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RESUMEN

En Uruguay, la cebada (Hordeum vulgare. L) es el segundo cultivo de
invierno mas importante en cuanto a area de siembra. Una de las
enfermedades foliares mas comunes de la cebada en Uruguay es la mancha
borrosa, causada por Cochliobolus sativus, la cual provoca importantes
pérdidas en produccién y calidad maltera del grano La resistencia a la
enfermedad basada en cultivares resistentes es la opcidn ambientalmente
mas amigable y econdmica para manejar enfermedades de plantas
causadas por agentes bidticos. El éxito en la obtencidon de cultivares
resistentes se basa principalmente en el conocimiento de los aspectos
etiolégicos y epidemioldgicos asi como en la composicion poblacional de

virulencias.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la variabilidad patogénica
y caracterizar la diversidad genética y la estructura poblacional de una
muestra de aislamientos nacionales de C. sativus, representativos de la
region mas importante de cultivo de cebada en Uruguay mediante el uso de

marcadores moleculares RAPDs.

Para describir el espectro de virulencia de C. sativus se analizd un
conjunto de 12 aislamientos del patdgeno frente a un set de 12 lineas
diferenciales de cebada. Las respuestas de infeccion en plantula se
caracterizaron utilizando la escala de respuesta de 1 a 9 basada en el tipo y
tamafo de las lesiones. En total se identificaron 10 grupos de virulencia de
acuerdo al cédigo de triple nomenclatura. Ocho de los 12 grupos de
virulencia se integraban por un Unico aislamiento. Utilizando las respuestas
de infeccién en tres de los 12 genotipos de cebada (diferencial de Dakota
del Norte: ND 5883, cv. Bowman y NDB112), los 12 aislamientos se
agruparon en tres clases de patotipos: 0, 1 y 3. A su vez el andlisis de
conglomerados también reveld tres grupos mayores de patogenicidad. Estos
resultados indican una gran diversidad patogénica entre los aislamientos
analizados. Resultados similares fueron obtenidos en otros trabajos para C.

sativus, tanto nacionales como internacionales. De esta manera, se pone en

Resumen
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evidencia en primer lugar que existiria en Uruguay un variado niumero de
grupos de virulencia y en segundo lugar que el juego de genotipos de
cebada empleados como diferenciales seria altamente eficaz para su

identificacion.

Por otro lado, la estructura genética de una muestra de 45
aislamientos de C. sativus, colectados en hojas infectadas de cebadas
cultivadas, entre 1991-2007, en los departamentos de Colonia, Soriano, Rio
Negro y Paysandu, fue analizada utilizando 20 iniciadores RAPD. En total se
identificaron 134 loci polimdrficos (65.8%) de un total de 205. Cada uno de
los individuos analizados presentd un haplotipo multilocus Unico.
Globalmente, la diversidad genética encontrada fue moderada (diversidad
genética de Nei H= 0.153; Indice de Shannon's 1= 0.265). De acuerdo a su
origen (Departamento), el coeficiente H varié entre 0.082 (Rio Negro) y
0.127 (Paysandu). Al considerar el factor regién o el factor periodo de
colecta (1991-2001, 2002 y 2003-2007) el andlisis AMOVA mostré que
ambos factores son altamente significativos. Sin embargo en ambos casos,
explicaron un porcentaje muy bajo de la diversidad total, ca. 5% para el
factor origen y ca. 10% para periodo de colecta. En consecuencia la
variacion dentro de cada grupo explicd ca. 90-95% del total. La baja
diferenciacion poblacional observada por regidon (Fsr= 0.046) o por periodo
de colecta (Fst= 0.097), sugiere un importante flujo génico tanto entre
regiones (Nm= 10.20) como entre periodos de colecta (Nm= 4.63). Se
propone que el flujo genético observado en C. sativus podria ser mediado a
través de la movilizacidn de semilla infectada entre las regiones de cultivo.
El desequilibrio de ligamiento multilocus estimado para el conjunto de 45
aislamientos resulto moderado (LD= 0.107); si bien el significativo
desequilibrio de ligamiento, asi como la escasa diversidad a nivel génico
observada, son consistentes con la prevalencia de un sistema reproductivo
asexual para esta especie, el valor de desequilibrio de ligamiento fue
inferior al esperado; en efecto, si se tiene en cuenta que el ciclo sexual del
patégeno no se produce en la naturaleza se esperaban niveles mucho mas
altos de desequilibrio de ligamiento caracteristicos de poblaciones clonales.
Resultados similares fueron reportados por otros autores para poblaciones

de C. sativus originarias de Estados Unidos y Australia. Posiblemente la

Resumen



Paula Silva 2011

presencia significativa de genotipos recombinantes, que sin duda
enriquecen la diversidad genética de la poblacion de C. sativus sea
explicada por eventos de recombinacion no sexual frecuentes en hongos
tales como reordenamientos cromosémicos mediados por transposones o

recombinacion parasexual, tal como ha sido sugerido por otros autores.

Resumen
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1. INTRODUCCION GENERAL

1.1. La biotecnologia y la genética de poblaciones de fitopatégenos:

una asociacion clave para el desarrollo de resistencias durables

Diferentes abordajes biotecnoldgicos desarrollados mediante Genética
Molecular estan realizando aportes sustantivos a la Fitopatologia, ciencia
abocada al diagnodstico, a la epidemiologia, al manejo y al control de las
enfermedades en las plantas. Dichos aportes no solamente se limitan al
desarrollo de métodos de identificacién de patdgenos y diagndstico sino que
también incluyen un mejor conocimiento de la estructura genética de la
poblacion del patégeno al igual que el disefio de herramientas moleculares
en el hospedero que faciliten el mejoramiento genético por resistencia y la
optimizacién del despliegue de resistencias en un ambiente dado. En
particular, los marcadores moleculares aplicados al ADN gendmico del
patdgeno han contribuido a la identificacion de especies patdgenas,
complementado el analisis de razas, facilitado el analisis de las dinamicas
poblacionales del patdgeno incluyendo mecanismos del flujo genético
imperante y permitiendo integrar los datos genéticos de las poblaciones

locales del patdégeno a las colecciones disponibles a nivel internacional.

La genética de poblaciones describe y cuantifica la variacién genética de
las poblaciones (a nivel sub-especie) y a partir de la informacién generada
realiza inferencias sobre los procesos evolutivos que afectan la poblacion.
Las fuerzas evolutivas como la mutacién, migracion, deriva genética
seleccidn y recombinacidon, cambian las frecuencias génicas de la poblacidn
y determinan su estructura genética. En particular, el estudio de la
estructura poblacional y distribucion diversidad genética de los
fitopatdgenos son Utiles para comprender la epidemiologia, la importancia
relativa de los diferentes mecanismos de generacion de diversidad genética
y para estimar el potencial de evolucién del hongo en el ambiente
productivo lo cual permite anticipar el potencial de evolucidon con el

hospedero.

— Introduccion general
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Los marcadores moleculares, tales como RAPDs utilizados en este
trabajo, han demostrado ser altamente polimérficos, robustos y Utiles para
el estudio de genética de poblaciones de patégenos a nivel molecular;
ademas, debido a que son presumiblemente neutros, son Uutiles para el
estudio de todos los procesos evolutivos y no Unicamente para la seleccién.
Por ejemplo, estas herramientas hacen posible probar diversas hipotesis
epidemiolégicas y ecoldgicas con datos de campo. La dilucidacion de los
factores que puedan estar alterando a la poblacion del patégeno son datos
importantes a la hora del disefo de esquemas de mejoramiento por

resistencia genética de caracter efectivo y durable.

Las siguientes preguntas/problemas de la genética de poblaciones del
patdgeno deben ser abordadas o resueltas para asegurar el éxito de un

programa de mejoramiento por resistencia durable a enfermedades:

e (COmo se distribuye la variacidn genética en el espacio? ¢Esta la
poblacion del patdégeno geograficamente sub estructurada en el area
de cultivo?

e (¢Cuan representativo es el sitio de evaluacién y/o la muestra de
patdgenos utilizada en las instancias de seleccidn en generaciones
tempranas del programa con respecto al rango de variacidén presente
en la poblacion general?

e (¢COmo se distribuye la variacién del patdgeno en el tiempo? éExisten
cambios en la frecuencia de los genotipos? éSe han producido nuevas
introducciones en la poblacion?

e (Qué tipo de interaccion se desarrolla entre el patégeno y el
hospedero? élLas resistencias son de tipo raza especifica o raza no
especifica? ¢Estas alternativas impactan de manera diferencial sobre

la tasa de evolucién de virulencia en la poblacién del patégeno?

n Introduccion general



Paula Silva 2011

1.2. La mancha borrosa de la cebada en Uruguay y esfuerzos locales

para el desarrollo de resistencia genética

La cebada en Uruguay es el segundo cultivo en importancia entre las
opciones de invierno y el tercer cultivo de secano en cuanto a area (DIEA,
2007). El destino principal del grano es la produccion de malta para la
exportacién. En consecuencia, la calidad del grano remitido por los
productores a la industria maltera es un elemento clave en esta cadena

agroindustrial.

Uno de los factores mas determinantes de la disminucidon de la calidad del
grano es la ocurrencia de enfermedades foliares. Dentro de éstas se destaca
la mancha borrosa causada por Cochliobolus sativus. Las severas y
frecuentes ocurrencias de esta enfermedad en nuestro pais podrian
explicarse por los siguientes tres factores: i) no se dispone de materiales
comerciales con comportamiento aceptable a la enfermedad, ii) el indculo
estd siempre presente en el sistema debido a los grandes voliumenes de
residuos del cultivo remanentes en la superficie asociados a la amplia
adopcién de técnicas conservacionistas de suelo vy iii) el cultivo de trigo,
principal cereal de invierno, también es hospedero de esta enfermedad. En
consecuencia, la identificacion e incorporacidn de resistencia efectiva a la
poblacion local del patdégeno son objetivos de los programas de
mejoramiento del cultivo en el pais desarrollados por INIA, Facultad de

Agronomia-UdelaR y empresas privadas.

Complementando los esfuerzos realizados mediante abordajes
convencionales basados en el andlisis de datos fenotipicos, diferentes
abordajes biotecnoldgicos que explotan informacidon genética y gendmica
estan siendo implementados en el desarrollo de resistencia genética a la
mancha borrosa en cebada, por parte de la Facultad de Agronomia (UdelaR)
e INIA. En primer lugar, la identificacion de regiones gendmicas asociadas a
resistencia a mancha borrosa en cebada utilizando marcadores moleculares
ha sido y es objetivo de trabajo de proyectos de investigacién con

financiacion nacional e internacional mediante el uso de poblaciones de

w Introduccion general
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mapeo biparentales y/o colecciones de germoplasma analizadas a través de
mapeo asociativo (Castro et al, 2008, Gutiérrez et al, 2011). Por otra parte,
la caracterizacidon genética de fuentes de resistencia efectivas en Uruguay
mediada por analisis de haplotipos cromosdmicos ha identificado fuentes
diversas no redundantes (Rodriguez et al, 2010). Dado que el
comportamiento de las resistencias es afectado por las variantes patotipicas
del patdégeno, la dilucidacién del rango de patotipos presentes en la
poblacion de C. sativus de Uruguay y la estructura poblacional del patégeno
son relevantes para el desarrollo de resistencias durables. Los primeros
estudios en variabilidad patogénica de C. sativus en Uruguay fueron
realizados por Gamba et al (2000), Gamba y Estramil (2002), Gamba et a/
(2011) y estudios preliminares de la estructura poblacional de C. sativus de
Uruguay utilizando marcadores RAPDs fue reportado por (Pritsch et al,
2006). Sin embargo, dichos trabajos presentaban algunas limitaciones. El
trabajo de estructura poblacional no contaba con una coleccion de
aislamientos representativa de las regiones de cultivo de cebada en el pais.
Los trabajos de variabilidad patogénica no incluian en el juego de cebadas
diferenciales las fuentes de resistencias genéticamente diversas, que
recientemente hemos identificado. De esta manera, se considerd necesario
mejorar el conocimiento de la estructura poblacional de C. sativus
abordando las siguientes preguntas:

e (Qué magnitud de diversidad genética tiene el conjunto de
aislamientos colectados? éComo se distribuye la variacidon genética en
el espacio y en el tiempo? ¢Estd la poblacién del patégeno
geograficamente sub-estructurada en el area de cultivo? ¢éExisten
cambios en la frecuencia de los genotipos?

e (Cuan representativo es el sitio de evaluacién y/o la muestra de
patégenos utilizada en las instancias de seleccion en generaciones
tempranas del programa de mejoramiento de cebada con respecto al
rango de variacion presente en la poblacién general?

e (Tiene la poblacién de C. sativus en Uruguay una estructura clonal o
se distingue diversidad a nivel genotipico? ¢Existe el mismo nivel de
amplitud de diversidad genética en cada region?

e ¢(Qué nivel de especializacion fisiolégica presenta el patégeno?

éCuantos grupos de virulencia componen la poblacién local?
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2. OBJETIVOS

2.1. General

Evaluar la variabilidad patogénica y caracterizar la diversidad
genética y la estructura poblacional de una coleccién de aislamientos
nacionales de Cochliobolus sativus, representativos de la region mas
importante del cultivo de cebada en Uruguay, mediante el uso de

marcadores moleculares RAPDs

2.2. Especificos

e Caracterizar la diversidad genética de una muestra de 45
aislamientos de C. sativus colectada en los departamentos de
Colonia, Soriano, Rio Negro y Paysandd mediante parametros

poblaciones utilizando marcadores RAPDs.

e Evaluar si la region de colecta es un factor determinante del patrdén

de distribucidn de diversidad genética observado.

e Evaluar si existe efecto afio o periodo de colecta en la poblacion del

patdgeno.

e Caracterizar la presencia de estructura poblacional en la coleccién de

aislamientos de C. sativus mediante métodos basados en modelos.

e Cuantificar los patotipos e identificar grupos de virulencia utilizando
un juego de genotipos diferenciales de cebadas mediante variables

binarias y multiestado, respectivamente.
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3. REVISION BIBLIOGRAFICA

Bipolaris sorokiniana (teleomorfo: Cochliobolus sativus) es el agente
causal de la mancha borrosa en hojas de trigo y cebada, punta negra en
granos y podredumbre de raiz y corona (Fig.1), en América del Norte y del
Sur, Europa, Australia y varios paises de Asia. Cochliobolus pertenece al
Phylum Dothideomycetes, Clase Ascomycota y Familia Pleosporaceae
(Alcorn, 1983). Histéricamente se lo clasificd en Helminthosporium hasta
que en 1959 se reclasificd su fase asexual en Bipolaris (Shoemaker, 1959).
Los parientes mas cercanos son Setosphaeria (anamorfo Exserohilum) y
Pyrenophora (anamorfo Drechslera). Se ha convertido en el mayor estrés
bidtico obstaculizando la produccién comercial de trigo y cebada. Alta
humedad y 22-30 °C de temperatura favorecen el desarrollo in situ de la
mancha. Estas condiciones ambientales predisponen cultivares susceptibles
para el desarrollo de enfermedades, causando dafios en rendimiento de
grano. El inéculo de C. sativus puede vehiculizarse a través de las semillas o
puede surgir del micelio desarrollado sobre residuos de la cosecha. Por lo
tanto los conidios transportados por el aire a partir de micelio presente en
residuos del suelo o sobre el cultivo sirven como fuente de indculo a
principios de primavera. Los sintomas de la enfermedad suelen ser
evidentes en las hojas de cebada como lesiones ovaladas necroticas,
pudiendo estar rodeadas de halos cloréticos amarillos (Fetch y Steffenson,
1994). Como resultado de la infeccion se reduce el area fotosintética y en
casos severos las hojas enteras estdan deterioradas llegando a la
senescencia prematura de las hojas, asi como a la muerte de la planta.
Aunque se han desarrollado métodos quimicos para el control de la
enfermedad, se considera que la introduccién de materiales con buenos
niveles de resistencia genética a la enfermedad y la implementacién de
sistemas de rotacidén de cultivos que eviten la siembra reiterada de trigo y

cebada serian las medidas mas eficaces desde el punto de vista ambiental.
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Figura 1. Enfermedades causadas por C. sativus. El patégeno causa
mancha borrosa en hojas de trigo y cebada, punta negra en granos,
podredumbre de raiz y podredumbre de corona. Tomado de Kumar et al,
2002.

3.1. Importancia a nivel internacional

En los Ultimos afos, las epidemias de mancha borrosa se han
intensificado en numerosas zonas agricolas de clima templado y subtropical
a nivel mundial (Kumar et al, 2002). Para el caso de trigo, los esfuerzos
puestos en el mejoramiento para la resistencia a la roya de la hoja han
producido grandes epidemias de mancha borrosa en los sistemas agricolas
intensivos en el sur de Africa (alrededor de 12.000.000 ha. afectadas). Por
otra parte en China, el reemplazo de variedades de trigo por otros
genotipos con mayor potencial de rendimiento y con resistencia a roya de la
hoja, ha provocado un aumento en las epidemias de mancha borrosa. El
hongo esta presente en zonas donde las condiciones climaticas son calidas y
himedas (este de India, sur-este de China, sur-este de Australia y sur-este
de Brasil).En los ultimos afios, se ha extendido a areas no tradicionales
debido al aumento del consumo y la produccién de trigo en estas areas
(nor-oeste de India y Pakistan). La presencia del patégeno en las areas mas
frias del mundo (este de Europa, nor-oeste de China, nor-oeste de Africa y
norte de América) se debe a la capacidad que posee para adaptarse al frio,

lo cual permite una mayor supervivencia del indculo (Fig.2.).

Las pérdidas de rendimiento en grano causadas por esta enfermedad
fluctuaron entre 16 y 33% en variedades susceptibles de cebada (Fetch y
Steffenson, 1994). Por otro lado, Dubin y Van Ginkel (1991) y Saari, (1998)
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reportan para el cultivo de trigo en el sur de Asia, pérdidas de rendimiento
entre el 16 al 23%.
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Figura 2. Distribucion de C. sativus en el mundo.
Tomado de Kumar et al; 2002.

3.2. Importancia a nivel nacional

La mancha borrosa junto con la mancha en red y la fusariosis de
espiga representan las limitantes principales para obtener rendimientos y
calidad de grano adecuados en los cultivos de cebada en Uruguay. La
magnitud de las pérdidas es funcidn de la enfermedad presente, del
momento en el ciclo del cultivo en que la misma se establece, de la
susceptibilidad del cultivar y de las condiciones ambientales imperantes
(Pereyra et al, 2007). Pereyra (1996) menciona que se han registrado
mermas en el rendimiento entre 10 y 15%, pudiendo llegar a 40% en
aquellos casos donde la epidemia de mancha borrosa se produce antes de la

espigazon.

3.3. Condiciones predisponentes

La mancha borrosa es considerada una enfermedad importante, sobre

todo en lugares sub-tropicales, donde se encuentran las condiciones

@ Revisidn bibliogréfica



Paula Silva 2011

Optimas para su desarrollo: altas temperaturas acompafiadas de alta

humedad.

Kumar et al (2002) citan que en condiciones conducentes, tales como
cinco o seis dias de lluvia seguidos de temperaturas calidas (20-30 °C), la
enfermedad puede desarrollarse muy rapido, agravandose si el cultivo
infectado se encuentra en la etapa de tres cuarta espiga emergida (Zadoks
et al, 1974) donde el cultivo se hace mas susceptible al patégeno. También
mencionan que bajo condiciones de baja intensidad de luz el patégeno
puede colonizar intercelularmente los tejidos sin causar dafios visibles. Por
otro lado, Pereyra et al (2005) citan que las condiciones 6ptimas para la
infeccion se encuentran entre 24-28 °C y entre 9 y 24 horas de agua libre
sobre la hoja; desarrollandose luego favorablemente con la ocurrencia de

lluvias.

3.4. Etiologia de la enfermedad

Cochliobolus sativus (Ito & Kuribayashi) Drechs. ex Dastur
(anamorph: Bipolaris sorokiniana (Sacc.) Shoem.), forma parte de la clase
Ascomycetes, dentro de la division Eumycota del reino Fungi. Los
eumycotas son hongos verdaderos, habitualmente filamentosos y que se
alimentan por absorcién (Tinline, 1988). Los ascomycetes comprenden
varios miles de especies que pueden ser desde estrictamente saprofitas,
hasta parasitos obligados de las plantas superiores. En estos ultimos,
existen algunos que pueden atacar y dafiar severamente los cereales de

invierno como trigo y cebada.

