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ANEXO |

SOLICITUDE DE ACTUACIONS DA SUBMEDIDA M10.2.2 DE CONSERVACION DE RECURSOS XENETICOS NA
AGRICULTURA/CULTIVOS-CASTES AUTOCTONAS 2017

N2 DE PROTOCOLO"™ RRFF 2017 110 12/15/011/070417/001
) A encher polo SXEA

1.- ACTUACION PROPOSTA

Empleo de marcadores xenéticos moleculares para a seleccidn de parenterais con xenes de enanismo, e a sla
utilizacidn en retrocruces con trigos galegos.

2.- ENTIDADE SOLICITANTE

Centro Institucional/Entidade Colaboradora:
CIAM

Enderezo: Km 7, Estrada AC-542, Betanzos a Mesdén do Vento

C. Postal:15318 Concello:Abegondo Provincia:A Corufia

Correo electronico:

Tfn:881 881 852 Fax: . .
luis.urquijo.zamora@xunta.gal

3.- XUSTIFICACION DA ACTUACION PROPOSTA

A utilizacion de castes autdctonas de trigo para facer pan galego artesan ven sendo unha practica comun entre os
panadeiros galegos desde fai moitas décadas. Este uso esta condicionado @ cada vez mais reducida producién de
trigos autdéctonos, a pesar dos esforzos acometidos no CIAM-INGACAL para tratar de frear esta ameaza. O rexistro
das variedades autdctonas de trigo galego “Callobre” e “Caaveiro”, tratan de revertir a ameaza de erosion xenética
das castes autdctonas, e que os panadeiros poidan utilizar trigo galego con unha trazabilidade total. A pesar de
todo, no futuro esta ameaza non desaparecerd, xa que estas variedades autdctonas ten a metade ou a terceira
parte do rendemento dunha variedade comercial de talla baixa. Asi que fai dous anos comezouse un programa de
retrocruzamentos de trigo galego, con cinco variedades comerciais de talla baixa, para conseguir variedades que
mantefian mdais do 98% da xenética das variedades autdctonas, pero que teflan os xenes de enanismo que lle
confiren talla baixa, e polo tanto a posibilidade de obter mdis rendemento.

Este proceso e moi largo (10 anos) e de moito traballo, e na actualidade estase a utilizar datos fenotipicos (altura da
planta) para poder seleccionar as plantas que recibiron os xenes de enanismo que buscamos. Pero desta forma, xa
detectamos erros, debido a variabilidade ambiental da altura das plantas, ademais do factor xenético, polo que
podemos errar na seleccién das plantas a cruzar.
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Polo tanto, e necesario utilizar marcadores moleculares que nos aforren moito traballo, e eliminemos no proceso
calquer erro que nos fai perder anos de cruzamentos. Estes marcadores tamén nos permiten traballar con mais
plantas, xa que aquelas que no momento do afillado xa nos den negativos para os xenes que buscamos, as
podemos eliminar, e traballar e cruzar sé as plantas que nos interesan.

Ata agora, fixéronse cruzamentos das variedades autdctonas “Callobre” e “Caaveiro” con cinco variedades
comerciais de talla baixa, en maio de 2014 e en xufio de 2015, obtendo 31 espigas F1l. Posteriormente, en
invernadoiro, fixéronse retrocruces dos parenterais masculinos recorrentes (Callobre e Caaveiro) coas plantas F1
anteriores, en febreiro de 2015, obtendo 51 espigas retrocruzadas BC1. O ano seguinte, fixéronse retrocruces dos
parenterais masculinos recorrentes coas plantas BC1, en xullo de 2015, obtendo 19 espigas retrocruzadas BC2. No
ano 2016, en marzo, fixéronse retrocruces dos parenterais masculinos recorrentes coas plantas BC1 y BC2
anteriores, obtendo 78 espigas retrocruzadas BC2 e 26 espigas retrocruzadas BC3. En febreiro de 2017, fixéronse
retrocruces dos parenterais masculinos recorrentes coas plantas BC1,BC2 y BC3 anteriores, e se estima obter unhas
50 espigas retrocruzadas.

No periodo desde 2014 ata agosto de 2016, non puidemos testar as plantas BC obtidas con marcadores
moleculares, polo que non temos a certeza absoluta de que os cruces foran correctos, e poidamos seguir as lifas
seleccionadas. Pero en outubro de 2016 puidemos testar mediante marcadores xenéticos moleculares a existencia
de xenes de reduccion de talla en parte das lifias retrocruzadas (lifnas BC) desenvolvidas anteriormente. Ademais
queremos facer novos cruzamentos con outras cinco variedades comerciais.

A partires de BC3, temos que empregar mais planta para poder facer seleccidon das mais interesantes, polo que a
seleccion con marcadores axudara a aforrar tempo e traballo, e asegurar que vamos no camifio correcto. Para
acabar con todo o proceso, necesitase facer 5 retrocruzamentos cos parenterais recorrentes e dous anos mais de
autofecundacién das espigas seleccionadas. A partires desta ultima fase, terase que multiplicar e ensaiar con mais
variedades, para poder demostrar a consecucién do obxectivo principal.

