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RESUMEN

El cultivo de la cebada en Uruguay tiene como destino principal la obtencion de granos de buena
calidad para la elaboracién de malta. Uno de los factores determinantes de la disminucién de la
calidad del grano es la ocurrencia de enfermedades foliares, dentro de las que se destaca la
mancha borrosa (MB) causada por Cochliobolus sativus. La resistencia genética es una de las
estrategias utilizadas para proteger a los cultivos del ataque de hongos. La emergencia reciente
en algunos paises, de aislamientos del patdgeno, virulentos para genotipos con resistencia
efectiva por varias décadas, ha alertado sobre la falta de diversidad genética presente en los
materiales utilizados hasta el momento como fuentes de resistencia. El objetivo de este trabajo
fue detectar genotipos de cebada resistentes a la enfermedad en Uruguay, que estén
pobremente relacionados tanto genética y funcionalmente con las fuentes de resistencia
internacionales NDB112 y Bowman, ampliamente utilizadas hasta el momento. La diversidad
genética fue evaluada mediante un analisis de haplotipos cromosémicos, utilizando marcadores
moleculares SSR y STS asociados a nueve QTLs de resistencia a MB. Se analizaron 40
genotipos de cebada, entre los que se encontraban materiales elite, lineas avanzadas, fuentes de
resistencia identificadas previamente y los genotipos de referencia para los QTLs analizados. El
analisis de haplotipos en las regiones analizadas, permitio identificar siete genotipos resistentes a
MB, poco relacionados genéticamente con NDB112 y Bowman, que serian candidatos a portar
genes de resistencia diferentes a los ya reportados. Para el analisis funcional se eligieron 11
genotipos, que aparecieron como diversos en el analisis de haplotipos cromosémicos. Se evalud
la respuesta oxidativa producida en las células del huésped, durante las etapas tempranas de la
interaccion huésped-patdégeno mediante analisis histoquimicos.Tanto genotipos resistentes como
susceptibles manifestaros reacciones de defensa tipo APC y HR pre y post-penetracion, en
células de epidermis y mesdfilo, aunque la proporcién de cada una de ellas fue heterogénea
entre los distintos genotipos. La HR postpenetracion fue observada en mayor proporciéon en
genotipos susceptibles por lo que pareceria ser un mecanismo poco eficiente para detener el

avance de este hongo hemibiotrofo, a diferencia de lo observado en hongos biotrofos.

Palabras clave: Cochliobolus sativus, diversidad, haplotipos, SSR, STS, microfenotipos, ROS

vii



SUMMARY

Genetic and Functional Diversity in Barley Spot Blotch Resistance

In Uruguay, barley is primarily grown for malt production. One of the major constraints for high
grain yield and quality is the occurrence of foliar diseases, especially spot blotch (SB), caused by
Cochliobolus sativus. Genetic resistance is one of the main strategies used to protect crops
against fungal attack. The recent emergence in North America of new C. sativus isolates
expressing virulence on barley genotypes that have had effective resistance for several decades,
has warned about the lack of genetic diversity present in germplasm currently used as sources of
resistance. The aim of this study was to identify barley genotypes with effective SB resistance in
Uruguay, whose resistance may be genetic and functionally unrelated to the ones contributed
from the widely used NDB112 and Bowman genotypes. Genetic diversity was assessed by a
chromosomal haplotype analysis using SSR and STS markers associated with nine SB resistance
QTLs. We analyzed 40 genotypes of barley, including elite, advanced, and experimental lines with
effective resistance as well as reference genotypes that had been previously subjected to QTL
analysis. Analyses of haplotype diversity, and cluster analyses using 32 molecular markers
allowed identifying seven SB resistant genotypes that were genetically poorly related to NDB112
and Bowman. To assess functional diversity in SB resistance, 11 barley genotypes were
evaluated using histochemical analysis. Microphenotypes were depicted according to the
frequency of host cells expressing oxidative response at each site of host-pathogen interaction
during early stages of infection. The range of oxidative responses expressed by either resistant or
susceptible genotypes was similar and included APC and HR during pre-and post-penetration
stages at both epidermis and mesophyll cells. However, differences in the proportion of interaction
sites expressing an individual response were observed among the genotypes. Frequency of
interaction sites expressing post-penetration HR responses was significantly higher in susceptible
than in resistant genotypes indicating that post-penetration HR would be an inefficient mechanism

to stop the spread of hemibiotrophic C. sativus.

Keywords: Cochliobolus sativus, diversity, haplotype, SSR, STS, microphenotypes, ROS
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1. INTRODUCCION GENERAL

1.1 EL CULTIVO DE CEBADA CERVECERA EN EL URUGUAY

En Uruguay, el cultivo de la cebada (Hordeum vulgare subsp. vulgare L.) es el segundo en
importancia dentro de los cultivos de invierno (MGAP-DIEA. Anuario Estadistico Agropecuario
2010). El grano cosechado tiene, como destino principal en nuestro pais, la elaboracién de malta
para la exportacion. La calidad maltera del grano constituye entonces, uno de los factores
fundamentales en la produccién de cebada cervecera. Entre las causas que pueden afectar la
calidad de malta se describen factores abiéticos y bidticos que puedan haber actuado durante el
periodo de desarrollo del cultivo, el proceso de desarrollo de la semilla asi como durante su
almacenamiento. Entre los primeros se encuentran el dafio mecanico, climatico, fisico y de
manejo. Entre los factores bidticos se puede mencionar el ataque de microorganismos,
principalmente hongos.

Las manchas foliares producidas por hongos se encuentran entre las principales
enfermedades de la cebada, produciendo dafios indirectos en la calidad del grano. Se
caracterizan por producir necrosis, clorosis y hasta defoliaciéon, generando una disminucion
significativa de la radiacion solar interceptada y absorbida, dando como consecuencia una menor
produccion de biomasa y menor rendimiento (Nutter et al., 1985). Dentro de éstas, se destacan
mancha borrosa (causada por Cochliobolus sativus), escaldadura (causada por Rhynchosporium
commune) y mancha en red (causada por Pyrenophora teres) (Pereyra et al., 2011).
Recientemente, otras enfermedades foliares como el oidio (causada por Blumeria graminis f. sp.
hordei) y roya de la hoja (causada por Puccinia hordei) han aumentado su importancia (Pereyra
et al., 2007).

1.2 LA MANCHA BORROSA DE LA CEBADA

La mancha borrosa (MB), causada por el hongo Cochliobolus sativus (Ito & Kurib.) Drechsl.
ex Dastur [anamorfo Bipolaris sorokiniana (Sacc. in Sorok.) Shoem., sin. Helminthosporium

sativum Pamm., King and Bakke], es una de las principales enfermedades foliares de la cebada.



Es considerada una enfermedad importante, sobre todo en lugares sub-tropicales, donde se
encuentran las condiciones optimas para su desarrollo: altas temperaturas acompafadas de alta
humedad. Estd presente en el este de la India, sureste de China, en Norte y Sud América
mientras que aparece con menor frecuencia en algunas partes de Europa, provocando pérdidas
significativas en produccion y calidad de grano y malta en varias de estas zonas del planeta. En
los Ultimos afios, las epidemias de mancha borrosa se han intensificado en numerosas zonas
agricolas (Kumar et al., 2002) y se pronostica una mayor incidencia favorecida por el
calentamiento global que provee condiciones ambientales Optimas para el desarrollo del hongo
(Franckowiak, 2008).

En Uruguay, la MB junto con la mancha en red y la fusariosis de la espiga representan una
de las limitantes principales para obtener rendimientos y calidad de grano adecuados en los
cultivos de cebada. Pereyra et al. (2005) mencionan que se han registrado a nivel nacional
mermas en el rendimiento de grano de hasta 30%. La magnitud de las pérdidas es una funcién
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).
La frecuencia y severidad se ven incrementadas por la adopcion de los productores de la practica
de siembra directa (descarta actividades de laboreos y quema de rastrojos) haciendo que el
inoculo esté siempre presente en el sistema (Stewart et al., 2005). La situacién es agravada por
el hecho de que el cultivo de trigo, principal cereal de invierno, también es afectado por esta
enfermedad. De acuerdo a los datos de comportamiento a mancha borrosa de la oferta varietal a
nivel comercial del Sistema Nacional de Evaluacion de Cultivares se concluye que ninguna de las
variedades comerciales presenta buenos niveles de resistencia a esta enfermedad (Castro et al.,
2011).

Los sintomas caracteristicos de la MB en cebada se presentan como lesiones redondas a
elipticas, de color marrén oscuro y a veces rodeadas de clorosis. En ambientes de produccion
agricola, los sintomas comienzan a observarse en el cultivo hospedero a partir del comienzo del
desarrollo foliar, inclusive en estado de plantula, y se incrementan principalmente en las hojas
después de la espigazdn. Este hongo también puede presentarse en corona, raices, nudo, vaina,

espiga y grano (Pereyra et al., 2005, Kumar et al., 2002). Fetch y Steffenson (1999) han



desarrollado una escala de respuestas a la infeccion (RI) de 1 a 9 basada en el tipo (presencia de
necrosis y clorosis) y tamafio relativo de las lesiones observadas en la segunda hoja de plantulas
de cebada. Las nueve RI fueron clasificadas en tres grandes categorias de compatibilidad
huésped-patdgeno: baja (Rls de 1 a 3) intermedia (RIs de 4 y 5) y alta (RIs de 6 a 9). Ademas, se
desarrolld una escala para planta adulta en cuatro clases de RIs: R=resistente,
MR=medianamente resistente, MS=medianamente susceptible y S=susceptible, también basada

en el tipo y tamafio relativo de las lesiones observadas (Fetch y Steffenson, 1999).

1.2.1 El patégeno

Cochliobolus sativus forma parte de la clase Ascomycete, dentro de la division Eumycota.
Los ascomicetes comprenden varios miles de especies que pueden ser desde estrictamente
saproficas, hasta parasitos obligados de las plantas superiores. Bipolaris sorokiniana representa
la fase asexual o anamorfica. Se caracteriza por conidios elipticos tabicados (60-120 pum x 12-20
pm) con 5 a 9 células. La produccion de conidiéforos con conidios ocurre en el tejido foliar y otras
partes de la planta durante la infeccion, asi como en rastrojos. 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 el desarrollo de esporas sexuales en condiciones de laboratorio (Zhong y
Steffenson, 2002). Este patdgeno presenta un muy amplio rango de hospederos dentro de las
monocotileddneas, en especial gramineas (Kumar et al., 2002), pero por los niveles de dafios

ocasionados, las manchas foliares se destacan en los cultivos de trigo y cebada.

1.2.2 Especializacion fisioldgica del patdogeno

La diversidad en virulencia de C. sativus fue estudiada por Fetch y Steffenson (1994).
Estos autores detectaron marcadas diferencias en la virulencia de aislamientos de C. sativus en
ensayos de invernaculo, principalmente al infectar genotipos de cebada de espigas de dos
hileras. A su vez, encontraron que a nivel de campo no solo se observaba diferencia en el tipo de
reaccion, sino también en los niveles de severidad asociados a una interaccion aislamiento x

genotipo de la planta. La inoculacién con aislamientos de C. sativus recolectados en Estados



Unidos, Japon y China en las variedades de cebada ND5883, Bowman y NDB112, utilizadas
como genotipos diferenciales, permitio la identificacién de tres patotipos (Valjavec-Gratian y
Steffenson, 1997). Estos patotipos fueron designados 0, 1y 2; donde el 0 muestra baja virulencia
en los tres genotipos, el patotipo 1 muestra alta virulencia en Bowman y baja virulencia en
ND5883 y en NDB112, y por ultimo el patotipo 2 muestra alta virulencia solo en ND5883
(Valjavec-Gratian y Steffenson, 1997). Utilizando un analisis cualitativo de los datos de virulencia
Ghazvini y Tekauz (2007) han encontrado ocho grupos de virulencia en 127 aislamientos de C.
sativus pertenecientes a Canada y otras regiones del mundo, mientras que el analisis cuantitativo
de los mismos datos mostr6 que dicha poblacion de C. sativus estaba compuesta por tres grupos
de patogenicidad (alta, media y baja) (Ghazvini y Tekauz, 2008). Recientemente Knight et al.
(2010) examinaron la variacion genotipica y la virulencia de poblaciones de C. sativus de

Australia, encontrando también grupos de patogenicidad baja, intermedia y alta.

1.2.3 Biologia del proceso de infeccion

Sobre la base de los mecanismos de infeccion, los patdgenos han sido divididos en dos o
tres clases: biotrofos, necrotrofos y mas recientemente hemibiotrofos. Los patogenos biotrofos
obtienen su energia de células vivas mientras que los necrotrofos la obtienen de células muertas
(revisado por Oliver e Ipcho, 2004). Sin embargo, algunos patégenos varian su comportamiento,
dependiendo de las condiciones o etapa de su ciclo de vida en la que se encuentren. Estos
patogenos han sido denominados hemibiotrofos (Glazebrook, 2005). Estas categorias no estarian
tan claramente establecidas si tenemos en cuenta que varios reportes indican que un mismo
patdgeno ha sido clasificado en cada una de estas clases por diferentes autores. Segun Oliver e
Ipcho (2004), este tipo de clasificacion, basada Unicamente en su modo de nutricién no esta
sustentada por estudios de genomica ni de sensibilidad a fungicidas, por lo que un sistema de
clasificacién basado en la respuesta de la planta podria ser mucho mas Util. Andlisis genéticos
sobre la resistencia a la enfermedad en la planta modelo Arabidopsis thaliana, proveen una
division util, basada en que la defensa contra patdgenos biotrofos esta controlada por la via del
salicilato y la de necrotrofos por la via del jasmonato/etileno, encontrando sin embargo

excepciones y complejidades adicionales (Glazebrook, 2005).



Cochliobolus sativus ha sido ubicado dentro de la categoria de hongos hemibiotrofos, ya que
durante la infeccion, desarrolla una primera fase biotrofa, seguida de una fase necrotréfica. El
analisis a nivel microscépico del desarrollo de este hongo durante la infeccién mostré las
siguientes etapas: i) luego de la germinacion de la espora y desarrollo de apresorio, el extremo
apical de la hifa penetra la cuticula y pared celular de la célula epidérmica del hospedero, y se
desarrolla y ramifica dentro de la célula epidérmica viva (fase biotréfica); ii) las hifas intracelulares
invaden el el espacio intercelular del mesofilo, acompafiado de la muerte de las células de la
epidermis y del mesdfilo (fase necrotrofica) (Shafer et al., 2004, Kumar et al., 2001). El colapso
de las células del hospedero en la fase necrotrofica parece ser mediado por toxinas secretadas
por el hongo, ya que la muerte de células del hospedero no se asocia necesariamente al contacto
directo con hifas; mas aun, la inyeccién de toxinas dentro de las hojas provoca una respuesta
necrotica en la hoja similar a la desarrollada durante la infeccion (Kumar et al., 2001). Varios tipos
de toxinas han sido identificadas siendo las més estudiadas las de la familia heliminthosporol.
Estas toxinas actuarian como desacopladores inhibiendo la fosforilacién oxidativa en
mitocondrias, la foto-fosforilacion en cloroplastos y el bombeo de protones a través de la
membrana plasmatica (Briquet et al., 1998). Por lo tanto, estas toxinas no estarian interactuando
de forma especifica con un unico receptor de 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 MB, la respuesta oxidativa se pone en evidencia en
células epidérmicas y del mesdfilo con la acumulacién de H20,. Existiria una correlacién positiva
entre el nivel de susceptibilidad a mancha borrosa y la cantidad de H2O, acumulado en las
lesiones de las hojas. Por lo tanto la acumulacién de H20- estaria asociada a la infeccion exitosa
(compatible) del patogeno (Kumar et al., 2001).

Las toxinas especificas de huésped, criticas para la virulencia de patégenos clasificados
como necrotrofos, son moléculas efectoras que sélo son toxicas para el huésped de la
enfermedad pero son inocuas para la mayoria de las otras especies vegetales. Lo que es mas,
s6lo genotipos especificos de la especie huésped son sensibles a la toxina. Los analisis
genéticos de los huéspedes, muestran que en la mayoria de los casos, la sensibilidad a la toxina

es una caracteristica de herencia simple y dominante, implicando que el producto génico



asociado a susceptibilidad es el receptor directo o indirecto de la toxina. Este sistema es un
espejo del clasico sistema gen a gen, a menudo encontrado en sistemas biotrofos. Sin embargo,
estudios recientes en Stagonosphora nodorum-trigo, han mostrado que el patégeno produce al
menos cuatro toxinas independientes que interactuan con cuatro o mas QTLs (Locus de
Caracteres Cuantitativos por su sigla en inglés) de sensibilidad encontrados en el huésped. Cada
interaccion contribuye sélo marginalmente a la susceptibilidad a la enfermedad (Friesen et al.,
2008).