El ciclo de los Ascomycetes comprende dos fases: la asexual y la
sexual (Fig.3). Durante la primera el hongo produce conidiéforos, es decir,
estructuras que soportan esporas asexuales o conidios. Los conidiéforos
pueden nacer individualmente o en grupos, y libres, o en cuerpos fructiferos
denominados picnidios o acérvulos. Desde el punto de vista fitopatoldgico,
esta fase es muy importante porque se repite durante todo el ciclo del
cultivo, y los conidios pueden infectar hojas, tallos, espigas, e incluso

granos. La fusion de dos nucleos haploides compatibles se produce en la
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segunda fase o ciclo sexual y, como consecuencia, se desarrollan cuerpos
fructiferos (peritecios, cleistotecios o apotecios) capaces de resistir
condiciones desfavorables de humedad y temperatura durante la ausencia
del cultivo. En estos cuerpos fructiferos, dentro de las ascas se producen
ascosporas haploides mediante meiosis. Esta es la etapa invernante,
aunque en la mayoria de los casos, las ascas o ascosporas no se forman ni
maduran sino hasta el final del invierno o comienzo de la primavera. Las
ascosporas se liberan al inicio de un nuevo ciclo del cultivo. Por lo tanto el
hongo puede invernar también en forma de micelio y, en ocasiones, como
conidio, o sobreviviendo saprofiticamente en los rastrojos. El micelio de los
Ascomycetes estda compuesto de hifas bien desarrolladas, delgadas o

gruesas, profusamente ramificadas e interrumpidas por septas simples.

B. sorokiniana representa la fase asexual o anamorfica. Se
caracteriza por conidios elipticos tabicados (60-120 pm x 12-20 um) con 5 a
9 células. Durante el proceso de infeccién, la produccién de conidiéforos con
conidios ocurre en el tejido foliar y otras partes de la planta, asi como en los
restos del cultivo. La fase sexual o teleomorfica (C. sativus), raramente se
encuentra en la naturaleza. Unicamente ha sido descrita su ocurrencia bajo
las condiciones agroecoldgicas de Zambia (Gilchrist-Saavedra et al/, 2005).
Sin embargo, es posible favorecer su desarrollo y mantenimiento en
condiciones de laboratorio (Zhong y Steffenson, 2002). C. sativus es un
hongo heterotdlico, para el cual se han descrito dos tipos de apareamiento
(mating types) denominados A y a. Por lo tanto, para el inicio de la fase
sexual exitosa, nucleos haploides de hifas de tipo de apareamiento A y a se
fusionan y desarrollan pseudotecios, ascas y por meiosis ascosporas
(Tinline, 1988). En C. sativus se han identificado los de tipo de
apareamiento MAT-1 y MAT-2 (Zhong y Steffenson, 2001). Sin embargo,
estos autores encontraron muy bajas frecuencias de pseudotecios fértiles en
los cruzamientos MAT-1 x MAT-2 ante lo cual sugirieron que otros genes
adicionales son también requeridos para el desarrollo exitoso de la fase

sexual.
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3.5. Ciclo biologico de C. sativus

Las principales fuentes de indculo primarias a partir de las cuales se
desarrolla la enfermedad son: la semilla infectada, el suelo donde los
conidios durmientes pueden permanecer con capacidad germinativa por 36
meses, plantas guachas o voluntarias y residuos de hospederos (Pereyra,
1996). En los ultimos anos con el desarrollo de practicas conservacionistas
de suelo como la siembra directa, la fuente de indculo mas importante para
esta enfermedad han sido los residuos de los cultivos en la superficie
(Stewart et al, 2005). Por otro lado, Reis (1985) citado por Pereyra (1996)
menciona que la semilla es una importante fuente de indculo para la fase de
podredumbre de raices seminales, secundarias o coronales, lesiones en las

primeras hojas y muerte de plantas luego de la emergencia.
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A partir de conidios procedentes de las fuentes de indculo primarias
antes mencionadas, y con condiciones de temperaturas calidas y alta
humedad, se producen las primeras infecciones en el cultivo. Luego, con la
ocurrencia de lluvias en la primavera se suceden los ciclos secundarios cada
10-14 dias (Pereyra, 1996; Pereyra et al, 2005) (Fig3).

3.6. Rango de hospederos

El rango de hospederos de C. sativus es muy amplio. En la Tabla 1 se
muestra, como ejemplo, el rango de especies hospederas monocotiledéneas
evaluadas en el oeste de Hungria (Kumar et al, 2002). Pero por su
importancia econdmica este patégeno se destaca por las manchas foliares

que desarrolla en los cultivos de trigo y cebada.

Tabla.1. Especies monocotiledéneas huéspedes de C. sativus

Monocotiledéneas Huéspedes *

Cereales

Triticum aestivum
Secale cereale
Hordeum vulgare
Hordeum murinum

Avena sativa

Forrajeras

Agropyron pectinatum
Agropyron repens
Alopecurus pratensis
Beckmannia eruciformis
Bromus erectus
Bromus inermes
Dactylis glomerata
Festuca heterophylla
Festuca ovina

Lolium perenne
Pennisetum villosum
Poa pratensis

Setaria virdis

’ De acuerdo a Bakonyi et al . (1997)
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3.7. Sintomatologia

Los sintomas caracteristicos de la mancha borrosa en cebada se
presentan como lesiones redondas a elipticas, de color marrén oscuro y a
veces con presencia de halo clorético. En ambientes de produccién agricola,
los sintomas de mancha borrosa causada por C. sativus pueden comenzar a
observarse en el cultivo hospedero a partir del comienzo del desarrollo
foliar, inclusive en estadio de plantula y pueden incrementarse
principalmente en las hojas después de la espigazén. Este hongo también
puede presentarse en corona, raices, nudo, vaina, espiga y grano (Pereyra
et al. 2005).

La mancha borrosa es una enfermad que se controla principalmente a
través del uso de cultivares resistentes. Las resistencias son a menudo
evaluadas tanto en plantula como en planta adulta. Fetch y Steffenson
(1999) crearon una escala visual que describe todo el espectro de
respuestas posibles a la infeccion (RI), a partir de la evaluacidon de una
coleccion diversa de germoplasma de cebada y aislamientos de C. sativus.
Para el estadio de plantula generaron una escala de 1 a 9 en funcién del
tipo (presencia de necrosis y clorosis) y tamafio relativo de las lesiones
observadas (Fig.4). Las nueve RIs fueron clasificadas en tres categorias
generales: baja (RI 1 a 3), intermedia (RI 4 y 5) y alta (RI 6 a 9)
compatibilidad. Una baja RI consistido en pequefas lesiones necroéticas con
ninguna o muy leve clorosis marginal, una RI intermedia consistié en
lesiones necréticas de tamano mediano con margen clorético restringido,
mientras que una RI alta consistid en grandes lesiones necréticas con
margenes clordticos bien marcados y grados variables de expansion de
clorosis. Por otro lado, los mismos autores propusieron para planta adulta
las siguientes cuatro clases de RI: R=resistente, MR=moderadamente

resistente, MS=moderadamente susceptible, y S=susceptible (Fig.5).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura. 4. Escala de respuesta a la infecciéon por C. sativus en hojas de
plantulas de cebada. Las RI se definieron en base al tipo (presencia de
necrosis y clorosis) y tamano relativo de las lesiones observadas en la
segunda hoja. Los nueve RI fueron clasificados en tres categorias
generales: baja, intermedia y alta compatibilidad hospdero-patégeno.
Tomado de Fetch y Steffenson (1999).

R MR MS S

Figura. 5. Escala de respuesta a la infeccién por C. sativus en planta adulta
para la interaccion H.vulgare-C. sativus (R: resistente, MR: moderadamente
resistente, MS: moderadamente susceptible y S: susceptible). Tomado de
Fetch y Steffenson (1999).
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3.8. Biologia del proceso de infeccion

Durante la infeccidn, C. sativus cuenta con una fase biotroéfica
seguida de una necrotroéfica. Un analisis microscdpico del desarrollo de este
hongo durante la infeccién muestra claramente las siguientes etapas: i)
formaciéon de apresorio a partir del tubo germinativo y posterior penetracion
de la cuticula y pared celular de la célula epidérmica del hospedero, seguido
por invaginacion de la membrana citoplasmatica y desarrollo de las hifas
dentro de las células (fase biotréfica); ii) invasién del espacio intercelular
del mesdfilo por parte de la hifa, acompanada de desestabilizacién del
sistema membranario y muerte de las células de la epidermis y del mesdfilo
(fase necrotréfica) (Fig.6). Raramente el patdogeno penetra por aperturas

estomaticas (Kumar et al, 2002).

10.0 pm

Figura. 6. Proceso de infeccidon de C. sativus en hojas de cebada desde 8-
72 hdi (horas después de la inoculacién). La fase biotréfica (pre-
penetracion) se describe de A-B y la necrotrofica (post-penetracién) de C-F.
A) Germinacion de conidio y crecimiento de hifas primarias (8-18 hdi). B)
Hifa con apresorio claviforme (24 hdi). C) Varias hifas procedentes de
diferentes conidios confluyen formando un nudo antes de penetrar la
epidermis (36 hdi). D) Hifas intracelulares engrosadas, desarrolladas dentro
de la célula epidérmica (48 hdi). E) Hifas intercelulares en el mesdfilo (60
hdi). F) Emergencia de conidiéforos melanizados con conidios (72 hdi).

Tincidn de estructuras fungicas con azul de lactofenol.

El colapso de las células del hospedero en la fase necrotrdfica es
siempre indicada por un incremento en la fuga de electrones coincidiendo

con el desarrollo de la enfermedad. Este proceso es paralelo a la generacion
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de sintomas necroticos. Este colapso estaria asociado a la secrecién de
toxinas por el hongo, ya que las células mueren sin tener contacto directo
con las hifas. Ademas, la introduccidn de toxinas dentro de las hojas
provoca una respuesta necroética en la hoja similar a la desarrollada durante

la infeccién (Kumar et al, 2002).

Se han identificado varios tipos de toxinas siendo las mas estudiadas
las pertenecientes a la familia heliminthosporal. Estas toxinas actuarian
como desacopladores, inhibiendo la fosforilacion oxidativa en las
mitocondrias, la foto-fosforilacion en los cloroplastos y el bombeo de
protones a través de la membrana plasmatica. Por lo tanto no estarian
interactuando de forma especifica con un unico receptor de la membrana
del huésped (Kumar et al, 2002).

Los sistemas de compatibilidad toxina-dependientes, generalmente se
asocian a la manifestacion de una respuesta oxidativa. En el caso de la
mancha borrosa, la respuesta oxidativa se pone en evidencia en células
epidérmicas y del meséfilo con la acumulacion de H,0, (perdéxido de
hidrégeno, intermediario reactivo del oxigeno). Existiria una correlacion
positiva entre el nivel de susceptibilidad a mancha borrosa y la cantidad de
H,0O, acumulado en las lesiones de las hojas. Por lo tanto la acumulacion de
H,O, estaria asociada a la infeccidon exitosa (compatible) del patégeno. De
acuerdo a esto se explicaria la alta susceptibilidad a C. sativus de la lineas
de cebada portadoras del gen mlo, que confiere resistencia raza-no
especifica frente al patdgeno biotrofico Blumeria graminis mediante una
rapida muerte celular y reaccion oxidativa (Kumar et al/, 2001, 2002). Los
determinantes fisioldgicos o genéticos que determinan a priori el caracter

durable de la resistencia no son conocidos (Michelmore, 2003).
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4. CAPITULO I

4.1. Especializacion fisiolégica del patégeno

En el estudio de la especializacién fisioldgica de un patégeno se
distinguen dos conceptos importantes: patogenicidad y virulencia. La
patogenicidad se refiere a la capacidad de un microorganismo para producir
enfermedad. La virulencia indica el grado de patogenicidad de un patdgeno.
Ambos caracteres no dependen Unicamente del genotipo del patdgeno sino

también del genotipo del hospedero (Shaner et al, 1992).

La primera descripcion de la especializacidon fisioldgica entre el
patégeno y el hospedero fue realizada por Christensen en 1926 quien
demostré diferencias considerables en la virulencia de algunos aislamientos
de C. sativus atacando trigo y cebada. Kumar et al/ (2002) también citan
que Nelson (1960, 1961) encontré diferentes tipos de reaccidn en especies
forrajeras al utilizar como indculo las progenies de cruzas entre aislamientos
que mostraban diferente nivel de virulencia. De acuerdo con estos
resultados, el caracter virulencia tendria una herencia compleja,

determinada por muchos genes.

Fetch y Steffenson (1994) detectaron marcadas diferencias en el nivel
de virulencia al inocular plantulas de cebada de dos hileras con dos
aislamientos de C. sativus (ND90OPr y ND85F) en ensayos de invernaculo. A
su vez, encontraron que a nivel de campo no solo se observaban diferencias
en el tipo de reaccidn, sino también en los niveles de severidad asociados a

una interaccion significativa entre aislamiento x genotipo.

La base genética de la virulencia en C. sativus frente al cultivar
Bowman fue estudiada mas recientemente por Valjavec-Gratian vy
Steffenson (1997a). En un estudio donde se analiz6 la virulencia de la
progenie del cruzamiento de los aislamientos de C. sativus: ND90OPr con
ND93-1, virulento y no virulento, respectivamente, al inocular el cultivar

Bowman, se encontré una tasa de segregacién de 1:1 para baja/alta
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virulencia, indicando que el caracter virulencia estaria controlado por un
unico gen. Bajo el modelo de la virulencia como un caracter monogénico,
estos mismos autores analizaron la variabilidad de patotipos de C. sativus
mediante inoculacién en tres variedades diferentes de cebada (ND 5883,
Bowman, ND B112) con 22 aislamientos recolectados en Dakota del Norte,
Estados Unidos y 11 aislamientos adicionales provenientes de Estados
Unidos (Minnesota, Dakota del Sur, Nebraska, Colorado), Japéon y China
(Valjavec-Gratian y Steffenson, 1997b), identificando tres patotipos. Estos
patotipos fueron designados como 0, 1 y 2; donde el 0 muestra baja
virulencia en los tres genotipos, el patotipo 1 muestra alta virulencia en
ND5883 y baja virulencia en Bowman y en ND B112, y por ultimo el
patotipo 2 muestra alta virulencia solo en Bowman. El patotipo 0 seria el
dominante en Dakota del Norte seguido por el patotipo 1, mientras que el
patotipo 2 es muy poco frecuente (Valjavec-Gratian y Steffenson, 1997b).
Sin embargo, la amplia distribucion del patotipo 2 pocos afios después
(1990) de liberado el cultivar Bowman (1984) implicé la pérdida de
efectividad de la resistencia a mancha borrosa de este cultivar en North
Dakota y puso en evidencia la capacidad de adaptacién de la poblacion del
patégeno frente al despliegue de resistencia en el hospedero. En un estudio
mas amplio, con aislamientos de varios origenes, Zhong y Steffenson
(2001) confirmaron la prevalencia de los patotipos 0 y 1. Ademas, al
estudiar la diversidad genética de los aislamientos utilizando marcadores
moleculares AFLP, estos autores encontraron que los aislamientos del
patotipo 2 presentaron los valores mas bajos de diversidad genética lo cual
indicaria un origen mas reciente de esta variante patogénica. Por otro lado,
Arabi y Jawhar (2003) reportaron cuatro patotipos para una coleccion de C.
sativus de Syria, donde el patotipo 1 presentd baja virulencia en todos los
genotipos analizados, patotipos 2 y 3 fueron moderadamente virulentos y el
patotipo 4 altamente virulento, siendo los mas comunes el patotipo 3 (35%)
y el patotipo 4 (42%). En otro estudio realizado con un grupo de 34
aislados australianos, se identificaron seis patotipos usando un grupo de 20

cultivares de cebada (Meldrum et al., 2004).

Los estudios mas recientes de variabilidad patogénica en C. sativus
fueron desarrollados por Ghazvini y Tekauz (2008), Knight et a/ (2010) y
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(Gyawali, 2010). Mientras que el primer trabajo Unicamente estudid
asilamientos colectados de hojas con sintoma de mancha borrosa, los otros
dos trabajos incluyeron estudios en aislamientos asociados a dos
sintomatologias: mancha borrosa y podredumbre de corona. En cuanto a la
mancha borrosa, la cual es el tema central de este trabajo, estos autores
describieron la variabilidad patogénica mediante dos estrategias: por un
lado identifican patotipos o grupos de virulencia, utilizando la nomenclatura
de triple codificacidn asociada a la clasificacion binaria de reaccién
resistente y susceptible, en juegos de a tres genotipos y utilizando en total
de 12 a 15 genotipos diferenciales; por otro lado, describieron Ila
variabilidad patogénica de forma mas cuantitativa mediante analisis de
conglomerados utilizando los valores multiestado de la escala elaborada por
Fetch y Steffenson (1999). En este caso, los agrupamientos detectados se
denominaron grupos de patogenicidad. Utilizando un juego de 12 genotipos
diferenciales de cebada y la nomenclatura de triple codificacién, Ghazvini y
Tekauz, (2008) reportaron ocho grupos de virulencia de C. sativus en
Canada. Estos ocho grupos a su vez se agruparon de acuerdo a su nivel de
agresividad en tres grupos mayores o clusters definidos por baja virulencia
o agresividad (0.0.0.0), virulencia diferencial (6.0.0.0) y virulencia con
niveles variados de agresividad (6.3.5.0, 7.7.5.1, 7.7.7.5, 7.7.5.4, 5.7.40 y
5.7.0.0). Entre ellos, se destacd el hallazgo de los grupos de virulencia
7.7.7.5y 7.7.5.1 los cuales fueron altamente virulentos sobre los genotipos
de seis carreras de América del Norte, considerados hasta ese momento con

resistencia durable, entre ellos NDB112.

Un estudio reciente con aislamientos de C. sativus de Dakota del
Norte (Gyawali, 2010) utilizando 12 genotipos diferenciales reporté cuatro
grupos de virulencia, en donde dos de ellos, los grupos 7.7.3.6 y 7.3.3.6
(similar a la \virulencia reportada por Ghazvini y Tekauz, 2008),
representados por los aislamientos 4008 y 1457, causaron sintomas severos
de mancha borrosa en ND B112. Estos resultados pusieron en evidencia que
los patotipos que vuelven vulnerable la resistencia derivada de NDB112,
han logrado ampliar su area de dispersion desde Manitoba, Canada hasta la

region limitrofe de Dakota del Norte, Estados Unidos constituyendo una real
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amenaza para el pool genético de cebadas de seis hileras en este regidn
dado su muy reducida diversidad genética.

Por su parte Knight et a/ (2010) estudiando la variabilidad patogénica
de 31 aislamientos de C. sativus en 12 genotipos de cebada de Australia,
reportaron 11 patotipos los cuales se agruparon en tres grupos mayores de
patogenicidad, PC1l: baja patogenicidad, PC2: alta patogenicidad y PC3:
patogenicidad intermedia, representados por los patotipos 0.0.0.0, 1.7.7.7 y

los patotipos no virulentos sobre ND 5883, respectivamente.

