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1. ANTECEDENTES

Entre las plantas que proporcionan alimento para los seres humanos y los animales, uno
de los mas antiguos y mas extendidos es el trigo (Triticum aeslivwn L.) (Paux et &l
2008), después del arroz, es el principal alimento de consumo humano a nivel
gsobai(FAO, 2012), la produccion mundial reportada en el 2010 por la FAO, alcanz6
653'654.525 toneladas. Actualmente, China es el mayor productor de trigo ya que
aporta con el 17,62% de la produccion global (FAO, 2012). En el Ecuador, el consumo
per cépita y las importaciones han aumentado (CIMMYT. 2012) y para cubrir esta
demanda, se importa el 98,45% de este cereal (jNEC, 2011).

Historicamente en 1969 el pais produjo 67.300 toneladas de trigo.Sin embargo, este
cultivo se ha caracterizado por una constante disminucién en el volumen, la misma que
en el 2010 lleg6 a 7.605 toneladas(FAQO, 2012).Esto se debe a que el cultivo es afectado
por una serie de enfermedades y por problemas abi6ticos(Afonso y Perera, 2010). En el
Ecuador, la roya amarilla (Pucciniastriiformisf sp.tritici) y la fusariosis de la espiga
producida por (Fusarium graminearum) son las mayores enfermedades del cultivo de
trigo (Nufiez, 2010).

Las royas son hongos biotrofos que constituyen el grupo patégeno mas importante en
cereales ya que se presentan con frecuencia y provocan pérdidas (Gilchristei &l,
2006).Roelfse? 0//1992) mencionan: las pérdidas de rendimientos por granos arrugados
y macollos dafiados alcanzan el 50%, por otro lado las pérdidas de rendimiento
causadas por Fusarium graminearum en variedades susceptibles pueden llegar al 50%,
cuando existe precipitaciones frecuentes, temperatura ambiental de 25°C y humedad
relativa ambiente superior ai 85% durante la etapa de espigazon o floracion de los
cultivares(Bragachini, et 4/,2012).

El Instituto Nacional Auténomo de investigaciones Agropecuarias (INIAP). a través del
Programa Nacional de Cereales (PNC), es la institucion encargada de! desarrollo de
nuevas variedades de trigo en Ecuador<Rivadeneira, 2005). El IN1AP a partir de la
evaluacion en sus estaciones experimentales,del trigo de primavera proveniente del
CIMMYT (Centro Internacional de Mejoramiento del Maiz y Trigo) determina las
lineas que presentan las mejores caracteristicas de rendimiento, resistencia a
enfermedades y adaptacidon a los sitios de produccion en el pais, éstas son empleadas
por el PNC para el desarrollo de nuevas lineas o poblaciones de trigo. Sin embargo, el
conocimiento del germoplasma en base a su respuesta fenotipica no es suficiente para el
desarrollo eficiente de poblaciones mejoradas.

Consecuentemente, se necesita conocer el germoplasma a nivel genotipico,para ello se
utilizan técnicas biotecnolégicascomo la caracterizacion molecular(Azoieifa, 2006) la
cual pretende diferenciar los genotipos de una coleccion utilizando marcadores
moleculares (Li, 2003). Para este tipo de estudios los més utilizados son los
microsatélites (SSR)va que son altamente reproducibles entre laboratorios, no requieren
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alta concentracion y calidad de ADN, son de base genética codominante y permiten
detectar todos ios aieios de un locus. (Mathias, 2007).

A partir de la caracterizacion molecular, la inferencia de ia estructura de !a poblacion es
uno de los métodos que permite agrupar una coleccion de germoplasma de trigo, en
subpoblaciones con caracteristicas genéticas comunes entre si. mediante el uso de datos
genotipicos provenientes de distintos loci,asociados a genes de resistencia a
enfermedades. Segin,  (Pritchard, et al, 2000)esta informacién, permite ai
iitomejoradoragrupar a individuos/lineas en distintas subpoblaciones, o conocer si
dichos individuos/lineas comparten genoma comin de dos o mas subpoblaciones para
asidisefiar un bloque de cruzamientos, que involucren lineas distantes genéticamente
para crear grupos heterocig6ticos (Azofeifa 2006).Adicionalmente, el inferir la
estructura genética de una poblacidn permite contar con datos necesarios para realizar
estudios de genética de asociacion, como por ejemplo: mapeo por desequilibrio de
ligamiento 6 mapeo por asociacion (Falush, ei al, 2003).

En mejoramiento genético, la estimacion de los componentes de varianza y la
prediccion de los valores genéticos son aspectos claves en el andlisis
genéticocuantitativo de caracteristicas de importancia, los cuales pueden ser abordados
por medio de métodos bayesianos. Tales procedimientos son utilizados para determinar
las distribuciones marginales a posterior! de los parametros, dando paso a la aplicacién
algoritmos que convergen a tales densidades marginales. La metodologia bayesiana es
considerada una herramienta importante en la evaluacion genética, ya que lleva en
consideracion la variabilidad existente en todos los parametros del modelo, en el sentido
de que es posible caracterizarlos a través de la moda, mediana o el promedio de la
distribucion aposteriori(Morfi 2007).

Respecto a estudios anteriores en trigo,Dreisigackere/ al, (2010) realizaron un estudio
de la estructura de una poblacion de trigo del CIMMYT diseminada durante 25 afios a
partir de ESWYT (Elite Spring WheatYield Trial), la coleccién comprendia 606 lineas
avanzadas de trigo de primavera, ésta fue analizada con 83 marcadoresDArT
{DiversityArraysTechnology)a\stibméos por todo el genoma, los datos fueron
analizados por el programa STRUCTURE (Pritchard, et al, 2000)dando un resultado de
cinco subpoblaciones. Ai ser un trabajo muy similar al que se pretende realizar, nos da
una pauta acerca de posibles resultados. Paralelamente, se estanrealizando estudios de la
estructura poblacional utilizando otro tipo de marcadores denominados SNPs
(Polimorfismos de nucleétido Unico) (Falconi E. comunicacion personal). Estos
marcadores son muy abundantes en la secuencia de ADN por ende idoneos para
determinar el genotipo de una poblacion obteniendo asi un gran nimero de marcadores
Utiles para mapeo genético, genética de poblaciones, y estudios de asociacion (Ravel.
2006).

Los 297 genotiposhan sido seleccionados bajo algunos criterios técnicos, desarrollados
por varios afios por fitomejoradores de! ClivEMYT:
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1. Variacién en la reaccion a enfermedades corno fusarium de la espiga, Roya del
tallo y roya amarilla (resistencia-susceptibilidad). En una poblacién de jfiapeo
por asociaciébn o en una poblacion biparental (mapeo tradicional), es
necesariocontar con lineas con reacciones contrastantes a la enfermedad. Estas
han sido evaluadas en diferentes ambientes durante varios afios.

2. Pedigri complejo (diversidad genética dentro de las colecciones de CIMMYT es
una manera empirica de seleccién, pero muy vélida).

3. Presentan adaptaciéon a zonas ecuatoriales. Esta es una caracteristica tipica en
germoplasma CIMMYT.

4. Poca variabilidad en dias de floracion (florecen entre 70-90 dias después de la
siembra). Este es un criterio muy importante, ya que se trata de minimizar ja
varianza que puede generar la exposicion de la planta a mas o menos dias en
campo.(Falconi E., comunicacién personal,)

2, JUSTIFICACION

El Ecuador importa cerca del 90% del trigo que consume el paisdebido a la baja
produccién interna del cereal, causada entre otros factores, por la susceptibilidad que
presentan las variedades a problemas fitosanitarios como la roya amarilla
(Piicciniastrnfomis f. sp.tritici) y la fusariosis de la espiga (Fusarium
gramhieariim)tomma&ost en un problema de interés nacional; razén por ia cual
instituciones como el INIAP desarrolla nuevas variedades de trigo, con resistencia a
enfermedades y alto rendimiento, ya que es la manera méas eficiente de mejorar ja
productividad del cultivo en Ecuador.

