTCTCTTGCGTT
ACAAGCTTCTTCGTCTTCCAAGAACAGCAGGACGAGCCGTAACATTAAGGCAATGCATTTGAACTCGATGAGCTTGGCTA
TGGAAGAAGGTGAGGCGAAAGGGAAAGAGGTTGAGGAGGAGAATGAGTTTGAGCAGAGCAAGGAGATGAGTGTGAG
CCCGAACTCGGTTCTTGATTTGGGGAAACAGTGGGGGAGAGATTGGTGGTGGAAGCAAGAAGGGAGTGGCGAGTTGTG
TAGTAAAGATTATGTTAGGGAGTGGATAGGGAGTCAGATTCACACCGAGAATCCGGAATTGGGATGATGATGGGAAGA
AGATCACCGTTAGCAGTAACACGCCTGAGCTGGGAGTTTCAACTAGGACAATTGATAAGGCAGAGTCTGGTTTGGATGA
AGCTAGGTTTGACACTCTAGAAGAGAAGTTTGCAAAGGAAGAGACCATCGAGAAGAAGAAATCTAGAAAGAAGAAGAA
GAAGAAGCATAGGAACATGGAGGAATGGTGGAAAGAGGAAGAACATCAAGACAAAAAGAAGATTAGAGTCTTGAGAA

Color key for alignment scores
W <40 W40-50 50-80 Wz0-200 H==200
| | | t:I'Iuer"l'l | |
1 200 400 600 800 1000
i Alignments =]

Max | Total Query E

Ident| Accession
score score cover value

Description

Brassica napus cultivar 2511 chromosome C2, Bra napus v2.0 1873 1873 100% 0.0 98% MNC 0277632

Brassica oleraceavar oleracea cultivar TO1000 chromosome C2, BOL 1629 1829 100% 00

Brassica rapa cultivar Chiifu-401-42 chromosome A2, Brapa 1.0 1812 1812 100% 0.0
\2, Bra_napus v2.0 1764 1764 100% 0.0

Brassica napus cultivar 7511 chromosome C8, Bra napus v2.0 773 773 40% 00 98% NC 0277742

Brassica napus cultivar 2811 chromoso

Score Expect Identities Gaps Strand

1873 bits(1014)| 0.0 | 1078/1105(98%) | 19/1105(1%) | Plus/Minus

Query 1 TCGGCAAAGGAGGCTCGGGGACCGTGTTCAGAGGCATTACGAGGGACGGGAAGCTCTTCG 60

FErrrrrrrrrrr e
Sbjct 49629121 TCGGCAAAGGAGGCTCGGGGACCGTGTTCAGAGGCATTACGAGGGACGGGAAGCTCTTCG 49629062

Query 61 CGGTCAAGAGACTCGACAGCCTCTCTCTCCAGTCCGAGACCGAGTTCCAGAACGAGCTGC 120

FErrrrrrrrrrr et
Sbjct 49629061 CGGTCAAGAGACTCGACAGCCTCTCTCTCCAGTCCGAGACCGAGTTCCAGAACGAGCTGC 49629002
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Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbict
Query
Sbjct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

121

49629001

181

49628941

241

49628884

301

49628824

361

49628764

421

49628704

481

49628644

541

49628584

601

49628524

661

49628475

721

49628419

781

49628359

841

49628299

901

49628240

961

49628180

1021

49628120

1081

49628060

AGATCCTCGGGGGGCTAAAATCGTCTTTTCTCGTGACGCTTTTGGGGTACTGCGTCGAGA

Frerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
AGATCCTCGGGGGGCTAAAATCGTCTTTTCTCGTGACGCTTTTGGGGTACTGCGTCGAGA

AGGAATCACCACAGGTTTCTTGGTCTACGAGTACATGCCCAACAAGAGCCTTCCAAGAGC

Frerrrrrrrrrrr rrrrrrrrrrrrr et rrrrrrd
AGGA-TCACCACAGG-TTCTTGGTCTACGAGTACATGCCCAACAAGAGCCT-CCAAGAGC

TTCTTTTCAACGAAGAAGGCTCGTGCTTGAGCTGGGAGAGGAGGTTTGGTATCATTCTTG

FEEEEEEE e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
TTCTTTTCAACGAAGAAGGCTCGTGCTTGAGCTGGGAGAGGAGGTTTGGTATCATTCTTG