1.3 GENETICA DE LA RESISTENCIA A MANCHA BORROSA EN CEBADA

La resistencia a mancha borrosa de tipo cualitativo en cebada ha sido estudiada por
numerosos autores (Valjavec-Gratian y Steffenson, 1997, Kutcher et al., 1996, Steffenson et al.,
1996, Wilcoxson et al., 1990, Arny, 1951, Grifee, 1925), los cuales concuerdan que se trataria de
un caracter de herencia sencilla. Se han reportado seis loci diferentes asociados con la
resistencia a MB en cebada (Rcs? a Rcs6) englobando los trabajos de Bilgic et al. (2006),
Steffenson et al. (1996) y Sggaard y Von Wettstein (1987). Rcs1, Rcs2 y Res3 estarian
localizados en los cromosomas 2H, 1H y 5H, respectivamente, de acuerdo a su asociacion con
varios marcadores morfologicos (Grifee, 1925). La designacion de Rcs4 se basa en datos
genéticos de Arny (1951), pero no se tiene informacion que garantice su localizacion
cromosémica. Utilizando el patotipo 1 de C. sativus en la poblacion de mapeo Steptoe/Morex
(Valjavec-Gratian y Steffenson, 1997). Steffenson et al. (1996) identificaron, mediante analisis
cualitativos y cuantitativos de los datos, un locus de resistencia (designado Rcs5) en el
cromosoma 7H. Posteriormente, Bilgic et al. (2006) reportaron un nuevo locus de resistencia a
MB en estado de plantula y planta adulta, Rcs6, en el cromosoma 1H. Rcs6 se pone en evidencia
en la interaccion Calicuchima-sib y el patotipo 2 de C. sativus.

En cuanto a resistencia cuantitativa a MB en planta adulta basada en el porcentaje de
severidad, Steffenson et al. (1996) detectaron dos QTLs en la poblacién de mapeo Steptoe/Morex
(ambos cultivares de seis carreras). Un QTL, de efecto mayor que explica un 62% de la variacién

fenotipica fue localizado en el cromosoma 1H; un segundo QTL, con efecto menor que explica un



9% de la variacion fenotipica, fue localizado en el cromosoma 7H en una region cercana a Rcsd.
El cultivar Morex, estdndar de calidad maltera en Estados Unidos, fue el genotipo dador de
ambos QTLs de resistencia. De acuerdo a Steffenson et al. (1996) la resistencia durable
segregando en la poblacién Steptoe/Morex aportada por Morex derivaria de NDB112, linea
experimental de seis carreras que ha mantenido su resistencia por mas de 40 afos. La
resistencia de NDB112 estaria presente en los materiales malteros de seis carreras del medio
oeste de Estados Unidos y a través del cultivar Nordic en el genotipo Bowman y sus lineas
derivadas (Bovill et al., 2010).

Con el objetivo de analizar la expresion de los QTLs en diferentes contextos genéticos
Bilgic et al. (2005) analizaron la genética de la resistencia en cuatro poblaciones de mapeo:
Steptoe/Morex (ambos de seis carreras), Dicktoo/Morex (ambos seis carreras), Harrington/Morex
(dos/seis carreras) y Harrington/TR306 (ambos dos carreras). De esta manera, utilizando el
patotipo 1 de C. sativus, obtuvieron 11 QTLs de resistencia: cuatro en plantula (Rcs-qtl-3H-11-
12, Rcs-qtl-3H-4-6, Rcs-qtl-7TH-2-4, Res-qtl-7H-7,) que explican en las diferentes poblaciones
entre 4 y 85% de la variacion fenotipica total; y siete en planta adulta (Rcs-qtl-1H-6-7, Res-qtl-2H-
3-5, Rcs-qtl-2H-7-8, Rcs-qtl-3H-2-4, Rcs-qtl-3H-9-11, Rces-qtl-5H-10-11 y Res-qtl-7H-2-4) que
explican entre 2'y 77% de la variacion fenotipica. En el intervalo 7H 2-4, o sea entre los bins 2 a 4
del cromosoma 7H, colocalizan las resistencias en plantula y planta adulta de las cuatro
poblaciones de mapeo estudiadas. Dentro de estos 11 QTLs, tres de ellos se destacan por
explicar en cada caso, mas del 30% de la variacion fenotipica por lo que pueden considerarse
QTLs mayores. En primer término, Rcs-qtl-1H-6-7 (resistencia en planta adulta) detectado en la
poblacion Steptoe/Morex siendo Morex el dador del QTL. En segundo término Rcs-qtl-3H-2-4
(resistencia en planta adulta) en la poblacion Dicktoo/Morex siendo Morex el dador del QTL. Por
ultimo Res-qtl-7H-2-4 (resistencia en plantula y planta adulta) detectado en las cuatro poblaciones
de mapeo: Steptoe/Morex, Dicktoo/Morex, Harrington/Morex y Harrington/TR306, siendo Morex y
TR306 los dadores del QTL. Es preciso destacar que el gen de resistencia Rcsd se localiza
dentro del intervalo mencionado (7H bin 3). Este QTL refleja cierta independencia del contexto

genético.



Bilgic et al. (2006) analiz6 la poblacidén Calicuchima-sib (seis carreras)/ Bowman-BC (dos
carreras) en respuesta a los patotipos 1y 2 de C. sativus reportando tres QTLs de resistencia a
MB: uno de resistencia en plantula localizado en el cromosoma 4H que explica un 14% de la
variacion fenotipica (evidenciado en la interaccion incompatible entre Bowman BC y patotipo 1 de
C. sativus); y dos de resistencia en planta adulta uno localizado en el cromosoma 1H
(evidenciado en la interaccidn incompatible Calicuchima-sib y patotipo 2 de C. sativus) y otro en
el cromosoma 2H (evidenciado en la interaccidn incompatible entre Bowman y patotipo 1 de C.
sativus), explicando el 21% y el 32% de la variacién fenotipica, respectivamente. EI QTL
localizado en el cromosoma 1H, corresponde al locus Rcs6 de resistencia en plantula al patotipo
2y explica el 93% de la variacion fenotipica en plantula y el 88% de de la variacion fenotipica en
planta adulta. EI QTL de resistencia en plantula y planta adulta de Calicuchima-sib en el
cromosmoma 1H (patotipo 2) es novedoso, mientras que el QTL del cromosoma 2H, colocaliza
con un QTL detectado en la poblacién Harrington/Morex (patotipo1). Analizando globalmente
todas las poblaciones, y por separado cada tipo de resistencia se detectan 15 QTL de resistencia
en planta adulta correspondientes a ocho intervalos gendémicos: dos intervalos en el 1H, dos en
2H, dos en el 3H, uno en el 5H, y uno en el 7H. Por su parte, se identificaron 10 QTL de
resistencia en plantula correspondientes a seis intervalos gendmicos: un intervalo en el 1H, dos
en 3H, uno en el 4H y dos en el 7H. En total se pueden identificar once intervalos que se
clasifican en: tres intervalos de resistencia en plantula (3H, 4H y 7H), cinco de resistencia en
planta adulta (1H, 2H dos, 3H, 5H) y tres intervalos con ambas resistencias (1H, 3H, 7H).

A nivel local, se ha localizado un nuevo QTL de resistencia a MB en planta adulta en la
poblacién de mapeo Baronesse (cultivar de dos carreras)/BCD47 (linea experimental de dos
carreras) en el cromosoma 1H flanqueado por los marcadores microsatélites Bmac213 (Bin 3) y
Bmag770 (Bin 6,7 u 8). El dador del QTL es BCD47 (Castro et al., 2012).

Recientemente, Bovill et al. (2010) realizaron un analisis comparativo de las resistencias
aportadas por cuatro fuentes de resistencia de dos carreras provenientes de América del Norte:
dos lineas originarias de Dakota del Norte (ND11231-11, ND11231-12) y dos lineas provenientes
de Canada (TR251 y WPG8412-9-2-1) mediante la comparacion de la significancia y localizacion

de QTL de resistencia detectados en las correspondientes cuatro poblaciones de mapeo



(resistente x susceptible). En este trabajo utilizaron un unico aislamiento para la deteccion de
resistencia en plantula y planta adulta. Basicamente, las cuatro poblaciones coincidentemente
detectaron dos QTL mayores, uno localizado en el cromosoma 3H que contribuy6 a la resistencia
en planta adulta (cuatro poblaciones), y otro localizado en el cromosoma 7H, que se asocia tanto
a resistencia en plantula (cuatro poblaciones) como planta adulta (tres poblaciones). Ambos
QTLs estarian localizados en las mismas regiones genomicas que las reportadas previamente
por Bilgic et al. (2005), es decir intervalo 3H-1-3 e intervalo 7H-2-4, respectivamente. En
consecuencia, el QTL de resistencia a planta adulta localizado en la regién 3H1-3 es detectado
en total por siete poblaciones de mapeo, mientras que en la region 7H-2-4 se detectaron QTL de
resistencia a planta adulta en siete poblaciones y QTL de resistencia en plantula en un total de
ocho poblaciones. Bovill et al. (2010) concluyeron que los genotipos dadores de resistencia
presentarian una estrecha base genética y que la misma trazaria a solo tres genotipos: Manker,
Bowman y NDB112, estando Bowman y Manker a su vez relacionados a NDB112. Coincidiendo
con estas conclusiones, Fetch et al. (2008) reportaron que solamente el 5.8% (373 accesiones)
de las mas de 5000 accesiones de cebada de primavera de USDA National Small Grain
Collection inoculadas con el patotipo 1, (el mas representativo en EEUU) manifesté resistencia a
mancha borrosa a nivel de campo. La gran mayoria de las lineas resistentes compartian el
mismo origen, siendo prevalentemente provenientes de América del Norte posiblemente debido a
la amplia representacion de la resistencia de NDB112 en las lineas y cultivares que conforman la
coleccion. La estrecha base genética de la resistencia a MB en uso en EEUU y también Canada
representa una amenaza al cultivo ya que aislamientos altamente virulentos para NDB112 han
sido identificados en dichos paises (Gyawali, 2010, Ghazvini y Tekauz, 2007). Utilizando este
nuevo aislamiento, Gyawali (2010) encontré por mapeo asociativo de 384 lineas de cebada
originarias del medioeste de EEUU, dos QTLs de resistencia a mancha borrosa en pléantula, Rcs-
1H-84.6 y Rcs-2H-106-122. Estos dos QTLs no coinciden con ninguno reportado anteriormente y
explican un muy pequefio porcentaje de la variacion fenotipica observada.

En consecuencia, se reporta un interés creciente por detectar fuentes de resistencia a
mancha borrosa de origen diverso (Bovill et al., 2010; Roy et al., 2010). Es de destacar que como

se menciond antes, el trabajo de Bilgic et al. (2006) reporté la fuente Calicuchima-sib proveniente



del Programa ICARDA CIMMYT, no relacionada con NDB112, como portadora de un nuevo QTL
de resistencia en plantula y planta adulta, efectivos frente al patotipo 2 en el cromosoma 1H
mientras que porta resistencia a planta adulta frente al patotipo 1 en el 2H. De esta manera, Bovill
et al. (2010) han sugerido la necesaria incorporacion de Calicuchima-sib como fuente de
resistencia diversa al germoplasma adaptado de cebada.

Con la finalidad de diversificar las fuentes de resistencia a mancha borrosa Fetch et al.
(2003) reportaron que un alto numero de accesiones de H. spontaneum manifestaban resistencia
a nivel de pléntula frente el patotipo 1. Mas adelante, se han reportado QTLs de resistencia en
plantula en tres poblaciones de mapeo biparentales H. spontaneum x H. vulgare (revisadas en
Roy et al., 2010) en las cuales se detectaron un total de cuatro QTL de resistencia en plantula,
todos coincidentes con lo previamente reportados en H. vulgare. Sin embargo, el andlisis de una
coleccién de cerca de 300 accesiones de H. spontaneum por mapeo asociativo identificd 12 QTL
de resistencia a plantula frente al patotipo 1 (Roy et al, 2010). Entre los 12 QTL, cinco
coincidieron con QTL reportados previamente en H vulgare, uno en el 1H, regién 1H-7
(coincidente con resistencia en planta adulta en una poblaciéon de mapeo), uno en el cromosoma
2H, regién 2H-8 (coincidente con QTL de resistencia a planta adulta reportado en dos
poblaciones de mapeo), uno en el cromosoma 3H, regién 3H-5 (la resistencia en plantula en
esta region fue detectada previamente en un poblacién biparental de mapeo), y dos en el
cromosoma 7H: regiones 7H-2, y 7H-7 (cada region fue previamente reportada en cuatro y dos
poblaciones de mapeo, respectivamente). De esta manera, estas cinco regiones asociadas a
resistencia a mancha borrosa localizadas en los intervalos 1H-7, 2H-8, 3H-5, 7TH-2 y 7H-7,

parecen ser importantes en un amplio espectro de germoplasma.

1.4 MECANISMOS DE DEFENSA DE LAS PLANTAS FRENTE AL ESTRES BIOTICO

Las plantas no poseen células de defensa moviles, ni un sistema inmune adaptativo.
Presentan inmunidad innata, en cada célula de la planta y poseen ademas sefiales sistémicas
que viajan desde los sitios de infeccion (Jones y Dangl, 2006). Estos autores plantean un sistema
inmune vegetal de dos vias. En la primera, las plantas reconocen y responden a moléculas

comunes a muchas clases de microorganismos, incluyendo no patdégenos y en la segunda,
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responden a factores de virulencia de patdgenos o mas recientemente denominados efectores,
tanto directamente como a través de los efectos que producen en sus huéspedes. Las plantas
estdn en permanente exposicion a un numero enorme de diferentes microorganismos. Sin
embargo, a nivel de cada especie, el nimero de infecciones exitosas es limitado. Esto se deberia
a que la mayoria de las interacciones planta-microorganismos se clasificarian como “no
apropiadas” a una especie huésped en particular lo cual se ha acufiado con el término resistencia
de “huésped no apropiado”. Mysore y Ryu (2004) plantean que existen dos tipos de resistencia
‘huésped no apropiado”, la tipo | no produciria sintomas visibles mientras que la tipo Il produciria
una rapida respuesta hipersensible (HR), que lleva a la muerte de la célula atacada. Por su
parte, la resistencia “huésped apropiado” denominada basal, presente en genotipos resistentes y
susceptibles se caracteriza por presentar una leve resistencia a la penetracién con participacion
de mecanismos de defensa independientes de la hipersensibilidad. Existen fuertes similitudes
entre la resistencia “huésped no apropiado” y la resistencia basal a nivel del conjunto de
respuestas del huésped frente al ataque del patégeno. Pero, aun no estd claro si ambas
resistencias involucran las mismas vias de transduccion de sefiales. Trabajos recientes parecen
indicar que en ambos tipos de resistencia estan involucrados genes de vias metabolicas
similares, donde la diferencia podria estar en la regulacion de ambos tipos de resistencia
Zellerhoff et al., (2010) estudiaron la interaccion de cebada con aislamientos adaptados y no
adaptados a la especie hospedera, pertenecientes a los generos Blumeria, Puccinia (ambos
biotrofos) y Magnaporthe (hemibiotrofo), encontrando que en ambos tipos de resistencia estarian
involucrados genes de vias metabdlicas similares, donde la diferencia podria estar en la
regulacién de ambos tipos de resistencia. Estos dos tipos de resistencia han despertado
creciente interés debido a que se consideran que en ambos casos serian manifestaciones de
resistencias durables y por su alta disponibilidad.

Los mecanismos de defensa asociados a la pared celular son importantes en la resistencia
basal. Las plantas responden al intento de penetracion del patégeno, mediante la rapida
induccion de defensas que incluyen la inhibicién de enzimas microbianas que degradan la pared
de la célula huésped, el reforzamiento de dicha pared y la induccién de agentes antimicrobianos

(Hlckelhoven, 2007). Ademas de la naturaleza quimica del material que se deposita en la pared
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celular alterada, tanto la velocidad de deposicion como el nivel de compactacion podrian ser
cruciales en la defensa exitosa. El transporte y la secreciéon de compuestos de defensa de forma
polarizada, i.e. a sitios especificos de la célula, dependen de un efectivo proceso de transporte
mediado por cambios dindmicos en las membranas y en el citoesqueleto (Hickelhoven, 2007).
El citoesqueleto y el sistema de endomembranas son sustancialmente rearreglados y polarizados
cuando las plantas son atacadas por patégenos fungicos (Kobayashi et al, 1992). Se ha
demostrado que en células epidérmicas de cebada, la reorganizacion del citoplasma dependiente
de los filamentos de actina del citoesqueleto es importante para la resistencia basal al hongo
hemibiotrofo Magnaphorte grisea (Jarosch et al., 2005) y al biotrofo Blumeria graminis f. sp.
hordei (Miklis et al., 2007).

