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Capitulo 1

Evaluacion de resistencia a roya de la soja

1-1. Multiplicacion de urediniosporas de roya

Antes de su uso experimental las esporas de roya obtenidas de cultivos de soja a campo o

preservadas a —80°C deberian ser multiplicadas sobre foliolos sanos de variedades de soja

para la preparacién de esporas de alto capacidad germinativa. Se recomienda la

multiplicacién de esporas por el "método de cultivo de hojas" porque permite la

propagacion de multiples aislamientos (poblaciones) en una simple camara de crecimiento

sin contaminacién cruzada. Para la multiplicacién de esporas se deben usar plantas de soja

sanas. Ademas, si se sospecha que la poblacién de roya a multiplicar contiene varias razas se

recomienda usar variedades susceptibles sin genes de resistencia para mantener la

composicién original de razas en la poblacion después de la etapa de multiplicacién.

(Protocolo)

1.

Sembrar plantas de soja
susceptibles (por ejemplo los
cultivares BRS154 y BRS184) en
una camara de crecimiento
(imagen 1).

Obtener foliolos maduros de

plantas.

Frotar con los dedos la cara
inferior de las hojas con agua destilada por aproximadamente 10 segundos por
foliolo para facilitar la aplicacién de la suspensién de esporas.

Cortar la base (5—-10 mm) de los foliolos, ubicarlos en cajas de Petri, y cubrir la base
de los foliolos con papel esterilizado humedecido con agua destilada (*1) (imagen 2).
Suspender esporas [descongeladas (*2) o frescas] en una solucion de Tween® al
0.04%.

Diluir la suspension de esporas con la solucién de Tween® al 0.04% y ajustar la
concentration al 5-10 x 10* esporas/mL (esto puede cambiar dependiendo del
porcentaje de germinacion de las mismas usando un hematocitémetro (imagen 3)
(*3).
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7. Preparar la  solucion de  indculo
(aproximadamente 100 pL por foliolo).

8. Aplicar homogeneamente la suspension de
esporas sobre la cara inferior de las hojas
usando un pincel.

9. Ubicar las cajas de Petri en un lugar oscuro a

21°C por 12 horas (*4). :J : ! \
J |
10. Usar el remanente de la suspension de — - —

esporas para determinar su porcentaje de germinacién (*5).

11. Transferir las cajas de Petri a una cdmara de crecimiento a 21°C y dejar los foliolos
por aproximadamente 13 dias o mas.

12. Humedecer el papel en las cajas de Petri con agua destilada (*1) aproximadamente
dos veces por semana y reemplazar los papeles esterilizados cuando sea requerido.

13. Recolectar las esporas de los foliolos sobre un papel parafinado cuando se observen
esporas en las lesiones de roya de los foliolos (imagen 4).

14. Transferir las esporas recolectadas a microtubos de 2-mL (o tubos Falcon® de 15- o
50-mL) y ubicar los tubos destapados en un desecador por una noche para secar las

esporas.
15. Sellar los microtubos y almacenarlos a -80°C (o en nitrogeno liquido).
16. Repetir las etapas 12-15 para cosechar varias veces las esporas.
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*1: En lugar de agua destilada, podria ser utilizada una solucién diluida 500 veces de
Hyponex® (Hyponex, Japon) o 40 ppm de acido giberélico.

*2: Para d,escon%ela_r las esporas, incubar los microtubos con las esporas congeladas a -80°C
(o en nitrégeno liquido) en un bafio de agua a 39°C por 1 minuto.

*3: Para el hematocitometro “Fuchs—Rosenthal: Bright-Line (profundidad= 0.2 mm)” la
co&gentlr&cmn de esporas (esporas/mL) es calculada como “el nimero de esporas en 1 mm”
X U.o X .
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*4: Las cajas de Petri pueden ser cubiertas con papel de aluminio antes de ubicarlas en la
cdmara de crecimiento a 21°C.

*5: Ver la seccion “1-3. Inoculacién de soja con suspension de esporas” para mas detalles.

(Requerimientos)

- Agua destilada

- Solucidn [diluida 500 veces de Hyponex® (Hyponex, Japdn) o 40 ppm de acido
giberélico] (en lugar de agua destilada, opcional)

- Cajas de Petri (de vidrio o plastico)
- Papel esterilizado (Kimwipe?®, etc., cortar a 1.5 cm x 4.0 cm, autoclave)

- Soluciéon Tween® 0.04% (10 mL de agua destilada + 4 pL de polyoxyethylene sorbitan
monolaurate; Tween 20, Promega; preparar una solucién fresca por cada vez).

- Papel parafinado

- Microtubos de 2.0 mL (o tubos Falcon® de 15/50-mL)

- Tijeras de laboratorio
- Pincel de pintar
- Contador (para contar nimero de esporas)

- Hemocitémetro

- Camara de crecimiento [para crecimiento de plantas; 24°C, 14-h fotoperiodo de luz,
[dmparas fluorescente de mas de 19,000 lux. En JIRCAS se usa Biotron (Nippon Medical
& Chemical Instruments Co.)]

- Camara de crecimiento [para hojas; 21°C, fotoperiodo de 12-hs, y aproximadamente
3,000 lux con ldmparas fluorescentes. En JIRCAS se usa Biotron (Nippon Medical &
Chemical Instruments Co.)]

- Freezer a —-80°C (o un tanque de nitrégeno liquido)

- Bafo de agua a 39°C (para descongelar esporas)

* Microscopio estereoscépico

- Desecador
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1-2. Aislamiento mono-lesion

Las esporas de roya obtenidas de campo deben ser consideradas como una poblacion
sospechosa de contener varias razas de roya. Si se esta llevando a cabo un estudio de razas
del patdégeno, la poblacidon del patégeno debe ser purificada a un aislamiento usando
"aislamiento por lesidn simple".” EIl método de cultivo de hoja descripto en la seccién “1-1.
Multiplicacién de urediniosporas de roya” deberia ser usado para el aislamiento mono-

lesion.

Para la multiplicacion de esporas deben ser usadas variedades susceptibles para
mantener la composicién de razas en la poblacién de roya. Para el aislamiento mono-lesién
podrian ser usadas variedades resistentes, y el uso de variedades resistentes resulta en
aislamientos de roya con virulencia especifica a genes de resistencia (Rpp: Resistente a
Phakopsora pachyrhizi) o variedades resistentes.

(Protocolo)

1. Preparar los foliolos para cultivo de hojas siguiendo las etapas 1-4 en la seccién “1-1.
Multiplicacién de urediniosporas de roya.”

Suspender esporas (descongeladas o frescas) en solucion Tween® 0.04%.

3. Aplicar la suspension de esporas (aproximadamente 20 pL de 1 x 10* esporas/mL)
sobre la cara inferior de las hojas con un pequefio pedazo de papel de filtro usando
un par de pinzas (*1).

Colocar las cajas de Petri en un lugar oscuro a 21°C durante la noche (*2).

5. Transferir las cajas de Petri a una cdmara de crecimiento a 21°C and cultivar los
foliolos.

6. Cuando las lesiones aparecen sobre los foliolos inoculados (aproximadamente 7-10
dias) cortar el foliolo en segmentos (5 x5 mm ~) de modo que cada segmento tenga
una lesién simple (*3).

7. Ubicar cada segmento de hoja sobre papel (*4) estéril humedecido con agua
destilada (*5) en otra caja de Petri.

8. Incubar la caja de Petri en una cdmara de crecimiento hasta que el uredinio formado
en el segmento de la hoja eclosione y produzca esporas (aproximadamente 14-20
dias; imagen 5).

9. Transferir el segmento de la hoja con la lesién esporulante a microtubos de 2.0-mL
(*6).

10. Agregar 100 plL de Tween® 0.04% al microtubo.

11. Use un vortex brevemente para suspender las esporas, coloque la suspension
utilizando una micropipeta (100 pL suspension por hoja) sobre el envés de una hoja
de una variedad susceptible previamente frotada.



Manual de laboratorio para estudios sobre la resistencia a roya de la soja

12. Deparame homogeneamente la suspension utilizando un pedazo de papel de filtro
con una pinza.

13. Cosechar esporas frescas de las hojas infectadas del cultivo (de aproximadamente 2 -
4 semanas) (*7).

14. Repetir el proceso de multiplicacidon para preparar suficientes esporas para inocular
en los experimentos subsiguientes.

*1: Desparrame la gota de suspension utilizando un pedazo de papel de filtro agarrado con
una pinza (Figura lg)

*2: La_zlcgjas de Petri pueden ser cubiertas con papel de aluminio para mantener en
oscuridad.

*3: Las hojas deberan ser recortadas en segmentos, previo a que se desarrollen esporas,
para que no haya contaminacidn cruzada.

d*4: ParaI evitar la deshidratacidn de los segmentos de hoja recortados se utilizan 10 pedazos
e papel.

*5: Tambien se puede utilizar solusion 1/2,000 x Hyponex® o 40 ppm acido gibberellico.
*6: Pueden ser almacenados a -80°C.

;7: VIFr etapas 9-16 en la seccion “1-1. Multiplicacién de urediniosporas de roya” para mas
etalles.

Densidad deseable de lesioRes para
aislamiento mono-lesién

Inoculacion Apariencia de lesiones

Figura 1. Método para desparramar indculo y obtener densidad adecuada de lesiones de roya. Las
flechas rojas indican la direccién y el orden de pasada-Unica entre las nervaduras de la hoja.



Manual de laboratorio para estudios sobre la resistencia a roya de la soja

M8 Imagen 5: lesion esporulando
en un fragment de hoja
L — .
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(Requerimientos)

- Agua destilada
- Cajas de Petri
- Papel esterilizado (Kimwipe®, etc., cortar a un tamafio de 1.5 x 4.0 cm, autoclave)

- Solucion de Tween® 0.04% (10 mL de agua destilada + 4 uL de polyoxyethylene
sorbitan monolaurate; Tween 20, Promega; preparar una solucion fresca por vez)

- 40 ppm de 4cido giberélico o solucién 1/2,000x Hyponex®
- Papel de filtro
* Microtubos de 2.0-mL

- Pincel de pintura

- Contador (para contar niumero de esporas)
- Hemocitémetro

- Bisturi

+ Un par de pinzas

- Camaras de crecimiento [para cultivo de hojas; 21°C, 12-horas de fotoperiodo de luz,
aproximadamente 3,000 lux de ldmparas fluorescentes. En JIRCAS se usa Biotron
(Nippon Medical & Chemical Instruments Co.)

- Freezer a —80°C (o un tanque de nitrégeno liquido)

- Microscopio (estereoscopico)
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1-3. Inoculacion de soja con suspension de esporas

Para la inoculacién de soja deben ser usadas plantas sin ningln tipo de infeccion de
enfermedad. Para prevenir infeccion natural de roya y otras enfermedades de soja se
recomienda incubar las plantas de soja en camaras de crecimiento. También pueden ser
usados inverndculos libres de enfermedad. Sin embargo, las plantas en invernaculo podrian
ser afectadas por factores ambientales tales como densidad de fotones, longitud del dia,
temperatura, etc. Tanto la patogenicidad de la roya (seccién 1-4 “Evaluacién de

patogenicidad de roya”) como la resistencia a roya en genotipos de soja (seccion_1-5

“Resistencia a roya de genotipos de soja”) son evaluados usando el mismo protocolo.