ATGTGGCGAAAGCTCTCGACTTTATGCATTTCGGGTGTGACCCGCCGGTGATTCACGGAG

Frerrrrrerrrrrreerrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e
ATGTGGCGAAAGCTCTCGACTTTATGCATTTCGGGTGTGACCCGCCGGTGATTCACGGAG

ATATCAAGCCGAGTAATGTTCTTCTTGATTCTGAGTTTAGGGCCAAGATCTCCGACTTTG

FEEEEEEErr e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e
ATATCAAGCCGAGTAATGTTCTTCTTGATTCTGAGTTTAGGGCCAAGATCTCCGACTTTG

GTTTGTCTAGAGTGAAAGTGGAGGAGGGAGTAGGTTATGGTGGGGTTGATCTGTTCAGTC

Frerrrrreerrrreeerrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e
GTTTGTCTAGAGTGAAAGTGGAGGAGGGAGTAGGTTATGGTGGGGTTGATCTGTTCAGTC

AAGAGCTTTCTGAGAGCACTCCTCAGACGGGCGTTGGCACTCCGACGCATCATCATGAGG

FEErrrrrrrrerr et et et e e et e e e e e e e
AAGAGCTTTCTGAGAGCACTCCTCAGACGGGCGTTGGCACTCCGACGCATCATCATGAGG

TTGATTTCTCTCTTGCGTTACAAGCTTCTTCGTCTTCCAAGAACAGCAGGACGAGCCGTA

Frerrrrrerrrrreeerrrrrrrrr e rrrr e e e e e e e
TTGATTTCTCTCTTGCGTTACAAGCTTCTTCGTCTTCCAAGAACAGCAGGACGAGCCGTA

ACATTAAGGCAATGCATTTGAACTCGATGAGCTTGGCTATGGAAGAAGGTGAGGCGAAAG

T O A
ACATTAAGGCAATGCATTTGAACTCGATGAGC--GGC-A-GTTATATG-TCCT-C---~~

GGAAAGAGGTTGAGGAGGAGAATGAGTTTGAGCAGAGCAAGGAGATGAGTGTGAGCCCGA

FEErrrrrrrrrrrr e et e rrt e e et r et e e e
-——--AGAGGTTGAGGAGGAGAATGAGTTTGAGCAGAGCAAGGAGATGAGTGTGAGCCCGA

ACTCGGTTCTTGATTTGGGGAAACAGTGGGGGAGAGATTGGTGGTGGAAGCAAGAAGGGA

Frrrrrrrrrrerrrrrrrrrrerrerr et e e e e e e e e e e
ACTCGGTTCTTGATTTGGGGAAACAGTGGGGGAGAGATTGGTGGTGGAAGCAAGAAGGGA

GTGGCGAGTTGTGTAGTAAAGATTATGTTAGGGAGTGGATAGGGAGTCAGATTCACACCG

FEErrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
GTGGCGAGTTGTGTAGTARAGATTATGT TAGGGAGTGGATAGGGAGTCAGATTCACACCG

AGAATCCGGAATTGGGATGATGATGGGAAGAAGATCACCGTTAGCAGTAACACGCCTGAG

FErrrrrrrr errrrrrrrr e rrr et e e e e e e e e
AGAATCCGGA-TTGGGATGATGATGGGAAGAAGATCACCGTTAGCAGTAACACGCCTGAG

CTGGGAGTTTCAACTAGGACAATTGATAAGGCAGAGTCTGGTTTGGATGAAGCTAGGTTT

FEErrrrrrrrrrerrrrr e e e e e e e e e e e e e e e
CTGGGAGTTTCAACTAGGACAATTGATAAGGCAGAGTCTGGTTTGGATGAAGCTAGGTTT

GACACTCTagaagagaagtttgcaaaggaagagaccatcgagaagaagaaatctagaaag

Frrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrerr et e e trrr e e e e
GACACTCTAGAAGAGAAGTTTGCAAAGGAAGAGACCAGCGAGAAGAAGAAATCTAGAAAG

ggaggaatggtggaaagaggaagaacatcaagaC

acat
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
AAGAAGAAGAAGAAGCATAGGAACATGGAGGAATGGTGGAAAGAGGAAGAACATCAAGAC

AAAAAGAAGATTAGAGTCTTGAGAA 1105

FEEEEEEEErEr et rrr el
AAAAAGAAGATTAGAGTCTTGAGAA 49628036

180

49628942

240

49628885

300

49628825

360

49628765

420

49628705

480

49628645

540

49628585

600

49628525

660

49628476

720

49628420

780

49628360

840

49628300

900

49628241

960

49628181

1020

49628121

1080

49628061
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Figura A9. Secuencia consenso y alineamiento para la linea 47C.