En la actualidad una de iasherramientas biotecnoldgicas mas eficientes para desarrollar
variedades mejoradas, es utilizar la técnica del mapeo por asociacién, que permite al
investigador detectar QTLs (Quaniiiative Trait Loci-locus de un caracter cuantitativo)
que confieran resistencia a las enfermedades antes mencionadas.Cuando se incluye a la
estructura de la poblacidn en el andlisis de asociacionentre marcadores y QTLs, solo se
tomaran en consideracién aquellas asociaciones muy fuertes, que indican que se tendra
alta confiabilidad de que el marcador esta cerca de! QTL.

Por éstas razones el Programa Nacional de Cereales y el Departamento Nacional de
Biotecnologia han propuesto esta investigacion para disponer de informacion de la
caracterizacion molecular de la coleccion de 297 genotipos de trigo e inferir su
estructura genética, como estudio previo a ia identificacion de QTLs para la resistencia
a la roya amarilla y fusariosis de la espiga en este germoplasma utilizando la técnica de
mapeo por asociacion.
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3, OBJETIVOS

3.1. GENERAL

Caracterizar molecularmente 297 genotipos de trigo provenientes del CIMMY Tpara
inferir su estructura genética

3.2. ESPECIFICOS:
. Realizar el genotipaje de 297 genotipos de trigo con al menos 50 marcadores
microsaiéiites mapeados utilizando ia tecnologia M13-Tailing en e! Li-COR

4300S.

2. Inferir estructura poblacional utilizando métodos estadisticos bayesianos.

3. Correlacionar los resultados obtenidos con la estructura obtenida a partir de
marcadores SNPs en la misma poblacion con los resultados obtenidos del
genotipaje con marcadores SSRs.

4. HIPOTESIS

Ho. La poblacion en estudio no estd estructurada genéticamentea nivel de 50
marcadores SSR mapeados

5. MATERIALES Y METODOS
5.1. MATERIALES

5.1.1. Material vegetal: Coleccion CIMMYT de 297 genotipos de trigo de
primavera (Anexo 1).

5.1.2. Laboratorio: Los materiales a ser usados en el laboratorio se encuentran
detaliadosa continuacién:

5.1.2.1.  Equipos

a Camara de flujo laminar 0  Microcentrifuga
vertical 0 Bafio Maria
® Autoclave 0 Vortex
® Termociclador ® DMA Analyzer Li-COR
® Camara de electroforesis 4300
horizontal

® Foto documentado!'
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5.1.2.2. Material de Laboratorio
® Micro pipetas «  Probetas
«  Tubos Eppendorf * Erlenmeyer
® Placas PCR © Gradillas
5.1.2.3. Reactivos
® Etanol 75% © Tris Base
® Etanol 100% © Cloruro de Sodio
® Isopropanol © Blue Juice 10X
a  Alcohol Isoamilico © CTAB
»  Taq potimerasa * PVP
+ dNTPs © Nacl
® Agua ultra pura * EDTA
® Cloroformo © LowMassLad.de?'
® Agarosa © 100 bpDNA Ladder

,METODOLOGIA

5.2.1. Caracteristicas del laboratorio

La presente investigacion se llevard a cabo en el Laboratorio de Bi
Molecular del Departamento Nacional de Biotecnologia del INIAP,
Estacion Experimental Santa Catalina, ubicada en la Panamericana Sur
parroquia Cutuglagua, canton Mejia. Pichincha, Ecuador.

5.2.1.1. Caracteristicas ambientales  del  sitio
experimental.l

geograficas vy

Provincia: Pichincha
Canton: Mejia
Parroquia: Cutuglagua
Altitud: 3058 msnm
Longitud: 78°33'14" Oeste
Latitud: 0°22'00” Sur
Humedad Relativa: 79.63%
Temperatura promedio anual:; 12.38°C
Precipitacion promedio anual: 1430 mm

‘Datos proporcionados por la Estacién Meteoroldgica izobamba. perteneciente al Instituto Nacional de Meteorologia
e ijjurologia (INAMH1), 2010
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5.2.2. Fase experimental
5.2.2.1. Factores en estudio

Se analizaran 297 genotipos de irigo (Ver Anexol). Esta coleccion posee
ejemplares que a partir de observacion fenotipica, presentan susceptibilidad y
resistencia confirmada a roya amarilla y fusarium del tallo, mismas que
vamos a utilizar como controles, ademas de poseer lineas mejoradas.

5.2.2.2. Analisis de Datos

Los 297 genotipos seran visualizados con el analizador de ADN LI-COR, el
cual mediante el software SAGA GT-SSR,que es un asistente de lectura de
imagenes, proporcionara datos dei tamafio de los fragmentos amplificados
con cada marcador SSRs. La matriz de datos obtenidos de SAGA GT-SSR se
exportard a EXCEL, posteriormente se realizard la inferencia de la estructura
de las poblaciones mediante el uso de procedimientos estadisticos o
matematicos, como son: Analisis de Coordenadas Principales (PCO) o
modelos bayesianos.

La asignacion de los genotipos a poblaciones predeterminadas, se realizara
con el programa Stmcture desarrollado por (Pritcharde/ &l, 2000), este
software utiliza metodologias de agrupacién y asignaciéon poblacional basadas
en algoritmos de agrupamiento Bayesianos. El teorema de Bayes, expresa la
probabilidad condiciona! de que un evento aleatorio “A” suceda después de
un evento dado “B” (Molinero, 2002). El programa&rzic/i;re(Pritchard!?/ al.
2000), basado en el método mencionado, asume un modelo de K
subpoblaciones (que para la presente investigacion, se consideraran entre 1a
5), cada una caracterizada por un set de frecuencias de alelos para cada locus.
Los individuos en la muestra son asignados probabilisticamente a dichas
subpoblaciones, o asignados a dos o mas subpoblaciones en funcidn de las
similitud de sus genotipos (Martinez-Castillo el al, 2007).

Para la realizacion de los analisis, se utilizara la opcion AdmixtureModel. Esta
opcion genera valores més reales cuando una poblacién noesta claramente
definida (Pritcharde? al., 2000).El concepto de poblacién que utiliza
Siructureno est4d basado en el origengeogréfico, sino en la frecuencia de
alelos que presenten lasmuestras, este programa es bastante (til cuando las
poblaciones no estan discreiamentedistribuidas y por io tanto no tienen una
estructura genética definida (Evannoei al, 2005)

Los métodos factoriales como ei Analisis de Coordenadas Principales (PCO)

tienen por objetivo detectar estructuras fuertes en wuna poblacidn
desprendiéndose en lo posible de jos efectos individuales. La PCO es una
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técnica de anélisis imiltivariado que permite detectar los ejes mayores de
variacion. Este método es homélogo al analisis de Componentes Principales
pero aplicado no a datos derivados de observacién sino a una matriz de
similitud de estas observaciones entre los individuos analizados.Para el
andlisis PCO se utilizara el software NTSYS ver.2.1 (Rohlf, 2002).

Adicionalmente, para la correlacion de datos obtenidos a partir del genotipaje
con SNPs vs. SSRs, se realizara un test de Mantel que consiste en probar la
significancia de la correlacion entre dos o mas matrices por una permutacion
que permite obtener la distribucion empirica del coeficiente de correlacion
(Mantel, 1967). Para realizar el test de Mantel de utilizard el programa
ARLEQUIN ver. 2.000.

5.2.3. Manejo especifico del experimento
5.2.3.1. Preparacion ele! material vegetal

Se sembrarén en invernadero, dos semillas de cada una de los 297 genotipos
de trigo, en bandejas de {28 pocilios con turba,luego de 20 dias se
obtendran plantulas de aproximadamente 10 cm.

La siembra se realizarad en lotes, cada semana se sembraran 64 genotipos, y
se harén dos repeticiones para tener respaldos del material vegetal

5.23.2. Extraccién de ADN

Se utilizara el propuesto por (Ferreira y Grattapaglia, 1998) modificado por
(Pazmifo, 2012), ver Anexo 2.