Estas variedades autdctonas obtidas poderanse utilizar como material para facer pan galego dentro da I.X.P Pan
Galego, xa que o Prego de Condicions da I.X.P Pan Galego publicado na paxina web da Conselleria de Medio Rural
dice: “Para tratar de minimizar este problema (talla alta do trigo), estdn a levarse a cabo traballos de mellora
xenética co obxectivo de obter variedades de menor talla que mantefian as caracteristicas organolépticas do "trigo
pais". No seu caso, poderdn ser autorizadas estas variedades como "Trigo pais" ainda que a sua talla sexa inferior d
antes referenciada”.
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4.- OBXECTIVOS DA ACTUACION PROPOSTA

Ano 2017:
- Emprego dos marcadores xenéticos moleculares para a seleccién de parenterais BC que posuan os xenes de
enanismo e que van a ser usados nos retrocruces (xeracion de verano)

Ano 2018:
- Emprego dos marcadores xenéticos moleculares para a seleccidén de parenterais BC que posuan os xenes de
enanismo e que van a ser usados nos retrocruces (xeracion de verano e outono)

[5.- METODOLOXIA

Para levar a cabo a Seleccién Asistida por Marcadores (MAS) e necesario cofiecer a secuencia que levan os
parenterais a estudio. Neste estudio poseemos un parental recorrente, que son as lifas galegas de trigo Callobre e
Caaveiro, e o parental donante que esta representado por diversas lifas comerciais que posuen a caracteristica de
que son de talla baixa, e levan no seu xenoma unha mutacidon que o fai posible. Actualmente, existe un acceso
publico as secuencias dalglins destes xenes de enanismo asi como das variantes alélicas, pero non temos
cofiecemento de cales de elas posuen as variedades comerciais empregadas, e por iso que é necesario unha previa
secuenciacion dos mesmos para identificalos e poder asi facer unha seleccidn das plantas que posuen estes xenes
de interés nos cruces e retrocruces, de forma que se aforre tempo e recursos, xa que mediante MAS sabese se a
planta va a ser de tamafio reducido cando estd en estadio de plantula, e non é necesario esperar ata o fin do
cultivo. Ademdis, este caracter de altura da planta, segundo resultados previos, resultou ser moi variable e
depende tanto da dose do xen (homozigosis o heterozigosis), como do alelo ou alelos que posua.

Unha vez que se sabe a secuencia do xen e do alelo que posuen os parenterais, realizarase un estudo e
comparacion das secuencias para identificar as partes que difiren de forma que se poidan disefiar oligonucledtidos
que flanqueen esas rexidns. Dependendo se as diferenzas son mais o menos grandes o seguinte paso a seguir sera
diferente. Se as diferenzas nas secuencias mutantes (plantas de porte baixo) e as salvaxes (plantas altas) son do
tipo insercidns ou deleccidns, o andlise se realizaria mediante amplificacions de PCR e analise de xeles de agarosa,
onde a diferenza do tamafio da secuencia faise patente no distinto grado de migracion da banda no xel. Se polo
contrario as diferenzas nas secuencias son mais pequenas, do tipo pequenas deleccidns ou insercidéns de 2-10pb
(pares de bases) o cambios en unha base, seria necesario realizar secuenciacions de eses fragmentos, analise de
SNPs ou analise mediante marcadores KASP.

Unha vez se tefia o marcador adecuado analizaranse as plantas que seran empregadas para os retrocruces e que
deben posuir polo menos unha copia do xen de reduccién de talla, de maneira que as plantas que non o posuan se
descartaran. Debido a que se estdn facendo retrocruces con parenterais que son de talla alta (Caaveiro e Callobre),
estes xenes de reducién de talla atdpanse en heterozigosis, co que os marcadores desenvolvidos tefien que
diferenciar ben ambas variantes.
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Ano 2017:

Durante este ano se levara a cabo un cultivo (outono) e se realizard o screening cos marcadores moleculares
desenvolvidos o ano anterior para identificar aquelas plantas que postan unha copia do xen de reduccién de talla,
seguindo 0 mesmo protocolo: toma de mostra de folla de plantula; extraccion de ADN; amplificacion mediante PCR
(reaccion en cadena da polimerasa) empregando os marcadores moleculares; confirmacion da amplificacion
mediante xeles de agarosa; andlise dos resultados dos marcadores, ben directamente do xel de agarosa se a
diferencia entre mutante e silvestre é grande e es posible vela nos xeles, ou mediante analise das secuencias e
electroferogramas se as diferenzas entre secuencias son mais pequenas do tipo SNP.

Ano 2018:

Durante este ano se levaran a cabo dous cultivos (verano e outono) e en ambolos dous se realizara o screening cos
marcadores moleculares desenvolvidos o ano anterior para identificar aquelas plantas que posuan unha copia do
xen de reduccidn de talla, seguindo o mesmo protocolo: toma de mostra de folla de plantula; extraccion de ADN;
amplificacion mediante PCR (reaccién en cadena da polimerasa) empregando os marcadores moleculares;
confirmacién da amplificacion mediante xeles de agarosa; andlise dos resultados dos marcadores, ben
directamente do xel de agarosa se a diferencia entre mutante e silvestre é grande e es posible vela nos xeles, ou
mediante anadlise das secuencias e electroferogramas se as diferenzas entre secuencias son mais pequenas do tipo
SNP.

l6.- PLAN DE DIVULGACION

[Reuniéns:
Ano 2017:
Reunidn con representantes de FEGAPAN, e agricultores do sector, para facerlles chegar os resultados obtidos

Ano 2018:
Reunidn con representantes de FEGAPAN, e agricultores do sector, para facerlles chegar os resultados obtidos

|ICursos:
Ano 2016:

Ano 2017:

|Demostracions:

Ano 2017:

Demostracion do procedemento de cruces en invernadoiro a técnicos e agricultores do sector, para facerlles
chegar os resultados obtidos.

Ano 2018:
Demostracion do procedemento de cruces en invernadoiro a técnicos e agricultores do sector, para facerlles
chegar os resultados obtidos.
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Publicacioéns:
Ano 2017:
Se publicara en www.ciam.es, y www.campogalego.es, os resultados da experiencia

Ano 2018:
Se publicara en www.ciam.es, y www.campogalego.es, os resultados da experiencia

Outras:

Ano 2016:

Ano 2017:
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