ACCGAAAATGNGNNANTTTTAAACGNNNNNNNNNNNNGATTCTCAAGACTCTAATCTTCTTTTTGTCTTGANNN
NCTTCCTCTTTCCACCATTCCTCCATGTTCCTATGCTTCTTCTTCTTCTTCTTTCTAGATTTCTTCTTCTCGATGGNCTC

TTCCTTTGCAAACTTCTCTTCTAGAGTGTCAAACCTAGCTTCATCCAAACCAGACTCTGCCTTATCAATTGTCCTAGT
TGAAACTCCCAGCTCAGGCGTGTTACTGCTAACGGTGATCTTCTTCCCATCATCATCCCAATCCGGATTCTCGGTGT

GAATCTGACTCCCTATCCACTCCCTAACATAATCTTTACTACACAACTCGCCACTCCCTTCTTGCTTCCACCACCAAT

CTCTCCCCCACTGTTTCCCCNNANNAAGAACCGAGTTCGGGCTCANNNTCATCTCCTTGNNCTGCTCAAACTNATT

CTCCTCCTCAANCTCTTTCCCTTTCGCCNNNNNNTCTTCCATANNNNANNNNNNNGAGTTCAAAATGNNTTGNN
TTAATGTTACNNCTCGNCCNGCTGTTCNTTGNAANNANNAANAANCTTGTAAACGCNNNANNNA

Color key for alignment scores
W =20 W40-50 W 50-80 Wa0-200 W ==200
| | | (;!I.I'e“Ir | |
1 100 200 300 400 500 600
Uescription y dent Accession
score score cover  value
PREDICTED: Brassica napus putafive receptorike protein kinase At1g80870 (LOC108381554), mRNA 508 633 67% 1e-139 96% qil923760216XM 0138214671
| PREDICTED: Brassica oleracea var oleracea putative receptor-like protein kinase At1g80870 (LOC106327643) mRINA 502 624 §4% 4e-138 85% 22430515 013765867.1
- PREDICTED: Brassica rapa putative receptor-ike protein kinase At1g80870 (L OC103853210}% mRNA 493 606 4% 2e-135 85% ¢
| PREDICTED: Brassica napus putative receptor-like protein kinase At1q80870 (LOC108422401) mRNA 470 595 66% 3Je-128 94%
PREDICTED: Brassica napus putaive receptor-like protein kinase At1g80870 (LOC106428713), mRNA 444 558  B4% 1e-120 82% gil923
Score Expect | Identities Gaps Strand
508 bits(562) | 1e-139 [292/303(96%) | 0/303(0%) | Plus/Minus
Query 190 AGAGTGTCAAACCTAGCTTCATCCAAACCAGACTCTGCCTTATCAATTGTCCTAGTTGAA 249
Frerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
Sbjct 1345 AGAGTGTCAAACCTAGCTTCATCCAAACCAGACTCTGCCTTATCAATTGTCCTAGTTGAA 1286
Query 250 ACTCCCAGCTCAGGCGTGTTACTGCTAACGGTGATCTTCTTCCCATCATCATCCCAATCC 309
Frererrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
Sbjct 1285 ACTCCCAGCTCAGGCGTGTTACTGCTAACGGTGATCTTCTTCCCATCATCATCCCAATCC 1226
Query 310 GGATTCTCGGTGTGAATCTGACTCCCTATCCACTCCCTAACATAATCTTTACTACACAAC 369
frerrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
Sbjct 1225 GGATTCTCGGTGTGAATCTGACTCCCTATCCACTCCCTAACATAATCTTTACTACACAAC 1166
Query 370 TCGCCACTCCCTTCTTGCTTCCACCACCAATCTCTCCCCCACTGTTTCCCCNNANNAAGA 429
Frerrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e rrr
Sbjct 1165 TCGCCACTCCCTTCTTGCTTCCACCACCAATCTCTCCCCCACTGTTTCCCCAAATCAAGA 1106
Query 430 ACCGAGTTCGGGCTCANNNTCATCTCCTTGNNCTGCTCAAACTNATTCTCCTCCTCAANC 489
FEEEEErrrrrrrrrd L O O O O
Sbjct 1105 ACCGAGTTCGGGCTCACACTCATCTCCTTGCTCTGCTCAAACTCATTCTCCTCCTCAACC 1046
Query 490 TCT 492
[
Sbjct 1045 TCT 1043
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Figura A10. Secuencia consenso y alineamiento para la linea 61C.