5.2.3.3. CuaEifificacion de ADN

La cuantificacion de ADN se realizara mediante electroforesis horizontal en
geles de agarosa al 1% (p/v), aplicando el marcador de talla y peso
LowMassLadder marca Invitrogen Catalogo N°10068-013. Las condiciones
de la corrida electroforética serdn de un voltaje de 100V en un tiempo de
30-35 min. Posteriormente, se realizard la tincion de los geles en una
solucion de Bromuro de Elidi6 a una concentracion de 15 ppin por un
periodo de tiempo de 15-20 min en agitacion continua. Los geles se
visualizaran en el foto documentador Dolphin View Wealtec (Anexo 3).

Adicionalmente, para las muestras que no se logre cuaniificar con precision
con el método cualitativo, se realizard la cuantificacion por fluorometria
utilizando el equipo denominado QUBLTIM (Anexo 4) para posteriormente
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diluir los ADN obtenidos a una concentracion determinada y prepararlos
para el método de amplificacion por PCR (Morillo y Mifio, 2010).

5.2.3.'4. Validacion de las maestras

Con el objetivo de verificar que ei ADN extraido se encuentra en
condiciones adecuadas para la amplificacion de los marcadores moleculares,
se realizara ja validacion de las muestras mediante PCR propuesta por
Vinueza (2011). Los productos de PCR seran visualizados mediante
electroforesis horizontal en geles de agarosa al 2% y posteriormente se
realizard la tincion de ios mismos en una solucién de Bromuro de Etidio( 15
ppm) por un periodo de tiempo de 15-20 minutos en agitacion continua. Los
geles se visualizaran en unfotodocumentadorDo/p/zm View Wealtec.

5.2.3.5. Amplificacion con Microsatéiitesmediante 3a técnica M-13
tailing para genoiipaje en el Analizador Genético LI-COR
4309

Se realizard iaamplificacion con microsatélites en el LI-COR 4300, para lo
cual se disefiardlas pruebas de dupiexaje correspondientes, para realizar la
mayor cantidad de combinaciones de jwvwer.sposibles. Las pruebas de
dupiexaje consisten en agrupar a los primers por temperatura de
alineamiento similar, y que adicionalmente produzcan sintesis de
fragmentos con diferentes tamafios. EI LI-COR 4300 trabaja a 700 y 800
am. por lo que se verificard la longitud de onda adecuada para los primers
en estudio

5.2.3.6. Genotipaje

Para este analisis los productos de PCR se diluirdnen Bine Stop, en
proporcion 1:3 respectivamente, luego se denaturara a 95°C por 5 minutos y
rapidamente se pasard a hielo y se dejard reposar por 5 minutos, siempre
cubriéndolas muestras de la luz. Se preparard un gel de poliacrilamida ai
6.5%, para lo cual se empleara 20 mi de Gel Matrix KB Plus a! 6.5% (827-
05607, LI-COR), 150 jil Persulfato de Amonio (APS) a! 10% y 15 u! de
TEMED, esta solucion se la colocara entre dos placas de vidrio,
previamente javadas con el detergente y con isopropanol, se proseguird a
colocar el peine y se dejard polimerizar por 1 hora. Posteriormente, se
ensamblard la placa de poliacrilamida en el equipo LI-COR 4300, para la
corrida electroforética se utilizara el tampon TBE Ix KB Plus LI-COR. La
informacion requerida para la corrida electroforética se ingresara en el
programa SAGAGT-SSR, esta informacion incluye las tallas del marcador
de peso molecular IRDye 700 u 800 nm, rango de tamafio esperado, mareaje
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y combinaciones de los jociSSR y los nombres de las muestras a
genotiparse, asi como, su posicidn en el gel. Posteriormente, se creara un gel
donde se especifique en que pocilio se encuentra cada muestra, ei marcador
de peso molecular y el locus o duplex de loci que seempleara.

Se iniciara la pre-corrida por 25 minutos. Una vez que la placa poiimerice y
termine la pre-corrida se cargard 1 pl de cada muestra en cada uno de los
pocilios del peine, en el orden preestablecido, ademéas se cargard 0,5 \U de
marcador de peso molecular jRDye. La corrida eleciroforética durara
aproximadamente 2 horas a 1200 voltios. El andlisis de la imagen del gel y
genotipaje se realizard con el programa SAGAGT, se marcard cada banda
que represente un alelo con una “x”. al confirmar el genotipaje se generara
un reporte que muestra las tallas de ios alelos de cada locus SSR en pares de
bases y las frecuencias alélicas en porcentaje.

10
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7. PRESUPUESTO

Tabla N°. 1. Presupuesto de Tesis

FASE DE LABORATORIO
Extraccién de ADN

Rubro Unidad Costo (USD) Cantidad
Extraccion de ADN método Lote de 32,90 17
convencional 18 u.
Cuamificaciéon de ADN Lote de 4,55 13
(florescencia) 24 u.

Validacion de ADN

Rubro Unidad Costo (USD) Cantidad
Amplificacion marcadores Lote de 12,76 7
SSRs 48 u.

Visual izacion marcadores Lote de 4,09 13
SSRs 24 u.
Genotipaje de 84 SSR en LI-COR 4300S

Rubro Unidad Cosio (USD) Cantidad
SSR-método M13 Tailing (LI- Lote de 14,17 310
COR 43009) 48 u.

Corrida SSR (LI-COR 4300S) Lote de 8,01 266
1-56 56 u.
Subidla!
Primers

Rubro Unidad Costo (USD) Cantidad
Sintesis de 84primers Unidad 75,00 84
Subtotal
MATERIAL DE OFICINA

Rabro Unidad Costo (USD) Cantidad
Impresion y copias Unidad 0,05 1400
Empastados Unidad 30.00 5
CDs Unidad 5,00 5
Suministros de oficina Unidad 15,00 5
Subtotal
PERSONAL

Rubro Costo (USD) Cantidad

Becario 400 12
Subtotal

Monto Contraparte
(USD) INIAP (USD)
559,30 289,17
59,15 104,78
Monto Contraparte
(USD) (USD)
89,32 62.16 )
i
i
53,17 60.32
Monto Contraparte
(USD) (USD)
4392,70 2848,9
2130,66 2133,32
7284,30 5498,65 i

Monto (USD) !
6300,00
6300,00

Monto (USD)
70,00
150,00
25,00
75,00
320,00

Monto (USD)
4800
4800
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Tabla N°. 2.Presupuesto Global

PRESUPUESTO GLOBAL

Rubro
Fase de Laboratorio

Material de Oficina
Personal

Subtotal
imprevistos(4%)
TOTAL

Fuente de financiamiento

Fuente-'

SENACYT
IMIAP

usD

19673,35
5498,65

Monto (USD)
19082.95
320,00
4800,00
$24.202,95
968,12
$25.172,00

Porcentaje (%)

78,16%
21,84%
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9. ANEXOS

ANEXO 1: Genealogia de ia coleccion de 297 genotipos de Trigo del CIMMYT

CLAVE:  I=Inmune
R= Resistente _
MR= Moderadamente Resistente
\1S~ Moderadamente Susceptible
S= Susceptible

ENTRAD PEDIGRI’ REACCION

A A ROYA2
1 CAL/NH//H567.71/3/SERI/A/CAL/NH//H567.7 1/5/2*KAUZ/6/PASTOR/7/KRONSTAD F2004 MS
2 TUKURU//BAV92/RAYON*2/3/PVN MR
3 PBW343*2/KUKUNA*2//FRTL/P1FED B
4 FRET2/TUKURU//FRET2/3/MIJN1A/CHTO//AMSEL/4/FRET2/TUKURU//FRET2 MR
5 ROLF07*2/5/KAUZ//ALTAR 84/A0S/3/MIEAN/KAUZ/A/H1IITES R
6 WBLL1*2/4/BABAX/ER42//BABAX/3/BABAX/LR42//BABAX R
1 BAV92//IRENA/KAUZ/3/HUITES*2/4/MURGA MR
8 WBLLI*2/CHAPIO*2//MURGA R
9 KAUZ//ALTAR 84/A0S/3/MILAN/KAUZ/4/HUITES/5/REH/HARE//2*BCN/3/CROC 1/AE.SQUARROSA |
(213)//PGO/4/HUITES/6/KAUZ//ALTAR84/A0S/3/MILAN/KAUZ/4/HUITES
10 AT71LA*2/PBW65*2//WA85/HD29 S
B BAV92//IRENA/KAUZ/3/HUITES*2/4/CROC_I/AE.SQUARROSA(224)//KULIN/3/WESTONIA MS
12 KAUZ//AL.TAR 84/A0S/3/MIIAN7TKAUZ/4/HUITFS/S/CROC I/AF.SQUARROSA (205)//KAIi/./3/SASIA/6/KAUT.//ALTAR R
84/A0S/3/MILAN/KAUZ/4/HUITHS
13 BAV92//IRENA/KAUZ/3/HUITFS*2/4/G0O>IDO/TNMU MR