En Uruguay, el primer estudio exploratorio realizado sugirido la
existencia de tres perfiles de virulencia diferencial, en un grupo de 37
aislados y 15 genotipos de cebada (Gamba, et al., 2000). Trabajos
posteriores distinguieron dos grupos de virulencia en 30 aislamientos de C.
sativus de Uruguay utilizando como lineas diferenciales tres genotipos de
cebada en uso en el pais (Gamba y Estramil, 2002). Ademas, en ese
estudio, también se inocularon los tres patotipos estadounidenses (patotipo
0: ND 93-1; patotipo 1: ND 90Pr, y patotipo 2: ND 85F), identificados y
caracterizados por Valjavec-Gratian y Steffenson (1997a), los 30 aislados
uruguayos que fueron inoculados en las tres cebadas diferenciales (ND5883,
Bowman y NDB112) usadas por Valjavec-Gratian y Steffenson (1997a). De
los dos grupos identificados, uno fue de igual comportamiento al patotipo 1
y el otro al patotipo 2. No se encontré ningun aislado con patrén de
virulencia similar al patotipo 0 (Gamba y Estramil, 2002). Sin embargo,
estos estudios no son comparables con otros reportados porque fueron
realizados con genotipos de cebadas diferentes. Esta falta de consistencia
requiere de una estandarizacién del grupo de cebadas diferenciales asi

como de los protocolos de investigacion a ser usados a nivel internacional.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Aislamientos de C. sativus y condiciones de cultivo

En total, 12 aislamientos monospdricos de C. sativus fueron
evaluados en este estudio (Tabla I.1). Todos los aislamientos se colectaron
a partir de tejido infectado de hojas de diferentes variedades de cebada
procedentes de cuatro regiones de cultivo en Uruguay: Colonia, Soriano, Rio
Negro y Paysandu (Fig. I.1). Las secciones de tejido foliar presentando
manchas tipicas de mancha borrosa fueron esterilizadas superficialmente e
incubadas en cdmara himeda de tres a cuatro dias para inducir la
esporulacién del hongo. Los conidios colectados se utilizaron para establecer
cultivos monospdricos (de una sola espora). El cultivo de una Unica espora
fue transferido a medio sdlido PDA (Potato Dextrose Agar, Oxoid CM0139)
el cual se incubd a 23°C con un régimen de 12h /12h, luz/oscuridad (100

MEm™s) durante 14 dias.
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Figura I.1. Distribucidon y regidon de colecta de los 45 aislamientos de C.
sativus colectados en cuatro Departamentos del Uruguay: Colonia, Soriano,

Rio Negro y Paysandu, durante los afios 1991-2007.
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Tabla I.1. Aislamientos monospodricos de C. sativus utilizados para la
identificacion de grupos de virulencia indicando nombre, variedad de cebada

muestreada, localidad, regién y fecha de colecta

Aislamiento Variedad Localidad Region Aio Origen
96.2 E.Quebracho Omblues Colonia 1996 INIA
01.1 Reg 30152 Paysandu Paysandu 2001 INIA
01.2 CLE 218 Paysandu Paysandu 2001 INIA
01.8 M 6456 Paysandu Paysandu 2001 INIA
02.1 I.Ceibo Mercedes Soriano 2002 INIA

03.65.2 MP 1007 C. Exp. Nortefia Constancia Paysandu 2003 FA
04.1.4 U 5293 L.A.Herrera (Planel) Colonia 2004 FA
05.4 Danuta Young Rio Negro 2005 INIA
05.5 I. Ceibo Dolores Soriano 2005 INIA
05.6 C5/4202/5 La Estanzuela Colonia 2005 INIA
05.7 I. Ceibo Mercedes Soriano 2005 INIA
07.501.2 I.Ceibo Dolores, C.Exp. R96,km37 Soriano 2007 FA

FA: Facultad de Agronomia, INIA: Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria

5.2. Genotipos diferenciales de cebada

Doce genotipos de cebada (Hordeum vulgare L.) con niveles variables
de resistencia a mancha borrosa fueron utilizados como lineas diferenciales
para identificar grupos de virulencia en el patégeno (Tabla I1.2). Se
incluyeron seis variedades sembradas en Uruguay, de las cuales cinco
fueron desarrollados en Uruguay y una en Alemania. Estos expresan desde
mediana a alta susceptibilidad a MB, con la excepcién de INIA Guaviyu que
expresa resistencia intermedia en planta adulta. El cultivar Bowman y las
lineas NDB112, ND17293, ND23180 y TX7934 provenientes de Estados
Unidos son lineas con resistencia efectiva para la poblacién de C. sativus de
Uruguay (Albin, 2008; Rodriguez et a/, 2010). La linea ND5883 se incluyd a
los efectos de completar junto a ND B112, y cv. Bowman, el juego de tres
cebadas diferenciales originalmente utilizadas por Valjavec-Gratian vy
Steffenson, (1997b) para caracterizar la poblacién de C. sativus de Dakota
del Norte, Estados Unidos y, posteriormente incluidas en estudios de
identificacion de patotipos de C. sativus realizados en Australia (Meldrum et
al, 2004; Knight et al, 2010), Canada (Ghazvini y Tekauz, 2008), Estados
Unidos (Zhong y Steffenson, 2001; Gyawali, 2011) y de forma preliminar en
Uruguay (Gamba y Estramil, 2002).
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Tabla I.2. Nombre, tipo de espiga, origen y pedigree de doce genotipos de
cebadas utilizados como diferenciales en la caracterizacion de variabilidad

patogénica de C. sativus.

Material Tipo de Espiga Origen Pedigree
Bowman 2% ND-EEUU Klages//Fergus/Nordic/3/ND1156/4/Hector
ND5883 2 ND-EEUU Clipper/linea experimental canada702-10
NDB112 6 ND-EEUU Reseleccién de Kindred CI6969/C17117-17
Tx7934 6 Texas-EEUU Tokak/KY79-44//TAMBAR 401
A. Madi 2 Alemania AC4404/Katharina//Krona
INIA Ceibo 2 Uruguay FNCI-22/Defra
ND17293 2 ND-EEUU ND14651/ND15062
ND23180 2 ND-EEUU ND19888/ND18380-1
CLE 253 2 Uruguay Perdn/1. Aromo
INIA Guaviyu 2 Uruguay ND16680/ND13111(Carumbé)
INIA Arrayan 2 Uruguay Defra/CI 5791
Dayman 2 Uruguay ND 7085/ND 4994-15//ND 8968

* numero de carreras de la espiga, ND: Dakota del Norte

5.3. Preparacion de las plantas

Las lineas diferenciales se sembraron dos semanas antes de la
inoculacion, en macetas de 30 cm de didmetro con una mezcla de 1:1
tierra:arena. Las plantas fueron cultivadas en una camara de crecimiento a
22°C con un fotoperiodo de 18h (100 pEm™s™?) y 70 % de humedad
relativa. Los 12 genotipos, divididos en tres grupos de cuatro, se plantaron
a razon de cuatro genotipos por maceta. Se sembraron tres semillas por
genotipo. Cada maceta se hizo por duplicado, en consecuencia un total de

seis plantas fueron analizadas por genotipo.

5.4. Preparacion del inéculo

La preparacion del inéculo se realizé siguiendo el protocolo descrito
por Fetch y Steffenson (1999). Para colectar conidios, cultivos monospdricos
crecidos en PDA fueron raspados con agua destilada estéril y luego filtrados
con gasa. La concentracion de conidios se conté con un hematocitometro y
se ajustd a 5.000 conidios/mL. Una gota de polioxietileno-20-sorbitan
(Tween 20) fue agregada por cada 50 mL de suspension para facilitar la

adhesion y la distribucién uniforme del indculo en las hojas de las plantulas.
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5.5. Inoculacion y evaluacion de la enfermedad

Plantulas de 14 dias (segunda hoja en crecimiento) fueron inoculadas
por aspersién mediante un atomizador boquilla (modelo 15, DeVilbiss Co.,
Somerset, Pensilvania), acoplado a un compresor ajustado a 60 kPa de
presion. En acuerdo con lo descrito por Fetch y Steffenson (1999), la
cantidad de indculo utilizada (aprox. 20mL/planta) fue suficiente para
provocar escurrimiento. El periodo de incubacidon se realizé en oscuridad
durante 18h a 22°C y 100% de humedad relativa. A continuacion, se
cultivaron en camaras de crecimiento con un fotoperiodo de 18h (100 pEm’
251y a 22°C. Diez a 12 dias posteriores a la inoculacién, se realizaron
lecturas de respuesta a la infeccién (RI), en la segunda hoja (totalmente
expandida) utilizando la escala de RI 1-9 desarrollada por Fetch vy
Steffenson (1999). Para cada combinacidon genotipo de cebada-aislamiento
se tomaron seis lecturas, tres en cada uno de los duplicados. Para cada
aislamiento se calculé el RI promedio por genotipo (seis lecturas por cada
genotipo de cebada). Para evaluar un modelo de gen por gen entre los
aislamientos vy las lineas diferenciales, valores de RI promedio <4,5 y >4,5
fueron considerados como reacciones susceptibles (1 o0 S) y resistentes (0 o

R), respectivamente.

5.6. Designacion del grupo de virulencia

Los aislamientos fueron clasificados en diferentes grupos de virulencia
empleando el sistema de codigo de triple nomenclatura desarrollado por
Limpert y Miller (1994). En este sistema, los genotipos diferenciales estan
ordenados en subgrupos de tres. A cada reaccién de una linea diferencial
con cada aislamiento del patégeno se le asigna un valor binario, donde 1 y
0 representan reacciones susceptibles (S) y de resistencia (R),
respectivamente. Si el valor binario resultante es 1 (reaccién susceptible)
luego se convierten en valores decenarios por los factores de conversion: 2°
(igual a 1), 2! (igualdad a 2), y 22 (igual a 4) para el primer, segundo, y
tercer genotipo de cebada de cada subgrupo, respectivamente, mientras

gue un valor binario de 0 (reaccion de resistencia) no es convertido. Se
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suman todos los valores decenarios en cada subconjunto y se separan los
digitos por puntos. Para este estudio, las 12 lineas diferenciales se
ordenaron en cuatro subgrupos de tres genotipos, alfabéticamente, con la
excepcién del primer subgrupo constituido por los tres diferenciales ND
5883, Bowman y ND B112 reportados por Valjavec-Gratian y Steffenson,
(1997b), resultando en un cddigo de cuatro digitos para cada subgrupo (por
ejemplo, R, R, R, S, R, R, R, S, R, S, S, R puede ser designado como
0.1.23y R, R, S, S, R, S;R,S,S5,S, S, S puede ser designado como
4.5.6.7). Los aislamientos que presentaron un cdédigo de cuatro digitos

comun se agruparon en el mismo grupo de virulencia.

Un segundo método de clasificacion se basd exclusivamente en las
lecturas de respuesta de infeccion (RI) en ND 5882, Bowman y ND B112,
que permiten establecer los tipos de patotipos 0 (R, R, R), 1 (S, R, R), 2 (R,
S, R), 3 (S, S, R), mediante un Unico digito y no grupos de virulencia.

5.7. Ordenamiento de las relaciones genéticas

Con el objetivo de identificar el agrupamiento natural de las
observaciones (aislamientos) de acuerdo a sus niveles de virulencia o
agresividad se utilizd el Analisis de Conglomerados (Cluster analysis). A
partir de los valores RI promedios por genotipo, se calcularon las distancias
Euclidianas entre pares de aislamientos y se aplicd el método de
agrupamiento Ward, utilizando el programa estadistico DarWin 5 (Perrier,
2006).

Materiales y métodos

N
ul



Paula Silva 2011

6. RESULTADOS

6.1. Designacion del grupo de virulencia

Todos los aislamientos utilizados en este estudio provocaron sintomas
de mancha borrosa en las 12 lineas diferenciales de cebada, resultando en
lesiones que variaron en tamafo y cobertura foliar (severidad). Los
sintomas variaron desde pequefias lesiones necroéticas sin presencia o con
un leve halo clorético marginal, hasta grandes lesiones necroticas

generalmente acompafiadas de un halo clorético marginal bien significativo.

Los valores de RI registrados en las lineas diferenciales a los
diferentes aislamientos de C. sativus variaron continuamente, siendo
frecuentes los valores de RI intermedios (RI de 4 a 5) (para mas detalle ver
Anexo I y II). En algunos casos la extension del halo clorético rodeando la
mancha necrdética no fue tan notorio como el que se ilustra en la escala de
RI propuesta por Fetch y Steffenson (1999), y por lo tanto el tamafio de la
lesion necrética fue utilizado como el principal criterio para definir el RI
correspondiente a dicho genotipo. Basados en los RI inducidos por los 12
aislamientos de C. sativus sobre las 12 lineas diferenciales de cebada, los
aislamientos se clasificaron en 10 grupos de virulencia de acuerdo al codigo

de triple nomenclatura (Limpert y Mdller, 1994) (Tabla 1.3).

Dos de los 12 aislamientos analizados (16.7%) correspondieron al
grupo 0.0.0.0 ya que indujeron una reaccién incompatible o de resistencia
(RI <4.5) en todas las lineas diferenciales de cebada. Estos aislamientos
fueron también los Unicos clasificados como patotipo 0 segun Valjavec-
Gratian y Steffenson (1997b). El grupo de virulencia 1.0.0.0 incluy6 dos
aislamientos (16.7%) que Unicamente desarrollaron un RI >7 en el cv.
ND5883 pero bajos RIs (entre 2 y 4) en los restantes genotipos (Tabla I1.3).
Estos aislamientos fueron igualmente los Unicos clasificados como patotipo

1 de acuerdo al sistema de Valjavec-Gratian y Steffenson (1997b).
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En el reducido nimero de aislamientos analizados, no se encontré
ninguno perteneciente al patotipo 2 de acuerdo a Valjavec-Gratian y
Steffenson (1997b), o sea, inductor de reaccidon incompatible en NDB112 y

ND5883 y compatible en Bowman.

Los restantes ocho aislamientos (66.6%) fueron asignados al patotipo
3 de acuerdo a los diferenciales de Dakota del Norte (Valjavec-Gratian y
Steffenson, 1997b) al generar reaccién incompatible en NDB112 pero
compatible en Bowman y ND5883. Es de destacar que, cada uno de los
aislamientos del patotipo 3 fue asignado a un patotipo diferente de acuerdo
al cédigo de triple nomenclatura. Este grupo abracaria a los aislamientos de

mas alta agresividad.

Considerando unicamente los aislamientos del patotipo 3 se constata
que los genotipos susceptibles segln reportes previos, Ackermann Madi,
CLE 253, INIA Arrayan e INIA Ceibo, mostraron reaccién de susceptibilidad
para cuatro, seis, cinco y siete de los ocho aislamientos de este grupo,
respectivamente. Los genotipos medianamente resistentes, INIA Guaviyu y
Nortefia Dayman mostraron susceptibilidad para tres y cuatro aislamientos,
respectivamente, mientras que las fuentes de resistencia ND17293,
ND23180 y TX7934 mostraron reacciones de susceptibilidad para uno, dos y
tres aislamientos, respectivamente; de esta manera, cada una de estas
fuentes mostré un patréon uUnico de reaccién frente a los doce aislamientos
analizados (para mas detalle ver Anexo I y II). En consecuencia, el Unico
genotipo que expresd reaccion incompatible con la totalidad de los

aislamientos fue NDB112.

En cuanto al patrén de distribucion geografica de los grupos de
virulencia (Tabla I.4) se destaca que los aislamientos del patotipo 0 o GV
0.0.0.0 (dos aislamientos) fueron colectados en Soriano, del patotipo 1 o
GV 1.0.0.0 (dos aislamientos) en Colonia y Rio Negro, y los restantes ocho
aislamientos del patotipo 3 en Paysandu (cuatro), Colonia (dos) y Soriano
(dos). De esta manera el patotipo 3 tendria una amplia distribucién en la

zona de cultivo de cebada en Uruguay.
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Tabla I.3. Promedios de respuesta a la infeccidén (RI) y desvios estandar de 12 lineas de cebada diferenciales inoculadas con

12 aislamientos de C. sativus, y sus correspondientes grupos de virulencia (GV), designados mediante el uso del cédigo de

triple nomenclatura (cuatro cifras) °.

Lineas diferenciales
Aislamiento ND5883 Bowman NDB112 A.Madi CLE253 I Arrayan I Ceibo I Guaviyd ND 17293 ND 23180 N.Dayméan Tx7934 Promedio£DS  GV° (:‘I;)
02.1 4011 30+14 1305 23+20 43+15 15+08 23+£12 32+15 17208 35+16 20£09 20%09 20+0.8 0.0.0.0 0
07.501.2 25+10 25+05 15+£08 25£05 18404 17+08 27+08 22+£15 27+£05 17+£08 1505 1.7+08 1.7£0.6 0.0.0.0 0
04.1.4 7.7+12 37+18 32+12 33+12 33+21 32+19 35+24 3319 42+15 4321 2727 27%12 2.7%1 1.0.0.0 1
05.4 7208 33+05 2708 3305 35+10 32£08 33+10 2705 32£04 37x12 33+12 35£05 35113 1.0.0.0 1
01.2 9.0£0.0 5716 35+08 42+15 40x19 4505 3705 42x04 4015 3708 42:x08 43+23 43+1.6 3.0.0.0 3
96.2 75205 62+08 27£05 32+.04 43+£20 38+08 52+08 42+08 38:04 4212 47+08 33%08 33112 3.0.1.2 3
03.65.2 9.0+£00 53408 42+21 52421 47+£05 30+£14 77408 38+£08 35410 52+£10 35£05 55£23 55121 3.3.1.5 3
05.5 87205 4705 27415 2816 72+22 55+05 50£15 38+13 28+1.0 42+12 50+17 28%10 2811 3.6.1.2 3
05.7 9.0£00 65+05 3706 40+£13 5305 5708 65+12 4014 35+10 50£22 3714 58+24 45+22 3.6.1.5 3
01.1 8508 6505 25+10 4705 70+17 68+08 52+£1.2 5305 33+£12 37+12 43+05 4510 45+ 1.7 3.7.3.0 3
01.8 90+£00 52+04 28+08 53+x08 7715 7006 70£06 48+17 38£08 43+15 48+12 4817 48+18 3.7.3.5 3
05.6 9000 70+25 32423 5011 62+15 66+22 58%08 5815 4710 45+14 48+17 45%16 58117 3.7.7.2 3
¥ También se listan a modo de comparacion los cddigo de un solo digito para los aislamientos, basados en la respuesta de infeccién (RI) de las lineas diferenciales de Dakota del Norte: ND 5883, Bowman y ND B112 (ND) é
® Grupos de virulencia (GV) designados acorde al codigo de triple nomenclatura propuesto por Limpert y Miller (1994). S
Las respuestas medias a la infeccién se calcularon promediando las respuestas de infeccidn de las seis réplicas correspondientes a un mismo genotipo de cebada, utilizando la escala de calificacién de R1 1 9 desarrollada por Fetch y Steffenson (1999). g
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Tabla I.4. NiUmero y porcentaje de aislamientos de C. sativus colectados de
diferentes Departamentos del Uruguay, asignados a 10 grupos de

virulencia.

Namero por Grupo de virulencia (GV) % °
Departamentos 0.0.0.0 1.0.0.0 3.0.0.0 3.0.1.2 3.3.1.5 3.6.1.2 3.6.1.5 3.7.3.0 3.7.3.5 3.7.7.2 Total

Colonia 1(33.3) 1(33.3) 1(33.3) 3
Soriano 2 (50) 1(25) 1(25) 4
Rio Negro 1 (100) 1
Paysandi 1(25) 1 (25) 1(25) 1(25) 4
Total 2 2 1 1 1 1 1 1 1 1 12
Total % " 16.7 16.7 8.3 8.3 8.3 8.3 8.3 8.3 8.3 8.3

? Grupos de virulencia (GV) designados de acuerdo al cddigo de triple nomneclatura (Limpert y Miiller, 1994). Entre paréntesis se presenta,
en porcentajes, la proporcion de cada aislamiento de cada GV y en cada Departamento

® Porcentaje total. Representa la proporcién de cada aislamiento de cada GV en el total de los 12 aislamientos de C. sativus evaluados.

Figura I.2. Promedio de respuestas de infeccién inducidas por 12
aislamientos de C. sativus sobre 12 lineas diferenciales de cebada. Las

barras representan el desvio estandar.
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Los valores promedio de respuesta a la infeccidn a mancha borrosa
variaron entre 1.7 y 5.8, siendo el menos virulento el aislamiento 07.501.2
y el mas virulento el 05.6. (Tabla 1.3 y Fig. 1.2). Los resultados fenotipicos
presentaron un buen nivel de correlacion entre las repeticiones dentro de
los experimentos aislados, con diferencias en la puntuacidon que variaron
desde 0.6 hasta 2.2.
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6.2. Analisis de agrupamiento basado en distancias

Utilizando el promedio de respuesta a la infeccién para los 10 grupos
de virulencia se realizo un analisis de conglomerados (Fig I.3). Resulté
evidente que los aislamientos formaron tres grupos o clusters de
patogenicidad (PC) principales. El PC1 se caracterizé por presentar muy
baja patogenicidad (RI promedio 1.85), el PC2 baja patogenicidad (RI
promedio 3.45) y el PC3 patogenicidad intermedia (RI promedio 4.65). El
PC1 estuvo representado exclusivamente por el patotipo 0 (grupo 0.0.0.0) y
el PC3 por el patotipo 3 (3.3.1.5, 3.6.1.2, 3.6.1.5, 3.7.3.0, 3.7.3.5 y
3.7.7.2), sin embargo el PC2 contiene a todos los representantes de
patotipo 1 (grupo 1.0.0.0) y dos aislamientos del patotipo 3 de menor
virulencia (3.0.0.0 y 3.0.1.2).