>Consensus

TACGAGGGACGGGAAGCTCTTCGCGGTCAAGAGACTCGACAGCCTCTCTCTCCAGTCCGAGACCGAGTTCCAGAACG

GGTTCTTGGTCTACGAGTACATGCCCAACAAGAGCCTCCAAGAGCTTCTTTTCAACGAAGAAGGCTCGTGCTTGAGCT

ACGGGCGTTGGCACTCCNACNCATCATCATGAGGTTGATTTCTCTCTTGCGTTACAAGCTTCTTCGTCTTCNNNGANN

GGGAAAGAGGTTGAGGAGGAGAATGAGTTTGAGCAGAGCAAGGAGATGAGTGTGANNCCGAACTCGGTTCTTGAT

GTAACACNCNTGAGCTGGGAGTTTCAACTAGGACANTNGATAANNNNGAGTCTGGTNNGNANGAAGCTAGGTTTG

ATAGGAACATGGAGGAATGGTGGAAAGAGGAAGANCATCAAGACAAAAAGAAGATTAGAGTCNTGAGAATCAAGT

CTCAAGCTCGCAACCAACGACTTCGACGAGTCCAACGTGATCGGCAAAGGAGGCTCGGGGACCGTGTTCNGAGGCAT

AGCTGCAGATCCTCGGGGGGCTAAAATCGTCTTTTCTCGTGACGCTTTTGGGGTACTGCGTCGAGAAGGATCACCACA

GGGAGAGGAGGTTTGGTATCATTCTTGATGTGGCGAAAGCTCTCGACTTTATGCATTTCGGGTGTGACCCGCCGGTGA

TTCACGGAGATATCAAGCCGAGTAATGTTCTTCTTGATTCTGAGTTTAGGGCCAAGATCTCNGACTTTGGTTTGTCTAG

AGTGAAAGTGGAGGANGGAGNAGGTTATGGTGGGGTTGATNTGTTCAGTCAAGAGCTNTCTGAGAGCACTCCTCAG

ANNAGGACGAGCCGTAACNTNNAGGCAATGCATNTGANCTCGATGAGCTTGGCTATGGAAGAANGTGAGGCGAAA

TTGGGGAAACAGTGGGGGAGAGATTGGTGGTGGAAGCAAGAAGGGAGTGGCGAGTTGTGTAGTAAAGATTANGTT
AGGGAGTGGATAGGGAGTCAGATTCACACCGAGAATCCGGATTGGGATGATGATGGGAAGAAGATCACCGTTAGCA