La acumulacion de especies reactivas del oxigeno (ROS) en el apoplasto es otro evento
temprano en respuesta a la percepcion de un elicitor o de la penetracién de la pared celular
(Torres et al., 2006). Las ROS son moléculas clave en la bioquimica y la sefializaciéon de
mecanismos de defensa no especificos de la planta. El H,02 es requerido para la lignificacion
dependiente de induccidén de peroxidasas que residen en las aposiciones de la pared celular
(APC) (An et al., 2006, Liu et al., 2005), el entrecruzamiento de proteinas en la pared celular
(Bolwell et al., 2002) y la transduccion de sefiales (Tenhaken et al., 1995). La influencia de otros
factores como el ambiente, las hormonas y la activacion de diferentes vias de sefializacion
juegan un rol importante en la acumulacién de ROS. Del mismo modo, factores externos tales
como diferentes tipos de patégeno pueden variar en su habilidad para disparar la produccion de
ROS (Hiickelhoven, 2007).

Levine et al. (1994) sugirieron que las ROS localizados en los sitios de interaccion célula
vegetal-patdgeno podrian cumplir diferentes roles defensivos. Dependiendo de la concentracion,
localizacion subcelular y duracion de su produccién, las ROS pueden involucrarse tanto en la
prevencion como en el disparo de la muerte celular. Shetty et al. (2008) han revisado diferentes
modelos propuestos para explicar como las ROS y el éxido nitrico (NO) pueden disparar y regular
la HR. Cuando las plantas son sometidas a estrés y se acumula ROS en niveles insuficientes (en
oposicion a la necrosis que es una muerte celular accidental, pasiva), los eventos de sefalizacion

llevan a una muerte celular programada a través de una HR. El inicio de la HR puede llevar a la
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activacion de otras respuestas de defensa y a la resistencia sistémica adquirida. En la HR, una
fuerte reaccién de defensa, culmina un suicidio celular local, que frena el frente de avance de los
patégenos biotrofos. Por el contrario, la HR a menudo no es efectiva contra patdgenos
necrotrofos, ya que estos patdgenos matan las células huésped para alimentarse de ellas (Shetty
et al., 2008).

Es de particular interés entonces determinar que rol juegan las ROS en HR/necrosis contra
patdgenos necrotrofos. Shetty et al. (2008) plantean las siguientes interrogantes: ¢todos los
patégenos necrotrofos se benefician de la acumulacion de ROS en el huésped? o
alternativamente, algunos son inhibidos en algtn grado por ROS u otras sustancias en las células
que estan muriendo? ;Las toxinas producidas por estos patdgenos y que matan a la célula
huésped siempre causan la acumulacion de ROS que a su vez causa la HR? Es importante
también estudiar la interrelacion entre ROS y NO, para poder comprender mejor la regulacion de
la resistencia, ya que estos son importantes reguladores de las respuestas de defensa frente a

patogenos (Mur el al., 2006).

1.5 DIVERSIDAD GENETICA Y FUNCIONAL EN LA RESISTENCIA DE LA CEBADA A
LA MANCHA BORROSA

La importante y creciente incidencia de la MB en los cultivos de cebada en varios paises

del mundo y en particular del Uruguay, la uniformidad genética detectada entre aquellos
genotipos dadores de resistencia mas ampliamente utilizados a nivel internacional y, la reciente
deteccién en América del Norte de nuevos patotipos de C. sativus que amenazan a las
resistencias hasta el momento consideradas mas durables, justifican el esfuerzo de identificar
fuentes de resistencia a C. sativus novedosas y genéticamente diversas. Afortunadamente, como
resultante de la evaluacion de resistencia en plantula y planta adulta a MB de un importante
numero de accesiones de cebada, de origen diverso y realizada durante varios afios con buenas
condiciones de infeccion, se detectaron genotipos con resistencia efectiva frente a la poblacion
de C. sativus de Uruguay (Castro et al., 2011). Estos materiales son candidatos a ser portadores
de resistencias novedosas y genéticamente diversas y por lo tanto no redundantes (Albin, 2008).

Una estrategia reiteradamente reportada en la literatura para identificar fuentes de resistencia no
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redundantes en varias especies cultivadas afectadas por diversas enfermedades es el analisis de
haplotipos cromosomicos (Badea et al., 2008, Tar an et al., 2007, Gosman et al., 2007;
Ogbonnaya et al., 2007, Yu et al., 2006, McCartney et al., 2004, Liu y Anderson, 2003). La misma
consiste en el andlisis comparativo de combinaciones alélicas de marcadores localizados en
regiones gendmicas asociadas a QTLs de resistencia. El avanzado desarrollo de mapas
genéticos de cebada, entre los que se incluye el BinMap (Kleinhofs, 2004, Gardiner et al., 1993) y
los mapas consenso (Stein et al, 2007, Varshney et al., 2007, Rostoks et al., 2005, Kleinhofs,
2004, Karakousis et al., 2003, Forster et al., 1997, Qi et al., 1996, Langridge et al., 1995), la
abundante cantidad de marcadores moleculares mapeados disponibles (en particular SSR de alta
informatividad) y la existencia de numerosas bases de datos de acceso libre en Internet
(Sreenivasulu et al., 2008) proporcionan la plataforma necesaria para realizar anélisis genomicos
en cebada analogos a los realizados por Badea et al. (2008), Gosman et al. (2007), Ognonnaya
et al. (2007), Yu et al. (2006), McCartney et al. (2004) y Liu y Anderson (2003) en trigo.

Por otro lado, la base funcional de la resistencia a MB comienza a dilucidarse. Los estudios
de las respuestas celulares tempranas a la infeccién en trigo (lbeagha et al., 2005) y cebada
(Shafer et al., 2004, Kumar et al., 2001) sefalaron la deteccion tanto de APC en epidermis, como
la acumulaciéon de H20; en epidermis y mesofilo, siendo ambos manifestaciones de reaccién
oxidativa. Mas aun, los estudios comparativos realizados en diferentes mutantes de cebada que
afectan el nivel de resistencia a MB, con sus correspondientes genotipos silvestres, han
demostrado que el patrdn espacio-temporal de la reaccion oxidativa en las etapas tempranas de
infeccion fue alterado (Shéfer et al., 2004, Kumar et al., 2001). Ademas, el andlisis del
transcriptoma del tejido foliar inoculado con C. sativus de una accesion resistente de la cebada
silvestre H. vulgare spontaneum puso en evidencia que la actividad transcripcional mas relevante
ocurre a las 24 h de la inoculaciéon, momento en que la fase biotrofica pasaria a fase necrotrofica
y que los genes relacionados con la respuesta oxidativa jugarian un rol particularmente
importante en la defensa contra este hongo hemibiotrofo (Millett et al., 2009). Globalmente, estos

resultados indicarian una clara asociacion de los ROS en la manifestacion de resistencia.
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1.6 OBJETIVOS E HIPOTESIS

Este trabajo se planted como objetivo caracterizar la diversidad genética y funcional de la
resistencia a mancha borrosa en cebada.

En referencia a la diversidad genética este trabajo se planteé la siguiente pregunta:

¢ Qué nivel de diversidad o redundancia genética presentan las fuentes de resistencia

identificadas en Uruguay con respecto a las ampliamente conocidas?

La hipdtesis propuesta es:
o Algunos de los genotipos de cebada de cebada resistente a MB son portadores de
determinantes genéticos diversos
La estrategia elegida para responder esta pregunta consistio en caracterizar y comparar los
haplotipos cromosémicos de QTL de resistencia a MB, previamente reportados, en un juego
de 40 genotipos de cebada que incluy6: fuentes de resistencia efectivas identificadas en

Uruguay, fuentes de resistencia de referencia y cultivares ampliamente cultivados en el pais.

En referencia a la diversidad funcional de la resistencia a mancha borrosa en cebada este

trabajo se planteo las siguientes preguntas:

¢La reaccion oxidativa en la interaccion de la cebada con C. sativus sigue siendo una
respuesta importante al ampliar el numero de genotipos de cebada analizados?
¢ Los genotipos de cebada que sean portadores de genes de resistencia a MB putativamente

diversos, manifestaran un Unico patrén espacio-temporal de respuesta oxidativa?

La hipotesis asociada a estas preguntas es:
¢ genotipos de cebada con comportamiento resistente a C. sativus pero genéticamente
diversos presentaran diferencias en la regulacion espacio-temporal de la reaccion oxidativa

frente al proceso de infeccion.
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La estrategia experimental seleccionada consisti6 en comparar las respuestas de
reaccion oxidativa (mediante evaluaciéon de la acumulacion in situ de H2O, en células de
epidermis y mesdfilo) y del avance del progreso de la infeccion en etapas tempranas de la
infeccion (8, 24 y 48 horas después de la inoculacion).de tejidos foliares de 11 genotipos
resistentes y susceptibles a MB, diversos genéticamente.

De cumplirse las hipétesis planteadas, podriamos identificar genotipos de cebada
resistentes a MB, genéticamente y funcionalmente no redundantes. Estos materiales podrian
incluirse en programas de mejoramiento de cebada con la finalidad de mejorar la efectividad y
durabilidad de la resistencia de nuevos cultivares.

Este trabajo incluye dos articulos cientificos, en los cuales se discuten las dos hipotesis

planteadas:

e Diversidad de haplotipos cromosdmicos en QTLs de resistencia a mancha borrosa en

cebada

e Diversidad en los mecanismos de resistencia y susceptibilidad a Cochliobolus sativus en

hojas de cebada
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2. DIVERSIDAD DE HAPLOTIPOS CROMOSOMICOS EN QTLs DE
RESISTENCIA A MANCHA BORROSA EN CEBADA!

2.1 ABSTRACT

Genetic diversity in relation to spot blotch (SB) resistance was investigated among 40
barley genotypes using 27 SSR and 8 STS markers. Within the barley set, 13 genotypes had
shown effective SB resistance in Uruguay but had been poorly genetically characterized. For four
other genotypes, considered as reference genotypes, the genetics of SB resistance is known.
Molecular markers were chosen based on their putative association to nine, previously reported
SB resistance QTLs. A total of 113 alleles were detected for 32 polymorphic markers for which
polymorphism information content ranged from 0,13 (EBmac405) to 0,76 (Bmac213) with an
average of 0,5. Cluster analyses, performed by both distance-based and model-based methods
coincided in detecting four clusters with similar groupings, corresponding to both geographic origin
and pedigree relationships. Haplotype analysis at nine chromosome haplotypes revealed either
poor or lacking representation of three SB resistance loci derived from Morex in 20IBON#69, TR6
and ND17293, which in turn showed the least number of alleles in common with reference
haplotypes as a whole. We identified genetically diverse, SB resistant genotypes that may carry
putative, novel resistance genes. The information generated in this study will assist in the
accumulation of diverse resistance sources into elite barley germoplasm and encourage new
research work targeted to widen the knowledge of the genetic basis of SB resistance within

Hordeum vulgare subsp vulgare pool.

Keywords: Cochliobolus sativus, Hordeum vulgare, haplotypes, SSR, STS

1 Este articulo seré publicado en la revista Journal of Basic and Applied Genetics (JBAG).
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2.2 RESUMEN

En este trabajo se investigo la diversidad genética en relacion a la resistencia a mancha
borrosa (MB) entre 40 genotipos de cebada utilizando 27 marcadores SSR y 8 marcadores STS.
Trece de los genotipos eran lineas resistentes efectivas en Uruguay, en general con escasa
caracterizacion genética. Para otros 4 genotipos denominados genotipos de referencia, la
genética de la resistencia a MB era conocida. Los marcadores se seleccionaron en base a su
asociacion putativa con nueve QTLs para resistencia a MB, previamente reportados. En total se
detectaron 113 alelos para 32 marcadores polimérficos para los cuales el contenido de
informacién polimérfica varié entre 0,13 (EBmac405) y 0,76 (Bmac213) con un promedio de 0,5.
Tanto el analisis de agrupamiento realizado mediante métodos basados en distancia genética
como en el modelo bayesiano coincidieron en detectar cuatro agrupamientos con similar
integracion en correspondencia al origen geografico y a las relaciones genealdgicas entre los
genotipos. El analisis de nueve haplotipos cromosomicos reveld pobre o ausente representacion
de tres loci de resistencia derivados de Morex en los genotipos 20IBON#69, TR6 y ND17293,
quienes a su vez presentaron el menor numero de alelos en comun con los haplotipos de
referencia. Este trabajo identificé lineas resistentes a MB, genéticamente diversas que serian
potencialmente portadores de genes de resistencia novedosos. La informacion generada facilitara
la acumulacion de resistencias diversas en el germoplasma elite e incentiva nuevas
investigaciones dirigidas a ampliar la comprension de la base genética de este caracter dentro de

la subespecie Hordeum vugare subsp. vulgare.

Palabras clave: Cochliobolus sativus, Hordeum vulgare, haplotipos, SSR, STS
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2.3 INTRODUCCION

La mancha borrosa (MB), es una de las principales enfermedades foliares de la cebada
(Hordeum vulgare subsp. vulgare L.). Esta enfermedad, causada por Cochliobolus sativus,
determina importantes pérdidas en produccion y calidad maltera del grano en varias partes del
mundo (Kumar et al., 2002, Steffenson et al., 1996), incluyendo el Uruguay (Pereyra et al., 2011).
Su incidencia ha aumentado en los Ultimos afios, debido a la falta de cultivares de cebada con
niveles aceptables de resistencia genética y a las préacticas conservacionistas del suelo,
esperandose un incremento de la misma en los proximos afios como consecuencia del cambio
climatico y cambios en la virulencia en el patégeno (Ghazvini y Tekauz, 2007). La utilizacién de
genotipos resistentes ha resultado un método eficiente y ecolégico en el control de
enfermedades.

Seis loci diferentes han sido asociados con la resistencia cualitativa a esta enfermedad
(Res1 a Resb) (revisado por Bilgic et al., 2006). Se han detectado ademas, varios QTLs de
resistencia a MB en poblaciones biparentales, tanto en planta adulta como en plantula (Figura 1)
(Castro et al., 2012, Bovill et al., 2010, Bilgic et al., 2006, Bilgic et al., 2005, Steffenson et al.,
1996). Recientemente se ha incorporado el mapeo asociativo como estrategia para mapear QTLs
(Zhu et al., 2008). Roy et al. (2010) han utilizado esta metodologia para evaluar accesiones de
cebada silvestre (Hordeum vulgare subsp. spontaneum), encontrando 12 QTLs de resistencia a
MB en plantula, coincidiendo cinco de ellos con los reportados en cebadas domesticadas.

En Estados Unidos, la resistencia a MB derivada del genotipo NDB112 ha sido efectiva
durante 40 afios en cebadas de seis hileras (Steffenson et al., 1996). Morex, que incluye a
NDB112 en su pedigri, expresa resistencia durable a MB y ha sido utilizado en cruzamientos para
identificar regiones cromosémicas asociadas con esta resistencia (Bilgic et al., 2005). En cambio,
la resistencia presente en el cultivar Bowman, también derivado de NDB112, no ha resultado
durable, siendo susceptible al patotipo 2 encontrado en Dakota del Norte (Valjavec-Gratian y
Steffenson, 1997, Fetch y Steffenson, 1994). La reciente emergencia de nuevos patotipos con
virulencia para NDB112 (Ghazvini y Tekauz, 2007) alerta sobre uniformidad genética de la

resistencia a MB en los cultivares de seis carreras y muestra la necesidad de encontrar fuentes
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de resistencia genéticamente diversas para ser incorporadas en los programas de mejoramiento
de cebada con la finalidad de mejorar la efectividad y durabilidad de nuevos cultivares. En
Calicuchima-sib, un material de seis carreras no emparentado con NDB112 se encontré un QTL
de resistencia al patotipo 1 de C. sativus en el cromosoma 2H y un gen de resistencia al patotipo
2 en el cromosoma 1H (Bilgic et al., 2006). El trabajo de Bovill et al., (2010) pone en evidencia la
estrecha base genética de la resistencia disponible y sugiere la incorporacién de Calicuchima-sib
como fuente de resistencia diversa al germoplasma adaptado de cebada. La resistencia a varias
enfermedades observada en H. vulgare subsp, spontaneum, incluyendo MB ha impulsado el
estudio de esta especie emparentada de la cebada, para diversificar las fuentes de resistencia
presentes hasta el momento (Roy et al., 2010, Yun et al., 2005).