05.6 3.7.7.2
—0o1.1 3.7.3.0
| 01.8 3.7.35
PC3 05.5 36.1.2
05.7 3.6.1.5
03.65.2 3.3.1.5
01.2 3.0.0.0
.2 3.0.1.2

PC2 96
05.4 1.0.0.0
04.1.4 1.0.0.0
07.501.2 0.0.0.0

PC1
02.1 0.0.0.0
o 0.5

Figura I.3. Dendrograma de las similaridades en el promedio de respuestas a la infeccion de mancha
borrosa de 12 aislamientos de C. sativus sobre 12 lineas diferenciales de cebada, utilizando distancias
Euclideanas y método

de agrupamiento Ward. El cddigo de triple nomenclatura se muestra sobre la derecha.
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7. DISCUSION

Este trabajo reporta los patrones de virulencia de doce aislamientos
de C. sativus colectados en los cuatro Departamentos mds importantes en
cuanto a la produccion de cebada del Uruguay utilizando un juego de 12
genotipos de cebada como diferenciales. En total se identificaron 10 grupos
de virulencia de acuerdo a la nomenclatura de triple cédigo. Ocho de los 12
grupos de virulencia se integraban por un Unico aislamiento Estos
resultados indican una gran diversidad patogénica entre los aislamientos.
Resultados similares fueron obtenidos por Gamba (2011) para la poblacién
de aislamientos de Uruguay, Ghazvini y Tekauz (2007) para aislamientos
pertenecientes a Canada y Knight et al (2010) para Australia. De esta
manera, se pone en evidencia en primer lugar que existiria en Uruguay un
variado numero de grupos de virulencia y en segundo lugar que el juego de
genotipos de cebada empleados como diferenciales seria altamente eficaz

para identificarlos.

Considerando Unicamente los genotipos diferenciales propuestos por
Valjavec-Gratian y Steffenson (1997b) este trabajo identificd los patotipos
0, 1 y 3, no detectdndose el patotipo 2. La presencia de patotipos 0 y 1 en
C. sativus de Uruguay esta en concordancia con lo previamente reportado
por Valjavec-Gratian y Steffenson (1997b), Zhong y Steffenson (2001) y
Ghazvini y Tekauz, (2007), trabajos en los cuales se analizd6 un numero
reducido de aislamientos de Uruguay. Ademas, estos trabajos reportaron
que los patotipos 0 y 1 también fueron identificados en Estados Unidos,
Brasil, Polonia y Canadd, asi como China, Japén y Nueva Zelanda, indicando
gue tendrian una distribucion mundial (Zhong y Steffenson, 2001; Ghazvini
y Tekauz, 2007). Sin embargo un estudio nacional previo reportd la
ocurrencia del patotipo 2 en una poblacién de 30 aislamientos de C. sativus
(Gamba y Estramil, 2002), por lo cual seria necesario ampliar el nimero de
aislamientos a analizar para confirmar estos resultados. El patotipo 0 se
caracteriza por una muy baja agresividad generando una reaccion
incompatible en NDB112, Bowman y ND5883 vy el patotipo 1 induce reaccidon
incompatible Unicamente en ND5883. Uno de los padres de ND5883, el
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cultivar Clipper, de origen australiano manifiesta de media a alta
susceptibilidad a C. sativus en Uruguay. Otras lineas relacionadas a Clipper,
como INIA Quebracho, y CLE247 son también susceptibles a la poblacion de
C. sativus de Uruguay. Estos datos sugieren que es posible que los mismos
factores de susceptibilidad sean compartidos entre ND5883, Clipper, INIA
Quebracho y CLE247. La no deteccidn del patotipo 2 en este trabajo esta en
concordancia con el reporte de Ghazvini y Tekauz (2007) en el cual de ocho
aislamientos de C. sativus de Uruguay ninguno de ellos fue asignado al
patotipo 2. Es de destacar, sin embargo, que el 75% (8 de 12) de los
aislamientos analizados en este trabajo fue asignado al patotipo 3. Este es
el primer reporte de presencia del patotipo 3 en Uruguay. Este patotipo es
virulento en Bowman y en ND5883. Teniendo en cuenta que estos dos
genotipos estan muy escasamente relacionados genéticamente se puede
especular que no compartirian el mismo factor de susceptibilidad o de
resistencia, por lo tanto los aislamientos del patotipo 3 podrian ser
portadores de efectores eficaces para interaccionar con ambos factores.
Varias lineas de mejoramiento y variedades comerciales de Uruguay derivan
de lineas de Dakota del Norte con importante presencia de Bowman en sus
pedigrees, en especial aquellas con destino a la zona norte de cultivo en
Uruguay debido a la favorable combinacidn de tolerancia al calor y
precocidad que aporta dicho genotipo. Las variedades INIA Guaviyu y
Nortefla Dayman tienen a Bowman en su pedigree y manifiestan una
reaccién de resistencia intermedia a la mancha borrosa (Pereyra S, com
pers). En este trabajo estos dos genotipos mostraron reacciones de
compatibilidad para solo 3 y 4 de los ocho aislamientos del patotipo 3,
respectivamente. Estos resultados podrian explicarse teniendo en cuenta
gque ambos cultivares derivan de lineas parentales obtenidas de cruzas
complejas realizadas en la Universidad de Dakota del Norte en las cuales se
han acumulado en el genotipo Bowman resistencias de varios origines,
potencialmente resistentes a mancha borrosa. En este sentido en Ia
genealogia de INIA Guaviyl ademas de Bowman estan las fuentes ND7556
(derivada de NDB112), Zhedar (de origen Chino), Shyri (Ecuador), mientras
que en Nortefia Dayman estan Nordic y Manker (derivadas de NDB112), asi
como otras lineas que derivan de las fuentes Chevron, Jet, Olli, entre otras.
Los genotipos ND17293, ND23180 y TX7934, considerados fuentes de
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resistencia eficientes en Uruguay (Pereyra S, com pers) manifestaron
reacciones compatibles para Unicamente uno, dos y tres aislamientos del
patotipo 3, indicando que ofrecen un interesante espectro de resistencia
(para mas detalle ver Anexo I y II). Dichos espectros no coinciden entre si

ni con los presentes en INIA Guaviyu y Nortefia Dayman.

Por ultimo, no se detectaron aislamientos que indujeran una reaccién
compatible en NDB112. Este resultado es consistente con los datos de
niveles estables de resistencia de NDB112 tanto en plantula como en planta
adulta frente a mezclas de aislamientos de C. sativus de Uruguay y por
varios afios (Pereyra S, com pers). En cambio, aislamientos de C. sativus
virulentos en NDB112 han sido recientemente identificados en Canada
(Ghazvini y Tekauz, 2008) y en Estados Unidos (Gyawali, 2010) lo cual
constituye una real amenaza a la oferta varietal de cebadas del medio oeste
americano y canadiense que se han basado hasta el momento en la

resistencia de NDB112, la cual ha sido durable por mas de 40 afos.

El mayor nivel de variabilidad patogénica entre los aislamientos de C.
sativus se observd en el Departamento de Paysandu, donde se encontraron
4 de los 10 GV identificados, siendo todos los aislamientos pertenecientes al
patotipo 3. Aislamientos designados por el grupo de virulencia 0.0.0.0
solamente se encontraron en el Departamento de Soriano por lo tanto
presentan una estrecha distribucién. Estos resultados podrian indicar que
existe una amplia variabilidad del patégeno cuanto mas al norte se avanza
sobre el litoral, siendo por lo tanto Paysandu el Departamento con mayor
variabilidad. Sin embargo esto también podria deberse al mayor numero de
aislamientos testeados para dicho Departamento (n= 4) con respecto al
Departamento de Rio Negro (n= 1) y Colonia (n= 3). El reducido nimero de
aislamientos analizados en este trabajo sugiere tomar con cautela los
resultados obtenidos y promover futuros trabajos con un nimero mayor de
aislamientos. Duveiller et al (2000) reportaron que la probabilidad de
detectar diferencias en patogenicidad entre aislamientos se incrementa con
el aumento en el numero de aislamientos a testear, y esto a su vez es mas
probable que ocurra cuando los aislamientos son colectados en diferentes

localidades. Basados en la respuesta diferencial de 25 especies en 22
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géneros de Gramineas, Nelson y Kline (1962) encontraron variacién
intraespecifica en la patogenicidad de ocho aislamientos de C. sativus
colectados de diferentes regiones de Canada y Estados Unidos. En este
trabajo, todos los aislamientos testeados fueron colectados de tejido de
hoja de cebada por lo que no podemos inferir acerca de la especializacién
tejido especifica del patdgeno ni de la especializacién por el hospedero.
Varios trabajos han estudiando la especializacién de C. sativus asociada al
tejido del cual fue colectado, como semilla, corona de raiz y hoja, asi
también como del hospedero del cual fueron aislados, siendo en la mayoria
de los casos trigo o cebada (Valjavec-Gratian y Steffenson, 1997b, Ghazvini
y Tekauz, 2007, Knight et al, 2010, Gyawali, 2010). No se han realizado
aun estudios de este tipo en Uruguay lo cual podria contribuir a comprender
la dindmica de la poblacion del patdgeno a nivel regional, y en el tiempo

(rotaciones trigo cebada).

El bajo nimero de aislamientos evaluados en este trabajo es una
limitante para lograr una buena representacion del espectro de virulencia
presente en la poblacion de C. sativus de Uruguay. Sin embargo, el
conjunto de 12 aislamientos fue seleccionado teniendo en cuenta los
resultados de diversidad genética y estructura poblacion del patdégeno
detectada mediante marcadores moleculares RAPDs y presentado en el
capitulo II de esta tesis, a fin de lograr una buena representacién de la
variacién observada. Estudios posteriores con un mayor numero de
aislamientos y mayor cobertura territorial son necesarios para confirmar o

refutar los resultados que se presentan en esta tesis.

En acuerdo con Ghazvini y Tekauz (2007) y Knight et al/ (2010), este
trabajo mostré que los fenotipos de infeccién inducidos por C. sativus
mostraron variacién continua de 1 a 9, siendo mas frecuentes los valores de
RI intermedios de 4 a 5. En este sentido, la aplicacién en este patosistema
de un modelo gen a gen, que se utilizdé en este trabajo para la identificacion
de patotipos, debe ser utilizado con cautela ya que la definicién de la linea
de corte entre reaccidon compatible e incompatible es arbitraria. De hecho,

dependiendo de cual sea el criterio utilizado para definir el punto de corte
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en la escala de RI, es decir si se corta en 4.5 o en 5, los resultados

obtenidos pueden variar.

En este trabajo se identificaron 10 grupos de virulencia utilizando
como punto de corte valores de respuestas de infeccibn de 4.5 para
discriminar entre reacciones resistentes (o incompatibles) y susceptibles (o
compatibles), y aplicando el cédigo de triple nomenclatura (Limpert y
Miller, 1994). De haber aplicado el valor 5 como el punto de corte de la
escala de RI, como ya ha sido reportado por otros autores (Valjavec-Gratian
y Steffenson, 1997a; 1997b; Zhong y Steffenson, 2001), el nimero de
grupos de virulencia de C. sativus obtenido en este estudio se hubiera
reducido a ocho (datos no mostrados). Pareceria entonces que el analisis
cualitativo de patotipos es insuficiente para el estudio de este sistema
hospedero-patdégeno. Por lo tanto, la diversidad de aislamientos de C.
sativus en cuanto a su virulencia podria ser mejor analizada mediante el uso

de métodos cuantitativos.

Utilizando el analisis de conglomerados con los valores RI promedios
para cada aislamiento se identificaron tres clusters de patogenicidad o
también denominados grupos de virulencia (PC o GV). Estos resultados son
similares a los obtenidos por Ghazvini y Tekauz (2007) y Knight et al
(2010). EL grupo mas representado fue “PC3”, el cual integré a seis de los
ocho aislamientos del patotipo 3 indicando que este grupo podria ser
considerado como el de mayor agresividad. Ademas, estos seis aislamientos
estan distribuidos en los cuatro departamentos indicando que este mismo
grupo es ademas relevante en todas las zonas de cultivo de cebada en
Uruguay. El término "agresividad", que describe la cantidad de enfermedad
producida en una determinada interaccién susceptible hospedero-patdégeno
(Andrivon, 1993), podria ser preferiblemente denominada "virulencia" para
determinar el nivel de patogenicidad de aislamientos de C. sativus de forma
cuantitativa. En consecuencia, los aislamientos del “PC3” serian los mas
relevantes para ser utilizados en las etapas de seleccién en mejoramiento

por resistencia a esta enfermedad.
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8. CAPITULO II

8.1. Estructura de la poblacion y diversidad genética utilizando

marcadores moleculares

La estructura genética de la poblacion de hongos describe la
magnitud y distribucién de la diversidad genética dentro y entre las
poblaciones (McDonald y McDermott, 1993). La disponibilidad de numerosas
estrategias de analisis del patron de distribucion de polimorfismo en
multiples regiones gendmicas (multilocus) entre individuos de una poblacién
mediante marcadores moleculares constituye una herramienta poderosa
para el estudio de la genética de poblaciones de los hongos patdgenos. Los
estudios de la variabilidad genética y la evolucién de los hongos patdgenos
de plantas han recibido mas atencion recientemente a los efectos de
mejorar la comprension de la interaccién hospedero-patégeno, asi como
para lograr el control de enfermedades a través de la resistencia del
hospedero. La comprension de la estructura poblacional tiene una
implicancia fundamental en el mejoramiento de cultivos y manejo de

enfermedades.

Existen antecedentes en la literatura de estudios de diversidad
genética de C. sativus utilizando marcadores moleculares AFLP (Valjavec-
Gratian y Steffenson, 1997a; Zhong y Steffenson, 2001, 2002; Ghazvini y
Tekauz, 2008; Knight et al/, 2010; Gyawali, 2010), RAPDs (Oliveira et al,
2002; Iram y Ahmad, 2004; Baturo, 2005; Mduller et al, 2005; Arabi y
Jawhar, 2007) e ITS (Moura Nascimento y Van Der Sand, 2008).

Zhong y Steffenson (2007) utilizando marcadores AFLP para analizar
asilamientos de C. sativus (aislados de hojas de cebada y granos de cebada
y trigo) originarios predominantemente de América del Norte, encontraron
cuatro grupos los cuales no se correlacionaban con los patotipos
observados. Baturo (2005) estudid la variabilidad genética de aislamientos
de C. sativus de Polonia mediante el uso de marcadores RAPDs. Este autor,

reporté que la magnitud de la diversidad detectada entre los aislamientos
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dependia del cultivar de cebada del cual se habian aislado, y en menor
medida del sistema de agricultura utilizado, no encontrando relacion
ninguna en cuanto al afio de colecta o parte de la planta de la cual se aislo
el patdgeno (raiz, base de tallo o semilla). Un estudio mas detallado deberia
incluir mas afios de muestreo, ya que en este estudio preliminar solamente
se abarcaron dos afos de colecta (2002-2003). Por otro lado, Arabi y
Jawhar (2007) utilizaron marcadores del tipo RAPD para comparar un grupo
de asilamientos de C. sativus colectados de hoja y raiz de cebada, no
encontrando distincion genética entre los aislamientos en relacion a la

fuente de tejido o la patogenicidad.

Recientemente Knight et a/ (2010) al examinar la variacion genotipica
de poblaciones de C. sativus de Australia utilizando marcadores AFLP y
andlisis de conglomerados, identificaron cuatro grupos, separandose
claramente los aislamientos asociados a diferentes hospederos (cebada o
trigo). Sin embargo, no se observo relacidén entre el origen geografico de los
aislamientos y los agrupamientos detectados en base a la matriz de

similitud genética.

Gyawali (2010) empled marcadores AFLP para estudiar una coleccion
de C. sativus perteneciente a Dakota del Norte (ND) y Australia (A),
colectados de diferentes tejidos (hoja (L) y raiz (R)) y de diferentes
hospederos (trigo (W) y cebada (B)), reportando especializacién en cuanto
a la regién geografica y a la fuente de tejido y hospedero De esta forma
encontré que la poblacidn analizada se dividia en cuatro subpoblacidnes:
NDLB, ARB, NDRB y NDRW.

El reporte nacional mas reciente sugiere la existencia de una alta
variabilidad genética de los aislados locales detectada con marcadores
moleculares RAPDs (Pritsch, et al., 2006).
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9. MATERIALES Y METODOS

9.1. Coleccion de aislamientos de C. sativus

Cuarenta y cinco aislamientos monospoéricos de C. sativus
muestreados a partir de hojas de cebada con sintomas de mancha borrosa
fueron analizados en este trabajo. Las hojas infectadas fueron muestreadas
en cuatro regiones de cultivo de cebada en Uruguay (Fig. I.1), durante el
periodo 1991-2007. El aislamiento de C. sativus WRS 1903 aislado de una
lesion foliar de cebada en Canada (cedido por el Dr. A. Tekauz, Canada) vy el
aislamiento 0601 de Pyrenophora teres f. sp. teres colectado en Uruguay
fueron incluidos en el anadlisis como genotipo de referencia y externo,

respectivamente (Tabla II.1).

9.2. Condiciones de cultivo

Para la producciéon de conidios, C. sativus y P. teres f. sp. teres
fueron cultivados en medio PDA (Potato Dextrose Agar, Oxoid CM0139) y
V8-agar (20% jugo V8, 0,3% carbonato de calcio) respectivamente, a 23°C
en un régimen de 12h/12h (luz/oscuridad). Los conidios se colectaron
mediante raspado de micelio de 10 dias de crecimiento con agregado de
agua destilada estéril y posterior filtracion en gasa. La concentracién de

conidios se evalud mediante hematocitometro.

Para el cultivo de micelio en medio liquido, aislamientos
monosporicos de cada especie fueron crecidos en medio YPG 0.5X
(glucosal%, peptona 0,5%, extracto de levadura 0,15%) inoculado con 10
x 10® conidios/ml de medio de acuerdo a Zhong y Steffenson (2001) y se
incubd con agitaciéon, a 23 °C y en oscuridad por 72h. Cumplido este
tiempo, el micelio se recuperé mediante filtracion con gasa y tres lavados
con agua destilada. Previo al almacenamiento a -20°C, el exceso de agua

del micelio fue eliminado mediante prensado con papel absorbente. Este
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procedimiento permitid mantener por varios meses la calidad del micelio
fingico colectado.

Tabla II.1. Nombre, variedad de cebada, region (Departamento) y afio de
colecta de 45 aislamientos monospodricos de C. sativus de Uruguay. Se
incluye ademas un aislamiento monospdrico de C. sativus de origen
canadiense (WRS 1903) y un aislamiento local de Pyrenophora teres f. sp.
teres (0601).