" Informacién tomada de iUbms de campo de la Estacién Experimental Sania Catalina 2011

INIAP - Estacion Experimental Santa Catalina



14
15
16
17
18
19
20

21

22

23
24
25

28
29

3l

33
34
3

3/
38
39
40
41

M1 NAL77VFrRAN COLIN H

PFAU/SERF 1B//AMAD/3/WAXWING/4/BABAX/LR42//BABAX*2/3/KURUKU
BECARD/5/KAUZ//ALTAR 84/A0S/3/MILAN/KAUZ/4/HIJ1TES

TR C i U6/LIPO/TAN//VEE/3/2*PGO/4/M1LAN/5/S SERI 1

TRCH/KBIRD

ROLFO7/MUIJ

PBW343 *2/KUKUNA/3/PGO/SERI//BAVO2

NAC/TH.AC//3*PVN/3/MIRLQ/BUC/4/2*PASTQR/5/KAUZ//ALTAR 84/A0S/3/MILAN/KAUZ/4/HUITES/6/KAUZ//ALTAR
84/A0S/3/MILAN/KAUZ/4/HUITES

YAV 3/SCO//JOO9/CRA/3/YAVT9/4/AE.SQUARROSA (498)/5/LINE 1073/6/KAUZ*2/4/CAR//KAL/BB/3/NAC/5/KAUZ/7/KRONSTAD
F2004/8/KAUZ/PASTOR//PBW343

WAXWING/4/BL 1496/MILAN/3/CROCJ/AE.SQUARROSA (205)//KAUZ/5/FRNCLN
WAXWING*2/HEILO

KIRFFATI/4/2*BAV92//IRENA/KAUZ/3/HU[TES

KZA//WH 542/2*PASTOR/5/BAV92/3/0ASJS/SKAUZ//4*BCN/4/PASTOR
KF'A/5/2*KAUZ//AE'I'AR84/A0S/3/MILAN/KAUZ/4/HUITES

QUAIU #1

PASTOR//HXL7573/2*BAU/3/WBLLI

KLDR/PEWIT1//MILAN/DUCULA

PUB94.15.1.12/FRTE
FRF.T2*2/4/SNI/TRAP#I/3/KAUZ*2/TRAP//KAUZ*2/5/BOW/URES//2*WEAVER/3/CROC_J/AE.SQUARROSA (213)//PGO
ATTILA*2/PBW65//WBLLI*2/VrVFTSI

ALTAR 84/AE.SQUARROSA (221)//3*BORL95/3/URES/JUN//KAUZ/4/WBLLI/5/REPI/PIARE//2*BCN/3/CROC 1/AE.SQUARROSA
(213)//PGO/4/I-FUITES

MURGA//WAXWING/KIRITATI

MIJRGA/KRONSTAD F2004

ATHI.A*2/PBW65//MURGA
BAV92//IRENA/KAUZ/3/HI'ITES/6/A1.D/CEP75630//CEP75234/PT7219/3/BUC/BJY/4/CBF.D/5/TNMU/PF85487
WBLL I*2/CHAPIO//HEILO

WBLL1*2/CHAPIL)//HEILO

WAXVI1ING *2/4/BOW/NK.T//CBRD/3/CBRD
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42
43
44
45
46
47
48
49

50

51

52
53
54
55
56
57
58
59
60

61

62

63
64

65

66
67

RO ¢()7*2/3/PRINIA/TASTO R711UITES
ROLFO07*2/4/CROC_I/AE.SQUARROSA (205)//BORL95/3/2*MILAN

\WB1JJ *2/KUKUNA/5/PSN/BOW//SERI/3/MILAN/4/ATTILA/6/WBELI *2/KKTS
WAXWING*2/DIAMONDBIRD
BA'V92//[IRENA/KAUZ/3/FTUITES*2/4/IMILAN/KAUZ//CHII7TCHUM18
BAVI92/[iIRENA/KAUZ/3/NIUITES*2/4/PVN
BAV92//IRENA/KAUZ/3/HUITES*2/4/ITNMU

WBEE1/DIAMONDBIRD//WBLL1 *2/VIVITSI

CAL/NH//1567.71/3/SERI/4/CAL/NH/IH567.71/5/2*KAUZ/6/PASTOR/7/Y ANAC/8/CALI/NH//H567.71/3/SERI/4/CALINIT//H567.71/5/2 V"KAUZ/6/
PASTOR
CAL/NH//H567.71/3/SERI/4/CALINH//IH567.71/5/2*KAUZ/6/PASTOR/7/KIRITATI/8/CAL/NH//H567.71/3/SERI/4/CAL/NH//H567.71/5/2*KAUZ/
6/PASTOR

CS/TH.SC//3*PVN/3/MIRLO/BUC/4/URES/JUN//IKAUZ/5/HUITES/6/YANAC/7/CS/TH.SC7/3*PVN/3/MIRLO/BUC/4/MILAN/5/TILHI
FINSI/METSO//FH6-1-7/3/FINSI/MF.TSO

INQALAB 91*2/KUKUNA*2//PVN
UP2338*2/4/SNI/TRAP#1/3/KAUZ*2/TRAP//IKAUZ/SIMITAN/KAUZ/ICITIL/ICHUM18/6/UP2338*2/4/SNI/TRAP#1/3/KAUZ*2/TRAP//KAUZ
UP2338*2/KKTS*2//[Y ANAC

WAXWI1ING/2*ROLFO7

W8LU*2/5/CN079//PF70354/MUS/3/PASTOR/4/BAV92

ATTITA*2/PBW65*2//MURGA

WBLLI/FRET2//PASTOR*2/3/MURGA

KAUZ//ALTAR 84/A0S/3/MILAN/KAUZ/4/HUITES/5/CROC 1/AE.SQUARROSA (205)//BORL95/3/2*MILAN/6/KAUZ//ALTAR
84/A0S/3/M1ILAN/KAUZ/4/HUITES

CAL/NH/IH567.71/3/SERI/4ICALINH/IH567.71/5/2*KAUZ/6/PASTOR/7/CROC 1/AE.SQUARROSA
(205)//BOR1.95/3/2*MILAN/8/CAL/NH//H567.71/3/SERI/4/CAL/NH//H567.71/5/2*KAUZ/6/PASTOR
ROLFO07*2/4/CROCJ/AF,.SQUARROSA (224)//KUI,IN/3/WESTON!A

KAUZ//ALTAR84/AOS/3/MILAN/KAUZ/4/HUITES*2/5/CHUM18/BORL95//CBRD
KAUZ/IALTAR84/AOS/3/M1L.AN/KAUZ/4/HULTES/5/CROC 1/AE.SQUARROSA (205)//KAUZ/3/SASIA/6/KAUZ//AL'l AR
84/A0S/3/IMII,AN/KAUZ/4/IRIIM S
CAL/NIV/H567.71/3/SbRJ/'4/CAL/NII//H567.71/5/2*K.AUZ/6/PAVIOR*2/7/CNDO/R143//bNTE/MHXI 2/3/AEG1LOPS SQUARROSA
(TAU S)/4/WEA'VER/5/2pPASTOR