Para evaluar patogenicidad de aislamientos de roya usamos un juego de variedades
diferenciales (Cuadro 1). Para prevenir variacidon fenotipica en las variedades las mismas
fueron multiplicadas a partir de descendencia de semilla Unica. Podemos comparar la
patogenicidad de aislamientos de roya usando el mismo juego de variedades y metodologia
de evaluacion. Este juego de variedades puede ser distribuido para uso en investigacion
segln el acuerdo de transferencia de materiales (MTA). Por favor evitar cualquier
contaminacién cuando multipliquen las semillas. En el 2016, nuestro consorcio para la
investigacion sobre la roya asiatica decidié reducir el numero de variedades diferenciales de
18* a 12, excluyendo las variedades que supuestamente llevan el mismo gen Rpp (alelo)**.

*El grupo anterior de variedades diferenciales consistié de

1: P1 200492 (Komata, Rpp1); 2: PI 368039 (Tainung 4, Rpp1); 3: P1 230970 (No. 3, Rpp2);

4: P1417125 (Kyushu 31, Rpp2); 5: P1 462312 (Ankur, Rpp3); 6: P1 459025 (Bing Nan, Rpp4);
7: PI 200526 (Shiranui, Rpp5); 8: P1 416764 (Akasaya, Rpp3); 9: P1 587855 (Jia Bai Jia, Rpp1-b);
10: PI 587880A (Huang Dou, Rpp1-b); 11: P1 587886 (Bai Dou, Rpp1);

12: P1 587905 (Xiao Huang Dou, Rpp1-b); 13: PI 594767A (Zhao Ping Hei Dou, Rpp1-b);

14: BRS154 (Susceptible); 15: TK5 (Taita Kaohsiung 5, Susceptible);

16: P1 548628 (Wayne, Susceptible); 17: PI 567102B (MARIF 2767, Rpp6);

18: No6-12-1 (Rpp2+Rpp4+Rpp5).

** Pl 587886 (RDV2) no fue excluida del nuevo grupo ya que puede tener un alelo Rppl
diferente al de Pl 200492 (RDV1) (Yamaoka et al. 2014). Pl 416764 (RDV5) tampoco fue
excluida ya que ésta puede tener otro gen flanqueando al gen Rpp3 de Pl 462312 (RDV4) u
otro alelo de resistencia Rpp3 (Hossain et al. 2015). Aunque dos variedades, Pl 587880A
(RDV9) and P1 594767A (RDV10) pueden portar el mismo gen Rppl-b, ambas estan incluidas en
el nuevo grupo ya que son materiales importantes pra el desarrollo de lineas casi-isogénicas y
lineas con Rpp-piramidados (Tabla 9).
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Cuadro 1. Variedades diferenciales de soja *

No. Genotipo Alternativa Rpp Origen P:\le(\)/ :een:ﬁlggg; Color de flor C(\)Il:i;:e pucbzlscreiiia Cr:)illg)or*(ie Se%?llg** coty(I::(lj(c))rn** Referencia

RDV1 Pl 200492 Komata Rpp1 Japon 1 2347g Morado*** _ Amarillo Amarillo Hartwig and Bromfield, 1983
RDV2 PI 587886 Bai Dou Rpp1 China 11 20.99g Morado Pardo Claro Blanco Pardo Claro Amarillo Amarillo Ray et al., 2009

RDV3 P1 230970 No. 3 Rpp2 Japdn 3  13.08g Morado Blanco Negro Hartwig and Bromfield, 1983
RDV4 Pl 462312 Ankur Rpp3 India 5 22.90g Blanco Blanco Amarillo Amarillo Hartwig and Bromfield, 1983
RDV5  Pl416764  Akasaya Rpp3 Japon 8 29.88g Morado g:crﬂfo PardoOscuro  Pardo Oscuro Amarillo Amarillo Hossain et al.,2015

RDV6  PI459025  Bing Nan Rpp4 China 6 24.75g Morado Pardo Claro Negro ’f,’:fd’(')"s‘; Amarillo  Hartwig, 1986

RDV7 PI1 200526 Shiranui Rpp5 Japdn 7  19.66g Morado Pardo Oscuro Amarillo Amarillo Garcia et al., 2008

RDV8 PI567102B  MARIF 2767 Rpp6 Indonesia 17 8.36g Morado Verde-Amarillento Amarillo Lietal.,, 2012

RDV9  PI587880A Huang Dou Rpp1-b China 10 21.36g Morado Amarillo Amarillo Ray et al., 2009

RDV10 PI594767A  Zhao Ping HeiDou  Rpp1-b China 13 13.46g Morado Negro Amarillo Hossain et al., 2015

RDV11 BRS154 - (Ninguno) Brasil 14 21.22g Blanco Pardo Claro Negro Amarillo Amarillo Akamatsu et al., 2013
RDV12 No6-12-1 - Rpp2,4,5 Japon 18 17.10g Morado Pardo Oscuro Amarillo Amarillo Yamanaka et al., 2013; 2015c

*Este grupo de variedades diferenciales se renové en 2016.

**Las semillas utilizadas para la caracterizacion se cultivaron en el campo experimental de JIRCAS en Tsukuba, Ibaraki Japan (E140.08, N36.05) en 2014 (Junio - Noviembre). Ver la imagen de las semillas
(imagen 6) en la siguiente pagina. El resto de las caracteristicas fenotipicas se evaluaron en el mismo campo en 2015.

***Aunque el gen Rppl de este diferencial se confirmd en poblaciones BCsF,, el color de flor en Pl 200492 es blanco, diferente al reportado en la base de datos del USDA (https://npgsweb.ars-
grin.gov/gringlobal/search.aspx).

****E| color de hilio de P1 200526 es negro en la base de datos del USDA (https://npgsweb.ars-grin.gov/gringlobal/search.aspx).
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o %10 15 2029 30 3%
F————+——— mm

0 5 1015 20 mp

RDV1 PI1200492 Komata RDV2 PI 587886 Bai Dou

RDV3 PI1230970 No.3 RDV4 P1462312 Ankur

RDV5 Pl416764 Akasaya RDV6 Pl 459025 Bing Nan

RDV7 PI 200526 Shiranui RDV8 PI567102B MARIF 2767

RDV9 PI 587880A Huang Dou RDV1D Pl 594767A Zhao Ping Hei Dou

RDV11 BRS154 = RDV12No6-12-1 -

Imagen 6: Semillas de
variedades diferenciales

Para la inoculacidn se utiliza la primera hoja trifoliada de plantas de soja en estado
de crecimiento V3-V4. Sin embargo debe tomarse en cuenta la observaciéon visual de la
madurez de las hojas debido a que el crecimiento y la madurez dependen de la variedad de
soja utilizada. En esta seccion se menciona el protocolo para la inoculacién. Por favor ver la
siguiente seccién: 1-3’ para el protocolo de inoculacién por el método de cultivo de hojas.
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(Protocolo)

1.
2.

10.

11.

12.

Sembrar las semillas en macetas con tierra (*1).

Hacer crecer tres plantas por variedad en una cdmara de crecimiento (24°C,
fotoperiodo de 14-hs de luz, y ldmparas fluorescentes de mas de 19,000 lux.
Inocular las plantas de soja cuando todos los materiales lleguen al estado de
crecimiento V3—-V4 (*2).

Frotar con agua destilada el envés de las hojas utilizando los dedos (la hoja
trifoliada mas baja), por un tiempo aproximado de 10 segundos por foliolo.
Suspender esporas [descongeladas (*2) o frescas] en una solucién de Tween® al
0.04%.

Diluir la suspension de esporas con la solucion de Tween® al 0.04% y ajustar la
concentration a 50,000 esporas/mL usando un hematocitémetro (*4).

Preparar la solucion del inéculo (*5).

Aplicar la suspension de esporas homogeneamente sobre la cara inferior de las
hojas usando un pincel de pintar.

Cubrir las plantas inoculadas con bolsas plasticas (para mantener alta humedad) y
colocarlas en un lugar oscuro a aproximadamente 24°C por 12 horas.

Usar la suspensién de esporas remanente para determinar el porcentaje de
germinacion de las esporas (ver el siguiente protocolo).

Transferir las plantas inoculadas a una cdmara de crecimiento a 24°C y dejarlas mas
de 13 dias.

Usar los foliolos infectados para la evaluacion 14 dias después de la inoculacién.

*1: En lugar de sembrar las semillas se pueden transplantar plantulas de una semana
crecidas en vermiculita (o cdmaras de germinacion).

*2: Aproximadamente 3 semanas después de la siembra de las semillas.

*3: Para descon%elar las esporas, incubar los microtubos con las esporas congeladas a —80°C
|

(o en nitrégeno

quido) en un bafio de agua a 39°C por 1 minuto.

*4: Esta concentracion es para esporas con moderada germinabilidad (60-80%)

*5: Aproximadamente 100 pL por foliolo.

(Protocolo para determinar germinacion de esporas)

1. Vertir aproximadamente 1.0 mL de 0.5% Agar gel (calentado para derretir) sobre
un portaobjetos de vidrio.

2. Agregar 15-20 uL de la suspension de esporas sobre el gel.

3. Colocar el portaobjetos de vidrio en una caja de Petri con un pedazo de papel
humedecido (imagen 7).

4. Colocar la caja de Petri en el mismo lugar donde fueron ubicadas las plantas
inoculadas (por ejemplo, la camara de crecimiento).

12
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5. Después de 4-12 horas, contar, bajo microscopio el nimero de esporas
germinadas y no germinadas (mds de 300 en total) (imagen 8).
6. Calcular el porentaje de germinacion de esporas.
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Esporas sin germinar

Imégen 8: Esporas germinadas
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(Requerimientos)

- Agua destilada

. Solucién de Tween 0.04% (10 mL de agua destilada + 4 pL de polyoxyethylene sorbitan
monolaurate; Tween 20, Promega; preparar una solucion fresca por vez)

- Agar gel 0,5% (100 mL de agua destilada + 0.5 g de agar, autoclave)

- Camara de crecimiento [para crecimiento de plantas; 24°C, fotoperiodo de 14-hs, y mas
de 19,000 lux con lamparas fluorescentes. En JIRCAS se usa Biotron (Nippon Medical &
Chemical Instruments Co.)

- Maceta (tamafio: approximadamente 1/10,000 a)
- Hematocitometro

* 5 Tubos Falcon de 50-mL

- Pincel de pintar

- Bolsas plasticas

- Portaobjetos

- Bafo de agua a 39°C

- Cajas de Petri (de vidrio o plasticas)

- Microscopio estereoscépico

- Contador (para contar el nimero de esporas)

13



Manual de laboratorio para estudios sobre la resistencia a roya de la soja

1-3’. Inoculacion de soja con suspension de esporas

(Por el método de hoja desprendida)

Como estda mencionado en la seccion 1-1, “método de hoja desprendida” el mismo es de

utilidad porque permite la inoculaciéon de multiples aislamientos de roya (poblaciones)
en una sola cdmara de crecimiento. Para este método es necesrio usar hojas sanas para
la inoculacién. Por favor tomar en cuenta las diferencias en las condiciones de
crecimiento para las plantas y para las hojas.