Aislamiento Variedad Localidad Departamento Ao Origen
HS 3 Bloque cruz. La Estanzuela Colonia 1991 FA
HS 21 Stirling Paysandu Paysandu 1992 FA
93.1 Ana La Estanzuela Colonia 1993 INIA
HS 225 NE 853-15 La Estanzuela Colonia 1993 FA
94.9 NE 853-15 Young Rio Negro 1994 INIA
96.2 E.Quebracho Ombues Colonia 1996 INIA
96.10.0 Defra Young Rio Negro 1996 FA
96.10.2 Defra Young Rio Negro 1996 FA
98.1 Clipper La Estanzuela Colonia 1998 INIA
QP pay 01 Palomar Paysandu Paysandu 2001 FA
01.1 Reg 30152 Paysandu Paysandu 2001 INIA
01.2 CLE 218 Paysandu Paysandu 2001 INIA
01.8 M 6456 Paysandu Paysandu 2001 INIA
02.1 I.Ceibo Mercedes Soriano 2002 INIA
02.1.1 Q. Ayelén EEMAC Paysandu 2002 FA
02.2.2 Q.Palomar EEMAC Paysandu 2002 FA
02.3.1 CLE 202 EEMAC Paysandu 2002 FA
02.4.2 Stirling EEMAC Paysandu 2002 FA
02.5.2 NE 5593-13 EEMAC Paysandu 2002 FA
02.6.1 MUSA 016 EEMAC Paysandu 2002 FA
02.7.1 MUSA 936 EEMAC Paysandu 2002 FA
02.7.2 MUSA 936 EEMAC Paysandu 2002 FA
02.8.2 NE 1695 EEMAC Paysandu 2002 FA
02.14.1 NE 0296 EEMAC Paysandu 2002 FA
02.14.2 NE 0296 EEMAC Paysandu 2002 FA
02.15.1 Dayman Paysandu Paysandu 2002 FA
02.17.1 Perdn San Nicanor Paysandu 2002 FA
02.19.3 Dayman San Nicanor Paysandu 2002 FA
02.32.1 Dayman Young Rio Negro 2002 FA
03.65.2 MP 1007 C. Exp. Nortefia Constancia Paysandu 2003 FA
04.1.4 U 5293 L.A.Herrera (Planel) Colonia 2004 FA
04.2 I.Aromo Dolores Soriano 2004 INIA
04.11.3 N. Carumbé Paysandu Paysandu 2004 FA
04.15.2 MUSA 016 Paysandu sin dato 2004 FA
04.48.3 Perln EEMAC Var. Coop. Paysandu 2004 FA
05.4 Danuta Young Rio Negro 2005 INIA
05.5 I. Ceibo Dolores Soriano 2005 INIA
05.6 C5/4202/5 La Estanzuela Colonia 2005 INIA
05.7 I. Ceibo Mercedes Soriano 2005 INIA
06.201.7 I. Ceibo Mercedes Soriano 2006 FA
06.202.5 Ac.98/5943/4 Young. Vivero trampa Ri6 Negro 2006 FA
06.228.7 Q.Ayelén Young. Vivero trampa Rio Negro 2006 FA
07.2.1 Danuta Mercedes Soriano 2007 FA
07.501.1 I.Ceibo Dolores, C.Exp. R96,km37 Soriano 2007 FA
07.501.2 I.Ceibo Dolores, C.Exp. R96,km37 Soriano 2007 FA
1903 sin dato Canada Canada 2000 Canada
0601 Dayman Young Rio Negro 2006 FA

FA: Facultad de Agronomia, INIA: Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria
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9.3. Extraccion de ADN geonémico

Para la extraccion de ADN se utilizé el micelio crecido en medio
liguido YPG 0.5X y almacenado en freezer a -20 °C. La extraccion de ADN
siguié el procedimiento descrito por Zhong y Steffenson (2001), con
modificaciones. Se tomaron 200 mg de micelio, que fue pulverizado
manualmente en mortero con nitrégeno liquido y transferido a microtubos
de 1.5 mL seguido de adicion de 400 pl de buffer de extraccién (50mM de
Tris pH 8.0, 50mM de EDTA, SDS 3% y 1% B-mercaptoetanol) e incubacién
en bafo seco a 65°C por una hora. Posteriormente se adicioné 400 ul de
fenol/cloroformo (24:1), agitandose 10 minutos para emulsionar las fases.
Luego de centrifugar a 10.000 rpm durante 15 minutos a temperatura
ambiente (21°C) se transfiridé el sobrenadante (fase acuosa) a un nuevo
microtubo y se agregd 10 pl de acetato de sodio 3M y 0.54 voliumenes de
isopropanol para precipitar el ADN. La mezcla se centrifugd a 10.000 rpm
durante 3 minutos a 21°C, descartandose el sobrenadante. El pellet
obtenido fue lavado con 1mL de etanol 70%, seguido de centrifugacién a
10.000 rpm por 10 minutos a 21°C, descarte del etanol y secado del pellet
a temperatura ambiente por 30 minutos. Finalmente, el pellet fue
resuspendido en 200 pul de buffer TE (Tris-HCI 10mM pH 7.5, EDTA 1mM) y

almacenado en freezer a -20 ©C.

La calidad y concentracion del ADN fueron evaluados mediante
electroforesis bajo las siguientes condiciones: buffer TAE 1X (0.04 M Tris-
acetato, 0.001 M EDTA, pH 8.5), gel de agarosa al 0.8% (p/v) y tincion con
bromuro de etidio (concentracién final de 50 pug/ml). La cuantificacidon se
realizd mediante la comparacion visual del ADN obtenido con tres
concentraciones de ADN conocidas (20, 50 y 100 ng/pl) de un ADN
gendmico comercial (fago A DNA, Fermentas). Complementariamente,
mediante espectrofotometria, se registraron los valores de de absorbancia a
260 nm y 280 nm, utilizando un equipo Nanodrop (Thermo Fischer Scientific

Inc.).

Materiales y métodos

D
o



Paula Silva 2011

9.4. Amplificacion de marcadores RAPD

La reaccién de PCR (Polymerase Chain Reaction) se realizd en un
volumen total de 10 pL, conteniendo aproximadamente 5 ng de ADN
gendmico, 2 UM de cada iniciador (Operon Technologies, Alameda, CA), 0.2
mM de cada ANTP (Fermentas), 1U de Taqg ADN polimerasa (Fermentas), 2
mM de MgCl, y 10 mM de Buffer Tris-HCI pH 8.8 utilizando un termociclador
Thermal Cycler (Corbett, modelo C61-96). El programa de amplificacién
incluyé una fase de desnaturalizacion inicial de 5 minutos a 94°C, seguido
de 44 ciclos compuestos por 1 min a 94 °C, 1 min a 35 °Cy 2 min a 72°C.
Al final de la reaccidén, se agregd una fase de elongacién de 7 minutos a
720C. Los productos de amplificacién generados fueron separados mediante
electroforesis horizontal en geles de agarosa al 2% (p/v), con buffer TBE 1X
(0.045 M Tris-borate, 0.001 M EDTA pH 8.0), a voltaje constante (90 V) por
2h. Seguidamente, los geles fueron teflidos con bromuro de etidio
(concentracién final 50 ug/mL) y visualizados en transiluminador con luz
ultravioleta. Las fotos se obtuvieron con camara digital (PowerShot, 8 mega
pixeles, Canon). Los tamafios de los productos de amplificacion en pares de
bases (pb) fueron estimados por comparacidon con el patron de migracion
del marcador de peso molecular 1Kb DNA ladder (Fermentas). Todas las

reacciones de amplificacién se realizaron por duplicado.

9.5. Seleccion de iniciadores

Para identificar aquellos iniciadores que revelaran niveles de
polimorfismo Utiles se compararon los patrones de amplificacion generados
por 60 iniciadores decameros (Operon Technologies Alameda, CA) en cuatro
genotipos de C. sativus, seleccionados al azar. De los iniciadores evaluados,
siete correspondian a la serie OPA, tres a la serie OPB, cinco a la serie OPC,
doce a la serie OPE, dos a la serie OPG, diez a la serie OPP, tres a la serie
OPT, siete a la serie OPV y once a la serie OPW. Para testar la
reproducibilidad de la técnica, dos reacciones independientes de
amplificacion fueron realizadas por cada iniciador. De estos 60 cebadores

analizados se seleccionaron 20 iniciadores decameros, de a acuerdo a la
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calidad, nitidez y polimorfismo de las bandas obtenidas. Los iniciadores
empleados, secuencia y productos amplificados son presentados en la Tabla

2.3 de la seccion resultados.

9.6. Caracterizacion de los patrones de bandas

Para la identificacidén y seleccidon de las bandas correspondientes a los
productos de amplificacion, la imagen digital de los geles fue procesada con
el programa CrossChecker (Buntjer, 1999). Solo las bandas RAPD de buena
intensidad y presentes sin ambigliedad en ambos duplicados fueron
consideradas. Con las bandas identificadas, se construyé una matriz binaria
indicandose presencia (1) y ausencia (0) de cada banda. A su vez, el
programa CrossChecker estimé automaticamente el tamafio de las bandas
(en pares de bases) e identificd los patrones de bandas correspondientes a

cada genotipo.

Para cada iniciador se evalud el total de bandas amplificadas, el
porcentaje de bandas polimdrficas (niumero de bandas polimoérficas/nimero
de bandas totales), el rango de tamafio en pares de bases y su poder
discriminatorio. Un locus fue considerado polimoérfico si la frecuencia de la
banda no excedia 0.95. Para los posteriores analisis estadisticos fueron
eliminadas las bandas monomodrficas (frecuencia relativa de banda mayor a
0.95).

9.7. Descripcion de la informatividad de cada iniciador

El poder discriminatorio de los iniciadores fue evaluado mediante el
parametro Contenido de Informacidn Polimodrfica (PICiiciador). La formula
utilizada para calcular el PICiicador €S €quivalente al indice de diversidad

establecido por Nei (Nei, 1973) para loci bialélicos

PIC=2p,(1-p.)
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siendo pm la frecuencia estimada para el marcador m en estudio. Por su
parte, el PICarcador S€ refiere a la habilidad de determinado marcador de
detectar polimorfismo dentro de una poblacion. Depende del nimero de
alelos detectables y de su frecuencia. Los marcadores dominantes, como los
marcadores RAPD, que presentan como maximo dos alelos (presencia y
ausencia de banda) alcanzan maximos de PICmarcador de 0.5 cuando la mitad

de las accesiones analizadas presenta el marcador y la otra mitad no.

A partir de estos cdlculos, se establecid el PIC para cada iniciador
mediante:
PICiniciador = 2 PICi / N

que es el cociente entre el valor de PICarcador Para cada i marcador RAPD y
el N niumero de marcadores RAPD generados por un Unico iniciador. Los loci

monomorficos fueron excluidos de estos calculos.

9.8. Descripcion de la diversidad genética

Para la estimacidon de la extensién de la diversidad genética se
estimaron los pardmetros PIC, H (Heterocigosidad esperada), I (Indice de
Shannon's), Id (Identidad genética), D (Distancia genética), numero de
haplotipos, GD (Diversidad genotipica) y LD (Desequilibrio de ligamiento). El

parametro PIC fue descrito en la seccion anterior.

La heterocigosidad esperada promedio por locus (H) o diversidad
génica de Nei (Nei, 1973) es uno de los pardmetros mas comuinmente
utilizados para medir la diversidad génica. Esta expresa la probabilidad de
que, en un locus Unico, cualquier par de alelos, escogidos al azar de la

poblacidn, sean diferentes entre si. Para cada locus se calcula como:
H = 1- Ix;?

donde, xj= es la frecuencia del alelo jth en el locus. El valor calculado puede

verse afectado por aquellos alelos presentes en frecuencias mayores. Varia
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de 0 a 1 y se maximiza cuando hay prevalencia de alelos con frecuencias
similares. Aunque el parametro H no es tan informativo en general, para el
caso de marcadores dominantes como RAPDs, donde se debe asumir como
cierto una herencia bialélica asociada a presencia y ausencia de bandas, al
ser C. sativus una especie haploide, y con la cual se analizaron en este
trabajo aislamientos monospdricos, la presencia o ausencia del marcador
representa directamente el genotipo del aislamiento. Para una poblacién
diploide en equilibrio de Hardy-Weinberg, esta medida de diversidad génica
es idéntica a la frecuencia esperada de heterocigotas para un locus, y el
término es comunmente llamado heterocigosis. Sin embargo, Nei (1973,
1978, 1987) demostrd que este parametro también puede ser aplicado para

organismos haploides asi como para poblaciones sin apareamiento al azar.

Otro de los indices utilizados para describir la diversidad presente
dentro de en una poblacién es el Indice de Shannon's (I) (Shannon vy
Weaver, 1949). A diferencia del parametro anterior de diversidad génica,
gue toma en cuenta loci individuales, este parametro considera el concepto
de clases que en este caso corresponde a haplotipos multilocus. Se calcula

como.:

s
H = —sz' log, p;

i=1

donde S: numero de clases (haplotipos multilocus) , pi: proporcién de
individuos de la clase i respecto al total de individuos (es decir la
LT

abundancia relativa de la clase i):ﬁ, ni: numero de individuos de la clase i
y N: numero de todos los individuos de todas las clases. Los valores del
indice varian entre cero y InNp, donde cero indica que no hay diversidad
genotipica lo cual se asociaria a clonalidad maxima, es decir, cuando todos
los aislamientos de la poblacion pertenecen a la misma clase, y InNp indica
el nivel mas alto de la diversidad, es decir, cuando cada aislamiento de la
poblaciéon es una clase distinta, o sea cuando no se detectan clones. La
diversidad genética de Nei's y el Indice de Shannon’s se calcularon
utilizando el programa POPGENE 3.2 (Yeh et al, 1999).
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La distancia genética (D) de Nei (1978) es una medida cuantitativa
de la divergencia genética entre especies, individuos o taxas. Este
parametro D asume que las diferencias surgen debido a mutacién y deriva
génica. Distancias genéticas pequenas indican una relacién genética
estrecha, mientras que distancias genéticas grandes indican una relacion
genética mas distante. Este parametro suele utilizarse para comparar la
similitud genética entre diferentes especies, o dentro de una especie, para
medir la divergencia entre sus integrantes. Los tipos de datos mds usados
para estimarla son secuencias aminoacidicas, secuencias nucleotidicas, y

frecuencias alélicas. Se calcula como:

D=-In,1I

siendo I o Id la Identidad genética de Nei's (1978) (Id):

El parametro Id de Nei, varia entre 0 y 1, mientras que D entre 0 e
0. Para el calculo del niumero total de haplotipos se definieron como
haplotipos diferentes, dos patrones que en su estructura molecular difieran
en al menos una banda. Los parametros D e Id de Nei y numero de
haplotipos diferentes fueron calculados utilizando el paquete estadistico
GenAlex 6.3 (Peakall and Smouse, 2006).

La diversidad genotipica (GD) (Nei, 1987) es un parametro
informativo de la estructura genética dentro de las poblaciones. Puede
utilizarse para reflejar la integracion de diversidad en loci individuales en
genotipos multilocus, el cual es un proceso mediado basicamente por el
modo de reproduccion. Por lo tanto, la comparacion de la diversidad
genotipica poblacional (variable dependiente) con la predicha a partir de sus
frecuencias génicas (variables independientes) puede utilizarse para evaluar
cuan cercana esta esa poblacidon a las condiciones de panmixia. En las
especies que emplean modos de reproduccidn sexual y asexual, este

parametro puede servir para estimar la magnitud de la contribucion de la
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clonalidad en una poblaciéon y/o comparar las contribuciones de clonalidad
que ocurren en diferentes poblaciones (Stoddart y Taylor, 1988) GD
aumenta con el aumento del numero de genotipos y con una mayor
distribucién de la frecuencia de los mismos, y se ve afectada por: el tipo de
apareamiento (organismos endogamicos poseen menor GD que los de
polinizacién cruzada), el sistema reproductivo (individuos sexuales poseen
mayores niveles de GD que los asexuales) y la seleccion. Si uno o dos
clones aumentan de frecuencia en comparacion con otros clones en una
poblacion, como resultado de la seleccion, la diversidad genotipica total de
la poblacion seleccionada se reducira. Por lo tanto, el sistema reproductivo
probablemente tendra un impacto significativo en la diversidad genotipica,
pero no necesariamente en la diversidad genética. GD se calcula a partir de

la siguiente relacién:

Para medir la magnitud de la contribucion relativa de la clonalidad o
recombinacion potencial o sea, para buscar evidencias del modo
reproductivo, se realizd una estimacion del desequilibrio de ligamiento
gamético mediante el indice de conexién mulitlocus rd, el cual es una
modificaciéon de I, (andlisis de asociacion multilocus) (Brown, 1975; Brown
et al, 1980). El desequilibrio de ligamiento (LD) es la asociacion no aleatoria
entre dos alelos en dos o mas loci. En otras palabras, consiste en el desvio
de las frecuencias genotipicas multilocus observadas (haplotipos
observados) con respecto a las esperadas a partir de la formacién aleatoria
de genotipos basada en las frecuencias génicas bajo la hipotesis de

independencia. Generalmente se los denomina D:
D =x11 - piql
El nivel de LD depende de numerosos factores incluyendo: ligamiento

genético entre loci, seleccién, tasa de recombinacion, tasa de mutacién,

deriva genética, apareamientos no aleatorios y estructura poblacional. El

Materiales y métodos

D
(@)



Paula Silva 2011

valor LD = 0 indica equilibrio de ligamiento o sea, que los loci examinados
son independientes entre si, mientras que un valor LD # 0 indica completa
dependencia, es decir desequilibrio de ligamiento. No puede estimarse el
valor LD para el caso de loci que presenten valores de frecuencias alélicas 0
o 1. Una forma de estimar LD con independencia del valor de las
frecuencias génicas es mediante el coeficiente de correlacidn rd entre pares

de loci, expresado como:

D
v P1P2d142

Para la estimacion de LD multilocus se utilizé el programa Multilocus

T =

1.3 (Agapow y Burt, 2001). Este programa calcula el grado de asociacion
entre los alelos mediante dos parametros: el indice de la Asociacion (Ia)
(Brown, 1975; Brown et al, 1980) o rd que es una modificacién del IA
definido por Maynard-Smith et al (1993) para eliminar la dependencia del

numero de loci (Agapow y Burt, 2001).

9.9. Analisis de agrupamiento basado en distancias

Para poner en evidencia patrones de ordenamiento de las relaciones
genéticas entre los aislamientos se siguieron dos aproximaciones
estadisticas: el Analisis de Conglomerados (Cluster analysis) y el Analisis de
Coordenadas Principales (PcoA) a partir de una matriz de similitud

computada utilizando Dice como medida de distancia.

El Anadlisis de Conglomerados tiene como objetivo identificar el
agrupamiento natural de las observaciones estudiadas, estableciendo una
clasificacion de las mismas. De los diversos algoritmos utilizados para
realizar esta clasificacion se opté por el método no jerarquico de
agrupamiento Neighbour joining, mediante el cual se obtiene una
agrupacion secuencial de los vecinos mas préximos minimizando de esta
manera la longitud total del arbol. Finalmente el agrupamiento resultante se

representd mediante un dendrograma.
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El PcoA es una forma de escalamiento multidimensional clasico,
realizado con el objetivo de representar graficamente las distancias entre
muestras. Este método maximiza la correlacion lineal entre distancias de
una matriz en un espacio de menor dimensiéon (dos a tres ejes). Se
obtienen nuevas variables no correlacionadas, denominadas componentes
principales, que son una combinacién lineal de todas las variables
originales. A su vez cada componente estd asociado a un valor propio
(eigenvalue), que indica la magnitud de la variabilidad explicada en la
dimension dada. Para el Analisis de Conglomerados y PcoA se utilizd el

programa computacional DARwin 5 (Perrier, 2006).

9.10. Analisis de Varianza Molecular (AMOVA)

El analisis de varianza molecular AMOVA delineado por Excoffier et a/
(1992) se basa en un esquema de analisis de varianza jerarquizada
produciendo estimaciones de los componentes de varianza denominados
estadisticos (@), los cuales son andalogos a los estadisticos F de Wright
(1951, 1965). En este método, el haplotipo de un individuo es representado
por un vector con valores de 1, si la banda homdloga esta presente y 0, en
el caso contrario. La métrica Euclidiana es usada para construir una matriz
con los cuadrados de distancias entre todos los pares de haplotipos que, en
este contexto, se refiere a la combinacion de marcadores moleculares. De
esta forma se obtienen los componentes de varianza, usados para calcular
los estadisticos ® (F). La Tabla II.2 ejemplifica lo niveles de jerarquia
siendo P el numero total de poblaciones y N el nUmero total individuos para

datos genotipicos.

Tabla II.2. Esquemas de Analisis de Varianza Molecular AMOVA.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado medios
variacion libertad cuadrados (SQ) esperada
Entre grupos P-1 SQa nryi | rrﬁ
Dentro de grupos N-P SQb Cﬁf
Total N -1 SQt Or
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Los componentes de varianza de cada nivel de jerarquia son

extraidos de los cuadrados medios esperados. De esta forma tenemos

siendo Fst la proporcion de variabilidad molecular de haplotipos moleculares
entre grupos en el total de la variabilidad detectada. Estos estadisticos
pueden ser usados en términos de indices de endogamia, indice de fijacién
o como un indicador de la distancia genética entre poblaciones, reflejando la
diversidad genotipica o haplotipica a diferentes niveles de subdivision

jerarquica.

Este procedimiento también se utilizd6 para obtener los valores de Fsr
pareados, calculados entre pares de grupos, que pueden ser usados como
estimadores de las distancias genéticas entre los grupos. Para el testeo de
la significancia de los estadisticos Fst global y Fsr entre pares de grupos se
realizaron 10.000 permutaciones de haplotipos entre los grupos
(permutaciones no paramétricas, en las que cada permutacién calcula todos
los estadisticos asumiendo una distribucidn nula). Dentro del disefio de
AMOVA fueron calculados los indices de Fst especificos para cada grupo en
la division jerarquica establecida. Los valores de Fst especificos para cada

grupo i fueron calculados siguiendo la formula:

11 1 1 N
—| ——SSD(AP)—— 85D d
n[P—] (4P) n, N—P (WP;)]
STi — 5
Or

siendo SSD (AP) la suma de cuadrados entre grupos, SSD (WPi) la suma de

2
o
cuadrados entre poblaciones y ' Ja varianza total. EI AMOVA fue

realizado para las 45 accesiones de C. sativus locales bajo dos hipdtesis de

estructura genética de acuerdo a: i) los aislamientos colectados en cada
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regidon de colecta de los materiales (cuatro grupos) y ii) fecha de colecta

(tres grupos).