Uruguay es un centro epidemioldégico de mancha borrosa, lo que ha facilitado la
identificacion de fuentes de resistencia en colecciones de germoplasma diverso. Sin embargo, el
registro de datos fenotipicos no permite por si solo conocer el grado de redundancia genética
entre las fuentes de resistencia identificadas. Albin (2008) identifico siete genotipos de cebada de
muy diverso origen con resistencia en plantula (3), en planta adulta (1) y ambas resistencias. El
andlisis de coancestria realizado para cuatro de ellos, indicd que pertenecian a tres pooles
genéticos diferentes indicando que podrian ser portadores de loci de resistencia diferentes.

Una estrategia para identificar genotipos candidatos a portar resistencias novedosas (no
redundantes) es el analisis de haplotipos cromosomicos (Badea et al., 2008, Tar an et al., 2007,
Ogbonnaya et al., 2007, Gosman et al., 2007, Yu et al., 2006, McCartney et al., 2004, Liu y
Anderson, 2003) que consiste en el analisis comparativo de combinaciones alélicas de
marcadores moleculares localizados en regiones genémicas asociadas a QTLs de resistencia. El
desarrollo de mapas genéticos de cebada, incluyendo el BinMap (Kleinhofs, 2004) y mapas de
consenso (Close et al., 2009, Stein et al, 2007, Varshney et al., 2007, Rostoks et al., 2005), la
abundante cantidad de marcadores moleculares mapeados de alta informatividad como los
microsatélites (SSR) y libre accesibilidad de esta informacion (Sreenivasulu et al., 2008)
proporcionan la plataforma necesaria para realizar el anélisis de haplotipos cromosémicos en
cebada. Materiales con alta probabilidad de llevar nuevos genes de resistencia, identificados a

través de esta metodologia, podrian ser incluidos en poblaciones de mapeo.

20



Con el objetivo de investigar los patrones de diversidad genética en regiones
cromosomicas asociadas a QTLs de resistencia a MB e identificar genotipos portadores de genes
de resistencia putativamente novedosos, en este trabajo se compararon los haplotipos
cromosdmicos de 40 genotipos de cebada de origen diverso, con comportamiento variable a MB
en Uruguay, en nueve regiones asociadas con la resistencia a MB tanto en plantula como en
planta adulta, utilizando los genotipos de Morex, Bowman-BC, Calicuchima-sib y Harrington como

genotipos de referencia.

2.4 MATERIALES Y METODOS

2.4.1 Material Vegetal y Extraccion de ADN

Cuarenta genotipos de cebada (Hordeum vulgare subsp. vulgare L.) incluyendo 18
materiales provenientes de EEUU, tres de ICARDA-CIMMYT, dos de Canada y 15 cultivares
cultivados en Uruguay (Tabla 1) fueron analizados. Seis de los 40 genotipos identificados como
genotipos de referencia correspondieron a dadores de QTLs de resistencia a MB reportados en
la bibliografia. Semillas de los 40 materiales fueron sembradas en camara de crecimiento a 23°C,
70% de humedad relativa y 16 h de fotoperiodo (100 umol/m/s). Para la extraccién de ADN,

hojas de plantulas de siete dias fueron procesadas de acuerdo a Doyle y Doyle (1990).

2.4.2 Evaluacion de la resistencia a MB en planta adulta

Treinta de los 40 genotipos de cebada fueron evaluados por su resistencia a MB en planta
adulta (Tabla 1). Los ensayos fueron realizados a campo, en parcelas de dos hileras de 1 m de
largo, en INIA La Estanzuela (Colonia, Uruguay). Las plantas fueron evaluadas en viveros de
invierno/primavera y de verano durante el periodo 2001-2010. Las parcelas fueron inoculadas
durante las etapas de crecimiento Zadoks (ZGS) 45-49 (Zadoks et al., 1974), una o dos veces
con una mezcla de ocho a diez aislamientos monospdricos de C. sativus obtenidos de diferentes
afos, variedades y regiones dentro de la zona de cultivo de cebada en Uruguay. Se utilizé una
concentracion de 8 x 103 conidios/ml a una tasa de 50 ml/m2. La severidad fue medida en base a

la evaluacién visual del porcentaje de area foliar afectada en una parcela base desde la etapa de
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grano lechoso a la etapa de grano pastoso. La respuesta de infeccion (RI) fue evaluada segun
Fetch y Steffenson (1999).

2.4.3 Evaluacion de la resistencia a MB en plantula

Treinta y cuatro de los 40 genotipos de cebada fueron evaluados por su resistencia a MB
en estado de plantula (Tabla 1). Los ensayos se realizaron en invernadero en INIA La Estanzuela
(Colonia, Uruguay). Se sembraron en un disefio de bloques completos al azar con tres
repeticiones. Cada bloque estaba constituido de siete bandejas con nueve materiales cada una.
Previo a la inoculacién las plantulas estuvieron a 20-25°C, con fotoperiodo de 12 horas. Las
plantulas se inocularon cuando la segunda hoja se encontraba completamente expandida.
(Zadoks GS 13; Zadoks et al., 1974) con una suspension de conidios con los mismos
aislamientos de C. sativus utilizados en los experimentos de campo. La concentracion del indculo
fue de 6 x 103 conidios/ml, aplicado de manera uniforme a las plantas con un aerdgrafo (modelo
VL3, Paasche Air Brush Company, Harwood Heights, IL) dejando 0.1 mL de indculo por planta.
Después de la inoculacién, las plantulas se incubaron en condiciones controladas (20-22°C,
fotoperiodo de 12 horas, 100% de humedad relativa) durante 24 h. Luego las plantas retornaron a
las condiciones previas a la inoculacién. La reaccion en plantula se midié en la segunda hoja, 10-
12 dias después de la inoculacién, utilizando la escala de Rls de 1-9 propuesta por Fetch y
Steffenson (1999) donde RIs de 1 a 3 representan baja compatibilidad, RIs de 4 y 5

compatibilidad intermedia y Rls de 6 a 9 compatibilidad alta.
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Figura 1: Representacion de seis de los siete cromosomas de cebada, ubicando dos loci de resistencia cualitativa a
MB (Rcs5 y Res6), 25 QTLs de resistencia a MB en planta adulta y 13 QTLs de resistencia a MB en plantula. Los
numeros a la izquierda de cada cromosoma representan la posicion (en bins). Cada QTL esta representado por un
rectangulo conteniendo la informacién siguiente: marcadores flanqueantes, porcentaje de variaciéon fenotipica
explicado por cada QTL, nombre de la poblacién de mapeo utilizada: S/M (Steptoe/Morex), D/M (Dicktoo/Morex),
H/M (Harrington/Morex), H/T (Harrington/TR306), C/B (Calicuchima-sib/Bowman-BC), B/BCD47 (Baronesse/BCDA47),
VB/IND12  (VB9524/ND1231-12), GA/TR (Gairdner/TR251), WI/ND11  (WI12875-17/ND11231-11)  LI/WP
(LindwalllWPG8412-9-2-1). El padre donante del QTL de resistencia estd indicado en color rojo. Los rectangulos
grises indican los nueve QTLs analizados en este trabajo. Los circulos grises muestran regiones en donde se han
encontrado QTLs de resistencia a MB en plantula en H. spontaneum, que colocalizan con QTLs de resistencia a MB
en H. vulgare. Adaptado de: Castro et al., (2012),Bovill et al.,(2010), Roy et al., (2010), Bilgic et al., (2006), Bilgic et
al., (2005), Steffenson et al., (1996).
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TABLA 1. Origen, pedigri, reaccién a mancha borrosa en plantula y planta adulta de 40 genotipos de cebada en La
Estanzuela (Colonia) durante 2001-2010.

Respuesta a la

Namero i4 .
Nombre de Origen Pedigri Infeccion (R) Sevirldad
Hileras Plantula -lanta 0
adulta
cutivaresy  pergn 2 Europa HE1728/Karat 5 MR <25
lineas Carumbé 2 Uruguay ND9034/TR226 4 MR-MS <30
a"gszldsas INIA GuaviyG (CLE 24( 2 Uruguay ND16680/ND13111(Carumbg) 5 MR-MS 20-40
INIA Viraré (CLE226) 2 Uruguay Defra//FNCI 22/FNC 1 5 MS 15-70
INIA Ceibo (CLE202) 2 Uruguay FNCI-22/Defra 6-7 MS 20-80
INIA Arrayan (CLE233; 2 Uruguay Defra/Cl 5791 6-7 MS 15-75
Ackermann Madi 2 Alemania AC4404/Katharina//Krona ’ 8 MS sd
Ambev488 2 Uruguay Br2/Lisa 7-8 MS sd
Quebracho 2 Uruguay Atlas57//Prior/Ymer/3/B6671 6-7 MS 20-80
CLE 247 2 Uruguay N. Carumbé/CLE175 6-7 S 40-80
CLE 253 2 Uruguay Perdn/I. Aromo 9 S sd
CLE 250 2 Uruguay GP 313/CLE 194//1.Ceibo ’ 7 S sd
Clipper 2 Australia Prior A/Proctor ’ 8 S 60-90
Defra 2 Uruguay Gerlinde/Karat sd sd sd
FNC-I 2 Uruguay Bido/Magnific 102-C 6-7 sd sd
Fuehtes d? 12IBYT#25 6 ICARDA-CIMMY1P_Dulce/Barberousse//Gloria-Bar/Come_B 2 R T-20
Res@tenua TR6 6 sin informacién  sin informacion 3 R T-20
efectivas en
Uruguay Tx7934 6 Texas-EEUU Tokak/KY79-44//TAMBAR 401 3-4 R T-15
NDB112?% 6 EEUU Reseleccion de Kindred C16969/CI7117-17 2-3 R T-20
20IBON#69 2 ICARDA-CIMMYTEmir/3/Api/CM67//Bus/4/Shyri/5Sen 5 MR 2-30
ND17293 2 ND-EEUU ND14651/ND15062 4 MR 2-15
ND17380 2 ND-EEUU Logan/ND15053 4 MR 5-30
ND17268 2 ND-EEUU ND15080/Conlon 4 MR 2-30
ND23122 2 ND-EEUU ND18172/DH6/ND19931 4 MR 2-25
ND23180 2 ND-EEUU ND19888/ND18380-1 4 MR 5-35
ND21990 2 ND-EEUU ND18919/ND19119-1 6-7 MR-MS 5-25
Bowman 2 ND-EEUU Klages//Fergus/Nordic/3/ND1156/4/Hector 3-4 MR-MS 30
FA2291 2 sin informacién __sin informacién 3-4 sd 30°
genotipos de  BCD47 2 Oregon-EEUU  Shyri/Galena//Orca/Harrington*2 8 MS 20-40
referencia Harrington 2 Canada Klages/Gazelli//Betzes/Centennial 9 S 75
Morex 6 EEWU Cree/Bonanza 3’ sd 30-60°
TR306 2 Canada Abee/Revere//WM793-1776 sd sd sd
Calicuchima-sib 6 ICARDA-CIMMYTLBIran/UNA8271//Gloria-sib/Comanche-sib sd sd sd
Bowman BC 2 EEUU ND586/Clho2376//ND4880)4*Bowman sd sd sd
otros genotipos Manker 6 EEW diJotun sd R 5
de EEUU  popust 6 EEWU Morex/Manker 4° sd sd
Stander 6 EEUU Excel/M80-224 3’ sd sd
Excel 6 EEUU Robust/MN77-825 sd sd sd
ND5883 2 ND-EEUU Clipper/linea experimental Canada702-10 7 MS 40

RI plantula: seguin escala de 1-9, Rl entre 1-5=resistente; entre 6-9=susceptible. Rl planta adulta: R: resistente; MR:
moderadamente resistente; MS: moderadamente susceptible; S: susceptible (segun escalas de Fetch y Steffenson,

1999).

aSe incluyeron dos origenes de NDB112
bResultados previos reportados en Albin (2008)

sd: sin dato.
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2.4.4 Marcadores Moleculares SSR y STS y Andlisis Genotipico

Para el andlisis de haplotipos cromosémicos se seleccionaron 27 marcadores SSR y ocho
marcadores STS (Tabla 2 y 3) localizados proximos a nueve QTLs de resistencia a MB (Rcs-qgt/-
1H-1-2, Res-qgtl-1H-5-7, Res-qtl-2H-7-8, Res-qtl-3H-1-3, Res-qtl-3H-4-6, Res-qtl-3H-9-12, Res-qtl-
4H-10-11, Rcs-qtl-7H-2-4, Res-qtl-7H-7). Dos a seis marcadores SSR y STS, con localizacién
conocida (Varshney et al., 2007) y presentes en mas de un mapa genético fueron seleccionados

por intervalo interrogando la base de datos Graingenes 2.0 (http://wheat.pw.usda.gov/cgi-

bin/graingenes). Los cebadores y las condiciones de amplificacion utilizados se obtuvieron de
Graingenes 2.0, con pequefias modificaciones; alternativamente, los cebadores se disefiaron con
el programa Primer3 (Rozeny Skaletsky, 2000). Las reacciones en cadena de la polimerasa
(PCR, por sus siglas en inglés) fueron realizadas en un volumen total de 15 uL conteniendo 0.4
MM de cada cebador, 0.1 mM de cada desoxirribonucleétido, 2.5 mM MgCl,, 1 unidad de Taq
polimerasa (Fermentas) y 125 ng de ADN utilizando un termociclador PaimCycler (modelo CG1-
96, Corbett research). Los resultados de las amplificaciones se resolvieron mediante
electroforesis en geles de agarosa 3% en buffer TBE 1% (Cuba de Electroforesis BIO-RAD Sub-
Cell Moldel 96) o en geles de poliacrilamida (6%) no desnaturalizante (“MEGA-GEL unidad
vertical rendimiento elevado” modelo C-DASG-400-50, C.B.S Scientific Co.). La identificacion de
tamafios de los diferentes alelos (en pares de bases) de cada individuo, fue realizada con el

software CrossChecker version 2.91 (Buntjer, 1999) a partir de la imagen digital de los geles.

2.4.5 Andlisis de los datos

Diversidad Alélica Se utilizé el programa Power Marker V3.25 (Liu y Muse, 2005) para

calcular el numero de alelos por marcador, la frecuencia del alelo mas abundante y el contenido

de informacién polimérfica de cada marcador (PIC). Se calcula con la formula siguiente:
P.Irlf: =1- ';t}:'_l.':
)

Donde pj es la frecuencia en la poblacion del alelo j para el marcador iy n es el numero de alelos

para cada marcador (Botstein et al. 1980).
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Se utilizé el programa GGT32 (Van Berloo, 1999) para obtener los genotipos gréficos de
los 40 individuos en cada intervalo gendémico, comparando posteriormente para cada intervalo, el
haplotipo (patrén de combinaciones alélicas) del genotipo de referencia con los haplotipos de los
restantes 39 genotipos.

Agrupamiento basado en distancia: Para estimar las relaciones genéticas existentes

entre los cuarenta genotipos, ser realizd un andlisis de conglomerados y de Coordenadas
Principales utilizando el programa DARwin 5 (Perrier y Jacquemoud-Collet, 2006). Las similitudes

genéticas se estimaron mediante el coeficiente “Simple Matching”™:

1
L my
L=y

dii:]._

donde: dj es la disimilitud entre las unidades iy j, L es el numero de loci, [Tes la ploidiay m; es el
numero de alelos pareados por locus /. La matriz de similitudes genéticas resultante fue utilizada
para los agrupamientos mediante un analisis de coordenadas principales (PCoA) y un
dendrograma. Este Gltimo se construyé utilizando el método Neighbor Joining (NJ).