ACACTCTAGAAGAGAAGTTTGCAAAGGAAGAGANCATCGAGAAGAAGAAATCNANAANGAAGAAGAAGAAGAAGC

Color key for alignment scores
N <40 W40-50 50-80 M =0-200 M ==200
| | | oueny | |
1 200 400 600 800 1000
i Alignments 4]
Description il el s B2 ldent  Accession
scofe score cover valug
Brassica napus cultivar 811 chromosome C2 Bra napus v2.0 1892 1892 99% 0.0 98% NC 027768.2
Brassica oleracea var oleracea culfivar T01000 chromasome C2. BOL 1847 1847 99% 0.0 97% NC 0277491
Brassica rapa cultivar Chiifu-401-42 chromosome AZ Brapa 1.0 1631 1831 9% 0.0 96% NC 024796.1
Brassica napus culfivar 2811 chromasome A2 Bra napus 2.0 1783 1783 99% 00 96% NC 027758.2
785 785 40% 00 98% NC 0277742
Score Expect | Identities Gaps Strand
1892 bits(1024) | 0.0 1085/1111(98%) | 18/1111(1%) | Plus/Minus
Query 10 AAAGGAGGCTCGGGGACCGTGTTCAGAGGCATTACGAGGGACGGGAAGCTCTTCGCGGTC 69
Frrrrerrrrererrrreerrrrerrrrrre ettt e e e e
Sbjct 49629116 AAAGGAGGCTCGGGGACCGTGTTCAGAGGCATTACGAGGGACGGGAAGCTCTTCGCGGTC 49629057
Query 70 AAGAGACTCGACAGCCTCTCTCTCCAGTCCGAGACCGAGTTCCAGAACGAGCTGCAGATC 129
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Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

49629056

130

49628996

190

49628936

250

49628876

310

49628816

370

49628756

430

49628696

490

49628636

550

49628576

610

49628516

670

49628471

730

49628411

790

49628351

850

49628291

910

49628233

970

49628174

1030

49628114

1090

49628054

FEErrrrrrrrerr et ert et e et e e e e e e e e
AAGAGACTCGACAGCCTCTCTCTCCAGTCCGAGACCGAGTTCCAGAACGAGCTGCAGATC

CTCGGGGGGCTAAAATCGTCTTTTCTCGTGACGCTTTTGGGGTACTGCGTCGAGAAGGAT

Frerrrrrerrrrreeerrrrrrrrr e rrrr e e e e e e e
CTCGGGGGGCTAAAATCGTCTTTTCTCGTGACGCTTTTGGGGTACTGCGTCGAGAAGGAT

CACCACAGGTTCTTGGTCTACGAGTACATGCCCAACAAGAGCCTCCAAGAGCTTCTTTTC

Frrrrrrrrrrerrrrrrerrrerrerr et e e e e e e e e
CACCACAGGTTCTTGGTCTACGAGTACATGCCCAACAAGAGCCTCCAAGAGCTTCTTTTC

AACGAAGAAGGCTCGTGCTTGAGCTGGGAGAGGAGGTTTGGTATCATTCTTGATGTGGCG

Frrrrrrrrrrerrrrrrrerrrrrerr et e e e e e e e e e
AACGAAGAAGGCTCGTGCTTGAGCTGGGAGAGGAGGTTTGGTATCATTCTTGATGTGGCG

AAAGCTCTCGACTTTATGCATTTCGGGTGTGACCCGCCGGTGATTCACGGAGATATCAAG

Frrrrrrrrrrerrrrrrrrr et err et e e e e e e e e
AAAGCTCTCGACTTTATGCATTTCGGGTGTGACCCGCCGGTGATTCACGGAGATATCAAG

CCGAGTAATGTTCTTCTTGATTCTGAGTTTAGGGCCAAGATCTCCGACTTTGGTTTGTCT

FEEErrrrrrrrrer e e e e e e e e e e e e e e e e e
CCGAGTAATGTTCTTCTTGATTCTGAGT TTAGGGCCAAGATCTCCGACTTTGGTTTGTCT

AGAGTGAAAGTGGAGGAGGGAGTAGGTTATGGTGGGGTTGATCTGTTCAGTCAAGAGCTT

Frrrrrrrrrrerrrrrrerr et e e et e e e e e e e e
AGAGTGAAAGTGGAGGAGGGAGTAGGTTATGGTGGGGTTGATCTGTTCAGTCAAGAGCTT

TCTGAGAGCACTCCTCAGACGGGCGTTGGCACTCCGACGCATCATCATGAGGTTGATTTC

Frrrrrrrrrrrrrrrrrr e rrr e e et e e e e e
TCTGAGAGCACTCCTCAGACGGGCGTTGGCACTCCGACGCATCATCATGAGGTTGATTTC

TCTCTTGCGTTACAAGCTTCTTCGTCTTCCAAGAACAGCAGGACGAGCCGTAACATTAAG

Frrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrerr et e e e e e e e e e
TCTCTTGCGTTACAAGCTTCTTCGTCTTCCAAGAACAGCAGGACGAGCCGTAACATTAAG