(Protocolo)

1. Llevar a cabo la inoculaciédn siguiendo las etapas 1-10 en la seccion “1-1.
Multiplicacién de urediniosporas de roya” usando las plantas que desea evaluar
para resistencia. (*1)

2. Transferir las cajas de Petri a una cdmara de crecimiento a 21°C y cultivar las hojas
por mas de 13 dias.

3. Humedecer el papel en las cajas de Petri con agua destilada (*2) aproximadamente
dos veces por semana y reemplazar el papel esterilizado cuando se requiera (*3).

4. Usar foliolos infectados para la evaluacion después de 14 dias de la inoculacién.
Para la evaluacion seguir las etapas menciondas en las secciones 1-4 o 1-5 (*4).

*1: Aunque cualquier hoja adulta se puede utilizar para la multiplicacion de esporas, para la
evaluacion de resistencia se recomienda inocular la hoja trifoliada y madura mas baJa

*2: En lugar de gua det|Iada puede ser usada una solucién Hyponex diluida 500 veces o 40
ppm de aC|do giberélico.

*3: Para evitar el colapso de esporas acumuladas el reemplazo de papel debe ser realizado
cuidadosamente.

*4: Los niveles criticos para NoU, %LU, and SL en los ensayos de hoja desprendida son
diferentes a aquellos realizados en pIantuIa

(Requerimientos)

- (Los mismos que en la seccidn 1-1)
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1-4. Evaluacion de la patogenicidad de la roya

Para la evaluacidn de la patogenicidad de los aislamientos de roya o de la poblacién (seccién
1-4) y de la resistencia de los genotipos de soja (seccién 1-5), clasificacion del “tipo de lesidon
(infeccion)” se usa cominmente la respuesta de la soja luego de la inoculacién. Sin embargo,
existen algunas diferencias observadas entre estas metodologias propuestas para evaluar.

El color de la lesion (LC) ha sido utilizado tradicionalmente para evaluar la resistencia
a la roya de la soja. Sin embargo, particularmente bajo condiciones de camara de
crecimiento, ha sido demostrado que LC no siempre es indicativo de resistencia (Yamanaka
et al., 2010). Nosotros utilizamos los siguientes cuatro caracteres de resistencia: Nivel de
esporulacién (SL), nimero de uredinia por lesién (NoU), frecuencia de lesiones con uredinia
(%LU), y frecuencia de uredinias abiertas (%0U). Tomando en cuenta el hecho de que estos
cuatro caracteres estan altamente correlacionados entre si (Yamanaka et al., 2010, 2011),
“SL” y “NoU” son usados principalmente para evaluar “la patogenicidad de los aislamientos
de roya” (Akamatsu et al., 2013; Yamaoka et al., 2014) y para evaluar la “resistencia de los
genotipos de roya” (Yamanaka et al., 2011).

(Protocolo)

1. 2 semanas luego de la inoculacién cuidadosamente desprenda los foliolos infectados
de la plantas.

2. Si el numero de muestras es bajo y se puede evaluar todo en un solo dia, comenzar
la evaluacion siguiendo el “ Paso 6.”

3. Por el contrario, si el nUmero de muestras es muy alto como para evaluar todo en un
solo dia, coloque los foliolos desprendidos en cajas de Petri con el envés de la hoja
mirando hacia arriba.

4. Asegurarse de que las cajas de Petri estén selladas (para proteger los foliolos de la

deshidratacion) y preservar a —-80°C (o -20°C) hasta su evaluacién.

Descongelar las muestras a temperatura ambiente antes de su evaluacidn.

Evaluar SL a ojo desnudo utilizando la escala de la Figura 2A.

Remover las esporas utilizando un pincel.

O N oW,

Contar NoU (tanto cerradas como abiertas) en 30 lesiones bajo el estereoscopio
(Figura 3).

9. Determinar la reaccion de las variedades diferenciales (Cuadro 1) de acuerdo al
criterio en el Cuadro 2.
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(A)

Ejemplo
Categoria ki 8
g Nulo Poco Moderado Abundante
Categoria Caracteristica
| No se observa esporulacion
0:Nulo ninguna bajo estereoscepic. Se
cbservan uredinia.
Se observa poca esporulacion.
Se observa esporulacién a ojo
1:Poco desnudo. Uredinia a veces
parecen cerradas en este nivel
de esporulacién.
Esporulacién moderada se
define como mas esporas gue
2-Moderado 1. Poco’ pt?ro menos gue ‘3
Abundante’. La variacién en la
esporulacion en esta categoria
es grande.
Se observa esporulacion
masiva. La columna de esporas
3:Abundante aveces se colapsa por la

propia produccién tan
abundante de esporas.

Figura 2. Escala para la evaluacién visual de SL (A) y para la evaluacién bajo microscopio (B)

16



Manual de laboratorio para estudios sobre la resistencia a roya de la soja

Figura 3. Ejemplo de como contar NoU. En esta lesion se observan seis uredinia abiertas (rojo) y una
cerrada (azul). El NoU y %0U son calculados como 7 y 85.7%, respectivamente.

Cuadro 2. Criterio de clasificacién para la reaccién de la roya en variedades diferenciales (Akamatsu
et al., 2013). Esta clasificacién fue aplicada para evaluar la patogenicidad de la poblacion de roya y
de los aislamientos. SL fue evaluado a ojo desnudo, y NoU fue calculado de 30 lesiones evaluadas

bajo estereoscopio.

Presencia de lesiones SL NoU* Tipo de reaccién del differencial
" - - Resistente (inmune)
+ Oorl x <1.5 Resistente
+ 20r3 x <1.5 Intermedia
+ Oorl 1.5< x Intermedia
+ 2or3 1.5 x Susceptible
* Para ensayos de hoja-desprendida, el valor de corte para NoU= 1.2 en vez de 1.5 (Yamanaka et al.
2013)
(Requerimientos)

- Freezer -80°C (0 -20°C)
- Pincel
- Cajas de Petri (vidrio o plastico)

- Estereoscopio
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1-5. Resistencia a roya en genotipos de soja

Para determinar el “grado de resistencia de los genotipos de soja,” el nimero de uredinia
por lesién (NoU), frecuencia de lesiones con uredinia (%LU), y grado de esporulacion (SL) en
lesiones de varios genotipos de soja (fuentes de resistencia, poblaciones de mapeo, o lineas
de mejoramiento) son evaluados bajo esteroscopio. Ademds de NoU, %LU, y SL [asi como
caracteres opcionales como color de lesion (LC) y frecuencia de uredinia abiertas (%0U)] son
valores numéricos. Asi, podrian usarse para quantitative trait locus (QTL) y otros analisis
estadisticos.

Los dos criterios descriptos en la seccion 1-4 y 1-5 son similares entre si. Si
comparamos el criterio aqui descripto con el de la seccion 1-4, vemos que niveles de
resistencia mds débiles tienden a ser considerados como “resistente,” pues identificar este
tipo de resistencia puede tener valor para genetistas o para fines de mejoramiento.

(Protocolo)

1. 2 semanas luego de la inoculacion cuidadosamente desprenda los foliolos infectados
de la plantas.

2. Si el numero de muestras es bajo y se puede evaluar todo en un solo dia, comenzar
la evaluacion siguiendo el “ Paso 6.”

3. Por el contrario, si el nUmero de muestras es muy alto como para evaluar todo en un
solo dia, coloque los foliolos desprendidos en cajas de Petri con el envés de la hoja
mirando hacia arriba.

4. Asegurarse de que las cajas de Petri estén selladas (para proteger los foliolos de la

deshidratacidon) y preservar a —-80°C (o -20°C) hasta su evaluacién.

Descongelar las muestras a temperatura ambiente antes de su evaluacién.

Evaluar el SL de 30 lesiones bajo estereoscopio utilizando la escala de la Figura 2B.

Remover las esporas de foliolos infectadas utilizando un pincel.

0 N o WU

Contar NoU y numero de uredinia abiertas (opcional, Figura 3) y evaluar LC (opcional,

Figura 4) en 30 lesiones bajo estereoscopio.

9. Entrar los datos en un hoja de calculo (vea ejemplo de hoja de célculo Microsoft
Office Excel® en Figura 5). %LU y %0U pueden ser calculados usando la funcién de
calculo.

10. Clasifique los valores fenotipicos NoU, %LU, y SL en “Resistente” o “Susceptible” de
acuerdo al criterio en el Cuadro 3.

11. Finalmente determine los genotipos de soja resistentes de acuerdo al criterio en el

Cuadro 4.
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Categoria  Color Caracteristica

La lesion mas oscura. Esta
clasificacién tambien incluye la
formacion imperfecta de lesiones
derivadas de una resistencia fuerte

Casitodas las lesiones gue
pertenecen a esta categora
producen de pocas a ninguna
espora.

Ambos genotipos resistentes y
susceptibles muestran este LC

Casitodas la lesiones que
corresponden a esta categoria
producen esporas pero genotipos
resistentes a veces (ejemplo
P1459025) muestra este color de
lesion

Abundante esporulacidn y gran
/— numero de uredinia se observan
usualmente en estas 2 categorias.

Figura 4. Seis tipo de categorias de color de lesion (LC) en lesions de roya de la soja. Las fotografias
fueron tomadas luego de la remosion de las uredionosporas para revelar claramente el color de la
lesion.

Materiales de

soja utilizados Datos numericos |nd|V|_duaIes para Fenotipo del matm_erlal calculado en
parala cada una de las 30 lesiones (LC, Total base a las 30 |esiones (LC,
evaluacion NoU, NoU abiertas, y SL) NoU, %LU, %0U, y SL})
|74 _ V
No. Genotype LC _,.'Gial Nol Open Nol SL NoL LC SD[ NoU sSD /40 %LU SL sD
1PI200492 5544555555 5235647534 5235647533 3333333333 30 49 04 49 ?':5[ 93.8% 100.0% 3.0 0.0
5555555545 5676566833 5676545733 3333333333 137
4555565555 3436635575 3336525475 3333333333 146
3PI230970 3333333333 5335713442 5335513342 3333333333 30 3.0 D.0| 37 1.8| 94.6% |100.0%‘ 3.0 00
3333333333 6532831645 6532831645 3333333333 106
3333333333 3555321242 3545321231 3333333333 112
4PI417126 5554444455 3422334222 3422232222 3332223332 3N 48 D.4| 29 1.3| 85.2% |1M.D%‘ 28 04
5555445555 5323234743 5223133723 3333333333 75
5555555555 3335112232 2135111222 3333233333 88
7 Shiranui 4444445544 1212112111 1212112111 11411311122 30 4.1 0.3| 16 o.7| 87.5%|1M.0%\ 156 07
4454444444 1141212112 0131112112 1211111131 42
4444444444 1222222321 1221212311 2221112223 43
13PM469025A 5544543322 1011101203 0011100102 2212121112 30 33 0.8| 16 1.1| 61.2%|83.3%\ 08 08
2443333333 3123203213 3101002013 2200111111 30
4333433333 2112023323 1101012313 1000000000 49

Figura 5. Ejemplo de hoja de calculo para evaluar los caracteristicas de la lesiones. El cuadro muestra

el fenotipo de cinco lesions.
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Cuadro 3. Criterio de clasificacién para evaluar fenotipos resistentes o
susceptible para los tres siguientes caracteres %LU, NoU, and SL. Estos valores
son calculados como promedio de 30 lesiones.