El flujo génico se refiere a todos los mecanismos que generan
movimiento de genes de una poblacidén a otra. Las poblaciones de una
especie pueden intercambiar genes en mayor o menor grado, ya sea genes
nucleares o genomas uniparentales, debido al movimiento de gametos,
semillas, individuos juveniles o adultos (en animales y en el caso de algunas
plantas), asi como por eventos de extincion y recolonizacién de poblaciones
enteras (Slatkin, 1987; Slatkin y Batron, 1989), aunque cabe mencionar
gue los migrantes que no se reproducen en la poblacién a la que migraron
no contribuyen al flujo génico. El estudio del flujo génico ha sido un tema
vital en biologia evolutiva, ya que es un componente importante en la
estructura de las poblaciones. Si el flujo génico entre poblaciones de una
especie es alto, todas ellas evolucionan de manera conjunta (a menos que
sea contrarrestado por seleccidon o deriva génica), pero si es muy bajo,
empiezan a divergir, lo que puede contribuir al aislamiento reproductivo y al

establecimiento de linajes evolutivamente independientes (Slatkin, 1994).

Para estimar el flujo génico se calculé el niumero promedio de

migrantes por generacidn mediante la expresion:

Nm=1/2 (1/F5T- 1)

en donde: m corresponde a la tasa de migracion, N al tamafio poblacional y
Nm al nimero de migrantes por generacion. En funcion de este valor, se
estimé el flujo génico entre pares de poblaciones correspondiente a M en la
nomenclatura de Slatkin (1993, 1994). El analisis de AMOVA, y las
estimaciones de los parametros Fsr pareados entre grupos, Fsr especificos y
el valor Nm se realizaron utilizando el programa computacional Arlequin (de

acuerdo a lo descrito en el punto 9.11.10) (Excoffier et al, 2005).
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9.11. Estructura poblacional

La estructura de la poblaciéon de C. sativus se analizd utilizando el
programa STRUCTURE 2.3.3 (Pritchard et al., 2000) para evaluar la
afiliacion de los genotipos multilocus en grupos (K) o grupos genéticos
mediante un modelo de agrupamiento bayesiano y testear la posibilidad de
afiliacion a multiples grupos (mezcla o “admixture”). Para cada valor de K,
que varia entre 1 y 10, se realizaron diez corridas independientes. Los
parametros del programa fueron establecidos como:”admixture ancestry
model” y “correlated allele frequencies” (Pritchard y Wen, 2003). Para cada
corrida, se fijo un periodo de “burn-in” de 50.000 iteraciones seguido de
1.000.000 iteraciones MCMC (Monte Carlo Markov Chain). Para estimar el
numero de grupos mas probable, se calculd Ln (K) para cada valor de K
(Pritchard et al., 2000) y se compard con el delta K estadistico, es decir, la
tasa de cambio de segundo orden de la funcién de verosimilitud con
respecto a K (Evanno et al., 2005). En resumen, la diferencia media entre
sucesivos valores de verosimilitud L'(k) fue calculado luego de que los
valores absolutos de la diferencia entre sucesivos valores de L'(k), L” (k),

fue promediado sobre las diez corridas y dividido por su desvio estandar.
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10. RESULTADOS

10.1. Nivel de polimorfismo molecular e informatividad de los

iniciadores RAPD

De los sesenta iniciadores evaluados, veinte de ellos amplificaron un
total de 205 bandas Utiles (reproducibles y claramente resueltas) de las
cuales 134 fueron polimorficas (un 65.8% de la totalidad de las bandas)
(Tabla. II.3). El numero de bandas monomorficas detectadas por iniciador
varid entre cero a siete. Una muestra representativa de los productos de

amplificacion RAPD obtenidos se describe en la Fig. II.1.

1234 567 89101112131415161718192021222324252627,.2829 30313233 34 3536 37 38 3940 41424344 4546 47 B

30005 | i é
. w =
o EEEEE st pt s i 1
- g-.nB L gge EEEEENMEEC ués:ﬁ:g'szsség B
m.-...-“ ..QDOIGOD-.-.Q....O :.: :.i.gonqnlnouob a

Figura II.1. Perfiles de migracidon de productos de amplificacion RAPDs en
46 aislamientos de C. sativus (1 al 46), obtenidos con el iniciador OPP1. El
carril 47 corresponde al aislamiento 0601 de P. teres f. sp. teres. MPM:
marcador de peso molecular (1kb ladder, Fermentas). Cddigo numeérico
asignado a cada aislamiento utilizado en la migracién de ADN en geles de
agarosa 2% (orden del 1 al 47): 93.1, 94.9, 96.2, 96.10.2, 98.1, 01.1, 01.2,
01.8, 02.1, 03.65.2, 04.1.4, 04.2, 04.11.3, 04.15.2, 04.48.3, 05.4, 05.5, 05.6,
05.7, 06.201.7, 06.202.5, 06.228.7, 07.2.1, 07.501.1, 07.501.2, 08.106, 08.107,
1903, 02.32.1, 96.10.0, HS21, QPpay01, 02.1.1, 02.2.2, 02.3.1, 02.4.2, 02.5.2,
02.6.1, 02.7.1, 02.7.2, 02.8.2, 02.14.1, 02.14.2, 02.15.1, 02.17.1, 02.19.3, 0601
(Ver Tabla I1.1)

El nimero promedio de bandas o marcadores por iniciador fue de
10.25, extendiéndose desde siete para los iniciadores OPE16, OPE18, OPG1

y OPG3 hasta 16 para el iniciador OPW3. Teniendo en cuenta solo los
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marcadores polimorficos, el nimero promedio de marcadores polimorficos
por iniciador fue de 6,7, con un minimo de dos marcadores polimodrficos
para OPG3 y OPP3 y un maximo de 12 para OPW3. El porcentaje de
polimorfismo por iniciador fue moderado, variando desde un 20.0% (OPP3)
a un 100 %(OPE 7 y OPE 16).

Tabla II.3. Secuencia del iniciador, bandas amplificadas, numero de
bandas polimérficas, % de polimorfismo (nimero de bandas
polimoérficas/bandas totales), rango de tamafio de bandas, contenido de
informacidon polimoérfica por iniciador (PICiyicador) Y rango de los valores
PICarcador POr iniciador obtenido para cada uno de los veinte iniciadores

selectos para el anadlisis genético de 45 genotipos de C. sativus.

Iniciador Secuencia 5' - 3' Namero total Nimero de bandas % de Rango de tamafio Rango de PICiniciador
de bandas polimoérficas polimorfismo de bandas (pb) PICmarcador

OPA11 CAATCGCCGT 10 7 70,0 366 - 1103 0,08-0,31 0,17
OPA17 GACCGCTTGT 8 3 37,5 660 - 3000 0,08 - 0,40 0,19
OPC4 CCGCATCTAC 9 8 88,9 375- 2778 0,08 - 0,49 0,27
OPC13 AAGCCTCGTC 12 11 91,7 517 - 2387 0,08 - 0,46 0,21
OPE1 CCCAAGGTCC 8 5 62,5 398 - 1697 0,04 -0,36 0,16
OPE7 AGATGCAGCC 8 8 100,0 494 - 1830 0,08 - 0,48 0,22
OPE16 GGTGACTGTG 7 7 100,0 354 - 1806 0,08 - 0,49 0,22
OPE17 CTACTGCCGT 12 7 58,3 424 - 1344 0,08 - 0,43 0,19
OPE18 GGACTGCAGA 7 5 71,4 429 - 3000 0,08 - 0,50 0,37
OPG1 CTACGGAGGA 7 5 71,4 995 - 2936 0,08 - 0,47 0,26
OPG3 GAGCCCTCCA 7 2 28,6 435 - 944 0,08 -0,16 0,12
OPP1 GTAGCACTCC 12 7 58,3 276 - 1959 0,08 - 0,45 0,2
OPP3 CTGATACGCC 9 2 22,2 756 - 880 0,08 - 0,08 0,08
OPP4 GTGTCTCAGG 11 10 90,9 467 - 1906 0,08 - 0,50 0,29
OPP9 GTGGTCCGCA 8 6 75,0 280 - 1465 0,08 - 0,50 0,17
OPT6 CAAGGGCAGA 13 7 53,8 250 - 1500 0,08 - 0,42 0,18
OPV16 ACACCCCACA 12 5 41,7 757 - 2500 0,12-0,48 0,27
OPW3 GTCCGGAGTG 16 12 75,0 384 - 2600 0,08 -0,36 0,17
OPW5 GGCGGATAAG 15 6 40,0 464 - 1618 0,08 - 0,33 0,16
OPW7 CTGGACGTCA 14 11 78,6 368 - 2477 0,08 - 0,40 0,22

Promedio 10,25 6,7 65,8 473 - 1987 0,08 - 0,40 0,21
TOTAL 205 134 250 - 3000

A nivel de cada marcador, una estimacion de la informatividad fue
obtenida con el valor de PIC de cada marcador. El PICharcador Presenté una
distribucién poco uniforme que se extendid desde 0,08 hasta 0,50 con un
valor promedio de 0,21. Asimismo, el poder discriminatorio para cada uno
de los veinte iniciadores se evalué utilizando el parametro: PIC (por
iniciador). Los valores de PICiycador Variaron desde 0,08 hasta 0,37, con un
valor promedio de 0.211. El iniciador menos informativo fue el OPP3,

mientras que el mas informativo fue OPE18 (Tabla II.3).
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10.2. Diversidad genética

El anadlisis de diversidad genética multilocus revelé que cada uno de
los 45 aislamientos posee un genotipo multilocus Unico. Al considerar el
conjunto de los 45 aislamientos de C. sativus como una poblacién, la
diversidad genética calculada en base a la diversidad de Nei tuvo un valor
de H= 0.153. Al considerar la diversidad genética de los aislamientos en
cada una de las cuatro regiones muestreadas, los valores de diversidad
genética de Nei mostraron variaciones. Paysandu mostré la mayor
diversidad genética (H= 0.127), mientras que Rio Negro presentd el menor
valor (H= 0.082). La diversidad genética fue 0.097 y 0.099 para Soriano y
Colonia, respectivamente. El valor promedio de los valores por region fue de
0.101 (Tabla II.4). El indice de diversidad de Shannon’s (I) revelé un patrén
similar de valores al obtenido por el indice de Nei. El valor I para la
poblacion total fue I= 0.265, mientras que el promedio para las cuatro
regiones fue de I= 0.156, oscilando entre 0.126 para la regién Rio Negro y

0.203 para Paysandu.

Tabla II.4. Parametros de diversidad de 45 aislamientos de C. sativus en

base a la regién de colecta.

Region n® n° loci polimorficos % loci polimérficos H I LD GD
Colonia 7 58 28,3 0,099 0,15 0,0312 1
Soriano 8 58 28,3 0,097 0,147 0,0407 1
Rio Negro 7 50 24,4 0,082 0,126 0,0009 1
Paysandi 23 105 51,2 0,127 0,203 0,0187 0,95
Total 45 134 64,4 0,153 0,265 0,1072 0,87

*Tamafio de la muestra para cada region de colecta. H: Diversidad de Nei (1973), I: Indice de Shannon's, LD: Desequilibrio de
ligamiento multilocus, GD: Diverdidad genotipica.

Considerando el conjunto de aislamientos, el desequilibrio de
ligamiento (LD) medido por el pardametro rd fue moderado (LD= 0.10721).
Por su parte, los valores LD por regidén fueron: extremadamente bajos en
Rio Negro (LD= 0.00093), muy bajos en Paysandu (LD= 0.0187) y bajos en
Colonia y Soriano (LD= 0.0312 y LD=0.0407, respectivamente) con un
valor promedio de 0.0229. La diversidad genotipica total fue alta (GD =

Resultados

ul
D



Paula Silva 2011

0.87). Cada regién presenté un GD= 1.00 con la excepcidon de Paysandu
(GD = 0.95).

A los efectos de analizar la diferenciacién genética de los aislamientos
por su regién de origen se calcularon los valores de identidad genética
imparcial (Id) y distancia genética imparcial (D) (Tabla II.5). Los valores D
fueron muy bajos, mostrando pequefas variaciones entre los pares de
regiones consideradas. Las regiones menos diferenciadas genéticamente
entre si fueron Colonia y Soriano (D= 0.003) y las mas diferenciadas fueron
Rio Negro y Paysandu (D= 0.015). Acorde con estos resultados, los valores
de Id obtenidos fueron muy similares para todos las comparaciones
pareadas, oscilando entre 0.985 para Rio Negro-Paysandu, y 0.997 para
Colonia-Soriano. Es de destacar que el valor Id sigue siendo alto aun en
parejas de poblaciones localizadas a mas de 300 km entre si como es el

caso de Colonia y Paysandu.
Tabla II.5. Comparacion de a pares de Identidad genética imparcial de

Nei's (Id) (Nei, 1978) (por encima de la diagonal) y Distancia genética
imparcial de Nei (D) (por debajo de la diagonal) entre las cuatro regiones.

Colonia Soriano Rio Negro Paysandu

Colonia 0.997 0.993 0.991

Soriano 0.003 0.991 0.995
Rio Negro 0.007 0.009 0.985
Paysandu 0.009 0.005 0.015

10.3. Analisis de agrupamiento basado en distancias

No se detectd un claro patron de agrupamientos como puede
observarse en el diagrama de Analisis de Coordenadas Principales (Fig.II1.2),
y en el Andlisis de Conglomerados (Fig.II.4). Para ambos analisis la
distribucién de los aislamientos pareceria indicar la presencia de una
estructura principal de tres grupos, dos de ellos que incluyen a la mayoria
de los aislamientos y el tercero que incluye un remanente de aislamientos

mas dispersos. En cambio, cuando se incluyeron en el analisis el aislamiento

Resultados

Ul
ul



Paula Silva 2011

C. sativus WRS 1903 de origen canadiense y el aislamiento 0601 de P. teres
f. sp. teres de Uruguay, éstos divergieron notoriamente de la coleccién local

de C. sativus, (ver Anexo III y IV).
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Figura. II.2. Anadlisis de Coordenadas Principales (PCoA) de 45
aislamientos de C. sativus colectados en Uruguay en base a 205 productos
de amplificacion RAPDs. Los dos primeros ejes explican 26.52% de la

variacion observada.

El analisis de PCoA muestra que los aislamientos no se agruparon
claramente de acuerdo a la region de colecta. Los aislamientos de cada
region se distribuyeron prevalentemente en tres cuadrantes para el caso de
Paysandu y Colonia y en dos cuadrantes para el caso de Soriano y Rio
Negro; en cada caso no existieron coincidencias en el patrén de distribucion
por cuadrantes. Comparativamente, la dispersién de los aislamientos de
origen Paysandu es mucho mayor a la de los aislamientos de Colonia. La

distribucién de aislamientos de cada regién por cuadrante no fue

Resultados

ul
(@)



Paula Silva 2011

homogénea. Un numero importante (22) de aislamientos de todas las
regiones se nuclearon en el entorno del eje horizontal a la derecha de la
figura. En cambio, 14 de los 22 aislamientos colectados en Paysandu se

localizaron especificamente en los dos cuadrantes situados a la izquierda.

Andlogamente, tampoco se observé agrupamientos de acuerdo al afio
de colecta (Fig.I1.2). De esta manera, para el periodo de colecta 1991-2001
(anterior al 2002) los aislamientos se encontraron dispersos en los cuatro
cuadrantes; los aislamientos colectados en el afio 2002 se distribuyeron en
dos grupos, uno mas disperso en el cuadrante superior izquierdo y otro mas
compacto localizado mayoritariamente sobre el cuadrante inferior izquierdo,
quedando un solo aislamiento por fuera; mientras que, los aislamientos
colectados con posterioridad al 2002 formaron un Unico grupo, disperso en
todo el lado derecho y co-localizando con cerca de la mitad de los
aislamientos muestreados con anterioridad al afio 2002. Estos datos
indicarian que la colecta realizada en el afio 2002, con prevalencia de
aislamientos colectados en Paysandu estaria afectando la estructura de la
poblacion. Seria interesante analizar en mayor profundidad si este resultado
se asocia a condiciones climaticas severas que pueden haber contribuido a
generar importantes niveles de la enfermedad. Resulta sugestivo que en el
periodo (2001-2002) las primaveras fueron lluviosas y los cultivos de trigo y
cebada se caracterizaron por severos ataques de fusariosis o como parece

mas probable a la combinacién afio-localidad de colecta (2002-Paysandu).

Lamentablemente, la mayoria de los aislamientos colectados en el
2002 provienen de Paysandu, por lo que no se pudo analizar el efecto
combinacién afio-departamento en este caso. Para el intervalo de afios mas
reciente (2003-2007) se observan patrones similares en los cuatro
departamentos con prevalencia de un grupo Unico en los cuadrantes
superior e inferior derecho. De esta manera, dejando aparte el caso
particular de la combinacion Paysandu-2002, podria decirse que la
poblacién de C. sativus mostrd evidencias de haber estado conformada en
dos grupos de acuerdo a los datos previos a 2002 y a un unico grupo de

acuerdo a las colectas en aflos mas recientes.
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Para comprender un poco mas la particular divergencia que mostré
Paysandu-2002 en relacion al resto, en la Figura.Il.3 se aportan detalles de
las localidades de muestreo en dicho Departamento. Como puede
apreciarse, la gran mayoria de los aislamientos colectados en la Estacién
Experimental Mario Cassinoni (EEMAC) de la Facultad de Agronomia-UdelaR
se localizaron en el cuadrante inferior, mientras que mas alejados de este
grupo y en el cuadrante superior se localizaron los aislamientos colectados
en la localidad de San Nicanor. Este nivel de divergencia no es visualizado
en las colectas mas recientes (2003-2007). Como se explicé antes, esto
podria deberse al pequefio tamafo de las muestras de colectas por
departamento o a un cambio en la estructura de la poblacién: en
consecuencia, seria necesario a partir de estos resultados, disefar un
sistema de colecta mas sistematizado teniendo en cuenta la
representatividad de cada uno de los factores que puedan estar implicados

en le evolucion poblacional del patégeno.

g
EEMAL

e 5an Nicanoe .k
—— Paysandd RE:S
A%
AT
. .05
.0q
O .og
Riky

.25 -z .15 -1 T
- O¢
-
-
t
;]
1
-
1
-T2

Figura II.3. Patron de asociacion de los aislamientos colectados en el
departamento de Paysandu en el afio 2002: EEMAC, San Nicanor, Paysandu

(no se tiene mas detalle).
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Otro abordaje para visualizar el grado de asociacién genética entre
aislamientos es el Analisis de Conglomerados cuyo dendrograma resultante
se presenta en la Figura II.4. Pueden distinguirse un total de tres grupo con
subgrupos. Los mismos pueden caracterizarse por las combinaciones
observadas entre origen y afo de colecta. El grupo 1 corresponde
mayoritariamente a los grupos observados en el cuadrante superior e
inferior derecho del PcoA. En este sentido, estan representados todos los
departamentos y afnos de colecta, casi la totalidad de los aislamientos
pertenecientes a los periodos de colecta anterior y posterior al 2002, y un
solo representante del afio 2002, que a su vez no pertenece a la localidad
de Paysandu, siendo el 1A representado en su mayoria por colectas previas
al 2002 (1991-2001) y el 1B por colectas posteriores a 2002 (2003-2007) y
representantes del Soriano. El grupo 2, se integra por aislamientos
mayoritariamente del 2002 y en menor medida afos previos, estando el
subgrupo 2A integrado por aislamientos de Rio Negro y Paysandu y el 2B
exclusivamente por origen Paysandu. En cuanto al grupo 3, se compone de
origen Colonia de colectas previas al 2002 y recientes, no encontrando
ningun aislamiento perteneciente al 2002. Sin embargo aislamientos de
diferentes origenes se distribuyeron en todos los grupos. Es de destacar que
seria altamente valioso contar con un mayor niumero de colectas recientes
de forma mas sistematizada por departamento para corroborar estas

conclusiones.
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Figura II.4. Andlisis de conglomerado realizado utilizando distancia Dice y
método de agrupamiento Neighbor Joining de 45 aislamientos de C. sativus.
En la imagen izquierda se observan los aislamientos diferenciandolos segun
el periodo de tiempo en el cual fueron colectados: == anterior al 2002
(1991-2001), == 2002 y == posterior al 2002 (2003-2007); en la imagen
sobre la derecha se observan los aislamientos diferenciandolos segun la
region en la cual fueron colectados: —— Colonia, === Soriano, = Rio Negro

y = Paysandu.