Agrupamiento basado en modelo bayesiano: Se utilizd el programa STRUCTURE

version 2.3.3 (Pritchard et al., 2000) para inferir la estructura genética y el nimero de grupos (k)
en el conjunto de los 40 genotipos. Se realizaron diez corridas independientes para cada valor de
k, variando k entre 1 y 10. Se fijaron los parametros del programa para:’admixture ancestry
model”, “correlated allele frequencies” y “degree of admixture alpha inferred from the data”
(Pritchard y Wen, 2003). Cada corrida fue fijada por un periodo de “burn-in” de 10000 iteraciones
seguido de 10000 iteraciones MCMC (Monte Carlo Markov Chain). Se estimé el numero de
grupos mas probable de acuerdo a Evanno et al., (2005). Con el valor méas probable de k (k=4) se
volvi6 a realizar el andlisis por un periodo de “burn-in” de 10000 iteraciones seguido de 100000
iteraciones MCMC.
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Tabla 2. Tipo, localizacion, secuencias de cebadores y temperatura de renaturalizacion de 35 marcadores
moleculares ligados a nueve QTLs de resistencia a MB

Temperatura

Marcador Tipo Cromosoma Cebador directo Cebador reverso renaturalizacion
(°C)
ABG059 STS 1H GCCATCACGAGTTTAGTCTT TTCGGGTTGAGTCTGTTAGC 55
Hor2 STS 1H CCACCATGAAGACCTTCCTC TCGCAGGATCCTGTACAACG 58
GMS021 SSR 1H CTATCACACGACGCAACATG CCTGAGAAAGAAAGCGCAAC 55
Bmac213 SSR 1H ATGGATGCAAGACCAAAC CTATGAGAGGTAGAGCAGCC 58
Bmac090 SSR 1H ACATCAACCCTCCTGCTC CCGCACATAGTGGTTACATC 58
EBmac405 SSR 1H ATGTAGCTCGGAATGTGTAGT CATGTTGGATAAGAGTAGAGGA 55
HVM64 SSR 1H GATGTGAAGGCTGCCCTG ACACGCCCTATTACCCAGTG 55
HVM20 SSR 1H CTCCACGAATCTCTGCACAA CACCGCCTCCTCTTTCAC 55
ABG452 STS 1H GGAGACATGCGAGAATGGAT AGCCCAACTTTCTCATGCAC 58
EBmac0623 SSR 2H CGAACATTGTCGTGTTAGTAA CTGTCATGCATAACCTATGG 58
HVBKASI SSR 2H ATTGGCGTGACCGATATTTATGTTCA CAAAACTGCAGCTAAGCAGGGGAACA 65
EBmac715 SSR 2H GCGAACATTGTCATGTTAGTA TGTCATGCCAGACCTATG 57
Bmag518 SSR 2H AATGCCATGATGTTATTGG AAGAAGATTACATCGAATAGATCA 58
UMB301 SSR 3H CTTCACATGTCTGGGAAAACA GACATGTTGGAAGGTGGCTT 58
HVLTPPB SSR 3H TGCTGAGACGCTGAGTACGTTG CAAACTCACGATTCCTCTCAAAG 55
EBmac705 SSR 3H GTGGAAAACTGAGTGAAACTC TTGAGGAGAAGTAATGACGAT 55
Bmac0067 SSR 3H AACGTACGAGCTCTTTTTCTA ATGCCAACTGCTTIGTTTAG 55
HVM27 SSR 3H GGTCGGTTCCCGGTAGTG TCCTGATCCAGAGCCACC 57
EBmac871 SSR 3H TGCCTCTGTTGTGTTATIGT CCCCAAGTGAACATTGAC 55
ABG453 STS 3H GCTATTGACAAGCAATGCC GGTGACGTAGCACGCACTAA 55
Bmag841 SSR 3H GGAAAGTACTTCAAACCTGAA CTTACAAGATGATGAGAACGA 57
Bmag606 SSR 3H CTATTTGTAATGTATGTATGTCCC TCATTGGTCCAGATAATACAA 57
EBmac788 SSR 4H TAACTTACTTTATATCCATGGCA ATGATGAGAACTCTTCACCC 58
HwMIo3 SSR 4H CTTCCATGTCACCTACAG CGAACTGGTATTCCAAGG 55
ABG397 STS 4H TTACAGGGCCAGGGTTACTG TTGTCTTCCCCTTCTTGGTG 58
GBM1326 SSR 7H AGAGCACAACCCTTGGAGG GTAGAGGCAGCCCTTCTCCT 55
GBM5060 SSR 7H GTAGAGGCAGCCCTTCTCCT AGGAGAGTGGAGCAGAGCAC 55
ABG380 STS 7H AAGCCCAAACAACTAGAAAGG GCTGTCAACAGGAAGAAACCC 58
EBmac603 SSR 7H ACCGAAACTAAATGAACTACTCTG  TGCAAACTGGTCTATTAAGGG 55
MWG622 STS 7H TGCAGCCGTGAAGGTATCG AACCATCAACGTCTAGCTCCG 58
ABC158 STS 7H AAAGCTAGGACAAAAATACC AACAGAGGACAACGATACAC 50
Bmag341 SSR 7H TCATGGAGACCGTTGTAGT CCACAAGCCTCTGTTCTC 55
Bmag321 SSR 7H ATTATCTCCTGCAACAACCTA CTCCGGAACTACGACAAG 58
Bmac031 SSR 7H AGAGAAAGAGAAATGTCACCA ATACATCCATGTGAGGGC 58
Bmag507 SSR__7H CAACTAGCATACCCAAGCTATA ACCCCTATTTCAATAATGGA 57
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2.5 RESULTADOS

2.5.1 Nivel de resistencia a MB en genotipos de cebada

El nivel de resistencia frente a la infeccion por C. sativus (Tabla 1) tanto a nivel de plantula
como de planta adulta fue variable entre los genotipos analizados. El grupo de 15 cultivares y
lineas avanzadas locales presentaron bajos niveles de resistencia en ambas situaciones. No se
encontraron en este grupo, materiales resistentes en planta adulta, sélo uno (Perun) fue
moderadamente resistente y dos (Carumbé e INIA Guaviyu) variaron entre moderadamente
resistentes y moderadamente susceptibles (MR-MS) Los restantes se comportaron de forma
moderadamente susceptible (MS) o susceptible (S). El porcentaje de severidad se correlaciond
en general con la respuesta a la infeccion (RI) en planta adulta. Las Rl en plantula para estos
materiales, segln la escala de Fetch y Steffenson (1999) variaron entre 4 y 9. Los 13 genotipos
con resistencia a MB efectiva en Uruguay presentaron bajos niveles de severidad (menor a 30%)
y tipos de reaccion en planta adulta de R, MR, MR-MS, mientras que la Rl a nivel de plantula no
fue superior a 4, excepto para 20IBON#69 y ND21990 (RI=5y 6-7, respectivamente). BCD47 y
Harrington tuvieron una reaccion MS y S, respectivamente en planta adulta y Rl de 8 y 9 en
plantula. ND5883 present6 una Rl de 7 en plantula y MS en planta adulta.

2.5.2 Diversidad Alélica

De los 27 SSR seleccionados para el analisis sélo HYM64 fue monomorfico mientras que
de los ocho STS seleccionados, seis fueron polimorficos. Los 26 marcadores SSR polimérficos
detectaron entre dos y seis alelos por marcador y presentaron valores PIC que variaron entre
0,13 y 0,76. Los seis marcadores STS polimorficos detectaron entre dos y cuatro alelos por
marcador y presentaron valores PIC entre 0,21 y 0,76 (tabla 3). En conjunto, los 32 marcadores
polimérficos generaron un total de 113 alelos EI' promedio de alelos por marcador fue 3,53 y el

valor PIC promedio fue 0,5.
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2.5.3 Haplotipos cromosdmicos

El numero de haplotipos por region cromosémica varié entre ocho y 35 de acuerdo a los
genotipos graficos representados en la Figura 2. Las regiones con menor nimero de haplotipos
correspondieron a los intervalos 2H bin 7-8 y 3H bin 1-3 mientras que el mayor numero de
haplotipos se asocié a los intervalos 1H bin 1-2 y el 7H bin 2-4. En un mismo cromosoma, se
observaron diferencias en el numero de haplotipos por intervalo. En general, para valores
similares de PIC por marcador y por intervalo, el nimero de haplotipos estuvo asociado
positivamente al nimero de marcadores analizados por intervalo. EI numero de haplotipos
marcadamente menor observado en el intervalo 3H bin 1-3 (8) comparado con 4H bin 10-11 (23),
ambos con tres marcadores, se explicaria por el reducido valor de PIC de los marcadores del 3H
bin 1-3. Globalmente, un mayor nimero de haplotipos se asociaron a los intervalos de los
cromosomas 7H, 1H y 4H comparado con los intervalos de los cromosomas 2Hy 3H.

El analisis de los haplotipos de los genotipos caracterizados como resistentes a nivel
local permite distinguir tres patrones (Tabla 4). En los intervalos 1H-6-7, 3H-1-3 y 7H-7, los 13
genotipos resistentes presentaron al menos un alelo en comUn con el haplotipo de referencia
correspondiente. En los intervalos 1H-1-2, 2H-7-8, 4H-10-11 y 7H-2-4, la ausencia de alelos
comunes se detectd en 4, 1, 3y 3 genotipos, respectivamente. Por Ultimo, para los intervalos 3H-
4-6 y 3H-9-12, la ausencia de coincidencia se observo en 7 y 6 genotipos, respectivamente. Es
interesante destacar que el genotipo NDB112, ampliamente considerado como el dador de la
resistencia durable presente en Morex (Steffenson et al., 1996) compartié con Morex unicamente
siete de 14 alelos. Ademas, la presencia del haplotipo de Bowman-BC en las seis lineas
resistentes de Dakota del Norte, derivadas de Bowman, varié segun el intervalo cromosémico
considerado. Mientras el haplotipo de la regién 3H-1-3 estuvo casi completamente representado,
el de la regién 4H-10-11 estuvo ausente o muy pobremente representado. Considerando el
conjunto de los 32 marcadores correspondientes a las nueve regiones gendmicas, €l numero
mayor (18) de alelos en comun con haplotipos de referencia correspondié a Tx7934; ademas,
TX7934 mostré la representacién maxima de los alelos de Morex siendo similar a la observada

en NDB112 (7 de 14). En cambio, la menor representacion de los haplotipos de referencia se
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observo en 20IBON#69, TR6 y ND17293 con unicamente 9 alelos comunes. Estos genotipos

presentan también la mas baja representacion de los alelos derivados de Morex (hasta 2 de los

14 alelos).

Tabla 3. Diversidad alélica de 35 marcadores moleculares asociados a nueve QTLs de resistencia a MB en cebada.
Para cada QTL se indica el genotipo de referencia (dador del alelo resistente).

Frecuencia del

Intervalc’) . Marcador Posicion . N°alelos alelo mas tamatio de PIC Genotipq de
Cromosomico Mapa (cM) abundante banda (pb) referencia
Res-qtl-1H-1-2 ABG059 15.6 4 0.74 210-359 0.37 Calicuchima
Hor2 15.8 3 0.39 839-1085  0.57
GMS021  25.62 5 0.5 156-176 0.62
Bmac213  30.81 6 0.29 152-182 0.76
Res-qtl-1H-6-7 Bmac090  63.66 3 0.40 189-221 0.56 Morex
EBmac405 64.84 2 0.93 127-131 0.13
HVM64 65.55 1 1 250 0
HVM20 66.25 5 0.50 141-165 0.55
ABGA452 68.1 1 1 410 0
Res-qtl-2H-7-8 EBmag623 67.01 2 0.67 151-163 0.35 Calicuchima
HVBKAS|  67.01 2 0.61 194-217 0.36
EBmac715 67.97 2 0.67 160-166 0.35
Bmag518  72.01 4 0.33 155-177 0.69
Res-qtl-3H-1-3 UMB301 1 3 0.66 238-255 0.45 Bowman-BC
HVLTPPB  20.49 3 0.88 209-219 0.19
EBmac705 20.49 2 0.88 158-166 0.19
Res-qtl-3H-4-6 Bmac0067 49.76 5 0.42 112-151 0.62 Morex
HVM27 51 3 0.48 198-206 0.56
EBmac871 57.62 6 0.48 192-218 0.66
Res-qtl-3H-9-12 ABG453 77.33 1 1 1000 0 Morex
Bmag841  91.21 5 0.61 112-129 0.54
Bmag606  101.77 3 0.525 118-156 0.51
Res-qtl-4H-10-11  EBmac788 97.67 6 0.42 144-179 0.66 Bowman-BC
Hvmlo3 100.2 3 0.55 233-245 0.48
ABG397 103.64 2 0.86 126-253 0.21
Res-qtl-7H-2-4 GBM1326  31.24 3 0.50 162-178 0.55 Morex
GBM5060  31.24 3 0.38 188-206 0.59
ABG380 34.78 4 0.33 469-493 0.69
EBmac603 35.39 5 0.36 147-191 0.67
MWG622  39.98 4 0.38 759-868 0.68
ABC158 41.28 3 0.5 750-850 0.55
Res-qtl-7H-7 Bmag34l  78.22 3 0.48 217-224 0.53 Harrington
Bmag321l  79.24 3 0.67 215-233 0.44
Bmac031  81.75 2 0.66 195-198 0.35
Bmag507  84.1 4 0.33 122-160 0.68

apasado en el mapa publicado por Varshney et al., (2007) excepto para los marcadores subrayados, para los cuales
sus posiciones mediante
(http://wheat.pw.usda.gov/cgi-bin/graingenes).

se estimaron

comparacién

de mapas publicados

Graingenes 2.0
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Figura 2. Genotipos graficos y estructura poblacional de 40 genotipos de cebada, basados en el anélisis de 26 SSR y
seis STS asociados a nueve QTLs de resistencia a MB. (A) Genotipos gréficos. Segmentos de diferente color indican
alelos diferentes. Con un circulo de color gris se indica el haplotipo del cultivar de referencia. La distancia en cM es la
descrita en la tabla 2 excepto para marcadores que mapeaban en el mismo lugar. En ese caso se utilizd una
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distancia maxima de 1.5 cM entre ellos para poder observar los distintos marcadores en la representacion. A la
derecha de los genotipos gréficos se describe el QTL, el genotipo de referencia y el nimero de haplotipos (n) (B)
Estructura genética poblacional estimada para el valor mas probable de subpoblaciones o grupos (k=4). Cada barra
representa un genotipo; los segmentos coloreados representan la contribucion estimada de cada subpoblacion al
individuo. Los genotipos que presentan menos del 70% de pertenencia a determinado grupo fueron sefialados con
un asterisco.

Tabla 4. Nimero de alelos compartidos entre el genotipo de referencia y los materiales con comportamiento
resistente en Uruguay para cada intervalo cromosémico asociado a MB descrito en la Tabla 3

Genotipos con
comportamiento
resistente en
Uruguay

NDB112
20IBON#69
TR6
Tx7934
121BYT#25
Bowman
FA2291
ND17268
ND17293
ND17380
ND21990
ND23180
ND23122

an corresponde al nimero de marcadores analizados para cada intervalo

1H-1-2 2H-7-8 3H-1-3 4H-10-11 1H-6-7 3H-4-6 3H-9-12 7H-2-4 TH-7
(Calicuchima)  (Calicuchima) (Bowman-BC) (Bowman-BC)  (Morex) (Morex) (Morex) (Morex) (Harrington)
2n=4 n=4 n=3 n=3 n=3 n=3 n=2 n=6 n=4
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2.5.4 Estructura genética de una coleccién de germoplasma de cebada

Con el objetivo de analizar las relaciones genéticas ente las fuentes de resistencia se
caracterizod la estructura genética presente en los 40 genotipos de cebada a nivel de nueve
regiones cromosdmicas asociadas a resistencia a mancha borrosa. Para ello se siguieron dos
tipos de analisis de agrupamientos: uno basado en el modelo bayesiano y otro basada en
distancia genética. Mediante el analisis de agrupamiento basado en el modelo bayesiano (ver
figura 2B), se identificd que el numero de grupos mas probable era cuatro. Los genotipos se
distribuyeron en cada grupo segun la probabilidad de pertenencia o afiliacién a cada grupo.
Treinta de los 40 genotipos analizados fueron asignados a un grupo especifico (afiliacion al grupo
mayor a 70%); sin embargo, diez genotipos: FA2291, ND17293, ND23122, ND23180, Tx7934,
TR306, Harrington y las lineas elite locales Carumbé, INIA Guaviyd y CLE253 fueron
considerados de origen mezclado por ser representativos de mas de un grupo (afiliacion al grupo
menor al 70%). De todas maneras, los grupos formados asi como las afiliaciones multiples en los

genotipos ‘mezclados’ son altamente consistentes con el origen geografico y la genealogia de los
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materiales que muchas veces se asocia a cruzas entre genotipos de diferentes pooles genéticos.
El grupo 1 incluyé a las cebadas de seis carreras de Minnesota; en este grupo se ubica el
genotipo resistente NDB112 y como era de esperar no hay ningun genotipo elite de Uruguay. El
grupo 2 incluy6 a las cebadas de dos carreras relacionadas con Bowman desarrolladas en
Estados Unidos (Dakota del Norte), y Canada. En este grupo se incluyeron cinco genotipos con
comportamiento MR-MS o MR: las lineas resistentes de ND: Bowman, ND17268, ND17293,
ND21990 y el genotipo de dos carreras de origen no identificado FA2291; ademas, se incluyeron
dos cultivares de uso local con nivel MR a MB: Carumbé e INIA Guaviyu (Tabla 1). El grupo 3
incluyd genotipos derivados de al menos cuatro origenes: i) el programa ICARDA-CIMMYT, ii)
Australia (o derivados de genotipos australianos), y de programas de mejoramiento de iii) Dakota
del Norte y iv) Texas de Estados Unidos. Del origen ICARDA CIMMYT se incluyeron aqui las
lineas resistentes de dos carreras 20IBON#69 y de seis carreras 12I1BYT#25; de Estados Unidos
las lineas ND17380 y ND23122 y TX7934. Ademas, el genotipo resistente TR6 de seis carreras
se incluy6 también en este grupo; globalmente este grupo incluyé a siete fuentes de resistencia
efectivas en Uruguay. Ademas, en el grupo se incluyeron tres genotipos elite en uso en Uruguay
(Clipper, Quebracho, CLE253), susceptibles a MB, todos ellos derivados de genotipos de
Australia. El grupo 4 integr6 prevalentemente a genotipos de dos carreras altamente asociados
con germoplasma europeo (checo, aleman) pero también presentando afiliaciones significativas
al grupo 2 y 3. El nico genotipo resistente a MB en este grupo fue ND23180 de Estados Unidos
(Dakota del Norte).