Caracter de resistencia Fenotipo resistente Fenotipo susceptible
%LU* 0.0< x<70.0 70.0< x £100.0
NoU* 0.0 x<2.0 2.0< %

SL* 0.0 x<2.0 2.0<x<3.0

* Para los experimentos de hoja-desprendida, los valores criticos de corte
son %LU=80.0, NoU=1.2, y SL=1.5 (Yamanaka et al. 2013)

Cuadro 4. Criterio de clasificacidon de resistencia a roya en genotipos de soja.

Categoria Criterio

Immune Sin lesiones

Lesiones con el fenotipo resistente para los tres

Altamente resistente caracteres y sin presencia de uredinia

Lesiones con el fenotipo resistente para los tres

Resistente caracteres y con presencia de uredinia
Susceptible Lesiones con fenotipo susceptible para los tres
P caracteres de resistencia
(Requerimientos)

- Freezer -80°C (0 -20°C)
- Pincel
- Cajas de Petri (vidrio o plastico)

- Estereoscopio
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1-6. Tolerancia a roya en genotipos de soja

La resistencia observada en las lesiones de roya es utilizada comunmente para evaluar
“patogenicidad de la poblacidon de roya o de aislamientos” y “resistancia de genotipos de

|M

soja.” Sin embargo, el “grado de amarillamiento de la hoja” e “indice de infeccién (IFl)”
fueron utilizados alguna vez para identificar genotipos de soja tolerantes a la roya de la soja
(Yamanaka et al., 2011; 2015b). Por lo tanto, para identificar candidatos para los programas
de mejoramiento la evaluacion de estos dos caracteres también se describe en el manual.

Si las caracteristicas de la lesion de resistencia no fueran a ser evaluados, el indice de
infeccién podria ser evaluado a menos de 2 semanas de la inoculacién, mientras que le
amarillamiento foliar se deberia evaluar luego de las 2 semanas de inoculacion
(aproximadamente 3 semanas después de la inoculacién) para observar diferencias claras
entre genotipos. No hay criterio de clasificacién establecido para estos dos caracteres

todavia, aunque algunas variedades claramente se diferencian de otras (imagen 9).

Lu Pi Dou BRS231

"

Imagen 9: Differencias de LY
para RAS en dos variedades

(Protocolo)

1. Cuidadosamente desprenda los foliolos infectados de plantas 1-3 semanas pos-
inoculacion (*1).

2. Si el numero de muestras es bajo y se puede evaluar todo en un solo dia, comenzar
la evaluacion siguiendo el “ Paso 6.”

3. Por el contrario, si el nUmero de muestras es muy alto como para evaluar todo en un
solo dia, coloque los foliolos desprendidos en cajas de Petri con el envés de la hoja
mirando hacia arriba.

4. Asegurarse de que las cajas de Petri estén selladas (para proteger los foliolos de la

deshidratacion) y preservar a —-80°C (o -20°C) hasta su evaluacién.

Descongelar las muestras a temperatura ambiente antes de su evaluacion.

Evaluar las lesiones utilizando la siguiente metodologia:

Evaluar el grado de amarillamiento usando la escala de la Figura 6.

O N oW

Medir el area (cm?) infectada en foliolo utilizando un escaner.
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9. Cubra el foliolo con una hoja plastica y cuente el nimero de lesions del foliolo

escaneado con un contador de colonias.
10. Calcule el indice de infeccidn con la siguiente formula:

e o A0%NoL
Indice de infeccién = LA-NGS

LA: area de foliolo (cm?).
NoL: numero de lesiones por foliolo individual.
NGS: nimero de esporas germinadas en 1 mL de una suspension de esporas..

*1: Los foliolos usados para la evaluacion de la secciones 1-4 y 1-5 pueden ser utilizados

también para evaluar tolerancia.

1 2 3 4 5 6 7

Nulo Detectable Muypoco Poco Moderado Mucho Completamente

Poco % X<l0% 10< X <25% 25< X <50% 50< X <100 %

Figura 6. Niveles estandares de amarillamiento foliar. El grado de amarillamiento demide
visualmente y se categoriza en siete clases a: Sin Amarillo, a 7: Completamente Amarillo. Un
estimativo del porcentaje de area de amarillamiento tambien aparece en la figura.

(Requerimientos)
- Freezer a -80°C (0 -20°C)
- Escaner (para indice de infeccidén; Area Meter AM200, ADC BioScientific Ltd.)
- Contador de colonias (para indice de infeccién; CC-1, AS ONE Corporation)
* Pincel
- Caja de Petri (vidrio o plastico)

- Estereoscopio
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1-7. Analisis de datos

Diferencias patogenicas (geograficas o estacional) entre poblaciones de roya pueden ser
estimadas usando andlisis de conglomerados (cluster) utilizando los datos obtenidos en la
secciones: 1-4 o 1-5. Si se usa el set de variedades diferenciales (Cuadro 1), se pueden
detector diferencias entre sus muestra(s) de roya y las muestras de América Latina
(Akamatsu et al., 2013; 2017; Garcia-Rodriguez et al., 2017; Silvina et al., 2019), Bangladesh
(Hossain and Yamanaka, 2018) y/o Japon (Yamaoka et al., 2014). El analisis de
conglomerado es apropiado par aver diferencias entre muestras de roya (grupos de
muestras), los analisis de Componentes Principales o de Teoria de Cuantificacién Ill son
apropiados para ver diversidad patogénica entre los grupos de muestras.

Aqui, el analisis de conglomerado usando R software (R Development Core Team,
2013) se introduce para ver diferencias patogénicas entre muestras de roya. Pero la
similitud entre genotipos de soja basados en la reaccién de la muestra de roya también se
puede analizar convirtiendo la categoria (Resistente/Intermedio/Susceptible) a nimeros
(0/1/2), otros valores numéricos como NoU o SL puede ser utilizados también para el
analisis.

(Protocolo)

1. Prepare los datos crudos en hoja de calculo Excel (imagen 10), salvar archivo con

(i

extension “.csv”. Aqui, “TEST.csv” (Datos de reaccion de 13 muestras de roya a 12
variedades) se salva en “disco, C:” en la PC.
Iniciar el programa “R” (imagen 11) (version 3.4.3 con archivos “pvclust” y “ca”)
3. Leer el archivo entrando con
> library(pvclust)
4. Leer los archivos de datos entrando con
> TEST <- read.csv("C:/TEST.csv", header=T, row.names=1)
5. Realizar analisis de cluster entrando con (*1)
> result<-pvclust(t(TEST), method.hclust="average", method.dist="euclidian", nboot=10000)
6. Output el dendrogram entrando con (image 11) (*2)

> plot(result)

*1: Condiciones: Método = UPGMA,; Distancia = euclidiana; Bootstrap resampling = 10,000
veces;

*2: au: “approximately unbiased” p-valor aproximado imparcial, pb: “bootstrap probability
value”, valor de probabilidad bootstrap.
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Imagen 10: ejemplo de archivo de datos

R version 3.4.3 (2017-11-30) —- "Kite-Eating Tree"
Copyright (C) 2017 The R Foundation for Statistical Computing

Platform: i386-wé4-mingw32/i386 (32-bit)

R is free software and comes with ABSOLUTELY NG WARRANTY.
You are welcome to redistribute it under certain conditionms.
Type 'license()' or 'licence()' for distribution details.

R is a collaborative project with many contributors.

Type 'contributors()' for more information and

Type 'a()' to quit R.
[Previously saved workspace restored]

> library (pvclust)
> library(ca)

Bootstrap (r
Bootstrap (r
Bootstrap (r
Bootstrap (r
Bootstrap (r
Bootstrap (r
Bootstrap (r
Bootstrap (r

0.5)... Done.
.58} ... Done.
.67) ... Done.
-75) ... Done.
.83) ... Done.
.0)... Done.
.08) ... Done.
.17} ... Done.

Bootstrap (r .25)... Done.

Bootstrap (r .33)... Done.

Warning messages:

1: In dist(t(x), method) : NAs introduced by coercion
2: inappropriate distance matrices are omitted in computation: r

> plot (result)
>

Cluster dendrogram with AU/BP values (%)

au bp

'citation()' on how to cite R or R packages in publications.

Type 'demo()*' for some demos, 'help()' for on-line help, or
'help.start()' for an HTML browser interface to help.

> TEST <- read.csv("C:/TEST.csv", header=T, row.names=1)
> result<-pvclust (t(TEST), method.hclust="average", method.dist="eu|

BRP-2.49

Distance: euclidean

Cluster method: average

Imagen 11: ejemplo de andlisis




Manual de laboratorio para estudios sobre la resistencia a roya de la soja

Capitulo 2

Analisis de marcadores de Secuencia simple repetida (SSR)

(Hacia la seleccidn asistida por marcadores para introducir Rpp genes)

2-1. Muestra de hoja

Para la extraccion de ADN es preferible utilizar hojas jévenes, sanas y sin amarillamiento. En
particular, hojas pequefas en desarrollo contienen mayor nimero de células por volumen
de tejido. Por lo tanto, una mayor cantidad de ADN puede ser extraido de ellas. De hecho, la
extraccion de ADN de tejido de hojas pequefias (uno o dos foliolos) en estadios iniciales de
crecimiento de soja provee una adecuada cantidad de ADN para el analisis utilizando
marcadores moleculares tales como secuencias simples repetidas (SSR). Dado que muchas
plantas retrocruzadas deben ser analizadas usando marcadores SSR antes de floracién
(Cregan et al., 1999), se recomienda el uso de hojas de plantas jovenes (en estadio V2) para
la extraccion de ADN.

(Protocolo)

Colectar foliolos jovenes sanos (*1).

Colocar el foliolo con un &rea de 4-8 cm? en un tubo de 2-mL (*2).
Colocar los tubos en hielo (*3) para transportar al laboratorio.
Adicionar tres “bolitas de albumina (*4)” en cada tubo.

Colocar los tubos en N3 liquido (*5).

Mezclar en vortex los tubos hasta convertir los foliolos en polvo.
Remover las “bolitas de albumina” de los tubos.

© No bk wh R

Preservar los tubos a -80°C hasta la extracciéon de ADN (*6).

*1: Podrian ser colectados foliolos de plantas en estadio V2.
*2: Foliolos mas grandes podrian ser cortados pero sin dafiarlos demasiado.