10.4. Analisis de varianza molecular (AMOVA)

Mediante un anadlisis de AMOVA se evalud la estructura jerarquica
entre grupos, los cuales fueron establecidos de acuerdo a: i) region de
origen de los aislamientos (cuatro) vy ii) fecha de colecta expresada en serie

de anos (tres) segun se indica en la Tabla II.6.
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Tabla II.6. Aislamientos de C.sativus (45) agrupados segun regién o
periodo de colecta. Se indican los genotipos y el total de aislamientos que
conforman cada grupo. Se excluyeron los aislamientos WRS 1903 de C.

sativus y 0601 de P. teres f. sp. teres.

REGION PERIODO DE TIEMPO
Colonia Nzlg‘:o Paysandi Soriano Ant:;:;; al 2002 Paols;z:;;r
HS3 94,9 HS21 02.1 93,1 02.32.1 04.1.4
93,1 96.10.0 QPpays01 04.2 96,2 02.1.1 05.7
HS225 96.10.2 01.1 05.5 98,1 02.2.2 05.5
96,2 02.32.1 01.2 5,7 94,9 02.3.1 06.202.5
98,1 05.4 01.8 06.201.7 96.10.2 02.4.2 06.228.7
04.1.4 06.202.5 02.1.1 07.2.1 96.10.0 02.5.2 07.2.1
05.6 06.228.7 02.2.2 07.501.1 01.1 02.6.1 03.65.2
02.3.1 07.501.2 01.2 02.7.1 04.48.3
02.4.2 01.8 02.7.2 05.4
02.5.2 HS21 02.8.2 04.2
02.6.1 QPpays01 02.14.1 05.6
02.7.1 HS3 02.14.2 06.201.7
02.7.2 HS225 02.15.1 07.501.1
02.8.2 02.17.1 07.501.2
02.14.1 02.19.3 04.11.3
02.14.2 02.1 04.15.2
02.15.1
02.17.1
02.19.3
03.65.2
04.11.3
04.15.2
04.48.3

Total=7 Total = 7 Total = 23 Total =8 Total = 13 Total = 16 Total = 16

El analisis de AMOVA representado en la Tabla II.7, indica que el
factor regidon de colecta explica Unicamente el 4.67% de la variacién total
(Fst = 0.04672) por lo que 95.33% de la variacidn observada se debe a
diferencias entre aislamientos dentro de cada regién. De todas maneras, el
valor del componente de varianza Va fue significativamente diferente de
cero (P value<0.001) lo cual indicaria cierta diferenciacién genética entre
las regiones. De acuerdo a los valores obtenidos de los indices de Fsr
pareados, las parejas de regiones menos diferenciadas serian Rio Negro-
Colonia y Rio Negro-Paysandu con Fst menores a 0.02; seguidas de
Soriano-Colonia, Paysandu-Colonia y Rio Negro-Soriano con Fst menor a
0.06, finalmente las mas diferenciadas resultaron ser Soriano-Paysandu (Fst

menor a 0.08). El grupo Soriano fue en promedio el mas diferenciado del
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resto de los grupos (Fst media = 0.05243). Los valores obtenidos de Fsr
especificos, que describen la diferenciacién de los grupos a partir de una
poblacion ancestral comun, sugeririan que los aislamientos de la region
Paysandu serian los mas ancestrales, seguidos de la regidn Soriano y
Colonia y finalmente como grupo mas diferenciado serian los aislamientos

de la region Rio Negro (Tabla II.8).

El valor de flujo génico promedio para todas las regiones fue elevado
(Nm= 10.2) (Tabla II.7). Aislamientos colectados en regiones contiguas
presentaron valores altos de flujo (Colonia-Soriano= 13.5, Soriano-Rio
Negro= 10.5 y Rio Negro-Paysandu= 26.4). Sin embargo, el flujo genético
mas importante (Nm= 46.3) se encontré entre Colonia y Rid Negro, en
acuerdo con el minimo de diferenciacion encontrado entre ellas como se
menciond mas arriba. Estas regiones no son contiguas, sino que entre ellas

se localiza la regién Soriano.

Tabla II.7. Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) calculado para 44
aislamientos de C. sativus clasificados en cuatro grupos establecidos a partir
de la localidad en la cual fueron colectados. (Para el aislamiento 04.15.2 no

se cuenta con informacién de localidad de colecta).

Grados de Sumade Componentes Porcentaje

Fuente de variacion libertad cuadrados devarianza de variacién P-value
Entre regiones 3 49.869 0.55084 Vva 4,67 <0.001
Dentro de la region 40 449.486 11.79049 Vb 95,33 <0.001
Total 43 499.455 11.79049
Indice de fijacion Fgr: 0.04672 Nm: 10.2
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Tabla II.8. Estimacion de diferenciacién entre grupos segun Fsr entre pares
de grupos de C. sativus (por debajo de la diagonal) y nivel de flujo genético
entre grupos segun Nm (por encima de la diagonal). Los aislamientos bajo
estudio fueron clasificados de acuerdo a la region de colecta descrita en la

Tabla II.6. Todos los valores fueron significativos a p<0.05. Se indica la

Grupo Colonia Rio Negro Paysand Soriano
Colonia 46.29032 9.35076 13.54436
Rio Negro 0.01069 26.36837 10.48491
Paysand 0.05076 0.01861 6.06546
Soriano 0.03560 0.04552 0.07616
Media 0.03235 0.02494 0.04851 0.05243
FS,T_ 0.05971 0.06906 0.03195 0.05641
Especificos

media de Fst para cada grupo, asi como el indice Fst especifico.

El andlisis de la particion de la variabilidad detectada con los
marcadores RAPDs también se realizd considerando el factor fecha de
colecta de los aislamientos de acuerdo a tres periodos: antes del 2002
(1991-2001), 2002 y posterior a 2002 (2003-2007). En este caso, la fecha
de colecta explica Unicamente 9.76% de la variacion total (Fst = 0.09747),
siendo de todas maneras significativamente diferente de cero, mientras que
el 90.25% restante es explicado por la variabilidad dentro de cada fecha
(Tabla I1.9). Los grupos menos diferenciados entre si son el grupo integrado
por aislamientos colectados antes del 2002 y el grupo con aislamientos de
afos posteriores al 2002, con un valor de Fst = 0.04916, mientras que los
grupos mas diferenciados entre si corresponden a colectas realizadas en el
afo 2002 y el grupo posterior al 2002 (Fst = 0.14310). El grupo 2002 fue
en promedio el mas diferenciado del resto de los grupos dado el valor
promedio de Fst media = 0.11233 (Tabla II.10).
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Tabla II.9. Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA) calculado para 45

aislamientos de C. sativus clasificados en tres grupos establecidos a partir

del ano o periodo de anos en el cual fueron muestreados.

Grados de Suma de Componentes Porcentaje

Fuente de variacion libertad cuadrados de varianza de variacién P-value
Entre grupos 2 56.720 1.17226 Va 9,76 <0.001
Dentro de grupos 42 455.880 10.85428 Vb 90,25 <0.001

Total 44 512.600 12.02655
indice de fijacién  Fsr: 0.09747  Nm: 4.6

Tabla II.10. Estimacidon de diferenciacion Fst entre pares de grupos de C.
sativus (por debajo de la diagonal) y valor de Nm (por encima de la
diagonal). Los aislamientos bajo estudio fueron clasificados en tres grupos
establecidos a partir del afo o periodo en el cual fueron colectados. Grupo
1: anterior al 2002 (1991-2001), Grupo 2: 2002 y Grupo 3: posterior al
2002 (2003-2007). Todos los valores fueron significativos a p<0.05. Se

indica la media de Fst para cada grupo, asi como el indice Fstespecifico.

Grupo Anterior al 2002 2002 Posterior al 2002
Anterior al 2002 5.63108 9.67060
2002 0.08155 2.99410
Posterior al 2002 0.04916 0.1431
Media 0.06536 0.11233 0.09613
For 0.10161 0.09595 0.09564

Especificos
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10.5. Estructura poblacional

El analisis de la presencia de grupos diferenciados en la poblacidn
global mediante un abordaje basado en modelos utilizando el programa
STRUCTURE 2.3.3 (Pritchard y Wen, 2003) indicé ausencia de estructura.
Utilizando el valor de AK (Evanno et al, 2005) en lugar del maximo valor de
Ln (K), se identificd el valor de K grupos. El maximo valor se asocié a K=1,

indicando que todos los individuos formaron una Unica poblacion (Fig.IL.5).
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Figura II.5. Andlisis de estructura. El numero mas probable de
agrupaciones o clusters (K) para la coleccién local de aislamientos de C.
sativus segun a) valores promedio de Ln para cada Kde 1 a 10 y b) valores

de AK estimados para cada valor de K.
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11. DISCUSION

En este estudio, la diversidad genética de una poblacién de 45
aislamientos de C. sativus colectados de cuatro diferentes regiones de
cultivo de cebada en Uruguay, fue analizada utilizando 205 loci RAPDs

generados mediante 20 pares de iniciadores.

Esta coleccién de 45 aislamientos locales de C. sativus, mostrd un
alto nivel de diversidad genética a nivel del ADN. Se destaca el alto nimero
de bandas polimoérficas obtenidas (134 bandas), que aumentaria Ia
probabilidad de cubrir la extensién del genoma de la especie y un alto
porcentaje de polimorfismo (65.8%). Estos valores explicarian en primer
término por la alta variabilidad genética entre los materiales, caracteristica
intrinseca de cada conjunto de genotipos. Ademas, este alto nivel
concuerda con el esperado para especies con un sistema de reproduccion
asexual y que presentan mecanismos como la hibridacion somatica, que
favorecen la generacion y el mantenimiento de la variabilidad. Esta alta
diversidad entre los aislamientos se apoya en la obtencién de haplotipos
multilocus Unicos diferenciales para cada una de las 45 accesiones
evaluadas. Por ultimo, el alto nivel de polimorfismo encontrado indicaria
una alta eficiencia del sistema de marcadores RAPD empleado. De hecho,
los 20 iniciadores RAPD empleados en este trabajo resultaron de una doble
seleccién. En el primer paso, se evalué la mayoria de los iniciadores
reportados en la bibliografia en cuatro aislamientos seleccionados al azar.
En un segundo paso, estos 20 iniciadores fueron probados y evaluados en
nuestra coleccidon, no descartandose ningun iniciador ya que todos

produjeron perfiles de bandas nitidas y reproducibles.

En comparacion con datos reportados para esta especie el nivel de
diversidad genética detectado en esta coleccién fue bajo. En este sentido, el
total de bandas obtenidas (205 bandas), fue menor al reportado por Muller
et al (2005), que evaluando 20 aislamientos de C. sativus aislados de trigo,
generaron un total de 282 bandas RAPD. Por otra parte el polimorfismo

detectado (65.8%) en nuestro trabajo fue menor al reportado por Muller et
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al (2005) (80.9%). Sin embrago estos autores reportaron una baja
variabilidad genética, en donde 19 de los 20 aislamientos presentaron un
78% de similitud. Nuestros resultados estan de acuerdo con la hipétesis de
estos autores, que establece que la escasa diversidad genética presente
entre los aislamientos de C. sativus se explica por provenir de un numero
reducido de regiones geograficas de Brasil. Zhong y Steffenson (2001)
evaluaron la diversidad genética de C. sativus basada en la virulencia y
marcadores AFLP. Noventa y cinco marcadores AFLP polimdrficos fueron
encontrados con ocho pares de cebadores, en donde cada aislamiento
exhibié un patrén AFLP Unico. El analisis de conglomerados no reveld una
estrecha correlacion entre patotipos y grupos de AFLP. En el mismo estudio,
tampoco se encontré una correlacidn estrecha entre la similitud genética
medida por marcadores AFLP y el origen geografico, lo que sugiere que
estas cepas se obtuvieron a partir de la misma poblacién de origen
fundadora y que se diseminaron de un area a otra, en asociacidon con sus
hospederos. Por otro lado, Gyawali (2010) y Knight et al, (2010),
obtuvieron 127 y 134 fragmentos, analizados con 3 y 22 AFLP, en una

coleccién de 289 y 48 aislamientos respectivamente.

El andlisis RAPD reveld una baja diversidad génica global al
considerar el conjunto de 45 aislamientos de C. sativus, con un valor de H=
0.153 (el maximo seria 0.5 si la frecuencia de ausencia y la de presencia de
cada banda fueran equilibradas), este valor fue mas bajo que el reportado
para la poblacién de C. sativus de Dakota del Norte H= 0.292, para 86
aislamientos, de dimensiones similares a las de Uruguay, en un area de
muestreo razonablemente equivalente a la desarrollada en este trabajo
(Gyawali, 2010). Aunque los marcadores utilizados en ambos trabajos
fueron diferentes: RAPDs en nuestro trabajo y AFLP en Gyawali (2010) en
ambos casos se trata de marcadores dominantes, bialélicos. Por lo tanto,
las diferencias observadas en ambos trabajos se deberian a una distribucién
mas sesgada de los alelos en la poblacién de C. sativus en Uruguay. Podria
postularse también que ambos marcadores podrian estar explorando zonas
diferentes del genoma. Los valores de H para cada region estimados en este
trabajo aportan informacién preliminar dado el pequefio numero de

aislamientos colectados en cada regidon (menor a 30 aislamientos por
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regidon), por lo que el muestreo realizado pudo no haber sido suficiente para
capturar toda la diversidad genética presente. Valores similares de H (H=
0.16) fueron reportados por Lee y Neate (2007) quienes estudiaron la
estructura genética poblacional del patégeno Septoria passerinii. Por otro
lado, valores de H entre 0.07 y 0.21 fueron reportados para P. teres
(Serenius, 2006) utilizando AFLP. Por lo tanto este parametro de medicién
de la diversidad genética indica una mayor diversidad en ND que en

Uruguay (siendo baja de todas maneras).

Otro parametro indicador de la diversidad genética de la coleccion
son los resultados obtenidos sobre la informatividad de los marcadores. La
capacidad informativa de los marcadores empleados evaluados a través del
parametro PIC (Contenido de informacidon Polimérfica) fue alta. El valor
promedio de PICicador 0.21, refleja la utilidad de los marcadores en la
caracterizacion genética de esta especie, para la cual se cuenta con escasos
datos moleculares en nuestro pais. Del estudio detallado del informatividad
de cada iniciador, se destacd el iniciador OPE18 con alta capacidad de
procesamiento de la informacion, obteniendo un valor PICiciador, de 0.37,
sugiriendo un alto rendimiento especifico y poder discriminatorio. Este
iniciador se presenta como potencialmente Util en investigaciones futuras
que involucren la obtencion de perfiles especificos del patdgeno, el
desarrollo de fingerprinting y de marcadores moleculares especificos para la

especie.

Una forma de medir la complejidad de una poblacién es la estimacion
del nimero y frecuencia de los genotipos multilocus presentes mediante el
indice de Shannon's. Nuestros resultados indican que globalmente, C.
sativus de Uruguay tendria un valor de I= 0.265, mientras que Gyawali
(2010) obtuvo un valor cercano al doble para la poblacion de Dakota del
Norte, I= 0.447, indicando una estructura poblacional mas compleja en
Dakota del Norte. Alternativamente, el mayor valor obtenido por Gyawali
podria explicarse por el hecho que el tamano de la muestrea en ND (85
aislamientos) fue cerca de dos veces mayor que la utilizada en Uruguay (45
aislamientos). Resulta interesante sefialar, que en ambos trabajos no se

detectaron haplotipos replicados (clones) por lo que el parametro de
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diversidad genotipica GD fue muy alto para Gyawali (GD=1) y para Uruguay
(GD=1). Este resultado implica que la contribucién de la clonalidad a la
diversidad genética total es escasa, lo cual no es esperado en una especie

de reproduccidn asexual.

A los efectos de estimar de la contribucién de la clonalidad o
recombinacion de forma independiente del tamafio de la muestra se estimd
el parametro de desequilibrio de ligamiento a nivel multilocus rd. Se espera
gque en una poblacién con maxima clonalidad el valor de rd deberia ser
cercano a 1, mientras que en una poblacién panmitica deberia ser cero
(equilibrio gamético). El desequilibrio de ligamiento (LD) proporciona
informacién importante acerca de la biologia poblacional del hongo, como la
reproduccion sexual o eventos de recombinacion en las poblaciones. En este
estudio se encontraron valores de LD muy bajos (0.0009-0.0407). Sin
embargo, el valor calculado para la poblacién total, representada por los 45
aislamientos fue moderado (LD= 0.1072), indicando que eventos de
recombinacion estan operativos en la poblacién. Valores similares de LD
(LD= 0.111) fueron obtenidos por Gyawali (2010). Los valores de LD por
region son Unicamente preliminares debido al pequefio tamano de la
muestrea. Brown (1975) y Brown et al (1980) hacen referencia a que el
tamano de la muestra debe ser mayor a 100 para que la estimacion del
valor de LD sea mas precisa. Por lo tanto, teniendo en cuanta que el
numero de individuos de nuestras regiones son muy pequefios, los valores
de LD estarian siendo sobrestimados. Las mezclas (admixture) por
migracion del patégeno por semillas también condicionan el valor de LD, lo
cual indicaria que valores aun menores de desequilibrio de ligamiento y por
ende sistemas de recombinacidn realizarian contribuciones ain mayores a
la diversidad presente en cada regién. Zhong y Steffenson (2001)
reportaron que inesperadamente algunas cepas de C. sativus de diferentes
regiones del mundo se agrupaban en el mismo grupo mediante analisis con
AFLP. Ellos sugieren que la migracién de hongos patdgenos puede haber
ocurrido por transmisién mediante semilla, ya que C. sativus es un
patdgeno que se dispersa por semilla infectada (Mathre, 1982). Por lo tanto

una poblacion mezcla y el pequeno tamafio de la misma podrian estar
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explicando el valor moderado de LD reportado para la poblaciéon total (LD=
0.1072).

En acuerdo con lo anterior, la alta diversidad genotipica encontrada
en este estudio (DG=1) en oposicion a la presencia esperada de
importantes niveles de clonalidad de acuerdo al sistema reproductivo
asexual del patégeno en condiciones de campo, sugiere que la
recombinacion juega un rol importante en el desarrollo de la estructura
poblacional del patdgeno. Cabe senalar que la diversidad genotipica es
independiente de la diversidad genética, es decir, el hecho de tener muchos
genotipos diferentes no garantiza un nimero alto de alelos diferentes para
cada locus y tener un numero bajo de genotipos en una poblacidon no
implica necesariamente que la variacidn genética también sea baja
(Eguiarte et al, 2007). Por lo tanto, valores bajos a moderados de
desequilibrio de ligamiento, asi como altos valores de diversidad genotipica
para un hongo de reproduccién asexual sugiere la presencia de mecanismos
no sexuales de recombinacion. El estado sexual de C. sativus no ha sido
reportado que ocurra en la naturaleza, sin embargo, la ocurrencia de
recombinacion parasexual en la especie ha sido demostrada que ocurre in
vitro (Tinline, 1988). Es por esto que se considera a la reproduccién asexual
como el mecanismo principal del ciclo de vida de C. sativus. Sin embargo se
han reportado valores elevados en cuanto a diversidad genética para
poblaciones naturales de C. sativus (Gyawali, 2010; Zhong y Steffenson,
2001). La elevada diversidad genética encontrada para este patdgeno
puede ser debida a varias razones. En primer lugar, rearreglos mediados
por transposones pueden introducir variabilidad en poblaciones de hongos
ascomycetes que se reproducen asexualmente (Kistler y Miao, 1992; Fierro
y Martin, 1999; Daboussi y Capy, 2003). La alta variacién cariotipica y el
polimorfismo en el largo cromosdmico estan asociados a la falta de la etapa
sexual en los hongos ascomycetes. Con respecto a esto, Zhong y Steffenson
(2007) reportaron un alto grado de polimorfismo cromosémico vy
aberraciones cromosdémicas como translocaciones, duplicaciones vy
deleciones, en aislamientos de C sativus. Altos niveles de variacion
cariotipica se han encontrado en otros hongos patdégenos modelo, como por
ejemplo Fusarium oxysporum y Magnaporthe grisea (Boehm et al, 1994;

Alves-Santos et al, 1999; Nitta et al, 1997). Se ha reportado que existe
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variacién mediada por transposones en el locus de Tox1l en Cochliobolus
heterostrophus (Kodama et al, 1999) y en el locus de Tox2 de Cochliobolus
carbonum (Ahn y Walton, 1996). Kistler y Miao (1992) sugirieron que altos
niveles de variacién cariotipica pueden ser encontrados en hongos con
reproduccion asexual, mientras que los hongos que se reproducen
sexualmente tienden a tener menores niveles en cuanto a esta variacién.
Por lo tanto la evidencia de altos niveles de variacion cariotipica (Zhong y
Steffenson, 2007) y la ausencia de reproduccién sexual en la naturaleza,
soportan la hipdtesis de que la variacidon genética mediada por transposones
puede ser uno de los factores en generar la diversidad genética en
poblaciones de C. sativus. Segundo, niveles elevados de variacion genética
pueden ser debidos a recombinacidn parasexual entre individuos dentro de
las poblaciones. Esto ultimo esta de acuerdo con Zhong y Steffenson
(2001), quienes especularon que la alta variabilidad encontrada para la
poblacion de C. sativus podia deberse a intercambio genético entre
aislamientos debido a eventos de recombinacién parasexual. La
recombinacion parasexual junto con la mutacién son la fuente Ultima de
generacion de la variacién en hongos patdégenos (Burdon y Silk, 1997). La
recombinacion parasexual se inicia por la fusion de hifas pertenecientes al
mismo grupo de compatibilidad vegetativa, seguido por la formaciéon de un
heterocarionte (Pontecorvo, 1956). Durante la recombinacién parasexual,
los dos nucleos haploides se fusionan para formar un nucleo diploide, donde
los cromosomas homdlogos se someten a recombinacidon genética.
Finalmente, el nucleo diploide comienza a perder cromosomas a través de
divisiones mitoéticas, formando estados intermedios de diploides parciales en
algunos individuos antes de retornar al estado haploide. Este tipo de
recombinacion ha sido demostrada que ocurre en C. sativus en el
laboratorio (Tinline, 1988), sin embargo no se ha confirmado aun si existe
en la naturaleza. Si la recombinacién parasexual tuviera un rol importante
en la generacidon de diversidad en las poblaciones de C. sativus, entonces
mas estudios deberian hacerse, mediante el uso de marcadores
codominantes, tales como RFLP, SSR o SNP, para demostrar que individuos
con diploides parciales ocurren en la naturaleza. Ejemplos de ocurrencias de

recombinacion somatica han sido demostrados para Puccinia graminis
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(Watson y Luig, 1958), Rhynchosporium secalis (Salamati et al, 2000) y C.
sativus (Gyawali, 2010).