En la figura 2A los genotipos se ordenaron de acuerdo al resultado obtenido en el
STRUCTURE (2B). Se puede ver que para cada regién gendmica analizada, en general los
materiales que pertenecen a un mismo grupo del STRUCTURE, presentaron haplotipos similares
en cada regién, como era esperable. El grupo que presenta haplotipos con mayor grado de
similitud en todas las regiones (con excepcién de la del cromosoma 7H bin 2-4), es el grupo 1, en
el que se encuentran todos los materiales de Minnesota emparentados con Morex. En este

grupo, todos los materiales tienen casi un 100% de pertenencia a dicho grupo. Es interesante
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destacar que significativamente, las variantes alélicas observadas en NDB112 contrastan con la
alta uniformidad observada en el resto del grupo.

Mediante un método de agrupamiento Neighbour Joining, el dendrograma representado
en la figura 3 permitié identificar claramente cuatro agrupamientos. En general, la integracion de
estos grupos mostrd un alto grado de coincidencia con respecto a los grupos estimados por el
programa STRUCTURE (figura 2B) y fueron identificados con los nimeros | al IV. EIl grupo |,
coincidio con el grupo 1 del STRUCTURE que incluyé al genotipo resistente NDB112 y ademas
incluyé a Tx7934. En el grupo Il fueron incluidos cinco genotipos resistentes a nivel local
(Bowman, ND21990, ND17268, ND23122 y ND17380). Ademas se integraron dos materiales elite
con comportamiento medianamente resistente (CLE240 y Carumbé). En el grupo Il se incluyd
un genotipo resistente de ICARDA-CYMMIT (20IBON#69) y el resistente TR6. El grupo IV
mantuvo la inclusion de la linea resistente ND23180 y también incluy6 a las lineas ND17293,
FA2291y 12IBYT#25. En resumen, 9 de las 13 genotipos con comportamiento MR-R en Uruguay
fueron asignados consistentemente a los mismos grupos: NDB112, Bowman, ND21990 y
ND17268 20IBON#69, TR6, ND17380 y ND23122 y ND23180. En cambio, diferente integracion a
grupos se observo para los genotipos: ND17293, FA2291, Tx7934, 12IBYT#25 coincidiendo con
la afiliacion a multiples grupos detectado por STRUCTURE. El anélisis de coordenadas
principales (PCoA) (Anexo 2) no presentd diferencias significativas en la distribucion de los

materiales, con el dendrograma presentado en la figura 3.
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Figura 3. Dendrograma resultante de la matriz de distancia genética basado en el analisis de 32 SSR asociados a
nueve QTLs de resistencia a MB, de una coleccion de 40 genotipos de cebada. El método de agrupamiento utilizado
fue “Neighbour Joining” (NJ). En gris se sombrearon los genotipos con comportamiento resistente a nivel local. En el
extremo superior izquierdo se muestra el arbol NJ obtenido con el programa STRUCTURE, para el k méas probable
(k=4) (ver figura 2B). Se englobaron los cuatro grupos de acuerdo a la coincidencia con los grupos 1, 2, 3y 4
resultantes del programa STRUCTURE.
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2.6 DISCUSION

En este trabajo se evalud el comportamiento fenotipico frente a la infeccién por C. sativus
de una coleccion de 40 genotipos de cebada y se caracterizd la diversidad alélica de marcadores
asociados a nueve QTLs de resistencia a esta enfermedad como medio de inferir las relaciones
genéticas entre estos genotipos. El supuesto principal de este trabajo fue considerar que el
andlisis de coincidencia/divergencia de los haplotipos cromosomicos asociados a QTLs de
resistencia entre genotipos resistentes y genotipos de referencia, puede contribuir a predecir si la
base genetica de la resistencia disponible esta estrechamente relacionada a resistencias
previamente caracterizadas, geneticamente o se trata de determinantes geneticos de resistencia
novedosas (Liu y Anderson 2003; McCartney et al., 2004).

Para el germoplasma analizado y con los marcadores moleculares seleccionados, dos
regiones cromosomicas (2H bin 7-8, 3H bin 1-3) presentaron un numero de haplotipos
marcadamente menor a otras sugiriendo un mayor grado de uniformidad genética en estas
zonas. Dado que la densidad de marcadores por intervalo fue baja, la distribucién no fue regular y
el valor PIC de los marcadores no fue similarmente alto, trabajos futuros dirigidos a confirmar
estos resultados deberan levantar las limitantes sefialadas. Alternativamente, estas regiones
podrian estar sujetas a fuertes presiones de seleccidén. Regiones cromosdmicas con marcada
reduccion de la diversidad alélica han sido descritas en el brazo corto del cromosoma 3H para un
amplio rango de germoplasma de cebada y seria resultante de seleccién durante la
domesticacion de la especie (Comadran et al., 2011).

Los 13 genotipos que habian sido identificados como fuentes de resistencia a mancha
borrosa efectivas en Uruguay (Tabla 1) provienen de origenes geograficos diversos e incluyeron
nueve genotipos de Estados Unidos derivados de programas de dos y seis carreras de la region
de Dakota del Norte, Minnesota y Texas, dos genotipos del Programa ICARDA-CIMMYT, y dos
genotipos sin identificacion de origen. En particular las seis fuentes de resistencia derivadas del
Programa de Dakota del Norte son el resultado de la estrategia de cruzamientos dirigidos a la
acumulacion de fuentes de resistencia de origen diverso (Franckowiak, 2001). De hecho tres de

las seis lineas manifestaron afiliacion a multiples grupos en el grafico producidos por
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STRUCTURE. Otras lineas resistentes que manifestaron afiliacion multiple fueron FA2291 de la
cual no conocemos su origen y Tx7934, cultivar desarrollado en Texas con genotipos de Turquia,
Japon, Europa y Estados Unidos en su genealogia y en menor medida TR6.

Con el objetivo de estimar el nivel de redundancia de las resistencias presentes en los 13
genotipos resistentes comparados con cuatro genotipos de referencia se cuantifico el nimero de
alelos compartidos en nueve intervalos cromosomicos (Tabla 4). Considerando las relaciones
genealdgicas entre estos materiales se podia anticipar que los haplotipos de Morex (4) y de
Bowman BC (2) podrian estar presentes con mayor probabilidad en las lineas NDB112, Bowman
y las seis lineas resistentes de Dakota del Norte. Ilgualmente, era probable que los haplotipos de
Calicuchima-sib (2) estuvieran presentes en 12IBYT#25 por derivar ambos del padre
Gloria/Come, dador de resistencia a multiples enfermedades. El haplotipo de Harrington tendria
una mayor probabilidad de estar representado en las lineas Dakota del Norte y Minnesota.

El intervalo 7H 2-4 ha sido asociado a resistencia cuantitativa a MB (plantula y planta
adulta) y cualitativa (Rcsd) en un nimero importante de mapas; siendo muy importante la
contribucidn de este locus en la expresion de resistencia en germoplasma derivado de cruzas de
dos carreras x seis carreras (Bilgic et al., 2005). El alto nimero de marcadores analizados en
este intervalo (6) y su alto valor PIC (mayor a 0.5) dan fuerte apoyo a las comparaciones
realizadas. El haplotipo de Morex (genotipo de referencia para este intervalo) estaria
representado en NDB112 y en FA2291 ya que compartieron 4 de 6 alelos, y parcialmente
representado en Tx7934, Bowman y ND23180 con unicamente dos alelos compartidos sugiriendo
que es posible o bien que existieron eventos de recombinacion recientes en el haplotipo de
Morex o bien que se trata de alelos originalmente diferentes. Este haplotipo no estaria
representado en los restantes genotipos resistentes.

El intervalo 1H bin 6-7 corresponde al QTL de resistencia durable efectivo en el
germoplasma de seis careras del mediooeste americano. Llamativamente, el genotipo NDB112,
dador putativo de dicha resistencia mostr6 una Unica coincidencia con el haplotipo de Morex. Si
bien el bajo numero de marcadores en el intervalo y variable PIC limitan nuestras conclusiones
seria interesante verificar con mayor numero de marcadores si efectivamente la resistencia de

Morex proviene de NDB112. Alternativamente, podria ocurrir que los marcadores en los cuales
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Morex y NDB112 no comparten alelos, no estén asociados a la resistencia. Tanto genotipos
relacionados (Bowman, Lineas de Dakota del Norte) como no relacionados con Morex
presentaron haplotipos parcialmente similares.

El haplotipo 3H 1-3 de Bowman pareceria estar relativamente representado en el juego de
fuentes de resistencia, con una menor semejanza con 20IBON#69 esperable. Estos resultados
sin embargo hay que tomarlos con cautela ya que pueden estar influidos por el bajo nivel de
polimorfismo detectado en esta region para todos los genotipos, tanto resistentes como
susceptibles. En cambio, para el haplotipo 4H-10-11 los marcadores utilizados presentaron
valores PIC mas elevados, lo cual es consistente con una mayor dispersion de valores de alelos
comunes observados. De las lineas resistentes de Dakota del Norte, ND17268 tiene una mejor
representacion de éste.

En cuanto al intervalo 1H 1-2, Unicamente los genotipos Tx7934, 12I1BYT#25, FA2291 y
ND23180 presentaron dos alelos comunes con el haplotipo de Calicuchima-sib. Como se
menciond antes, Calicuhima-sib y 12IBYT#25 estan genéticamente relacionadas. Es interesante
destacar que los alelos comunes en Tx7934, no coincidieron con los de 12IBYT#25 y a su vez
estos difieren de los alelos que si comparten FA2291 y ND23180. Probablemente los alelos de
Calicuchima-sib en ND23180 deriven de genotipos de ICARDA-CIMMYT presentes en su
genealogia. Para el intervalo 2H 7-8 (Calicuchima) se detectaron tres alelos comunes con
ND23122 y cuatro (todos) con 12IBYT#25 y ND17268 sugiriendo que posiblemente el alelo de
este QTL de Calicuchima o uno similar esté presente en dichos genotipos. Tanto ND17268 y
ND23122 tienen a Gloria/Come en su genealogia, genotipo dador de resistencia a multiples
enfermedades.

Los genotipos que portan el menor numero de alelos con los genotipos de referencia son
20IBON#69, TR6, ND17293. No conocemos el origen de TR6 aunque sabemos que se asociaria
de acuerdo al analisis de agrupamientos con NDB112 y TX7934. Por otra parte, 20IBON#69
derivado del programa ICARDA CIMMYT y ND17293 de Dakota del Norte coinciden en el hecho
que ambos han sido resultado de cruzas amplias dirigidas a acumular fuentes de resistencias

diversas. Si bien es sugerente que ambas comparten Shyri en su genealogia, dador de
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resistencia a multiples enfermedades, no se ha reportado aun que Shyri sea fuente de resistencia
a MB.

Todos los genotipos con comportamiento resistente podrian o bien poseer alelos diferentes
de los genes de resistencia en alguna de las nueve regiones analizadas, o bien los QTLs de
resistencia de estos materiales podrian estar ubicados en otras regiones del genoma. En
principio se esperaria que los genes involucrados en la resistencia a MB se encontraran en la
misma ubicacion en diferentes genotipos de cebada, ya que el orden de los genes es bastante
conservado dentro de una especie. Sin embargo se sabe que existen eventos de translocacion
que hacen que algunas regiones no se conserven en los cromosomas. Se ha probado que existe
variabilidad haplotipica dentro de la especie cebada en la region del locus Rph7 y otras regiones
estudiadas, posiblemente debido a una répida y reciente divergencia en el genoma de la cebada
(Scherrer et al., 2005). Esto podria ser la causa de que genes de resistencia se encuentren en
ubicaciones diferentes en lineas diferentes de una misma especie, especialmente por la rapida
reorganizacion que parece ocurrir en las regiones que codifican para este tipo de genes (Leister
et al., 1998), si bien la reorganizacion observada es especialmente debida a variacion en el
numero de copias de un gen o variacion en regiones intergénicas dentro de un locus (Scherrer et
al., 2005, Leister et al, 1998). En la especie silvestre H. vulgare subesp. spontaneum,
estrechamente emparentada con H. vulgare subsp. vulgare, se han encontrado 12 QTLs de
resistencia a MB, cinco de ellos localizados en la misma region que otros QTL previamente
reportados en poblaciones de cebada domesticada, mientras que el resto se encuentra en
nuevas posiciones (Roy et al., 2010).

Los agrupamientos encontrados en base a datos moleculares fueron consistentes con las
relaciones genealdgicas y el origen geografico de los genotipos, mostrando independiencia del
metodo utilizado. Nueve de los 13 genotipos con resistencia efectiva en Uruguay fueron
asignados consistentemente a los mismos grupos tanto en el dendrograma como en el
STRUCTURE. Los cuatro genotipos (ND17293, FA2291, TX7934, 12IBYT#25) que tuvieron
diferente integracion a grupos por los métodos ya mencionados, son materiales cuyo afiliacion a
multiples grupos fue detectado por el programa STRUCTURE. Tx7934, por ejemplo se agrupa en

el dendrograma con los materiales de Minnesota y con NDB112. Sin embargo en el
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STRUCTURE aparece en grupo 3 pero con cierto grado de pertenencia a tres de los grupos
resultantes. La informaciéon de su pedigri no permite relacionarlo genéticamente con los
materiales de Minessota. 12IBYT#25 y Calicuchima-sib materiales de ICARDA-CIMMYT,
emparentados a través de Gloria/Come, aparecen en el dendrograma en grupos diferentes,
mientras que en el STRUCTURE aparecen en el mismo grupo. En el dendrograma 12IBYT#25 se
ubica con materiales mayormente de origen europeo. Esto podria explicarse por la presencia de
Barberousse en el pedigri de este material. La afiliacién multiple detectada en ND17293 al grupo
2 del STRUCTURE, asociado a genotipos derivados de Bowman, y al grupo |V del dendrograma,
asociados a germoplasma de Republica Checa y Alemania explican el origen de los alelos de
adaptacion y calidad presentes en este genotipo. Debido a que no se asocia ni con el grupo de
ICARDA CIMMYT ni al de NDB112, podria ser considerado como una fuente de resistencia
alternativa, con origen aun desconocido. Es llamativo encontrar en el grupo del material
Calicuchima-sib materiales de origen australiano como Clipper, Quebracho y ND5883 (que tiene
a Clipper en su genealogia). La similitud genética entre estos genotipos no se esperaba debido a
que no parecen estar emparentados genéticamente. ND5883 comparte cuatro de los ocho alelos
de Calicuchima-sib en las regiones 1H bin 1-2 y 2H bin 7-8, tres de los cuales los comparte en
esta ultima region. El hecho de que compartan varios alelos, y por esta razéon aparezcan
agrupados en este tipo de analisis podria deberse a una identidad por estado y no por
descendencia. De todas maneras, es interesante destacar que ambos genotipos son susceptibles
al patotipo 1 y resistentes al patotipo 2 de C. sativus (Bilgic et al., 2006, Fetch y Steffenson,
1994).

Si bien el andlisis de haplotipos cromosémicos utilizando marcadores moleculares resulta
util para detectar materiales con QTLs de resistencia a enfermedades no redundantes o diversos
con respecto a los presentes en los genotipos referencia, este trabajo tuvo como limitantes el
bajo nimero de marcadores utilizados en algunos intervalos, el bajo valor PIC para algunos
marcadores y el nivel de resolucion medianamente bueno obtenido (4pb) para discriminar alelos.
Un mayor nimero de marcadores por intervalo y mejores niveles de resolucion deberian
considerarse en futuros trabajos. Aunque se ha reportado que los SSR gendémicos y otras

secuencias genomicas evolucionan mas rapidamente que los genes (Chee et al., 2004), este tipo
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de marcadores moleculares continian siendo una herramienta vélida para evaluar la diversidad
en regiones asociadas a QTLs de interés. Hay que tener en cuenta que las diferencias alélicas
entre genotipos a nivel de SSR asociados a un QTL sugieren pero no confirman que existan
diferencias alélicas en los genes de resistencia asociados. Sin embargo, es mas probable que
genotipos que tengan alelos diferentes en los SSR posean alelos diferentes en los genes de
resistencia. Por esta razon, la identificacion de genotipos resistentes con alta diversidad alelica
en regiones asociadas a resistencia a MB, sugiere la identificacion de genotipos portadores de
genes de resistencia a MB novedosos.