GCAATGCATTTGAACTCGATGAGCTTGGCTATGGAAGAAGGTGAGGCGAAAGGGAAAGAG

L T B I B I I
GCAATGCATTTGAACTCGATGAGC--GGC-A-GTTATATG-TCCT-C-——————-—— AGAG

GTTGAGGAGGAGAATGAGTTTGAGCAGAGCAAGGAGATGAGTGTGAGCCCGAACTCGGTT

Frrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrerr et e e e e e e e e e
GTTGAGGAGGAGAATGAGTTTGAGCAGAGCAAGGAGATGAGTGTGAGCCCGAACTCGGTT

CTTGATTTGGGGAAACAGTGGGGGAGAGATTGGTGGTGGAAGCAAGAAGGGAGTGGCGAG

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e et e e e e e e e
CTTGATTTGGGGAAACAGTGGGGGAGAGATTGGTGGTGGAAGCAAGAAGGGAGTGGCGAG

TTGTGTAGTAAAGATTATGTTAGGGAGTGGATAGGGAGTCAGATTCACACCGAGAATCCG

Frrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrerr et e e e e e e e e
TTGTGTAGTAAAGATTATGTTAGGGAGTGGATAGGGAGTCAGATTCACACCGAGAATCCG

GAATTGGGATGATGATGGGAAAGAAGATCACCGTTAGCAGTAACACGCCTGAGCTGGGAG

FEorrrrrrrrrerrrrrrrr rrrrrrrrrr e e et e e e et e
GA-TTGGGATGATGATGGGAA-GAAGATCACCGTTAGCAGTAACACGCCTGAGCTGGGAG

TTTCAACTAGGACAATTGGATAAGGCAGAGTCTGGTTTGGATGAAGCTAGGTTTGACACT

Frerrrrrrrrrrrrrrr e
TTTCAACTAGGACAATTG-ATAAGGCAGAGTCTGGTTTGGATGAAGCTAGGTTTGACACT

CTagaagagaagtttgcaaaggaagagaccatcgagaagaagaaatctagaaagaagaag
Frerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr et
CTAGAAGAGAAGTTTGCAAAGGAAGAGACCAGCGAGAAGAAGAAATCTAGAAAGAAGAAG

aagaagaagcataggaacatggaggaatggtggaaagaggaagaacatcaagaCAAAAAG

FEEErrrrrrrrr e e e et e e e e e e e e e e
AAGAAGAAGCATAGGAACATGGAGGAATGGTGGAAAGAGGAAGAACATCAAGACAAAAAG

AAGATTAGAGTCTTGAGAATCAAGTTCAAGA 1120

FEErrrrrrrr et
AAGATTAGAGTCTTGAGAATCAAGTTCAAGA 49628024
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Figura All. Secuencia consenso y alineamiento para la linea 69(2)C.

>Consensus

CTCAAGCTCGCAACCAACGACTTCGACGAGTCCAACGTGATCGGCAAAGGAGGCTCGGGGACCGTGTTCNGA
GGCATTACGAGGGACGGGAAGCTCTTCGCGGTCAAGAGACTCGACAGCCTCTCTCTCCAGTCCGAGACCGAG
TTCCAGAACGAGCTGCAGATCCTCGGGGGGCTAAAATCGTCTTTTCTCGTGACGCTTTTGGGGTACTGCGTCG
AGAAGGATCACCACAGGTTCTTGGTCTACGAGTACATGCCCAACAAGAGCCTCCAAGAGCTTCTTTTCAACGA
AGAAGGCTCGTGCTTGAGCTGGGAGAGGAGGTTTGGTATCATTCTTGATGTGGCGAAAGCTCTCGACTTTAT
GCATTTCGGGTGTGACCCGCCGGTGATTCACGGAGATATCAAGCCGAGTAATGTTCTTCTTGATTCTGAGTTT
AGGGCCAAGATCTCNGACTTTGGTTTGTCTAGAGTGAAAGTGGAGGANGGAGNAGGTTATGGTGGGGTTGA
TNTGTTCAGTCAAGAGCTNTCTGAGAGCACTCCTCAGACGGGCGTTGGCACTCCNACNCATCATCATGAGGTT
GATTTCTCTCTTGCGTTACAAGCTTCTTCGTCTTCNNNGANNANNAGGACGAGCCGTAACNTNNAGGCAATG
CATNTGANCTCGATGAGCTTGGCTATGGAAGAANGTGAGGCGAAAGGGAAAGAGGTTGAGGAGGAGAATG
AGTTTGAGCAGAGCAAGGAGATGAGTGTGANNCCGAACTCGGTTCTTGATTTGGGGAAACAGTGGGGGAGA
GATTGGTGGTGGAAGCAAGAAGGGAGTGGCGAGTTGTGTAGTAAAGATTANGTTAGGGAGTGGATAGGGA
GTCAGATTCACACCGAGAATCCGGATTGGGATGATGATGGGAAGAAGATCACCGTTAGCAGTAACACNCNTG
AGCTGGGAGTTTCAACTAGGACANTNGATAANNNNGAGTCTGGTNNGNANGAAGCTAGGTTTGACACTCTA
GAAGAGAAGTTTGCAAAGGAAGAGANCATCGAGAAGAAGAAATCNANAANGAAGAAGAAGAAGAAGCAT