ATTILA*2/PBW65*2/4/B0 W/N KTHCBRD/3/CBRD

MR
MR
MR

MR

MS
MR

g XU XUV XWX

MR
MR
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68 j BAV92//IRI NA/KAL 1" M I('li i1S'4/1 N/2”PAS I'OR/5/UAV92//IRENA/KAL .'//.villi 1IN MS

69 BAV92//IRtNA/KAUZ/3/HUN'ES/4/FN/2*PASTOR/'5S/BAV92//IRENA/KAUZ/3/HUITLIS MR
70 ROL.F07*2/4/BO\V/NKT//CBRD/3/CBRD R
71 WBLL1/4/BOW/NKT//CBRD/3/CBRD/5/WBLL12 li kl RI MS
72 WBELI*2/4/YACO/PBW65/3/KAUZ*2/TRAP//KAUZ*2/5/GONDO MR
73_ PFAII/WFAVFR*2//IBRAMBEING/3/KAUZ//ITRAP#I/BOW/4/PFAU/WFAVER'i2//IBRAMBFING
74 KAUZ/IALTAR 84/A0S/3/MILAN/KAUZ/4/HUITES*2/5/CHfL/CHUM 18
75 KAUZ/IALTAR 84/A0S/3/MiFAN/KAIIZ/4IHHIi ES*2/5/CHIL/CiIRIM18
76 CAL/NH//H567.71/3/SERI/4/CALIN11//11567.7 1/5/2*KAUZ/6/J5ASTOR/7/ACHTAR*3//K ANZ/K .S85-8- :

4/8/CALINEI//H567.71/3/SERI/4/CAL/NH//IFI567.71/5/2*KA1JZ/6/PASTOR
77 BAV92//IRENA/KAUZ/3/HU[TES*2/4/Y UNMAI 47 MR
78 WAXWING/KIRITATI*2/3/C80.U3*BATAVIA/2*WBLLL T

"79~ BAV92//IRENA/KAUZ/3/HUITES*2/4/WHEAR
80 KAUZ//ALTAR84/AOS/3/M[FAN/KAN7./A/HIIITF,S*2/5/WHFAR R
8 i K.AUZ//ALTAR 84/A0S/3/M1LAN/KAUZ/4/HUITES/5/C80. I/3*BAI'AVIA//2*WBLLI/6/KAUZ//ALTAR 84/A0S/3/M1LAN/nAUZ/4/HI1TES
82 JE;ASJZI;Il;l//H567.7I/3/SF.RI/4/CA17NH//H567.71/5/2*KAUZ/6/PASTOR/7/WHEAR/8/CAf7N H//H567.71/3/SERI/4/ICAL'NH//H567.71/5/2*KAUZ/6/ R
83 ERNCEN/BFCARD MR
84 PAURAQ/3/KIRITATI//PRL/2*PASTOR MS
85 QUAIII/5/FRET2*2/4/SNI/TRAP#I/3/KAUZ*2/TRAP//K.AUZ MR
86 BFCARD/5/KAUZ//ALTAR 84/A0S/3/MILAN/KAUZ/4/HUITES R
87 FRANCOLIN #I/5/HEI/3*CN079//2*SERJ/3/ATTILA/4/WH 542 R
88 FRNCEN/3/PGO/SERI/BAV92 R
89 TRCH/6/HPO/i AN//VEE/3/2*PGO/4/MILAN/5/SSERII R
90 QUAHI/3/PGO/SERI/IBAVI2
91 KBIRD//WBLL1 *2/K.URUKU
92 KBIRD/5/KAUZ7ALTAR 84/A0S/3/MIL.AK/KAUZ/4/HUN'ES
93 \WAXWING/4/SNr/TRAP#I/3/KAI 1Z*2/TRAP//KAI!Z/5/PGO//ICROC_I/AF.SQI'ARROSA (224)/.V2*BORI 9S/4/fiRa'S

W,AXWi\G/-I/S\I/TRAP;;i/3/RAUZ""2/TRAr/.KAUZ,5/PGO/SERI//BAV92 MR
95 PBW343*2/KUKUNA/3/PGO/SERI//BAV92 R
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96
97
98
99
100

101

102
103

104

105
106
107
108
109
110
1n1
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123

FWB] | MRWLIT! N<i\ A S TTIK
quail "3/\hian/amsi:l
ATT1I,A*2/PBW65//M lili *I/3/FRANCOEIN if 1
ATTILA*2/PBW65*2//TOBA97/PASTOR

WBLL1*2/VIVITSI//PRINIA/PASTOR/3/W'BLLI *2/BRAMBLING

CAL/NI 1//11567.71/3/SERI/4/ICALIN11//H567.7 1/5/2*KAUZ/6/PASTOR/7/REI I/l IARE//2*BCN/3/CROC I/AE.SQUARROSA
(213)//P(10/4/1110111 ;S/8/K ALJ///AL.TAR 84/A0S/3/M1LAN/KAUZ/4/I Ilil 1ES

MU U #J/PBW 343*2/K UKIiNA/3/M1JU
WBLL. 1*2/KURUKU/6/CNIX)/R143//ENTE/MEXI 2/3/AEGILOPS SQUARROSA (I'AUS)/4/IWHAVKR/5/2MAN/./7/WBI.LI*2/KIiIRUKU

TUKURU//BAV92/RAYON*2/7/YAV 3/SCO//JO69/CRA/3/YAVT9/4/AE.SOUARROSA (498)/5/LINE
1073/6/KAU/.*2/4/CAR//IKAI ./BB/3/INAC/5/KAU/

NG8675/CBRD//FN/2*PASTOR/4/THELIN/3/2*BABAX/LR42//BABAX
BAVI92//IRENA/KANZ/3/I [JITES/4/IGONDO/TNMU/5/BAVI2//IRLNA/KAUZ/3/I HII 1ES
CONI#1/6/2*HPO/TAN/IVFFI3/2*PGO/4/MIL.AN/5/SSERII
PGO/SERI/IBAV92/3/2*WAXWING

KBIRD//WH 542/2*PASTOR/3/W BEL 1*2/BRAMBLING
MIjU/5/TRAP#I/BOW/3/VEF/PIN//2*TIJI/4/IBAV92/RAY ON/6/MIEAN/S87230/7BAV 92
K.FA/3/PLAU/WEAVER//BRAM BLING/4/PFAU/WEAVER*2//BRAMBLING
ATTILA*2/PBW65//KRONSTAD F2004

WBLL 1*2/1 UKURUZ/KRONSTAD F2004

CII1L/C11UM 18//GONDO

WBLL 1*2/KUKUN A//K1R1TAT1/3/WBEL1»2/KUKUN A
NORM/WBLLI//IWBLLI/3/fFNMU/4/WBLLI*2//FUKURU
PBW343*2/K1]JVAK1*2,7YANAC

FRANCOLIN if V4/BABAX/LR42//BABAX*2/3/[KURUKI*

PANDORA//WBLI P2/BRAMBLING

WBELI*2/BRAMBLING//.IUCHI

WB1.11*2;KKTS//K BIRD

TACIIPETO E200 EVWABLL. 1;2/kkTS/3/WBLL L!2/BRA\IBEING
WBILLI/KUKUNA//TACTIPETO F2001/3/KRONSTAD F2004/4/ROLF07
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MS
MR

MS

MR

MR

Pyl

MR
MS
MS

MS

MR

MR
MR
MR
MS
MR*
MR
MS

H



125
126

128
129
130
131
i32
37
135
136

138
139

Al 111.A*2.PB\V65*2/5/REII/lIARI:./[2*BCN/3/CROCJ/AE.SQi:ARROSA {213),7PGO/4/liljl 1i:s i MR

HEILO/7/1VAN/6/SABUF/5/BCN/4/RABI//USICRA/3/AE.SQIJARROSA (190)/8/VORB/EISCAE R
KS\\R//YICAL/NTI/,ri567.71/3/SERI/4/CAL.'TSIEE74E567.7]/5/2*K.AUZ/G/PA.STOR/S/CAL/NI 1//H567.71/3/SERL/4/CALINL Li11567.7 /5/2*KAUZ/6/PA S
Sro