*3: Podrian dejarse por varias horas.
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*4: En lugar de bolitas de albumina, otros tipos de bolitas pueden ser usadas para romper el
tejido foliar.

*5: Después de este paso, nunca descongelar las muestras hasta la adicion de CTAB 1.5x.

*6: En su lugar, la preservacién a -20°C también es posible por pocos dias.

(Requerimientos)

* Microtubos de 2-mL (son recomendados aquellos de Eppendorf)

Bolitas de albumina (b5 mm; Ito Seisakusho Co., Ltd.; pueden ser usadas otras bolitas)

- Nitrégeno liquido (5 L para <200 muestras)

- Vortex
- Freezer a -80°C (0 -20°C)

- Guantes para manipular el nitrégeno liquido
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2-2. Extraccion de ADN

Para el analisis de marcadores SSR, una solucion de ADN de alta calidad no siempre es

necesaria. Si bien la extraccién de ADN acorde al método CTAB (Murray y Thompson, 1980)

es descripta en este manual, otros métodos incluyendo protocolos de extraccion mas

sencillos pueden ser usados para preparar muestras de ADN para el andlisis. Si el ADN es

extraido utilizando otros métodos diferentes al método CTAB descripto en este manual,

podria ocurrir una amplificacion inestable de productos de PCR, debido a la degradacion de

ADN vy el deterioro de la calidad del ADN extraido durante el almacenamiento.

(Protocolo)

20.
21.
22.
23.

Calentar CTAB 1.5x en un horno microondas.

Adicionar 1.0 mL de CTAB 1.5x a un tubo de 2.0 mL conteniendo la muestra freezada
a -80°C (*1).

Agitar en vortex brevemente la mezcla de CTAB y la muestra de hoja.

Colocar las muestras en un incubador o bafio de agua a 56°C por 15 minutos y
mezclar la solucién 2-3 veces.

Agitar en vortex la mezcla brevemente.

Centrifugar a 15,300 g por 10 minutos a temperatura ambiente (*2) (imagen 12).
Transferir el sobrenadante (800-900 pL) a tubos nuevos de 2-mL.

Adicionar 1.0 mL de CIAA (*3).

Agitar en vortex la mezcla brevemente.

. Colocar estd en un agitador orbital o “shaker” por 15 minutos

. Centrifugar a 15,300 g por 10 minutos a temperatura ambiente (imagen 13).

. Transferir el sobrenadante a tubos nuevos de 2.0 mL usando tips cortados (*4).

. Adicionar 1,200 pL de Tampdn de precipitacién CTAB al sobrenadante.

. Mezclar la solucién (*5).

. Centrifugar a 15,300 g por 10 minutos a temperatura ambiente (*6).

. Descartar el sobrenadante.

. Adicionar 100 pL de NaCl 1 My 0.1 uL de ARNasa (*7).

. Mezclar, agitar en vortex, y girar para decantar.

. Colocar las muestras en un incubador o bafio de agua a 37°C y agitar la solucién

hasta que el precipitado (PPT) esté completamente disuelto en la solucién de NaCl.
Girar para decantar.

Adicionar 200 uL de etanol 99.5% almacenado a -20°C.

Mezclar la solucidn (*8).

Centrifugar a 15,300 g por 10 minutos a temperatura ambiente (imagen 14).
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24. Descartar el sobrenadante.

25. Escurrir el sobrenadante invirtiendo los tubos sobre un papel.

26. Adicionar 50-100 pL de TE 10% (*9).

27. Mezclar la solucidon hasta que el PPT esté completamente disuelto en TE 10%.

28. Mantener las muestras a 4°C para almacenaje de corto plazo (por unas pocas
semanas) o a -20°C para almacenaje de largo plazo.

Imagen 12: Paso 6

*1: No descongelar la muestra antes de adicionar el CTAB 1.5X.

*2: En el caso de un rotor Eppendorf, F45-30-11, la centrifugacién deberia ser realizada a
15,300 g 0 12,000 rpm.

*3: Una campana de extraccion quimica deberia ser usada por seguridad.
*4: No pipetear la capa blanca del medio.

*5: Algunas veces aparece el PPT. En este paso, es posible suspender la extraccion
almacenando la solucion por un dia a 4°C.

*6: Un PPT de ADN blancuzco podria ser observado; sin embargo, este no siempre es visible.

*7: Preparar una mezcla de NaCl y ARNasa con antelacion. En este paso, es posible
suspender el proceso de extraccion de ADN almacenando la muestra a 4°C por 1 dia.

*8: En este paso debe observarse un PPT blancuzco de ADN. Es(js,osible suspender la
extraccidn en este paso almacenando la muestra a -20°C por 1 dia.

*9: El volumen del Tampon TE podria ser cambiado dependiendo del tamafio del PPT (Mds
Tampon es necesario para PPT mads grandes).

(Requerimientos)

* Tampon CTAB 1.5x (7.5 g de CTAB + 30.7125 g de NaCl + 37.5 mLde Tris 1 M + 15 mL
de EDTA 0.5 M para 500 mL, autoclave)

* CIAA (24:1, 500 mL de cloroformo + 20.83 mL de alcohol isoamilico)

- Tampon de precipitacion CTAB (10 g de CTAB + 50 mL de Tris-HCI 1 M + 20 mL de EDTA
0.5 M para 1L, autoclave)

- NaCl 1 M (5.844 g de NaCl para 100 mL, autoclave)

- ARNasa (ribonucleasa A, 10 mg/mL)
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- Etanol 99.5% (almacenado a -20°C)
* Tampon TE 10% (10 mL de Tampdn TE + 90 mL de H,0d, autoclave)

- Tris-HCl 1.0 M (pH = 8.0) (disolver 60.55 g de Tris-HCl en 350 mL de H,Od, ajustar el
pH a 8.0 con HCI, completar el volumen hasta 500 mL adicionando H20d, autoclave)

- EDTA 0.5 M (pH = 8.0) (disolver 55.83 g de EDTA en 180 mL de H,0d, ajustar el pH a
8.0 con NaOH 10 N, completar el volumen hasta 300 mL adicionando H,0d, autoclave)

* Tampon TE (5 mL de Tris-HCl 1 M + 1 mL de EDTA 0.5 M para 500 mL, autoclave)
* HClI (para ajustar pH, HCI 50% es mas facil de manejar)

- NaOH 10 N [para ajustar pH, 100 g de NaOH+ 60 mL de H20d (autoclavada); completar
el volumen hasta 250 mL adicionando H,0d]

* Microtubos (2 mL, 1.5 mL)

* Microondas

- Incubador a 56°C o Bafio de agua (con agitador)
- Vortex

- Centrifuga (para microtubos de 2.0-y 1.5-mL)

- Campana quimica (para uso de cloroformo)

- Agitador orbital

- Freezer a -20°Cy -80°C

- Refrigerador a 4°C
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2-3. Ajuste de la concentracion de ADN

Un espectrofotometro (tal como NanoDrop, Thermo Fisher Scientific Inc.) es deseable para
una medida exacta y eficiente. Para el analisis de marcadores SSR, no siempre es necesario
el ajuste exacto de la concentracion de ADN. En su lugar, la concentracién de ADN puede ser
estimada usando electroforesis en gel de agarosa. Ademads, una persona entrenada puede
pasar por alto el proceso de diluir el ADN extraido si la cantidad de ADN extraida puede ser
estimada en base a su experiencia. Se debe tener en cuenta que para la PCR no es deseable
utilizar ni grandes, ni pequefias cantidades de templado de ADN. Asimismo se debe prestar
atencion a la contaminacidon con bromuro de etidio (EtBr). Si se prefieren colorantes inocuos
como el “GelRed™” (Biotium, Inc.), consulte la seccién "2-5. Electroforesis en gel de

acrilamida" para mas detalles.

(Protocolo)

1. Preparar un del de agarosa al 0.8% y el Tampdn de electroforesis para sistema
Mupid usando TBE 0.5x.

2. Preparar una solucién de carga o “loading” (3 uL de solucion de DNA + 1 uL de
tampdén de carga o “loading”, ver Tabla 5; confirmar que el PPT DNA este
completamente disuelto).

3. Cargar la solucién en los pocillos del gel. (Ej. Calle 1: referencia 10 ng/uL; Calle 2:

referencia 20 ng/uL; Calle 3: referencia 50 ng/uL; Calle 4: referencia 100 ng/uL;

Calle 5: muestra de ADN extraido con dilucion 20x).

Realizar la electroforesis a 100 V por 20 minutos.

Teiiir el gel con solucién de EtBr por 10 minutos.

Visualizar las bandas de ADN bajo transiluminador UV.

Fotografiar el gel (si el gel estd muy tefiido, colocarlo en H20d por 10 minutos).

© N o ok

Determinar la concentracién aproximada en comparacion con el ADN de Referencia
(Si la sefial de la muestra es igual al ADN de Referencia 50 ng/uL, la concentracion
de la muestra de ADN es 50 ng/uL x 20, lo cual es equivalente a 1,000 ng/uL; ver
Figura 7).

9. Preparar 100 pL de solucién de ADN 50 ng/uL para cada muestra.
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Tabla 5. Ejemplo de preparacion de soluciones de ADN para chequeo.

Calle Patrones y muestras Preparacion de soluciones para chequeo

1 Referencia 10 ng/pL * 3 pL de Solucién de ADN de referencia 10 ng/uL + colorante de carga 10x
2 Referencia 20 ng/pL * 3 uL de Solucién de ADN de referencia 20 ng/pL + colorante de carga 10x
3 Referencia 50 ng/uL * 3 L de Solucién de ADN de referencia 50 ng/uL + colorante de carga 10x
4 Referencia 100 ng/pL * 3 uL de Solucién de ADN de referencia 100 ng/pL + colorante de carga 10x
5 Solucién de ADN extraido** 3 pL de Solucién de ADN extraido diluido a 20x con TE 10%

*Todas las soluciones de ADN de referencia son preparadas desde una solucidn 100 ng/uL por dilucién serial.

**La concentracion de ADN extraido generalmente se ubica en el rango de 400 a 2,000 ng/uL.

Figura 7. Imagen del gel de las muestras de ADN de
referencia estandar y del ADN extraido. Comparado
con los ADN’s de referencia, el nuevo ADN extraido
puede ser similar al de la calle 3. 50ng/uL, y por lo
tanto, estimado como 50ng/uL X 20= 1000ng/uL

(Requirementos)

* Tampon TBE 0.5x (dilucion 20x de TBE 10x usando H,0d)
- Agarosa (para electroforesis)
- Solucién EtBr (15 pL de 10 mg/mL solucién EtBr en 300 mL de H.Od autoclavada; en

lugar de EtBr, se recomienda el uso de sustancias quimicas menos daiiinas, tal como
GelRed™)

- Solucion de carga o Loading (10x) [0.25% azul de bromofenol + 0.25% xilencianol +
40% (p/v) sacarosa, autoclave]

- Solucién de ADN de Referencia (10, 20, 50, y 100 ng/uL) (ADN A /ADN gendmico de
soja cuya concentracion se ha ajustado exactamente de antemano)

* TBE 10x (54 g de Tris + 55 g de 4cido bérico + 20 mL de EDTA 0.5 M por 500 mL,
autoclave)

- Sistema Mupid® (Advance Co. Ltd.)
- Transiluminador UV

- Camara (con filtro para UV)
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2-4. PCR (para marcadores SSR)

En lugar de “Quick Tag® HS DyeMix” (Toyobo Co., Ltd.) utilizada en este manual, varias Taq

polimerasas pueden ser usadas para la amplificacidon de SSR. Sin embargo, en caso de que se

utilicen otras Taq polimerasas, las condiciones (composicion de reactivos de PCR, condicién

térmica de PCR, etc.) también necesitarian ser cambiadas para evitar bandas poco claras

gue pudieran producirse debido a la amplificacién inespecifica o baja eficiencia de

amplificacién especifica. Las secuencias de todos los cebadores o “primers” SSR de soja

nombrados en este manual estdn disponibles en SoyBase (Grant et al., 2010).