Una contribucidn principal de este trabajo fue la identificacion de tres genotipos resistentes
(TR6, 20IBON#69, ND17293) que no portarian alelos de resistencia derivados de Bowman y
Morex. Este resultado es especialmente importante por la reciente vulnerabilidad de NDB112,
dador putativo de la resistencia de Morex, frente a nuevos patotipos de C. sativus presentes en
Estados Unidos y Canadé aunque aun no identificados en Uruguay (Gamba F. com. pers.)
siempre que estos materiales resulten efectivamente resistentes a los nuevos patotipos. El
andlisis de las relaciones alélicas entre las resistencias presentes en TR6, 20IBON#69,
ND17293, ND23180, 12I1BYT#25, FA2291 y Tx7934 y el mapeo de los determinantes genéticos
presentes en los genotipos mas diversos parecerian ser una alternativa interesante con respecto
a la introgresion de resistencias identificadas en la especie silvestre H. wulgare subsp.
spontaneum.

Este trabajo aporta informacion sobre las relaciones genéticas de una coleccién diversa de
genotipos de cebada a nivel de loci conocidos de resistencia a esta enfermedad. Este trabajo
sugiere que las lineas resistentes, genéticamente diversas identificadas serian potencialmente
portadoras de genes novedosos de resistencia a MB. Esta informacion sera util como criterio en
la eleccion de lineas parentales a incluir en programas dirigidos a acumular resistencias diversas
en el germoplasma elite y para el disefio de nuevas investigaciones dirigidas a ampliar la

comprension de la base genética de este caracter.
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3. DIVERSIDAD EN LOS MECANISMOS DE RESISTENCIA Y
SUSCEPTIBILIDAD A Cochliobolus sativus EN HOJAS DE CEBADA?

3.1 RESUMEN

Cochliobolus sativus es el agente causal de la mancha borrosa (MB) de la cebada. Esta
enfermedad foliar es responsable de importantes pérdidas de produccidn en varias regiones del
mundo, por lo que numerosos esfuerzos se estan realizando con la finalidad de desarrollar
genotipos de cebada con resistencia durable. Los genotipos que expresan resistencia a nivel
macroscopico, genéticamente poco relacionados podrian desplegar mecanismos diversos de
defensa a nivel celular (microfenotipos). En este trabajo se estudiaron los mecanismos de
defensa desarrollados por 11 genotipos de cebada mediante andlisis histoquimico del estrés
oxidativo producido en epidermis y meséfilo de tejido foliar inoculado, durante las etapas
tempranas de la interaccidn huésped-patdgeno. En todos los genotipos analizados, tanto
resistentes como susceptibles, se observaron reacciones de defensa tipo aposiciones de la pared
celular (APC) y reaccion hipersensible (HR) en etapas pre y post-penetracion en células de
epidermis y mesofilo, encontrando variacion en la proporcion de cada una de ellas en los distintos
genotipos. Los resultados sugeririan que la formacion de APC, si bien podria enlentecer el
avance del hongo, no es un mecanismo totalmente efectivo. Al contrario de lo observado para
hongos biotrofos, la HR postpenetracion pareceria indicativa de compatibilidad. El analisis del
conjunto de las variables, permitié discriminar entre genotipos resistentes y susceptibles, estando
este Ultimo grupo asociado a mayores niveles de acumulaciéon de H20,. Este trabajo puso en
evidencia la diversidad funcional a nivel de microfenotipos tanto dentro del grupo de resistentes
como de susceptibles indicando que probablemente diferentes mecanismos de resistencia y

susceptibilidad estarian operativos en el juego de genotipos evaluados.

Palabras clave: Hordeum vulgare, microfenotipos, Aposiciones de pared celular (APC), Reaccién

hipersensible (HR), especies reactivas del oxigeno (ROS)

2 Este articulo serd publicado en la revista Anales de Biologia.
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3.2 ABSTRACT

Cochliobolus sativus is the causal agent of spot blotch in barley. This foliar disease is responsible
for significant yield losses in several regions of the world and hence, many efforts are being
made in order to develop barley genotypes with durable resistance. There is scarce information
on whether macroscopic resistance observed at genetically unrelated, genotypes may be
explained by diverse defense mechanisms at the cellular level. In this paper, we studied defense
mechanisms of 11 barley genotypes by histochemical analysis of oxidative stress in epidermis
and mesophyll of infected leaf tissues during early stages of C. sativus infection. In all genotypes,
defense reactions like cell wall appositions (CWA) and hypersensitive reaction (HR) both pre-and
post-penetration were observed, although variation was found in the proportion of each in the
different genotypes. Results suggested that although CWA formation might slow fungal
development, it is not fully effective. Unlike what has been reported for biotrophic fungi, HR
postpenetration response would be indicative of compatibility. Overall, analysis of variables
discriminated resistant from susceptible genotypes. Higher levels of both H202 accumulation was
associated with susceptibility. This study evidenced a level of microphenotype functional diversity
within both resistant and susceptible genotypes indicating that it is likely that diverse mechanisms

of resistance and susceptibility may be present in the set of analyzed genotypes.

Keywords: Hordeum vulgare, microphenotype, Cell Wall Appositions (CWA), Hypersensitive
Response (HR), Reactive Oxygen Species (ROS)
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3.3 INTRODUCCION

Cochliobolus sativus [(Ito & Kuribayashi) Drechs. ex Dastur; anamorfo Bipolaris
sorokiniana (Sacc.) Shoemaker] es un hongo de la clase Ascomycete, capaz de producir mancha
borrosa en cereales de importancia econdmica como el trigo y la cebada. Presenta una amplia
distribucién mundial, principalmente en regiones célidas y humedas, siendo responsable de
importantes pérdidas de produccién en varios paises de Asia y América (Kumar et al. 2002),
incluyendo al Uruguay (Pereyra et al. 2005). La sintomatologia de esta enfermedad varia segun
el grado de resistencia del genotipo de cebada, donde los més resistentes presentan lesiones
pequefias de forma redondas a oblongas sin presencia de halo clorético. A medida que aumenta
la compatibilidad huésped-patogeno, las lesiones se vuelven mas grandes y ovaladas con
presencia de un halo clorético bien marcado (Fetch & Steffenson, 1999).

En la mayoria de las interacciones planta-patdégeno, opera en el huésped el mecanismo de
reconocimiento de lo “no propio”, basado en la percepcion de moléculas del microorganismo y/o
del nivel de integridad celular de la planta. Este principio parece estar operativo en diferentes
tipos de resistencia, debido a que mecanismos de transduccion de sefiales similares estan
activos tanto en la resistencia de huésped no apropiado (especie especifica), como en las
resistencias de huésped apropiado tanto de tipo raza especifica como de la resistencia basal
cuantitativa, raza no especifica (Huckeloven 2007). Esta Ultima, estda activa en plantas
compatibles a un determinado patdgeno, limitando la severidad de la enfermedad que éste
produce. Una vez que el patégeno es reconocido, la planta responde rapidamente mediante la
induccion de defensas en el apoplasto que incluyen la inhibicion de enzimas microbianas que
degradan la pared celular, el reforzamiento de la pared celular (mediante aposiciones de la pared
celular) y el “ataque quimico” al patdgeno mediante agentes antimicrobianos (fitoalexinas,
quitinasas, proteasas, defensinas) (revisado por Huckeloven 2007). El estrés oxidativo, en el cual
se producen grandes cantidades de especies reactivas del oxigeno (ROS) es una de las
respuestas celulares mas tempranas que siguen al reconocimiento exitoso del patégeno. Una
rapida produccion de ROS, visualizada por técnicas histoquimicas, es frecuentemente reportada

en los sitios de ataque de los hongos (Kumar et al. 2001, Thordal-Christensen et al. 1997) asi
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como también en interacciones simbio6ticas (Nanda et al. 2010). Especificamente, el H,0; ha sido
involucrado en el reforzamiento de la pared celular, la muerte celular por reaccién de
hipersensibilidad (HR) y la transduccion de sefiales que llevan a activacion de genes de defensa
tanto en la célula atacada como en las células adyacentes, debido a que el H202 es una molécula
difusible (revisado por: Shetty et al. 2008, Torres et al. 2006, Tenhaken et al. 1995).

La HR es una reaccioén de defensa local que incluye cambios bioquimicos y estructurales
que culminan en la muerte celular de la célula en contacto con el patégeno, como manera de
restringir la entrada del mismo (Levine et al. 1994). La HR ha mostrado ser efectiva como
mecanismo de defensa frente al ataque de hongos biotrofos como Blumeria graminis, en donde
se vio que la HR producida en las células del huésped frena el crecimiento del patégeno
(Thordal-Christensen et al. 1997). Por el contrario, los patégenos necrotrofos pueden utilizar
células muertas como portales para entrar a la planta y alimentarse del tejido muerto. Para el
hongo necrotrofo Botrytis cinerea, se ha sugerido que la HR es en realidad disparada por el
hongo, facilitando la colonizaciéon en las células huésped (Govrin & Levine 2000). Ya que la
utilidad de la HR como estrategia de resistencia parece variar, dependiendo del tipo de
patosistema, ;qué ocurrird en patdgenos que tienen una fase inicial biotréfica seguida de una
fase necrotrofica?

Cochliobolus sativus ha sido clasificado de acuerdo a su modo de nutricion, como un
hongo hemibiotrofo. En una etapa inicial de la infeccién, las hifas del hongo penetran la cuticula,
pared celular y se desarrollan dentro de la célula epidérmica sin alterar la integridad de la
membrana citoplasmatica. La segunda etapa (necrotréfica) esta asociada a la liberacion de
toxinas y muerte de las células epidérmicas y del mesdfilo (Shafer et al. 2004, Kumar et al. 2002,
2001). Segun Kumar et al. (2001), el H20. podria jugar un rol dual en la interaccion cebada-C.
sativus. La acumulacién inicial de H0;, localizada en paredes de la epidermis representaria
cambios bajo control del huésped que restringen la accesibilidad celular del hongo, mientras que,
la intensa acumulacion de H2O. observada en una segunda etapa en el mesoéfilo, que parece
colapsar, podria ser un indicio de una insuficiente capacidad celular anti-oxidativa por
sobrecarga. De esta manera la reaccidn oxidativa en el mesdfilo parece por lo tanto una reaccion

caotica por pérdida del control celular més que una muerte celular programada y, probablemente
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sea provocada por las toxinas del hongo. El rol del H20, en la muerte celular inducido por toxinas
es sustentado por el hallazgo de que los filtrados de cultivo del hongo conteniendo toxinas
provocan la acumulacion de H20; en las hojas de cebada, que a continuacion se vuelven
necréticas (Kumar et al. 2001). En resumen, en las fases iniciales de la interaccién, las ROS
parecen estar involucradas entonces en el desarrollo de los procesos de defensa, mientras que
en etapas mas tardias durante la colonizacion del patégeno, el rol de las ROS es mas discutido y
podria vincularse a reacciones de compatibilidad planta-patégeno.

Estudiando las reacciones de defensa presentes en el cultivar de cebada Haisa,
moderadamente susceptible a C. sativus y su mutante albino, supersusceptible albostrians,
Shafer et al. (2004) clasificaron las respuestas de defensa en las células epidérmicas como:
reacciones pre-penetracion incluyendo la formacién de aposiciones de la pared celular (APC) y/o
la reaccion hipersensible (HRpre), que resultaria en la imposibilidad del hongo de penetrar la
célula epidérmica; y las reacciones de defensa post-penetracion, como la reaccién hipersensible
post-penetracion (HRpost). De acuerdo a estos autores, este Ultimo mecanismo impediria la
llegada del hongo al mesdfilo, luego de haber entrado a la epidermis.

La introduccion de cultivares resistentes a los programas de mejoramiento de especies
representa una estrategia eficiente y ecologica de control de la enfermedad. Numerosos trabajos
en cebada han identificado materiales de origen diverso con niveles aceptables de resistencia a
mancha borrosa a nivel internacional (Fetch et al. 2008, Bilgic et al. 2006) y local (Albin 2008,
Pereyra & Stewart 1996). Sin embargo, poco se sabe sobre los mecanismos de resistencia
operativos en dichos materiales. Comportamientos de resistencia diferenciales a nivel de plantula
y planta adulta han sido observados en algunos de dichos materiales (Albin 2008, Bilgic et al.
2006). Ademas, reacciones de infeccion aislamiento-especificas han sido reportadas (Gyawali
2010, Ghazvini & Tekauz 2007, Bilgic et al. 2006, Fetch y Steffenson 1994). La diversidad en los
fenotipos de reaccidn parece indicar que existen mecanismos de resistencia o de susceptibilidad
diversos en distintos genotipos de cebada. Sin embargo, pocos estudios han sido publicados
sobre los factores celulares y moleculares que contribuyen a la resistencia a C. sativus y la
posible relacion que existe entre la produccién de ROS vy la resistencia a la enfermedad (Shéafer

et al. 2004, Kumar et al. 2001). Menos aun se ha profundizado en la comparacion entre
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genotipos a nivel de sus respuestas de defensa celulares. Ibeagha et al. (2005) encontraron una
mayor frecuencia de APC en genotipos de trigo resistentes a C. sativus que en genotipos
susceptibles, en estado de plantula, pero no encontraron diferencias significativas en la
proporcion de HR pre y post penetracion. Estos autores propusieron que la frecuencia de APCs y
la extension de colonizacién de las hifas en el mesoéfilo serian indicadores del potencial de
defensa de cada genotipo huésped.

El objetivo de este trabajo fue comparar los mecanismos de defensa desplegados por
once genotipos de cebada con comportamiento variado frente a la infeccién con C. sativus,
evaluando mediante histoquimica el patrén espacio-temporal de la respuesta de estrés oxidativo
producida en las células de epidermis y meséfilo de tejido foliar, durante las etapas tempranas de

infeccion y registrando el avance de la colonizacion del patdgeno.

3.4 MATERIALES Y METODOS

3.4.1 Material Vegetal y Patégeno

Once genotipos de cebada con niveles variables de resistencia a MB, fueron evaluados
incluyendo cinco genotipos de Estados Unidos (Morex, NDB112, Bowman, ND17293 y ND5883),
dos genotipos de Europa (Ingrid y Perun), dos de ICARDA-CIMMYT (20IBON#69 y Calicuchima-
sib), una linea local susceptible (CLE253) y una linea de origen desconocido TR6 (Tabla 1).
Macetas con seis plantulas de cada genotipo se colocaron en camara de crecimiento a 23°C,
70% de humedad relativa y 16 h de fotoperiodo (100 pmol/m?/s.

El aislamiento monospdrico 04.1.4 de C. sativus se obtuvo de una hoja infectada de la
variedad de cebada U5293 procedente del Departamento de Colonia, Uruguay, y se incremento6
en medio solido PDA (potato dextrose agar) incubado a 23°C con 12 h de fotoperiodo (100

pmol/m2/s), durante 14 dias.

3.4.2 Inoculaciones

Para la preparacion del indculo, se rasp6 el micelio de C. sativus desarrollado en placas y

se recuperd con agua destilada conteniendo 0.02% de Tween 20. La suspension obtenida fue
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filtrada utilizando dos capas de gasa, para obtener una suspension de esporas libre de micelio.
Para la evaluacion de respuesta a la infeccion, plantulas de 14 dias de los 11 genotipos fueron
inoculadas mediante aspersion, con una suspensién de 5000 esporas/ml (0.2 ml por plantula),
mientras que para el analisis histoquimico (Shafer et al. 2004), plantulas de 7 dias fueron
inoculadas con unas suspension de 100.000 esporas/ml. En paralelo, plantas de cada uno de los
genotipos se asperjaron con agua destilada (conteniendo 0.02% Tween 20) como control.
Seguidamente a la inoculacion, cada maceta fue cubierta con una bolsa de nylon ajustada con
una banda elastica para asegurar una humedad relativa del 95%. Durante las primeras 24 hdi
(horas después de la inoculacién) las macetas fueron colocadas en oscuridad y luego retornadas

a la cadmara de crecimiento.