KAUZ/PASTOR//PBW343/3/KRONSTAD F2004 MS
RF;H/HARE//2*BCN/3/CROC_1/AI-.SQUARR()SA (213)//PGO0/4/IR;ITES/5/KRONSTAI) 1-2004 S
PRL/2*PASTOR//VORB MR
TRCH *2/3/W UH |/VE E#5//CBRD R
KAUZ//AL.TAR 84/A0S/3/MII.AN/K.AUZ/A/HULTES/5/SI 1A3/SER1/7S11A4/LIRA/6/K. AUZ//ALTAR 84/A0S/3/M1LAN/KAUZ/4/HUITES R
PBW343/PAS I'0R*2/6/TURACO/5/CHIR3/4/SIREN//ALTAR 84/AE.SQUARROSA (205)/3/3*BUC R
WBLL1*2/BRAMBLING/4/BABAX/LR42//BABAX*2/3/KURUKU R
FRANCOLIN //1/KIRITATI st
BABAX/LR42//BABAX*2/3/KLiIKUNA/4/TAM20i/PASTOR//TOBA97 MR
MURGA/KRONSTAD F2004//QUAH! #3 S
K.ENYA NY ANGI) VII/3/2*K.AUZ/PASTOR//PBW343 R
PARUS/PASTOR//INQALAB 91*2/KUKUNA R
CROC_I/AE.SQUARROSA (205)//K.AUZ/3/SASIA/AITROST R
CROC |./AE.SQUARROSA (205)//KAUZ/3/SASIA/4/ITROST R
PFAI [/MI1,AN//SOVA/3/PBW65/2*SF,RI.I B R
PASTOR/KAF1Z/6/CNDO/R143//FNTE/MEX12/3/AEGILOPS SQUARROSA (TAUS)/4/WEAVER/5/2*KAUZ R
PASTOR/3/VORONA/CNO79//KAUZ/4/MILAN/OTUS//ATTNn.A/3*BCN R
PASTOR/3/VORONA/CNO79//KAUZ/4/VIILAN/OTUS//ATTILA/3*BCN MR
CL1UBIA/WEAVLR/5/KAUZ//ALIAR 84/A0S/3/MILAN/KAUZ/4/HUITES R

CH1BIA/WEAVER/5/KAUZ//ALTAR 84/A0S/3/IMILAN/KAIFZ/4/FLUITES MR
PRIN1A/PASTOR//M IUITES/3/MIILAN/OTUS//ATTILA/3*BCN |

C8u. 1/3*BATAVI.'V/2*WBI.LI/3/TOBA97/PASTOR R
WI IEAR/3/PBW343/PASTOR//ATTIEA/3*BCN R
PBW343/HUITES/3/MILAN/OTUS//ATTILA/3*BCN R
WBLL 1*2/K.URI!KIY//K.RONSTAU F2004 MR
WBLLI*2/TUKURL7/KRONSTA!) F2004 MR
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153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
i72

173

174

175
176
177
178
179
180

irim; MK \-vh;\\3j-¢ rMni \ a'3tb\y343

WIIL.AR,'2*K.RO\SIAU 1-2004 S
C80.1/3*BATAV1A//2*WBI.I. 1/3/2*KRONSTAD 1*2004 S
C80.1/3*BATAVIA//2*WBLL 1/3/2* KRONSTAD 12004

SUMAI #3

gamfnya

FALCIN/AF.SQUARROSA (312)/3/TFIB/CEP7780//SIIA4/ITRA VIS
GONDO/CBRD R
hiiio MS
PICUS/3/KAUZ*2/BOW//IKAUZ/4/K.K.TS/S/HEIL.O

HIPO/TAN/IVFF./3/2*PGO/4/MILAN/5/SSF.RII/6/GONIX) R
IIPO/TAN/IVFF/3/2*PGO/4/MI1,AN/5/SSFRI1 1/6/GONDO R
KAUZ/mazar 99//PBW343/3/HFILO

fri:t2/wbi |l i//iacupi:io i,?u0i 3 hmi < R
WB1.I 1*2/4/Y ACO/PBW65/3/KAUZ*2/TRAP//IKAUZ/5/GONIX) R
WBLL 1*2/C'HAPK)//HFILU R
WBLL 1*2/KURUK [I//HF.ILO R
WBFU *2/KIJRUKD//i IFILO R
WBLT1*2/V1V11SI//IGONDO MR
ATTI! ,A/2*mazar 99//FN72*malar 99

KAUZ//ALTAR 84/A0S/3/MILAN/KAUZ/4/HUn ES/5/CROCJ/AE.SQUARROSA (205)//KAUZ/3/SASIA/6/K.AUZ//ALTAR
84/A0S/3/MIF,AN/K.AUZ/4/HIITES R
KAti/y/ALL.TAR .S4/AOSI3/IMIFANTKAWZ/4/IUINTFS/5/('ROC 1/AF.SQUARROSA (205)//KAIL;Z/3/ISASiA/6/KAUZ/'AFTAR
84/A0S/3/M1LAN7TKAIJZ/4/HUITES

CAL/_Ni 1//n567.TI/3/SERI/4/CAL/NH//H567.71/5/2*KAUZ/6/mazar 9/*2/7/CNIS0/R143/ENTEYIVIEX] 2/3VAFGIFOPS SQUARROSA MS
(TAIiS)/4/WF.AVHR/5/2*mazar 99 " _

BAVI927IRFNA/KAI V73/HITIT:S*2/4/GONIXVT\.VIli R
BAV92."7IRENA/KAUZ/3/I Ili Fl ES*2/4/GONDO/TNMI; MR
I;Rin 2*2/KUKI INA*2//[SHA4/CMI1. S
WBLL 1*2.'KL,RL:KLI*2//TNMLi MR
WBLL.!"*2/117KI;R1i//WL:H 1/BOW/3/WBLLI *2'TL:fCl RL S
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182
183
184
185

186

187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
1997
200

201
202.

203

204
205
206
207
208

VABLI 11 R "2 \higlar 99*2/3/(I0NL)O

PFAU; WEAVER*2//BRAMBLING/7/IVAN:'6/SABI'F/5/BC\'/4/RABI//GS/ICRA/3/AF.SQUARROSA (190)/8/PFAU/WLAVI:R//BRAMBLING
R(C i i\M I

KAUZ/IALTAR 84/A0S/3/MILAN/KAUZ/4/HUITES*2/5/CHIL/CITUM18

KAUZ/IALTAR 84/A0S/3/MILAN/KAI7./4/HUITF.S*2/5/CHIL/CHUM 18

CAL/N j1/711567.71/3/SFRI1/4/C AL/N 11//11567.7 I/5/2*KAUZ/6/mazar
99/7/TNMU/8/CAL/N11//11567.71/3/SERI/4/CAL/NH/IH567.7 I/5/2*KAUZ/6/mazar 99

PRIN1IA/PASTOR//CHIL/CHUM18/3/PRIN1A/PASTOR R
PB W3I13*2/K.! [VAKI*2//CI 11L/ICHUM18 MR
PBW343/mazar 99*2/6/TURACO/5/CTIIR3/4/SIREN//ALTAR 84/AE.SQIJARROSA (205)/3/3*BUC MR

PBW343/mazar 99*2/3/WUH!/VEEtf5//CBRD R

PBW343,'mazar 99*2/3/WUI 11/VEE//5//CBRD R

PBW343/mazar99*2/3/WUHI/VEE#5//CBRD R
MS

R

R

R

O 0 XUV O

N(t8675/CBRD/7/IVAN/6/SABUF/5/BCN /4/RABI//G.SICRA/3/AE.SQUARROSA (i90)/8/WR! .LI *2/(T IAPIO
NG8675/CBRL>/7/IVAN/6/SABUF/5/BCN/4/RABI//GSICRA/3/AE.SQUARROSA(190)/8/WBLLI»2/CHAPIO
SHA3/CBRD//TNMU/5/KAUZ/IALTAR 84/A0S/3/M1LAN/KAUZ/4/1IHIITES

tN/2*mazar 99//GONDO/TNMU/3/FRANCOL.IN fil

HE1LO//GUNDO/TNMU/3/WBLL1*2/BRAMBLIN G MR
CBRD/FILIN X |
CBRD/FI1.IN R
CHIL/CHUM18//GONDO R
CAL/NH//H567.71/3/SF,RI/4AICAL/NH//H567.71/5/2*K.Al 1Z/6/ma/ar 99/7/0 R()C_!/AL.SQU ARROSA MS
(205)//IKAUZ/3/ATTILA/8ICALINFf/IH567.71/3/SFRI/4/CAL/NH//H567.7 1/5/2*KAUZ/6/mazar 99