(Protocolo)

1.

AN A

N

Preparar, en hielo, la siguiente mezcla para la reaccidon de PCR (Tabla 6) para cada
marcador SSR.

Tabla 6. Composicion de los reactivos para PCR

Reactivos de PCR Para una reaccion Para 17 reacciones
H,Od 3uL 51 uL

Quick Tag® HS DyeMix 2x 5uL 85 uL
primers 5 uM (forward + reverse) 1puL 17 uL

ADN 50 ng/pL 1L -

Total 10 pL 9uLx17*

*Si 14 plantas BCiF1 necesitan ser chequeadas, debe ser preparada una solucién maestra
(“master mix”) para un total de 17 reacciones (14 BC:F1 + dos padres + una adicional para
reserva).

Adicionar 9 pL de la mezcla a microtubos de 0.25-mL, placas para PCR de 96 o 384
pocillos.

Adicionar 1 pL de solucion de ADN 50 ng/pL.

Sellar o tapar los microtubos.

Mezclar la solucién y girar para decantar los tubos.

Colocar en el ciclador térmico e iniciar la reaccion usando las condiciones descriptas
enlaTabla 7.

Sacar las muestras de PCR del ciclador térmico.

Girar para decantar los tubos, adicionar 1 yL del colorante de carga 10x, mezclar
bien, y girar para decantar los tubos nuevamente. (*1)

Usar los productos de PCR para electroforesis o preservar a -20°C por unos pocos
dias hasta la electroforesis.

*1: Aunque la solucién " Quick Tag® HS DyeMix” contiene el colorante de carga, la adicion
de colorante de carga 10 x para los productos de PCR facilitara la carga de las muestras de
PCR en los pocillos del gel.
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Tabla 7. Condiciones térmicas para PCR

Pasos Temperatura Tiempo
1. Precalentamiento, desnaturalizacidn 96°C 2 min
2. Desnaturalizacion 94°C 1 min
3. Hibridacién 48°C 1 min
4. Extension 68°C 1 min
5. Repetir 32 veces los pasos 2—4

6. Conservacion 10°C/4°C -¥

*Hasta quitar los productos de la maquina.

(Requerimientos)

- H20d Autoclavada (usar solo para PCR)
* Quick Taq® HS DyeMix 2x (Toyobo Co., Ltd., conservada a -20°C)

* Primers o Cebadores (solucién de trabajo conteniendo 5 uM de primers de avance o
“forward” y 5 uM de primers de retroceso o “reverse”, cada uno preparado a partir de
100 uM de solucidén stock de primers forward y 100 uM de solucidn stock de primers
reverse y Tampon TE)

- Solucién de ADN 50 ng/uL [muestras de prueba, padres, y una planta heterocigota

(F1)]
* Microtubos de 1.5-mL (para la soluciéon maestra)

- Microtubos de 0.25-mL /placas de 96- (384) pocillos (para reaccidn de PCR, junto con
las tapas o sellos)

- Colorante de carga (10x) [0.25% de azul de bromofenol + 0.25% de xylencianol + 40%
(p/v) sacarosa, autoclavar]

- Ciclador térmico para 96 pocillos o 384 pocillos.
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2-5. Electroforesis en gel de acrilamida

Aqui, describimos una unidad de electroforesis de placas de gel de acrilamida de 16-cm?
(Nihon Eido, Co.). En JIRCAS, son utilizadas dos unidades de electroforesis con cuatro geles
(NA-1114) y seis geles (NA-1116) (Yamanaka et al., 2006, 2007a, 2007b) (imagen 15). Estas
unidades son también utilizadas en Embrapa-Soja (Brazil), Nikkei-Cetapar (Paraguay), IPTA
(Paraguay), INTA (Argentina), INIA (Uruguay) y BSMRAU (Bangladesh).

En lugar de bromuro de etidio (EtBr), se recomienda el uso de sustancias quimicas
menos dafiinas como GelRed™ (Biotium, Inc.) para la tincion del gel, pese a que el EtBr sea
uno de los quimicos mds rentables para este propdsito. Este manual proporciona protocolos
utilizados en JIRCAS para EtBr y también para GelRed™. El sistema de deteccién (para
visualizar las bandas de productos de PCR) empleado para GelRed™ es el mismo que el
utilizado para EtBr. Si se utiliza otro productos de tinciéon que no sea EtBr / GelRed™, se
debe comprobar si el sistema de deteccién es apropiado.

Para la visualizacion de productos amplificados, pueden ser utilizados varios

escaneres de geles. Dichos
escaneres son Utiles para
fotografias multiples geles (hasta
9 geles) con una alta calidad de
imagen. En JIRCAS, son usados

S ——

“Typhoon 9410 (GE Healthcare)” B occh NA-1116 (iquierda) y NA-1114 (derecha)

y “Pharos FX™ (Bio-Rad).”

(Protocolo)

1. Limpie las placas de vidrio y peines con etanol al 99,5%.
Montar las placas de vidrio con las tiras de silicona y clips.
Prepare la solucion para el gel de corrida o “running gel” utilizando un matraz cénico
con un agitador (ver Tabla 8).

4. Verter la solucion de gel de corrida (aproximadamente 16 ml por unidad) entre un
par de placas de vidrio.

5. Verter H20d sobre la solucion de gel de corrida hasta cubrirlo, para iniciar la
polimerizacién del gel.

6. Luego de completada la polimerizacion, remover el agua usando papel de filtro.

III

7. Preparar la solucién de gel de apilamiento o “stacking gel” usando tubo Falcon® de
50-mL (o 15-mL) (ver Tabla 8).

8. Verter la solucion de gel de apilamiento (aproximadamente 3 mL por unidad) entre
el par de placas de vidrio.

9. Insertar los peines entre las placas de vidrio.
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10.

11.

12.
13.
14.
15.
16.

17.
18.
19.
20.
21.

Luego de completada la polimerizacién, quitar los peines del gel bajo agua corriente
(*1).

Lavar los pocillos con agua utilizando una jeringa hipodérmica para remover
cualquier excedente liquido del gel de apilamiento (*2).

Retirar las tiras de silicona y los clips.

Preparar la unidad de electroforesis y verter el tampdn Tris-glicina en la unidad (* 3).
Cargar los productos de PCR y el marcador de peso molecular en los pocillos (*4).
Iniciar la electroforesis (*5).

Parar la electroforesis 0—-30 min después que la banda de xilencianol haya migrado
fuera del gel.

Quitar los geles de las placas de vidrio (*6).

Teiiir el gel con solucién de EtBr (10 uL/200 mL H,0d) por 10 min (*7).

Visualizar las bandas de ADN bajo un transiluminador UV.

Fotografiar el gel.

Asignar genotipos a las plantas de soja.

Tabla 8. Composicidn de los geles de corrida y apilamiento.

Gel de corrida Para 1 gel 2 3 4 5 6

Solucién stock de acrilamida 30 10.0 mL 20.0 mL 30.0 mL 40.1 mL 50.1 mL 60.1 mL
H,Od 3.7 mL 7.4 mL 11.1 mL 14.9 mL 18.6 mL 223 mL
Tris-HCI 1.5 M (pH 8.8) 4.7 mL 9.5 mL 14.2 mL 18.9 mL 23.6 mL 28.4 mL
APS 10% 71.8 uL 143.6 uL 215.3 pL 287.1 pL 358.9 pL 430.7 pL
TEMED 17.8 pL 35.6 pL 53.3 pL 71.1 pL 88.9 pL 106.7 pL
Total 18.5 mL 37.1 mL 55.6 mL 74.2 mL 92.7 mL 111.2 mL
Gel de apilamiento Paral gel 2 3 4 5 6

Solucidn stock de acrilamida 30 0.7 mL 1.4 mL 2.0 mL 2.7 mL 3.4 mL 4.1 mL
H,Od 23 mL 4.6 mL 6.9 mL 9.2 mL 11.5 mL 13.8 mL
Tris-HCI 0.5 M (pH 6.8) 1.1 mL 2.2 mL 3.2 mL 4.3 mL 5.4 mL 6.5 mL
APS 10% 33.8 pL 67.5 pL 101.3 pL 135.0 pL 168.8 pL 202.5 pL
TEMED 4.5 pL 9.0 puL 13.5 pL 18.0 pL 22.5 pL 27.0 pL
Total 4.1 mL 8.2 mL 123 mL 16.4 mL 20.4 mL 24.5 mL

* 1: Retirar los peines tan pronto como detecte la formacidn del pocillo.

* 2: Eliminar totalmente cualquier excedente de la solucion de gel de apilamiento.

* 3: El tampdn de corrida puede ser utilizado varias veces (por lo general una o dos veces);
sin embargo, el uso multiple prolonga la duracién de la electroforesis.

* 4: Los marcadores peso molecular se utilizan como referencia para calcular los tamafios de
las bandas polimdrficas en la seleccion asistida por marcadores y para identificar cualquier
problema en la electroforesis en caso de que no se observen bandas nitidas.
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* 5: Realizar la electroforesis a 300 V durante aproximadamente 5-6 h. También es posible
realizar la electroforesis durante la noche a un voltaje menor (50-60 V). Para la
electroforesis nocturna, el voltaje podria ser establecido al principio a 300V por 15 min,
luego cambiado a 50-60 V durante la noche y vuelto a cambiar a 300V en la mafana hasta
completar la electoforesis.

* 6: Confirmar la direccion del gel (el frente y |la parte posterior, y los lados derecho e
izquierdo)

* 7: Para el sistema "GelRed™", consulte el siguiente protocolo adicional:

(Protocolo para el sistema de tinciéon GelRed™)

Preparacion de la solucién de tincién "GelRed™"

1. Mezclar 67,5 pl de GelRed™ en 450 ml de H,0 destilada.

2. Use esta solucidn aproximadamente siete veces para tres a seis geles (para Pharos
FX™),

3. Si la sefial del pocillo no puede ser vista, aumentar la concentracién GelRed™ o
disminuir el nimero de veces que se utiliza la solucion.