AGGAACATGGAGGAATGGTGGAAAGAGGAAGANCATCAAGACAAAAAGAAGATTAGAGTCNTGAGAATCA

Color key for alignment scores
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| | | (;!Imlﬂ|r | |
1 200 400 600 800 1000
Score Expect | Identities Gaps Strand
1905 bits(1031) | 0.0 1109/1169(95%) | 3/1169(0%) | Plus/Minus

Description

Brassica oleracea var oleracea cultivar TO1000 chromosome C2, BOL

Brassica rapa cultivar Chiifu-401-42 chromosome A2, Brapa 1.0

Brassica napus cultivar Z511 chrom C2.Bra napus v2.0

Brassica napus cultivar 7811 chramosame A2 Bra napus v2.0

Brassica napus cultivar 2311 chromosome C8, Bra napus w2.0
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CTCAAGCTCGCAACCAACGACTTCGACGAGTCCAACGTGATCGGCAAAGGAGGCTCGGGG

Frerrrrrrrr rrrrrrrrrrrrrrrrr et rrrr e
CTCAAGCTCGCGACCAACGACTTCGACGAGTCCAACGTGATCGGCAAAGGCGGCTCGGGG

ACCGTGTTCNGAGGCATTACGAGGGACGGGAAGCTCTTCGCGGTCAAGAGACTCGACAGC

Frerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
ACCGTGTTCAGAGGCATTACGAGGGACGGGAAGCTCTTCGCGGTCAAGAGACTCGACAGC

CTCTCTCTCCAGTCCGAGACCGAGTTCCAGAACGAGCTGCAGATCCTCGGGGGGCTAAAA

FErrrrrrrrrerrrrrr et e rrr et e e e e e e e et
CTCTCTCTCCAGTCCGAGACCGAGTTCCAGAACGAGCTGCAGATCCTCGGGGGCCTAAAA

TCGTCTTTTCTCGTGACGCTTTTGGGGTACTGCGTCGAGAAGGATCACCACAGGTTCTTG

Frerrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrr e
TCGTCTTTTCTCGTGACGCTTTTGGGATACTGCGTCGAGAAGGATCACCACAGGTTCTTG

GTCTACGAGTACATGCCCAACAAGAGCCTCCAAGAGCTTCTTTTCAACGAAGAAGGCTCG

FEtrrrrrrr rrrrrrerr e et e e e e e e e e
GTTTACGAGTATATGCCCAACAAGAGTCTCCAAGAGCTTCTTTTCAACGAAGAAGGCTCG

TGCTTGAGCTGGGAGAGGAGGTTTGGTATCATTCTTGATGTGGCGAAAGCTCTCGACTTT

Frerrrrreerrrreeerrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e
TGCTTGAGCTGGGAGAGGAGGTTTGGTATCATTCTTGATGTGGCGAAAGCTCTCGACTTT

ATGCATTTCGGGTGTGACCCGCCGGTGATTCACGGAGATATCAAGCCGAGTAATGTTCTT

FEEEErrr e rrrrrrrrer e e e et e e e e e e e e
ATGCATTTTGGATGTGACCCGCCGGTGATTCATGGAGATATCAAGCCGAGTAATGTTCTT