WAXWING/K.IRITATI*2/3/SIIA3/SERI//SHA4/LIRA MR
CNO79//PF70354/MUS/3/PASTOR/4/BAV92*2/5/SUA3/SFRI//ISHA4/LIRA R
T<FT2/TUKURU//FRFT2/3/WUHI/VFF#5//CBRD/4/FRET2/TUKURIJ//FRET2 R
WBLL1'FRET2//mazar 99/3/SHA3/SERI//ISIIA4/L1IRA/4/WBLL1/TACUPETO F2001//mazar 99 R
PFAt i\VFAVFR*2//BRAMBI.ING/7/1VAN/6/SABUF'5/BCN/4/RABI//GS/ICRA/3/AF..SQ1 jARROSA (190)/8/PFAi:A\VFAVFR//IBRAMBI.)NG
PFAI/V;EAVER,7BRAMBLI\Gi:2/3/SnA3/SERTySI IA4/LIRA

KAUZ/IALTAR 84/A0S/3/MIL AN/KAUZ/4/HU ITE.S/5/SHA3/SER[//SHA4/LIRA.I6/KALY./[ALTAR 84/A0S/3/MILAN/KALY ./4/HU1TF.S R
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209 j FRIMA PASTOR'GLIIL ;1M T YT ININ I”ASTWR j R

210 K\. LiTA2'iiiii/tr 99-<v 11 RA’(._UO'CI 1IR3/4/ST KF\ mAl 1AR K4'AP.MACARROS A (205) A7nH:C/7/k Al m/: Al 1AK R
84/A0S/3/MILAN/K AUZ/AITLIj ITES
211 CHIl /CHUM 18//FN/2* mazar 99/3/PRI./2*mazar 99 R
212 Cl 111/CI UM 18//GON1)O/3/W BFI.1 *2/K.URUICU MR
213 SHA3/CBRD//TNMU/S5/KAUZ//AETAR 84/A0S/3/M1l AN/K.AUZ/4/HUITES MR
214 FN/2*niazar99//GONDO/TNMU/3/FRANCOIJN #1 R
215 NG8675/CBRD//FN/2*mazar 99/4/1iIFF IN/3/2 *BABAX/FR42//BA BAX R
216 HE1FO/7/IVAN/6/SABU 175/BCN/4/RABI//GSICRA/3/AE.SQU ARROSA (190)/8/VORB/FISCAF R
217 BAV92//IRFNA/KAUZ/3/1 IUITFS/4/DOI 1. S
218 TRCP1/SRTU/5/KAUZ//ALTAR84/A0S/3/MILAN/KAUZ/A/NNIUITES R
........ 219 PRI72*maz.ar99//SRTU/3/PRINIA/PASTOR R
WAXWING*2/3/PASTOR//HX1.7573/2*BAU R
221 ATTILA*2/PBW65*?//TNMU MR
222 ShRI.1B//KAIJZ/HI-:VO/3/AMAD*2/4/KIRITATI R
223 WBLL.I*2/4/SNI/TRAP#I/3/KAUZ*2/TRAP//IKAUZ/5/K.AUZ//ALTAR 84/A0S/3/M11.AN/KAUZ/4./IIUITES R
224 WBI.F1 *2/4/Y ACO/PBW65/3/KAUZ*2/TRAP//KAUZ./IS/IKAUZ./IAFTAR 84/A0S/3/MII.LAN/KAUZ/4/HUITI-S R
1 225 I-RI:'r2*2/4/SNVYTRAL#i/3/KAUZ*2/TRAP//KAUZ/5/KAUZ/IAi:i’AR84/AOS/3/MILAN/KAUZ/4/iIUN-ES R
226 FRFT2*2/KX{KUNA//PRIN1A/PASTOR |
227 FRKT2/K.IRITATI/S/NAC/TH.AC//3*PVN/3/MIRLO/BUC74/2*mazar 99 MR
228 FRFT2/KIRITATI/5/NAC/TI FAC//3*PVN73/MIRFO/BU(74/2*rnazar 99 MR
229 KAUZ/IAFTAR 84/A0S/3/MIi.AN/KAUZ/7/CALINH//H567.71/3/SERI/4/CAE/NFF'/H567.71/5/2*K AUZ/6/mazar99 1
230 KAUZ//AETAR84/A0S/3/MIFAN/KAUZ/4/0IUS/TOBA97 S
231 CAL/NIL'/11567.71/3/SF.R1/4/CAL/IMLV11567.71/5/2*K.AUZ/6/mazar 99/7/K AUZ/mazar 99//P3W 343 MR
232 N68675/CBRD//M1LAN/7/‘CAL/NH//H567.7 I/3/SERI/4/CALINH//H567.71/5/2*K . AUZ/6/mazar 99./8/CNDO/RM3//FN FE/MEXI 2/3/AKGILOPS MR
SQUARROSA (FAUS)/4/\VI-AVFR/5/2*ma7ar 99
----- ATTILA/3*BCN7/BAV92/3/TILI 1/4/S1IA7/V FE/i5//ARIV 92 R
234 A'l'FN.A/3*BCN//BAVI?/3/riF I 11/4/SIIATIVIT:#5/?ARIV92 R
235 BABAX/'1s.S93U76//lIABAX/3, ArTH.A/3*BCX/[TOBA97/4\Y > 1.  *2.'KI.'.RUKU R
236 AT riLA*2/PBW65//KRO\'STAD F2004 MS
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237 k ANZ*4/k S85-8-4//2*\WVBEE 1*2/Kkl IRt kKE MR

7238 FRUT2,'KtKIINA//FRET2/3/PASTOR//HXI.7573/2*BAU/5/FRIiT2*2/4/SN1, TRAPIf|/3/ICAi;Z*2/TRAP//KAUZ MR
239 PRE/2*mazar 99//PARUS/5/NAC/TI I.LAC7/3*PVN/3/MIREO/BUL74/2*mazar 99 MS
240 WAXWING*2/JUCHI MS
241 FUNDACEP 30
242 SHANGHAI #8
243 VOROBEY MR
244 CPI8/GEDIZ/3/GOO//AEB/CRA/4IAE.SQUARROSA (208)/5/HAHN/2*WEAVER/6/SKAUZ/BAV92 R
245 CPi8/GEDIZ/3/GOO//ALB/CRA/4/AE.SQUARROSA(208)/5/IIAHN/2*WEAVER/6/SKAUZ/BAV92 R
246 CP18/GEDIZ/3/GO0//A EB/ICRA/4IAE.SQUARROSA (208)/5/HAHN/2*WEAVER/6/SKAIZ /BAV92 R
247 NING MAI 96035/FINSI//1 1EIEO R
248 NING MAI 96035/1 INS1/HE1LO R
249 ATTIEA/LL1E!EQ
250 ATTIEA/IIEIEO R
251 WAXWING//PFAUAVEAVER MS
252 BABAX/LR42//[BABAX*2/3/k URIJK U R
253 ND643//2*PRL/2 *mazar 99 MS
254 VOROBEY MR
255 BABAX/LR42//BABAX/3/ER2000 R
256 OASIS//ITC14/2*SPER/3/A'rriLA/4/WBEL4 MR
257 FILIN/3/CROC_VAE.SQUARROSA (205)//kAUZ/4/FIE IN/5/VEE/MJI//2*TUI/3/mazar 99 R
258 T.DICOCCON P194625/AE.SQUARROSA (372)//3*PASTOR R
259 PASTOR/4/WEAVER/TSC7/WEAVER/3/WEAVER/5/URES/PRE//BAV92 R
260 SW94.2690/SUNCO R
261 | SW94.2690/SUNCO MR
262 ' VEE/MJI/[2*TUI/3/mazar 99/4/BERKUT MR
263 bi:rkit/3/a'i"lI'iea*2/ic'i hi /buc MR
264 TAN/ITEMPORALERA M 87/AGR/3/ERET2/4/URES,PRE//BAV92
265 A933245.7197.29/4/kAIJZ/IALTAR 84/A0S/3/KAIIZ/5/PASTOR R
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266 OASIS'1ci 1-rsitk \irnatoa HTA ok 18act Nt 2 1v iMooy 63 5T0/M 1-1Cropa 14