Protocolo

1. Trasladar los geles a la solucidn de tinciéon GelRed™

2. Agitar suavemente en un agitador durante 1 hora a temperatura ambiente.

3. Transferir los geles a H,Od para su escaneo.

4. Escanear los geles utilizando un escédner (Typhoon o Pharos FX™) o fotografiar
bajo un transiluminador UV.

(Requerimientos)

* Tris-HCI 1.5 M (pH = 8.8) (disolver 90.825 g de Tris-HCl en 400 mL de H,Od, ajustar el
pH a 8.8 con HCI, completar el volumen a 500 mL por adiciéon de H,Od, autoclavar)

* Tris-HCl 0.5 M (pH = 6.8) (disolver 30.275 g de Tris-HCl in 400 mL de H,Od, ajustar el
pH a 6.8 con HCl, completar el volumen a 500 mL por adicién de H,Od, autoclavar)

- Solucion stock de acrilamida 30% (disolver 150 g de mondmero de acrilamida + 4 g de
N,N’-metilenobisacrilamida en 500 mL de H,0d, filtrar a través de un filtro 0.4-0.8-um,
conservar a 4°C)

+ H20d autoclavada (para dilucién, 500 mL, autoclave)

- APS 10% (peroxidisulfato de amonio, disolver 100 mg en 1 mL de H,Od autoclavada,
conservar a -20°C después de la preparacion)

- TEMED (N,N,N,N-tetrametil etilenodiamina, 4°C)

+ Tampon Tris-glicina (preparar una dilucidon 1x a partir de la solucién de Tris-glicina 10x
por adicidn de H,0d
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- Marcador de Peso molecular o “ladder” (para marcadores SSR, es usado un marcador
de tamafio —escalonado- de 20-bp/marcador digerido PhiX-Haelll) (ver imagen para
chequear el patrén y tamafio de bandas en gel de acrilamida)

[ Imagen: Bandas de marcadores de tamafio de ADN || g = S
@ @ i~ ~m ~ ==
s i =+
I 3 RS 7 |® 2 &
Phix Hae Il digest ] ] ] l ' l
100 bp Iaddm !l
20bp ladder & i SRER IS ll " ‘ .
§ 3 RET AR -8

- Solucién EtBr (15 uL/300 mL de H,0d autoclavada, 4°C)/ Solucién GelRed™ (a
temperatura ambiente)

- Etanol 99.5% (para limpieza de las placas de vidrio)

- Tris-glicina 10x (30.3 g de Tris + 144.1 g de glicina para 1 L, autoclavar)

- Unidad de electroforesis en gel de acrilamida (Nihon Eido Co., NA-1114 o NA-1116)
- Agitador magnético

- Pipeta de medicidn / cilindro graduado (para medir la solucién de gel)

- Frasco cénico

- Papel de filtro (cortado en trozos pequefios)

- Jeringa hipodérmica

- Suministro de energia eléctrica

- Espatula (para el pesaje de cantidades pequeiias de reactivos en polvo y para la
separacion del gel de las placas de vidrio)

- Transiluminador UV / escéaner de gel

- Camara fotografica (con filtro para UV)
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2-6. Analisis de datos

Para determinar si las plantas retrocruzadas llevan los alelos de resistencia especificos para
Rpp, considerando la recombinacidn entre los marcadores SSR y el Rpp, se deben
seleccionar los dos marcadores polimdrficos mas cercanos que flanqueen el Rpp. Cuando
una variedad recurrente se cruza con F1 (o plantas retrocruzadas), una proporcién de 1: 1
indica que la progenie es homocigota o heterocigota para el alelo del padre recurrente.

La Figura 8 muestra un ejemplo de seleccién asistida por marcadores (MAS) en
plantas BCiF1. Si las plantas BCiF1 que son heterocigotas para un marcador de SSR que
flanquea la localizacion gendmica de Rpp4 son también heterocigéticas para el otro
marcador que flanquea la localizacion gendmica opuesta del mismo gen (Silva et al, 2008;
Garcia et al.,, 2008; Yamanaka et al, 2008; Lemos et al, 2011), la progenie podria ser
considerada como portadora del alelo de resistencia del gen de resistencia en un estado
heterocigoto y podria ser utilizado para el siguiente retrocruzamiento. Actualmente estan
disponibles materiales de soja resistentes para MAS incluidas lineas con Rpp apilados o
piramidados (Tabla 9) y variedades portadoras de cada uno de los Rpp1-6 (Tabla 10).

Como referencia, en las Figuras 9 a-d se muestran los mapas de ligamiento genético
alrededor de las regiones Rpp. Los mapas ayudaran en la seleccidn de marcadores SSR para
su material genético a mejorar. Tabla 11 lista los marcadores que nuestro grupos trabaja
para hacer MAS. Estos marcadores fueron seleccionados basado en mapas (Figures 9 a-d).

Figura 8. Imagen en gel de los
productos de PCR para el marcador SSR
Satt288 ligado a Rpp4. El padre no
recurrente, “No6-12F;-1” es portador
del alelo de resistencia de Rpp4, pero el
parental recurrente “Aurora” no lo
posee. De las 4 plantas BC1F1, la BC1F1
(1) y (4) son heterocigotas para el locus
Satt288 pero (2) y (3) son homocigotas
%1 23 :; ;r‘ ’ para el padre recurrente.

ree 1

Hd““hﬂ

“ l Banda de PCR derivada de “Aurora”

“ ¥ . B ]
8 z( M Banda de PCR derivada de “No6-12F;-1”

W W W
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Tabla 9. Lineas con genes Rpp-piramidados desarrolladas por JIRCAS hasta el 2019°.
Todas las lineas listadas aqui son consideradas como linea pura, pues alcanzaron la
generacién de Fs por SSD.

Nombre Rpp Parental femenino Parental masculino
Dos genes

Mo84-6 Rpp1 + Rpp2 PI1 200492 An76-1
Py4-4-12-3 Rpp1 + Rpp3 Mo84-6 Hyuuga
Mo83-7 Rpp1 + Rpp4 PI1 200492 An76-1
Py7-1-82 Rpp1-b + Rpp2 PI587880A Nol12-1-A
Py5-2-24-13 Rpp1-b + Rpp4 No6-12-B PI587880A
Py7-1-47 Rpp1-b + Rpp5 PI587880A No12-1-A
Oy7-5-9 Rpp2 + Rpp3 An76-1 Hyuuga
An76-1 Rpp2 + Rpp4 BRS 184 x P1 230970 BRS 184 x Pl 459025
Nol12-1-A Rpp2 + Rpp5 An76-1 Kinoshita
Oy15-3 Rpp3 + Rpp4 An76-1 Hyuuga
Py8-1-15-11 Rpp3 + Rpp5 Nol12-1-A Hyuuga
No6-12-B Rpp4 + Rpp5 An76-1 Kinoshita
Tres genes

Py4-4-5 Rpp1 + Rpp2 + Rpp3 Mo84-6 Hyuuga
Mo42-1 Rpp1 + Rpp2 + Rpp4 PI1 200492 An76-1
Py7-1-8-5 Rpp1-b + Rpp2 + Rpp5 PI587880A No12-1-A
Py5-2-31-3 Rpp1-b + Rpp4 + Rpp5 No6-12-B PI587880A
Oy49-4 Rpp2 + Rpp3 + Rpp4 An76-1 Hyuuga
Py8-1-15-6 Rpp2 + Rpp3 + Rpp5 No12-1-A Hyuuga
No6-12-1 Rpp2 + Rpp4 + Rpp5 An76-1 Kinoshita
Py6-1-17 Rpp3+ Rpp4 + Rpp5 Hyuuga No6-12-B
Cuatro genes

Py1-1-45 Rpp1 + Rpp2 + Rpp3 + Rppd  Mo42-1 Oy49-4
Py2-3-39 Rpp1 + Rpp2 + Rpp4 + Rpp5  No6-12-1 Mo42-1
Py3-1-31 Rpp2 + Rpp3 + Rpp4 + Rpp5  Oy49-4 No6-12-1

@ Estos lineas con Rpp-piramidados puedes ser distribuidas para uso de investigaciéon con
un acuerdo Material Transfer Agreement (MTA) asi como también el set de variedades
diferenciales mostradas en la Tabla 1.
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Tabla 10. Variedades Resistentes a RAS

Nombre de la linea NumerodePl Rpp? Origen  No. Dif.? Referencia

Komata P1200492 © Rpp1 Japén RDV1 Hyten et al. (2007)

Bai Dou PI 587886 Rpp1 China RDV2 Ray et al. (2009)

Xiao Jin Huang (No asignado)  Rppl China - Yamanaka et al. (2015)
Himeshirazu P1 594177 Rpp1 Japdn - Yamanaka et al. (2015)
Jia Bai Jia P1 587855 Rpp1-b China - Yamanaka et al. (2016)
Huang Dou PI 587880A Rppl1-b [?] China RDV9 Ray et al. (2009)

Xiao Huang Dou PI 587905 Rppl1-b [?] China - Hossain et al. (2014)
Zhao Ping Hei Dou PI 594767A Rppl1-b [?] China RDV10 Hossain et al. (2014)
Min Hou Bai Sha Wan Dou PI594538A Rppl1-b China - Chakraborty et al. (2009)
Gou Jiao Huang Dou P1 5947608 Rpp1, rppl China - Garcia et al. (2011)

Jin Yun Dou PI 561356 Rpp1 China - Kim et al. (2012)

No. 3 P1 230970 ¢ Rpp2 Japdn RDV3 Silva et al. (2008)
Hougyoku P1 224270 rpp2 Japon - Garcia et al. (2008)
lyodaizu B (No asignado) ¢ Rpp2 Japdn - Yamanaka et al. (2015)
Ankur Pl 462312 Rpp3 India RDV4 Hyten et al. (2009)
Akasaya Pl 416764 Rpp3 Japdn RDV5 Hossain et al. (2014)
Hyuuga f PI 506764 Rpp3 8 Japon - Monteiros et al. (2007)
FT-2" Pl 628932 Rpp3 Brasil - Brogin et al. (2005)
MARIF 2740 P1567099A Rpp3' Indonesia - Ray et al. (2011)

Bing Nan Pl 459025 Rpp4 China RDV6 Silva et al. (2008)
Takema P1 423972 Rpp4-b Japdn - King et al. (2017)
Shiranui PI1 200526 Rpp5 Japdn RDV7 Garcia et al. (2008)
Awashima Zairai Pl 200456 Rpp5 Japon - Garcia et al. (2008)
Kinoshita P1 200487 Rpp5 Japon - Garcia et al. (2008)
Orba’ P1 471904 rpp5 Indonesia - Garcia et al. (2008)
MARIF 2767 P1567102B Rpp6¥ Indonesia RDV8 Lietal. (2012)

- Pl 605823 Rpp7 Vietnam - Childs et al. (2018)

Dado que los genes de resistencia estan mapeados con marcadores moleculares, podemos utilizarlos en el
mejoramiento asistido por marcadores para RAS. Parte de la informacién se obtuvo de los sitios web del
Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA) y del Instituto Nacional de Ciencias
Agrobioldgicas de Japdon (NIAS).