Resulta interesante sefalar que en una pequefa muestra de
aislamientos de C. satiuvs de Uruguay analizada por Zhong y Steffenson
(2001), se verificé la existencia de los dos tipos de apareamientos MAT-1 y
MAT-2, lo cual indicaria el potencial de reproduccion sexual en nuestro pais,
un numero mas amplio de muestras deberian ser analizadas, asi como

relevar la distribucion de los dos loci en nuestro pais.

La metodologia elegida para la efectiva clasificacién de las accesiones
fue el analisis jerarquico de conglomerados, método estadistico que revela
las relaciones a niveles crecientes de similitud al producir un dendrograma
que claramente enfatiza las similitudes y diferencias entre accesiones. El
dendrograma seleccionado fue el generado con el coeficiente de distancia
genética de Dice y el método de agrupamiento Neighbour Joining. Los
grupos definidos a priori reflejan la estrategia de colecta empleada para
establecer la coleccién de asilamientos, muestreando las cuatro regiones del
pais mas importantes en cuanto al cultivo cebada, tratando asi de lograr
cubrir la variabilidad genética a nivel local. De acuerdo a nuestros
resultados, estos cuatro grupos no mostraron un alto grado de
diferenciacion genética entre si, ya que las accesiones integrantes de cada
grupo se distribuyeron en forma general entre los tres grupos principales
detectados en el dendrograma. Estos resultados también estan de acuerdo
con los elevados valores de identidad genética y bajos valores de distancia

genética, encontrados para todos los grupos.

El andlisis de Coordenada Principales (PcoA), método de
ordenamiento que centra a los genotipos preservando las distancias entre
puntos con la mayor resolucién posible, al utilizar los dos ejes mas
explicativos permiti6 obtener un grafico en un plano que reflejé un
agrupamiento similar al que mostré el dendrograma. A diferencia del
Analisis de Conglomerados, el analisis de PcoA otorga mas libertad en la
expresion grafica de las relaciones genéticas establecidas en la matriz de

distancia. Las relaciones entre los genotipos estan determinadas por la
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posicion en que se disponen en un espacio reducido. Debido a que el
numero de aislamientos muestreados en cada regién es bajo, las diferencias
observadas podrian simplemente deberse a errores de muestreo;
alternativamente podria estar explicando una cierta tendencia a mayor
diversidad genética de C. sativus progresando desde el sur al norte en el
litoral agricola. La coincidencia observada en los resultados logrados con
ambas metodologias de analisis multivariado valida el agrupamiento
obtenido para las 45 accesiones estudiadas, reforzando la similitudes
genéticas entre los grupos. Ambas metodologias revelaron moderada
diversidad genética en cuanto a la caracterizacion de los 45 materiales
pertenecientes a la coleccion de C. sativus del pais. Los diferentes
aislamientos se distribuyeron en los cuatro cuadrantes del plano PcoA. Sin
embargo, al incluir en el analisis a un aislamiento de C. sativus
perteneciente a Canadda y a un aislamiento de P. teres f. sp. teres, el
agrupamiento de los materiales locales en el PcoA fue mucho mas marcado,
agrupandose los 45 individuos en solo dos cuadrantes, permitiendo
observar mas claramente las relaciones entre ellos, reflejando entonces un

nivel reducido de diversidad genética en la coleccién local (ver Anexo IV).

La metodologia de AMOVA fue originalmente disefiada para su
aplicacion en sistemas haploides utilizando en el analisis ADN de origen
mitocondrial (ADNmt) el cual constituye un Unico grupo de ligamiento
(Excoffier et al, 1992; 2005). A partir de ese momento este método se
tornd en una de las metodologias mas empleadas para estudiar la particidon
de la variabilidad genética, en trabajos que involucran poblaciones naturales
examinadas con marcadores moleculares de herencia dominante.
Actualmente, el uso del AMOVA se ha adoptado ampliamente, siendo una
metodologia util en la caracterizacion de la estructura genética. El propdsito
principal del AMOVA es perfilar la extension de la diferenciacion genética
entre y dentro de los grupos examinados, a través de la estimacién de los

componentes de varianza.

Los resultados obtenidos del AMOVA muestran una extremadamente
baja diferenciacion entre los grupos, tanto al ser probada la hipotesis de

clasificacidon de los materiales en grupos que reflejan las cuatro regiones de
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colecta (Fst = 0.04672), asi como bajo la hipotesis de clasificacion
considerando el periodo de tiempo en el cual fueron colectados (Fsr =
0.09747). Es importante notar que a pesar de la significativa diferencia (p <
0.001) entre los grupos revelado por los valores de Fsr, este parametro
puede verse ser sobre-estimado dado el pequefio tamafo de los grupos
evaluados (menor a 30 aislamientos por grupo). Estos valores se pueden
considerar bajos en comparacion con los que se reportan comunmente para
hongos ascomycetes. Gyawali (2010) reportd un valor de Fs; moderado
(Fs7=0.196) para cuatro poblaciones de C. sativus, tres de Dakota del Norte
y una de Australia, al analizar aislamientos obtenidos de dos hospederos,
trigo y cebada y dos tejidos. Lee y Neate (2007) informaron un Gst general
de 0.238 para Septoria passerinii en los Estados Unidos. Adhikari et al
(2008) encontraron un Fsr significativo de 0,288 en una poblacion de
Phaeosphaeria nodorum de los EE.UU. Milgroom vy Lipari (1995) reportaron
un nivel similar de diferenciacion de la poblaciéon (Gst= 0,20 a 0,31) para el

patdgeno Cryphonectria parasitica en América del Norte.

De acuerdo a Burdon y Silk (1997), la fuente principal de generacion
de variabilidad en los hongos fitopatdogenos se debe a mecanismos de
mutacion y recombinacidon. Estos mecanismos de generacién de
variabilidad, pueden ser suplementados con el flujo génico entre las
poblaciones de la misma especie, a través de los propagulos que se
dispersan de un area epidemiolégica a otra. El flujo génico como Unico
proceso de evolucion puede resultar en la dispersién de genes o secuencias
de ADN, genotipos y hasta en el establecimiento de una poblacién entera en

una region diferente (Mc Donald y Mc Dermott, 1993).

Los bajos valores de Fsr encontrados tanto al agrupar por region o
por periodo de colecta, estan apoyados por los altos valores de flujo génico
en ambos casos. El flujo génico también puede tener un impacto
significativo en la estructura genética de una poblacién, ya que en su
ausencia, poblaciones aisladas pueden diferenciarse en término de alelos
presentes y frecuencias alélicas debidas a deriva genética mediante

acumulacién de alelos exclusivos. La identidad genética de Ilas
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subpoblaciones indicé que estas son muy cercanas, de hecho la distancia

geografica entre ellas es pequeiia.

Los bajos valores de Fsr también indican que la subdivisidon geografica
entre las cuatro subpoblaciones es minima. Si el alto grado de similitud es
debido exclusivamente al flujo de genes y las poblaciones estan en
equilibrio estable, entonces el Fsr se puede utilizar para estimar el Nm, el
namero promedio de migrantes intercambiados por generacion, lo cual
determina la falta de subdivisiéon poblacional. EIl Nm promedio fue de 10.2 y
4.6 para region o periodo de colecta respectivamente, lo que sugiere que el
nivel de flujo génico es de 4-10 veces mayor al necesario para prevenir que
las poblaciones diverjan por deriva génica. Los elevados valores de flujo
encontrados siempre que se analiz6 la regién Rio Negro, aunque no eran los
esperados, podrian explicarse por el mayor trafico de semilla que existe
desde Rio Negro hacia las demas regiones, por lo que es de esperar valores
altos de flujo génico siempre que esté presente el grupo Rio Negro. Bajos
valores de Fsr también han sido reportados para poblaciones de otros
patégenos de plantas, como por ejemplo, Rynchosporium secalis (Salamati
et al, 2000) y Mycosphaerella graminicola (Linde et al, 2002), concluyendo
los autores en estos casos que estos hongos existen como una poblacion

bien mezclada.

El analisis AMOVA adicionalmente permitié obtener un conjunto de
estadisticos Fst pareados entre grupos, comparables por ejemplo con la
distancia genética de Nei calculada a partir de la frecuencia de cada
marcador entre los distintos grupos. De esta manera los valores de Fsr
entre dos poblaciones cualquiera pueden ser interpretados como la distancia
inter-poblacional promedio entre estas dos poblaciones (Huff, 1997). Los
valores de diferenciacién genética entre grupos detectada con los
marcadores RAPD representarian el rol de la deriva genética en Ila
diferenciacion de los grupos, porque estos marcadores son selectivamente
neutros y no son blanco de los procesos de seleccion natural. Los valores de
Fst pareados entre regiones o periodos de colecta aunque significativos
fueron muy bajos (rango 0.01 a 0.07) indicando una muy pobre

diferenciacion entre los grupos de aislamientos analizados. Valores
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superiores de Fst pareados fueron obtenidos por Gyawali (2010) cuando
analizé al grupo de asilamientos de Dakota del Norte ya sea colectados en
hojas infectadas, versus raices y coronas con podredumbre (Fsy pareado
0.18 a 0.26), indicando que en la especie C. sativus, la especie hospedera,
el tejido infectado y las regiones geograficas de mayor distancia (Dakota del
Norte y Australia) pueden generar procesos de diferenciacién poblacional.
Serenius (2006) estim6é Fsr pareados entre campos de Finlandia para
Pyrenophora teres de 0.31 a 0.39, sin embargo en algunos estados de
Australia fue de 0.22. Nuestro trabajo es el primero en estudiar la
diferenciacion genética en hojas infectadas de cebada. Los valores de la
media de Fsr resultaron bajos para todos los grupos, ya sea mediante la
agrupacion por regién o por periodo de colecta. Bajo esta hipdtesis la media
de los valores de Fsr refleja en promedio el grado de diferenciaciéon de un
grupo con respecto a los restantes. Esta baja diferenciacién entre grupos
concuerda con el resultado observado del analisis PcoA, en el cual no se
observa una diferenciacion clara entre los grupos, aunque existe un cierto

patron de agrupamiento.

Finalmente, del anadlisis AMOVA se obtuvieron los valores de Fsr
especificos, los cuales reflejan el grado de evolucién de cada grupo a partir
de una poblacién hipotética ancestral, la cual habria sido dividida en los
diferentes grupos considerados en la estructura genética. El Fsr especifico
permitiria entonces detectar si algun grupo contribuyé diferencialmente al
valor promedio de Fsr, indicando que alguna fuerza evolutiva (seleccion,
cuello de botella, etc.) estaria actuando especialmente sobre ese grupo
(Excoffier et al, 2005). Aunque no fueron comparados estadisticamente, los
valores de Fsr especificos no presentaron valores diferenciales entre grupos
bajo la estructura de ordenamiento de los aislamientos segun localidad o

periodo de colecta.

Por ultimo, el analisis de estructura poblacional realizado mediante el
programa STRUCTURE (Pritchard et al, 2000; Pritchard y Wen, 2003),
arrojo un valor de K=1, lo cual significa que los 45 aislamientos utilizados
en este estudio estarian estructurados en un solo grupo y que todos

pertenecen a una poblacién grande, independientemente de su origen

Discusién

N
(e)}



Paula Silva 2011

geografico. Este valor esta de acuerdo con el hecho de que la diversidad
encontrada en la poblacién fue baja, asi como también con los elevados
valores obtenidos para la estimacién del flujo génico entre las
subpoblaciones definidas a priori.

En resumen, la moderada diversidad genética (expresada como
diversidad genética de Nei e Indice de Shannon), los bajos valores de
desequilibrio de ligamiento, y la alta diversidad genotipica, soportan la
hipétesis de ocurrencia de un posible evento de recombinacién
recombinacion sexual, parasexual o mediado por transposones, ya que si la
poblacion fuera completamente de reproduccidn asexual se esperaria alta

frecuencia de individuos clonales y pocos genotipos en alta frecuencia.

En conclusién, nuestros datos son consistentes con la hipétesis de
que un flujo génico homogenizador de genes se produce en la poblacion de
C. sativus, posiblemente a través de la dispersién de la semilla de cebada
infectada entre diferentes regiones agricolas de Uruguay. De esta manera,
las poblaciones evaluadas en el presente estudio serian parte de una
poblacion del patégeno mucho mas grande, que incluye todas las regiones
de cultivo de cebada del pais. En consecuencia, pensamos que para que la
resistencia del hospedero a este patdgeno sea efectiva debe ser
desarrollada en contra de la especie en su conjunto y no en contra de un

solo genotipo.

La informacidon generada sobre la estructura poblacional y extension
de la diversidad genética de la poblacién de C. sativus aislados de cebada
en Uruguay puso en evidencia el alto potencial evolutivo de la especie pese
a que la reproduccion sexual no sea haya determinado en la naturaleza. En
efecto, en oposicién a la presencia de un nivel de clonalidad maximo, se
detecté una importante diversidad genotipica. Es mas, no se detectaron
haplotipos multilocus repetidos (clones). Por el contrario, se detectaron
niveles bajos y moderados de desequilibrio de ligamiento gamético,
indicativos de contribucidon no despreciable de mecanismos que faciliten la
recombinacion genética. Los recombinantes no serian derivados de la

reproduccion sexual sino de otros mecanismos no sexuales de
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recombinacion, ya citados para el género Cochliobolus tales como:
rearreglos cromosdmicos mediados por transposones, ciclos parasexuales
que implican al fusion de nucleos haploides diferentes, eventos de
recombinacion mitdtica y posterior eliminacion de cromosomas en
posteriores mitosis generando la posibilidad de diploides parciales. El bajo
valor de diversidad génica a nivel global, como en cada regiéon (indicativo
de frecuencias alélicas similares y por lo tanto escasa presencia de alelos
exclusivos), el alto valor de flujo genético detectado (niUmero de migrantes
por generacion) en correspondencia con la baja diferenciacion genética
observada entre regiones y la ausencia de estructura de acuerdo con un
analisis bayesiano, estaria indicando que los aislamientos originalmente
muestreados en diferentes regiones y periodos de colecta formarian una
Unica poblacion. Considerando que la reproduccién sexual no se
desarrollaria en la naturaleza ademas de ser relativamente poco exitosa en
condiciones de laboratorio, que las caracteristicas morfologicas de las
esporas asexuales (de gran tamano) las hacen no aptas a la migracion por
viento a grandes distancias, el mecanismo mas plausible que aseguraria el
flujo genético a distancias (entre regiones y entre periodos de colecta) seria
la movilizacién del patégeno a través de semillas contaminadas entre las
diferentes regiones o algun otro mecanismo (maquinaria o la mano del
hombre). Esto significa que si un nuevo recombinante surge en alguna
regidn, podria facilmente dispersarse en todas las regiones en poco tiempo.
La prevalencia de dicho recombinante estaria sujeto a la capacidad
adaptativa del dicho genotipo bajo diferentes presiones de seleccion
(ambientales, hospederos). De esta manera, un quiebre de resistencia de
un genotipo en una region de forma exclusiva alerta sobre la posibilidad de
que en poco tiempo, las variantes alélicas de dicho aislamiento se

diseminen en las demas regiones.

El seguimiento del comportamiento sanitario en cuanto a mancha
borrosa en un mismo juego de genotipos de cebada deberia entonces
realizarse en las diferentes regiones de cultivo dado el alto potencial

evolutivo del patdgeno y los altos flujos genéticos entre las poblaciones.
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12. CONCLUSIONES

La moderada diversidad genética observada, el significativo
desequilibrio de ligamiento y la alta diversidad genotipica detectados
en la coleccion de C. sativus de Uruguay utilizando marcadores
moleculares RAPD, indican la ocurrencia de eventos de recombinacidn

genética

Los altos valores de flujo genético entre regiones (Departamentos)
detectados en la poblacion evaluada indican que los aislamientos de
C. sativus serian parte de una poblacién del patégeno mucho mas
grande, que incluye todas las regiones de cultivo del Uruguay En
consecuencia, pensamos que para el desarrollo de resistencia efectiva
seria necesario que en los proceso de seleccidn por resistencia se
incluyan aislamientos representativos de toda la zona agricola y no

un solo genotipo.

Los factores region y periodo de colecta serian responsables de una
débil estructura en la coleccidn de C. sativus. Es conveniente analizar
un mayor numero de aislamientos representativos de todas las

regiones de cultivo de cebada del Uruguay.

En el estudio de variabilidad patogénica de 12 aislamientos de C.
sativus, frente a un juego diferencial de 12 genotipos de cebada se
detectaron 10 grupos de virulencia, pertenecientes a tres clases de
patotipos, lo cual indica que existe una compleja interaccidn
hospedero-patdgeno entre los aislamientos de C. sativus y los
genotipos de cebada. La alta variabilidad patogénica es consistente
con la alta diversidad genotipica observada a nivel de marcadores
moleculares. Estudios adicionales incluyendo colectas sistematizadas
y un mayor numero de aislamientos son necesarios para confirmar

nuestros resultados.
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14. ANEXOS

14.1. Anexo I. Reacciones de infeccién inducidas por 12 aislamientos de C.
sativus en el conjunto de 12 cebadas diferenciales, A cada reacciéon de una
linea diferencial con cada aislamiento del patdgeno se le asigno un valor
binario, donde S y R representan reacciones susceptibles (RI < 4.5) y de

resistencia (RI > 4.5), respectivamente.
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14.2. Anexo II. Reacciones de infeccion inducidas por 12 aislamientos de
C. sativus en el conjunto de 12 cebadas diferenciales, A cada reaccion de
una linea diferencial con cada aislamiento del patégeno se le asigno un
valor, siendo A, I y B reacciones de alta, intermedia y baja compatibilidad,
representadas por RI entre 1-3, 4-5 y 6-9, respectivamente.

Lineas diferenciales
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14.3. Anexo III. Andlisis de conglomerado realizado utilizando distancia
Dice y método de agrupamiento Neighbor Joining para los 45 aislamientos
de C. sativus locales y el aislamiento WRS 1903 Canadiense. Se incluyo en
el analisis el aislamiento 0601 de P teres f. sp. teres (TER1) como grupo
externo. A la derecha se muestra regién y periodo de afio de colecta para

cada uno de los aislamientos.
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14.4. Anexo IV. Andlisis de Coordenadas Principales (PCoA) de 45
aislamientos de C. sativus colectados en Uruguay y el aislamiento WRS
1903 Canadiense, en base a 205 productos de amplificacion RAPDs Se
incluyo en el analisis el aislamiento 0601 de P teres f. sp. teres (TER1). Los

dos primeros ejes explican 37.53% de la variacion observada.
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