267 MEX94.27.1.20/3/SOKOI E//AU U.A/3*IiICN RK
268 K.S82W418/SPN//WBEI 13 iii Rk; , R
269 CNDO/R143//I:NTE/MEXI75/3/AE.SQ/4/2*FC r/5/KA.UZ*2/YACO//IKAUZ/6/BERKUT R
270 SOKOLE/EXCAEIBUR MR
271 PASTOR/SI .VS//[FRAMF R
272 PASTOR/SI.VS//FRAMF. MR
273 B\\l 1R-2 4 (HI \ Aiviiop> SQIJARROSA (TAUS)//BCN/3/BAV92 MS
21A BERKUT/3/AETAR84/AE.SQUARROSA (219)//SERI MR
275 MIEAN/DUCULA//SUNCO/2* PASTOR MS
276 SW89-5124*2/FASAN//PARUS/PAS'I OR MS
277 SOKOEF//SUNCO/2*PASTOR MR
278 CROCM/AE.SQUARROSA (224)//OPATA/3/ALTAR 84/AE.SQ/2*OPATA R
279 SUNSTATK/S1) 3195//SOKOEE R
280 SOK.OLL*2/GEE MR
281 TEMPORAEERA M 87/ROMO096/3/ATTU.A/BAV92//mazar 99/4/PRL/2*rnazar 99 MR
282 FINSI/3/ATTILA/BAV92//PASTOR/4/PBW343*2/KUKUNA R
283 C099W329/2*BERKU i MS
284 PSN/BOW//MU.AN/3/2*BERKUT R
285 CROC1/AE.SQUARROSA (224)//OPATA/3/RAC655/4/SI .VS/PASTOR MR
286 SEVS/PAS FOR/3/mazai- 99//MUN1A/ALTAR 84 R
287 YAV79//DACK/RABI/3/SNIPE/4/Al-:.SOUARROSA (46())/5/2»FXCAEIBUR/6A'HF./I.IRA//BOW/3/BCN/4/KAL 17. R
288 CNDO/RI43//ENTE/MEXI 2/3/AEGIEOPS SQUARROSA (TAUS)/4AVT.AVER/5/2*JANZ/6/D67.2/P66.270//AE.SQUARROSA S

(320)/3/CUNNINGHAM
289 CROC \IJAE SQUARROSA (2015)//BORL95/3/KENNEDY/6/CNDO/R I43/ENTE/MEX1 2/3/AEGIEOPS SQUARROSA

n‘aus AVIEr/si) MENZ S
290 D67.2/P66.270//AE.SQUARROSA (32())/3/CUNMNXiHAM/4/PASTOR/SLVS S
291 CAl IN'GIRI'SOKOE! R
292 SON.OEE//SEVS/PASTOIi 3, ATTIEA :2,/Cl ILIE/BUC S
293 BERKUF/HTG MR
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21>4
295
296
297

SOKOi.! /ITRAMI

SOKOU./SLVS R
ASTREB*2/NIN(i MAI 9558 MR
MR

ASTRIiB*2/3/WUHI/VEC#5//CBRD
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ANEXO 2: Extraccion de ADN (Ferreira y Grattapaglia, 1998)modificado por
(Pazmifio, 2012).

w N

© N o 0k

9.

10.
1.

i2.
13.
14.
i5.
16.
i7.
i8.
19.
20.
21.

22.

Colocar muestras de tejido foliar en un tubo Eppendorf

Afiadir 500 |aE del buffer de extraccidn sobre la muestra

Realizar la extrusién mecénica del tejido con un pistilo, hasta obtener una pasta
verdosa

Adicionar 200 j.IE mas del buffer de extraccion

Incubar en bafio maria a 65 °C por 60 minutos.

Posteriormente centrifugar a 1300 rpm por 10 minutos.

El sobrenadante es transferido a nuevos tubos.

En la cAmara de gases, se coloca un volumen similar al sobrenadante de C.I.A.
24:1.

Agitar por inversion durante 5 min.

La mezcla obtenida, centrifugara 13.000 rpm por 10 minutos

Extraer la fase acuosa (fase superior) cuidadosamente a un nuevo tubo
Eppendorf

Repetir la adicion de CIA y la centrifugacion

Adicionar (2/3 del volumen extraido) de isopropanol a -20°C.

Mezclar por inversion

Almacenar las muestras a -4°C toda la noche.

Centrifugar a 13.000 rpm por 10 min.

Descartar el sobrenadante

Agregar 500 fiL de etanol al 70% a -20°C

Centrifugar 5 min a velocidad maxima

Eliminar el sobrenadante y dejar secar a temperatura ambiente por 2 horas
Suspender el ADN con buffer TE, mediante la incubacién en bafio maria por 5
min. A 65°C.

Sotnciones necesarias:

Buffer de extraccion: 100 mM Tris HCI

TE:

20 mM EDTA

1.4 MNaCl

1% PVP

1% CTAB

4% 2-mercaptoetanol

10 mM iris I1CI
1mM EDTA, pH 8
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ANEXO 3: Cuantificacion de ADN en geles de agarosa

1 Ensamblar la cubeta de electroforesis

2. Preparar ¢! gel de agarosa de acuerdo a la concentraciéon y tamafio deseado
Preparar las muestras a cuantificar en un pedazo de Parafiim: 4 |il de DNA a
cuantificar + 1 jul de blitejuice. mezclar bien y cargar 2 jal de esta mezcla en los
pozos del gel.

4. Cargar en el primer pozo del gel 2 jal de DNA LowMassLadder{\n\\tro<¢m).

5. Correra 50 - 100 V 0 60 mA por 10-25 min.

6. Llevar a la camara UV. focalizar bien la imagen (intensidad de luz y tiempo de
exposicién) e imprimir en papel térmico.

7. Cuantificar la concentracion de ADN en ng/jxl comparando la intensidad de sus
bandas con respecto a las del marcador(Morillo y Mifio, 2010)

ANEXO 4: Cuantificacion de ADN por fluorometria
1. Para preparar el buffer de cuantificacion. utilizamos el siguiente coctel:

1 X n jul de Ouant-ii Reagent

199  x n pJ dg Quant ~it Biiffer

*n es el namero de muestras que se va a cuantificar en el fluorimetro

2. Mezclar bien el mix de cuantificacion.

3. Entubos Eppendorfde 60 jil colocar 10 (il de los estandares 0 ng/'"*l y 100 ng/pi.
asi como el ADN de las muestras a cuantificar, con las respectivas etiquetas.

4. Adicionar 190 |al del buffer de cuantificacién a cada muestra, dar un vértex y un
punto de centrifuga y esperar 2 minutos antes de empezar a cuantificar, Egs
muestras deben permanecer siempre bajo oscuridad.

5. Una vez transcurrido el tiempo, empezar primero por la calibracion de;
fluorimetro con los estandares 0 ng/pl y 100 ng/jul, seguidamente cuantificar las
muestras de ADN.

6. EIl fluorimetro presenta dos tipos de lectura, la HS (ng/ml) y la BR (fxg/ml).

7. Para calcular la concentracién de las muestras, se usa la siguiente ecuacion:

Concentracion de la muestras = Valor QFx (200 / X)
Donde:

Valor QF- El valor dado por el fluorimetro
X= El volumen final de la muestra a cuantificar

8. Esta ecuacion genera un resultado con las mismas unidades que son dadas por r
fluorimetro (Morillo y Mifio, 2010).
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