CTTGATTCTGAGTTTAGGGCCAAGATCTCNGACTTTGGTTTGTCTAGAGTGAAAGTGGAG

Frerrrrrrrrerrrrrrerrrrrrerr e rre e e e e e e e e e
CTTGATTCTGAGTTTAGGGCCAAGATCTCTGACTTTGGTTTGTCTAGAGTGAAAGTGGAG

GANGGAGNAGGTTATGGTGGGGTTGATNTGTTCAGTCAAGAGCTNTCTGAGAGCACTCCT

FEorrrr rrrrrrrrrrrrrrrrrer rerrerrrrrrr e e terr e e
GAGGGAGGAGGTTATGGTGGGGTTGATCTGTTCAGTCAAGAGCTTTCTGAGAGCACTCCT

CAGACGGGCGTTGGCACTCCNACNCATCATCATGAGGTTGATTTCTCTCTTGCGTTACAA

Frerrrrrerrrrrrerret er rrrrrrrr e e e e e e e
CAGACGGGCGTTGGCACTCCAACGCATCATCATGAGGTTGATTTCTCTCTTGCGTTACAA

GCTTCTTCGTCTTCNNNGANNANNAGGACGAGCCGTAACNTNNAGGCAATGCATNTGANC

FEEEEEEErrrrtd R e e R
GCTTCTTCGTCTTCTAAGAATAGTAGGACGAGCCGTAACATCAAGGGAATGCATCTGAGC

TCGATGAGCTTGGCTATGGAAGAANGTGAGGCGAAAGGGAAAGAGGTTGAGGAGGAGAAT

FErrerrr rrerrrrrrrrr et e et e e e e e e e e e
TCGATGAGTTTGGCTATGGAAGAAAGTGAGGCGAAAGGGAAAGAGGTTGAGGAGGAGAAT

GAGTTTGAGCAGAGCAAGGAGATGAGTGTGANNCCGAACTCGGTTCTTGATTTGGGGAAA

Frrrrrrrerrerrrrrrrerrrrrerrr et e e e e e e e e
GAGTTTGAGCAGAGCAAGGAGATGAGTGTGAGTCCGAACTCGGTTCTTGATTTGGGGAAA

CAGTGGGGGAGAGATTGGTGGTGGAAGCAAGAAGGGAGTGGCGAGTTGTGTAGTAAAGAT

Frrrrrrrrrrerrrrrrrrr et err et e e e e e e e e e
CAGTGGGGGAGAGATTGGTGGTGGAAGCAAGAAGGGAGTGGCGAGTTGTGTAGTAAAGAT

TANGTTAGGGAGTGGATAGGGAGTCAGATTCACACCGAGAATCCGGATTGGGATGATGAT

FErrrrrrrrrerrrrrrrrrrrterrrerr e e e e e e e e e
TACGTTAGGGAGTGGATAGGGAGTCAGATTCACACCGAGAATCCGGATTGGGATGATGAT

GGGAAGAAGATCACCGTTAGCAGTAACACNCNTGAGCTGGGAGTTTCAACTAGGACANTN

Frrrrrrrrrreerrerrerrrrrrerr e e e e e e e
GGGAAGAAGATCACCGTTAGCAGTAACACGCCTGAGCTGGGAGTTTCAACTAGGACAGTA

GATAANNNNGAGTCTGGTNNGNANGAAGCTAGGTTTGACACTCTagaagagaagtttgca

L Perrrrrer e rrrrrr et e e e e e e e
GATAAAGATGAGTCTGGTTTGAATGAAGCTAGGTTTGACACTCTAGAAGAGAAGTTTGCA

aaggaagagancatcgagaagaagaaatcnanaangaagaagaagaagaag--—-catagg

FErrrrrrrr vr rerrrrrrrrrrer et rr rrrr e e e RN
AAGGAAGAGAACAACGAGAAGAAGAAATCTAGAAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGCATAGG
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aacatggaggaatggtggaaagaggaagaNCATCAAGACAAAAAGAAGATTAGAGTCNTG

AACATGGAGGAATGGTGGAAAGAGGAAGAACATCAAGACAAAAAGAAGATTAGAGTCTTG

AGAATCAAGTTCANGANCCGTTTAAAAGT
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