2Los genes de resistencia se representan como Rpp (si el alelo resistente es dominante) o rpp (si el alelo
resistente es recesivo), respectivamente.

bNumero de identificacién de las variedades diferenciales (Tabla 1).

¢P1 368039 (Tainung 4: Dif. No. 2) deriva de P1 200492, por lo que podrian compartir el mismo alelo Rpp1
(Boerma et al. 2011).

9Se ha reportado que Pl 197182, PI 230971y P1 417125 (Dif. No. 4) portan el mismo Rpp2 que Pl 230970
(Laperuta et al. 2008).

€Varias Pls estan presentes para ‘lyodaizu’.

fSe reporté que P1 506764 (Hyuuga) porta también Rpp5 (Kendrick et al. 2011).

8‘Hyuuga’ deriva de ‘Asomusume’ x ‘Akasaya’ por lo que presentaria el mismo alelo Rpp3 que ‘Akasaya’
hLa variedad resistente a RAS, ‘BRSMS-Bacuri’ deriva de ‘FT-2’ por lo que presentaria el mismo alelo
resistente Rpp3.

iSe ha reportado que Pl 567099A porta el gen Rpp3 u otro gen cercano a Rpp3 (Ray et al. 2011).

JLa variedad taiwanesa resistente a RAS, ‘TK 5’ (Dif. No. 15) se desarrollé a partir de ‘Orba’.

kLa otra variedad Indonesian variedad, PI 567104B es reportada como portadorea de Rpp6 u otro gen
cerca del mismo (Liu et al. 2016)

Sitio web de USDA: http://www.ars-grin.gov/npgs/acc/acc_queries.html
Sitio web de NIAS: http://www.gene.affrc.go.jp/index en.php
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Figura 9a. Mapa de ligamiento genético del cromosoma 18 (grupo de ligamiento: LG G) donde se localizan Rpp1 y Rpp1-b. Nuestros mapas de ligamiento (Hossain
et al., 2015; Yamanaka et al., 2015a; 2016; no publicado) se muestran junto con los mapas de ligamiento previamente reportados (Chakraborty et al., 2009; Hyten
et al., 2007; Ray et al., 2009). El nombre del marcador, la distancia desde la parte superior del grupo de ligamiento y el nombre del Rpp se muestran en la izquierda
de cada grupo de ligamiento. El locus Rpp1 y las variedades portadoras de Rppl se muestran en azul vy el locus Rppl1-b y las variedades portadores de Rppl-b se

muestran en rojo, respectivamente.
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Figura 9b. Mapa de ligamiento genético del cromosoma 16 (LG J) donde se localiza Rpp2. Nuestro mapa
(A la derecha: modificado de Yamanaka et al., 2015a; A la izquierda: modificado de Lemos et al., 2011) se
muestra junto con mapas reportados previamente (Garcia et al., 2008; Yu et al., 2015). El nombre del
marcador, la distancia desde la parte superior del grupo de ligamiento y el nombre del Rpp se muestran a
la izquierda de cada grupo de ligamiento. El locus Rpp2 y las variedades portadoras de Rpp2 se muestran
en verde. A la derecha del grupo de ligamiento de nuestro mapa para Rpp2, también se muestran las
curvas LOD de los QTL para NoU y SL, junto a los picos de las curvas LOD (puntas de flecha).
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Figura 9c. Mapa de ligamiento genético del cromosoma 6 (LG C2) donde se localiza Rpp3. Nuestro mapa
(extremo derecho, Hossain et al., 2015) se muestra junto con los mapas reportados previamente
(Montero et al., 2007; Hyten et al., 2009). El nombre del marcador, la distancia desde la parte superior
del grupo de ligamiento y el nombre del Rpp se muestran en la izquierda de cada grupo de ligamiento. El
locus Rpp3 vy las variedades portadoras de Rpp3 se muestran en morado. A la derecha del grupo de
ligamiento de nuestro mapa para Rpp3, también se muestran las curvas LOD de los QTL para NoU vy SL,
junto a los picos de las curvas LOD (puntas de flecha).
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Chromosome 18 (LG G)
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Figura 9d. Mapa de ligamiento genético del cromosoma 18 (LG G) donde se localiza Rpp4. Nuestro mapa
(derecho, Yamanaka et al., inédito) se muestra junto con la mapa reportados previamente (Meyer et al.,
2009). El nombre del marcador, la distancia desde la parte superior del grupo de ligamiento y el nombre
del Rpp se muestran en la izquierda de cada grupo de ligamiento. El locus Rpp4 y las variedades
portadoras de Rpp4 se muestran en marrdn. A la derecha del grupo de ligamiento de nuestro mapa para
Rpp4, también se muestran las curvas LOD de los QTL para NoU y SL, junto a los picos de las curvas LOD

(puntas de flecha).
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Figura 9e. Mapa de ligamiento genético del cromosoma 3 (LG N), donde se localiza Rpp5. Este mapa de
ligamiento fue construido usando una poblacidon F, (141 plantas) derivadas del cruzamiento entre el
cultivar An76-1 (Rpp2 y Rpp4) y Kinoshita (Rpp5). Este mapa fue actualizado de nuestros estudios previos
(Lemos et al., 2011). El nombre del marcador, la distancia desde la parte superior del grupo de ligamiento
y el nombre del Rpp se muestran en la izquierda de cada grupo de ligamiento. A |la derecha de grupo de
ligamiento, se muestran los picos de QTL para cinco caracteres de resistencia por mapeo de intervalos
compuesto y los locus Rpp5 candidatos estimados usando una poblacién F, y los reportados por otros

estudios.
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Figura 9f. Mapa de ligamiento genético del cromosoma 18 (LG G) donde se localiza Rpp6. Nuestro mapa

(extremo derecho, Yamanaka et al.,
et al.,

inédito) se muestra junto con los mapas reportados previamente (Li
2012). El nombre del marcador, la distancia desde la parte superior del grupo de ligamiento y el

nombre del Rpp se muestran en la izquierda de cada grupo de ligamiento. El locus Rpp6 y la variedad
portadoras de Rpp6 se muestra en naranja. A la derecha del grupo de ligamiento de nuestro mapa para
Rpp6, también se muestran las curvas LOD de los QTL para NoU y SL, junto a los picos de las curvas LOD

(puntas de flecha).

Tabla 11. Marcadores SSR flanqueando los genes Rpps. Cada uno de los marcadores upper (U) y lower (L) son
utilizados para MAS. En caso de que 2 marcadores esten listados para un flanco, el marker 1 anula al marker_2.

Marker Forward primer (5’-3’) Reverse primer (5’-3’)

Rppl  U_marker Sct_187 CATGCTCCCATTCTCT AACATTGGCTTTTTACTTAG
L_marker_1 Sat_064 TAGCTTTATAATGAGTGTGATAGAT GTATGCAAGGGATTAATTAAG
L_marker_2  SSR66 AGATTGGGTGAGAACATAAG GGAGAGCGTAAAAGAAATTC

Rpp1-b U_marker_1 SSR66 AGATTGGGTGAGAACATAAG GGAGAGCGTAAAAGAAATTC
U_marker_2 Sat_064 TAGCTTTATAATGAGTGTGATAGAT GTATGCAAGGGATTAATTAAG
L_marker_1 SSR18-1864 TGAATGATATATGTTTTGCGAAGA CAATAGAGCCGGATGGATGT
L_marker_2  Sat_372 GCGTCTCGAGGTAATTATCTATTTATCTTTT GCGAGTTTGGTAACATCGAGTATTGAT

Rpp2 U_marker_1 Satt620 GCGGGACCGATTAAATCAATGAAGTCA GCGCATTTAATAAGGTTTACAAATTAGT
U_marker_2 SSR16_0895 CATTCCCCAAGGCACATATT TGGTTCTTTCTATGGCAGGG
L_marker_1  SSR16_0908 TGCCCTACGATCTCTACGAAA CGGACAAATGATCAGACCAA
L_marker_2 SSR16_0912 TCGGGTGCTGCTAAAAATTC AGTCAAAGGGGCTCTTGCTT

Rpp3 U_marker_1 Sat_238 GCGCTGAGACGTTTGTGATTGTTTGTAA GCGGTGCATGCAATTCTAGTTAGATATT
U_marker_2  Satt460 GCGCGATGGGCTGTTGGTTTTTAT GCGCATACGATTTGGCATTTTTCTATTG
L_marker_1 SSR06_1521 CAACCTCCCACCACTAAACTG CCCTTTAGCCTTTTCTTTGC
L_marker_2  SSR06_1530 CTTTTGAGTTTTGCCTCCCA AGTCAAAGGGGCTCTTGCTT

Rpp4 U_marker_1 Satt288 GCGGGGTGATTTAGTGTTTGACACCT GCGCTTATAATTAAGAGCAAAAGAAG
U_marker_2 Sc21_2922 GACTCAACTCATCCGTGC GAACATATACAAAGGAAGCAT
L_marker_1  SSR18_1576 TTTTGCACTCCCTGATGGAT AACAGGGAATACATGCCAAA
L_marker_2  SSR18_1580 TGCCAAGAAACTATAGGCCG TGAGTTTCCCTGGTAGTGTGG

Rpp5 U_marker Sat_275 GCGCGCTGGCAATTATTCAAAACTTAACGAT GCGAAGGCTACGGTGAATAGAAAGGAC
L_marker Sat_280 GGCGGTGGATATGAAACTTCAATAACTACAA  GGCGGGCTTCAAATAATTACTATAAAACTACGG

Rpp6 U_marker Satt324 GTTCCCAGGTCCCACCATCTATG GCGTTTCTTTTATACCTTCAAG
L_marker_1 SSR18_0392 AAAATTTTCACTCCGGTCATT ACTGCAGGAGCAAGAACCTC
L_marker_2  SSR18_0408 GCAACAGGATTTGGAGCTGT TGTGGTCTCGGTAGCCTTCT
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Financiamiento: La creacién de este manual fue apoyada financieramente por proyectos
internacionales de JIRCAS, “ldentificacion de resistencia estable a roya asidtica para Sudamérica
(FY2005-2010),” “Desarrollo de tecnologias de mejoramiento para el incremento de la producciéon y
el suministro estable de cultivos de secano (FY2011-2015)” y “Desarrollo de tecnologias de manejo
para el control de plagas y enfermedades que migran entre paises (FY2016-).”

Proveedor de materiales: los patdgenos de roya de la soja descriptos en este manual derivan de la
Universidad de Tsukuba y Embrapa-Soja. Las variedades diferenciales, exceptuando a la linea con
piramidizacién de Rpp desarrollada por JIRCAS fueron provistas por Embrapa-Soja.

Abreviatura de los institutos: JIRCAS: Japan International Research Center for Agricultural Sciences;
Embrapa: Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria; INTA: Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria; IPTA-CICM: Instituto Paraguayo de Tecnologia Agraria- Centro de Investigacion
Capitdn Miranda; INIA: Instituto Nacional de Investigacién Agropecuaria; BSMRAU: Bangabandhu
Sheikh Mujibur Rahman Agricultural University; UNNOBA: Universidad Nacional del Noroeste de
Buenos Aires, INIFAP: Institute Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias
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