3.4.3 Analisis de la respuesta ala infeccion en plantula

La respuesta a la infeccion (RI) producida por el aislamiento 04.1.4 en los 11 genotipos se
evaluo utilizando la escala de 1-9 disefiada por Fetch & Steffenson (1999). Valores Rl de 1 a 3
son indicativos de baja compatibilidad, 4-5 son considerados como intermedios, mientras que Rls
de 6 a 9 como de alta compatibilidad. Esta evaluacion se realizd en la segunda hoja de pléntulas

de 10 dias luego de la inoculacion. Se analizaron tres plantulas por cada genotipo.

3.4.4 Deteccion histoquimica de ROS

Se tomaron muestras de la primera hoja de tres plantas diferentes de cada genotipo a las
8, 24 y 48 hdi (horas después de la inoculacién). La deteccion in situ de ROS se llevd a cabo
mediante tincién con 3,3-diaminobenzadina (DAB-D-8001; Sigma-Aldrich) siguiendo el protocolo
de Thordal-Christensen et al. (1997) con modificaciones. Segmentos de hojas de tres plantas por
cada genotipo fueron infiltrados durante 30 minutos con 1 mg/ml de DAB (pH 3.8, HCI). Los
segmentos infiltrados fueron seguidamente incubados durante cuatro horas en oscuridad.
Posteriormente, las hojas fueron fijadas y decoloradas en TCA (0.15% tricloroacético (peso/vol)
en etanol:cloroformo (4:1; vol/vol)) durante 48 h con una reposicion. Con la finalidad de observar

las estructuras fungicas, las hojas fijadas fueron tratadas, a continuacién, con el colorante
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fluorescente Calcofluor (F-6259, Sigma-Aldrich) siguiendo el protocolo de Rohringer et al. (1977).
Brevemente, los segmentos de hoja fijados fueron lavados 2 x 15 min con etanol 50%, 2X15 min
con 50 mM NaOH y 3 x 10 min con agua destilada. A continuacién se colocaron durante 30 min
en 0.1 M Tris/HCI (pH 8.5) y durante 5 min en oscuridad en una solucién 0.3% de Calcofluor.
Posteriormente, los segmentos fueron lavados 4 x 10 min con agua destilada, 1 x 30 min en
glicerol 25% vy finalmente guardados en glicerol 50%. Por cada genotipo, se analizaron tres
segmentos de hoja (un segmento por planta). Utilizando un microscopio de epifluorescencia
Olympus VANOX, se contabilizaron 50 sitios de interaccién por segmento de hoja (se definio sitio
de interaccion como el lugar donde una estructura fungica (hifa y/o apresorio) se encontraba en
contacto con alguna célula del huésped produciéndose ROS en alguna regién de la célula de la
epidermis y/o del mesdfilo. Las hifas tefiidas con Calcofluor fueron observadas utilizando
microscopia de fluorescencia (luz UV filtro de excitacion 368 nm, emision 420 nm) mientras que
la tincion de las estructuras celulares DAB positivas de las hojas fueron observadas con
microscopia de luz visible. En cada sitio de interaccidn se registro la presencia/ausencia de:
aposiciones de la pared celular (APC), paredes de células epidérmicas (PE), paredes de células
del mesoéfilo (PM), células epidérmicas en reaccion hipersensible (HRE), células del mesdfilo en
reaccion hipersensible (HRM) (en ambos casos pre y post penetraciéon de la hifa en la célula
epidérmica) que manifestaran acumulaciéon de ROS (tincion DAB+). Ademas, para medir el
avance de la infeccién, en cada sitio se registrd la presencia de hifas con apresorios (pre-
penetracion), intracelulares en la epidermis e hifas intercelulares en el mesofilo. También se
calculd porcentaje de células epidérmicas con hifas intracelulares que expresaban HR. Se
realizaron tres experimentos en donde en cada uno de ellos se incluyd al genotipo NDB112 como

testigo resistente.

3.4.5 Analisis Estadistico

Para cada una de las variables analizadas se calculd el porcentaje de sitios de
interaccion que presentaban la variable en cada una de las tres repeticiones, estimando la media

ajustada por el efecto experimento. Para las variables donde se contd el nimero de muestras que
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presentaban la caracteristica, se utilizaron modelos lineales generalizados (analisis de devianza)
asumiendo distribucion binomial de la variable observada en relacion al total de observaciones.
Para la variable % de células epidérmicas penetradas en HR, se ajusté un modelo lineal general
(Anava) validandose el supuesto de normalidad. Para cada variable, la significancia de las
diferencias entre los genotipos contra el genotipo NDB112 (utilizado como testigo) fue evaluada
mediante el test de Dunnett. Se utilizé el software estadistico SAS version 9.2 (SAS Institute,
Cary, NC, 2005). Con el objetivo de caracterizar los materiales genéticos de acuerdo al conjunto
de las variables analizadas se realizé un Anélisis de Componentes Principales. Los componentes
principales se calcularon usando la matriz de correlaciones de las variables estandarizadas. Con
la finalidad de visualizar el efecto de cada variable en el patrén de agrupamiento de los
genotipos, se construyeron biplots con los dos primeros componentes principales. Para el célculo
de los componentes principales se us6 el software R version 2.12.1. (The R Foundation for

Statistical Computing).

3.5 RESULTADOS

3.5.1 Respuesta de infeccidn en plantula

Las RI observadas en plantula variaron entre 3 y 9 (Figura.1, Tabla 1). Reacciones de
alta compatibilidad fueron observadas en genotipos provenientes de cuatro origenes: Perun,
ND5883, CLE253, Calicuchima-sib y 20IBON#69, mientras que reacciones de compatibilidad
intermedia se observaron en genotipos de probablemente tres origenes: TR6, Ingrid, Morex y
Bowman. Los genotipos con reacciones de baja compatibilidad fueron ND17293 y NDB112
(Tabla 1). Las lecturas RI obtenidas en los genotipos NDB112, Bowman y ND5883, utilizados
como genotipos diferenciales por Valjavec-Gratian & Steffenson (1997) asignarian el aislamiento
04.1.4 al patotipo1.
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3.5.2 Micro-fenotipos de interaccién

Con el objetivo de visualizar y comparar los mecanismos tempranos de defensa entre
once genotipos de cebada, se analizaron los microfenotipos de interaccion en tejido foliar
infectado, mediante la deteccion histoquimica de ROS y de estructuras fungicas. A las 8 hdi, se
observaron consistentemente esporas germinadas pero rara vez se detectaron apresorios. En
este tiempo de observacion, se detectaron algunas manchas circulares marrones en la pared
celular de la epidermis (Fig 2 A); en baja frecuencia se detectd tincidn con DAB en areas
localizadas de la pared de las células epidérmicas (Fig 2B). A las 24 hdi, frecuentemente se
observaron apresorios en contacto con las paredes anticlinales de células epidérmicas y en
algunos casos en contacto con estomas (figura 2C, 2D y 2E). A las 24 y 48 hdi, la acumulacién
de ROS fue evidente tanto en las APC (figuras 2C y 2G) y paredes (figura 2C) de células
epidérmicas como en paredes del mesdfilo (figura 2D). En algunos sitios de interaccion, células
de la epidermis y/o del mesdfilo se tifieron completamente con DAB, indicativo de reaccion HR
(figuras 2F y 2G 2K y 2L). Las respuestas HR en epidermis pre (HRE pre, Fig 2F-G) y
postpenetracion (HRE post, Flg 2H-I) a veces eran acompafiadas, en cada caso, de respuestas
HR en células de mesofilo (HRM pre, Fig 2K-L y HRM post, Fig 2M). Frecuentemente, en el
mismo sitio de interaccion se registrd la presencia de H20, en diferentes localizaciones sub-
celulares. La colonizacion del espacio intercelular del mesofilo se observo a las 48 hdi (Fig 2 N-
0). Los genotipos analizados no presentaron diferencias en el tipo de respuesta de defensa

observado.

55



Tabla 1. Origen, pedigri y respuesta a la infeccion (RI) en plantula de once genotipos de cebada inoculados con el
aislamiento monosporico 04.1.4 de C. sativus segun la escala de Fetch & Steffenson (1999).

Respuesta a

MATERIAL ~ Ndmerode  ,oaey PEDIGRI la infeccion
Hileras (RI) en
plantula
ND5883 2 EEUU Clipper/linea experimental canada702-10 9
Perin 2 Europa HE1728/Karat 7
CLE 253 2 Uruguay Peran/l. Aromo 7
calicuchima-sib 6 ICARDA-CIMMYT LBIran/UNA8271//Gloria-sib/Comanche-sib 7
20IBON#69 2 ICARDA-CIMMYT Emir/3/Api/CM67//Bus/4/Shyri/5Sen 6
Ingrid 2 Europa Balder//Binder/Opal 5
Morex 6 EEUU Cree/Bonanza 5
Bowman 2 EEUU Klages//Fergus/Nordic/3/ND1156/4/Hector 4
TR6 6 sin informacién sin informacién 4
ND17293 2 EEUU ND14651/ND15062 3
NDB112 6 EEUU Reseleccién de Kindred CI6969/CI7117-17 3
|
NDB112 ND17293 TR6 Bowman Morex Ingrid 20IBON-#25 Calicuchima CLE253 Perlin ND5883
RI 3 3 4 4 5 5 6 7 7 7 9

Figura 1. Respuestas a la infeccion (RIs) observadas en 11 genotipos de cebada inoculados con el aislamiento
monospdrico 04.1.4 de C. sativus. Se utilizo la escala de 1-9 segun Fetch & Steffenson (1999).

La evaluacion cuantitativa de los microfenotipos expresados a las 24 y 48 hdi en diez
genotipos de cebada comparados con NDB112 se realizd calculando la proporcion de sitios de
interaccion que presentaron cada una de las seis variables de respuestas a la infeccién y las dos
variables de avance de la infeccidn (Tabla 2). En términos generales, a las 24 hdi, las respuestas
mas frecuentemente detectadas fueron la formacion de APC y la respuesta HR en células
epidérmicas pre-penetradas; en general, las otras cuatro respuestas de defensa se detectaron en

una frecuencia mucho menor siendo particularmente baja la frecuencia de respuestas HR en
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mesofilo. En cuanto al avance de la infeccion, se detectaron hifas con desarrollo intracelular en
epidermis y méas raramente hifas colonizando el espacio intercelular del mesofilo. Para los
genotipos con mayores niveles de resistencia (RI menor a 5): Bowman, ND17293 y TR6 no se
detectaron diferencias significativas con NDB112 en ninguna de las variables analizadas. Los
genotipos de mas alta susceptibilidad (Rl mayor a 6): Calicuchima-sib, Perun, ND5883 y CLE253
presentaron diferencias significativas para un grupo de variables. Aquellos genotipos con Rl 5 0
6: Morex, 20IBON#69 e Ingrid, dieron resultados variables. Mientras que Morex e 20IBON#69
presentaron un patrén de respuesta semejante al grupo de mayor resistencia, Ingrid se comporto
para algunas variables de forma similar al grupo més susceptible. Al analizar con mayor detalle el
comportamiento de los genotipos del grupo susceptible observamos que a las 24 hdi se
distinguen tres patrones de respuestas: el genotipo CLE253 unicamente sobresale por presentar
una frecuencia significativamente alta de APC; sin embargo no se distingue por presentar
reaccion oxidativa o colonizacion exitosa del hongo. En segundo lugar, el genotipo Calicuchima-
sib se distingue por el contrario por una frecuencia significativamente menor de APC asociado a
niveles significativamente altos de desarrollo de hifas dentro de las celulas epidérmicas; al igual
que en CLE253, este genotipo tampoco sobresale por su respuesta oxidativa. Por ultimo, el tercer
patron compartido por los genotipos Perun y ND3883 se caracteriz6 por presentar altos niveles
de respuestas HR en células epidérmicas post penetracion asociados con abundante
colonizacion intracelular (epidermis).

A las 48 hdi, es evidente que la variable APC y HR en epidermis pre-penetracion son
detectadas menos frecuentemente que a las 24 hdi mientras que aumentaron notoriamente las
frecuencias de las respuestas HR post penetracion en epidermis. Ademas, la colonizacién de
hifas intracelulares (epidermis) e intercelulares en mesofilo es mayor. En este tiempo de
observacion, los genotipos que expresan altos niveles de resistencia continian sin manifestar
diferencias significativas con NDB112. Morex, con RI=5, se distingui6 por presentar frecuencias
mas altas de respuestas HR en células epidérmicas pre-penetracion. En cuanto a los genotipos
susceptibles (Rl entre 6 y 9), a las 48 hdi se observan dos patrones de respuesta. Uno asociado
a los genotipos Calicuchima-sib y 20IBON#69, caracterizado por una alta colonizacion de hifas en

el mesofilo, mientras que no se destacan niveles de reaccion oxidativa. El segundo patrén
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corresponde al resto de los genotipos susceptibles (ND5883, CLE253, Perun) caracterizado por
altos niveles de HR en células epidérmicas post penetracién y HR en mesdfilo y altos niveles de
colonizacion de la epidermis ampliando ahora también al mesofilo. Mientras que Perun y ND5883
mantendrian a las 48 hdi en términos generales el mismo patron observado a las 24 hdi, CLE253
comenzaria a manifestar la asociaciéon de HR y masiva colonizacion de epidermis y mesofilo
recién a las 48 hdi.

Globalmente, el grupo de genotipos resistentes no presento diferencias con el genotipo
NDB112 en general para ninguna de las variables examinadas. Por su parte, todos los genotipos
susceptibles se asociaron con mayores niveles de colonizacién de epidermis y/o mesdfilo, siendo
mas evidente a las 48 hdi. Sin embargo, se detectd que la colonizacién puede o no asociarse con
niveles significativamente altos de respuestas oxidativa (expresada en células en HR). En
particular, las respuestas HR significativas en mesofilo, unicamente se observaron a las 48 hdi y
en células subyacentes a células epidermicas penetradas (HRM post) y coincidiendo con una alta
colonizacion del mesofilo. En cambio, las respuestas HR de células del mesofilo, subyacentes a
células epidérmicas pre- penetradas (HRM pre) mantuvieron frecuencias similarmente bajas,
entre todos los genotipos.

El analisis multivariado (figura 3) muestra a través de un biplot de que manera cada una de
las diferentes variables agrupa o separa los materiales genéticos. En el diagrama, los genotipos
mas resistentes se ubicaron en un grupo bastante compacto a la centro-derecha (NDB112,
Bowman y ND17293) y de forma mas dispersa hacia abajo (Morex y TR6). Los genotipos
susceptibles CLE253, ND5883 se agruparon entre si a la extrema izquierda mientras que otros
como Calicuchima-sib y Perun, presentaron una alta dispersion tanto hacia arriba (Calicuchima-
sib), como hacia abajo (20IBON#69 y Perun) del diagrama, estando cada uno de ellos
significativamente separado uno de otro. Es notorio que los vectores de la mayoria de las
variables asociadas a respuestas oxidativas mas tempranas (24 hdi) y de las variables que
describen el crecimiento del hongo a las 48 hdi tanto en epidermis como mesdfilo se ubican en la
misma orientacion, sobre el eje horizontal del diagrama. Niveles crecientes de dichas variables se
asocian a los genotipos susceptibles ND5883, CLE253 y Perun. Mientras que NDB112 y

ND17293 (ambos con una RI=3) estén intimamente asociados en la Fig. 2, Bowman y TR6,
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(ambos con RI=4) estan distanciados entre si. Por su parte Morex e Ingrid (ambos con RI=5)
estan aun mas ampliamente distanciados en el biplot. Es interesante destacar que la dispersion
del genotipo TR6 del otro grupo de resistentes (NDB112, Bowman y ND17293) estaria explicado
por niveles crecientes de las variables asociadas a la respuesta oxidativa, en este caso a las 48
hdi (mas tardia). Estas variables incluyen APC, PE, PM y reaccién HR tanto en epidermis como

mesdfilo para los casos en los cuales las hifas aun no han penetrado las células epidérmicas.
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Figura 2. Microfenotipos de interaccion de diferentes genotipos de cebada con el aislamiento 04.1.4 de C. sativus.
Doble tincion con 3,3-diaminobenzidina (DAB) para deteccidon de ROS y con calcofluor para deteccién de estructuras
fungicas. A las 8 hdi: (A) Manchas marrones en células epidérmicas (mme) en la vecindad de un conidio (c)
germinado (fuera de foco). (B) Tincion DAB localizada en paredes de células epidérmicas (pe). A las 24 hdi: (C)
formacién de APC (estructura marrdn) debajo de apresorio (ap) y paredes de células epidérmicas con tincion DAB
localizada. (D) apresorios (ap) contactando pared anticlinal de célula epidermica y estoma (es). (E) hifa penetrando a
través del estoma y accediendo al mesofio (F) apresorio sobre pared anticlinal de células de epidermis que se
encuentran en HR (HREpre). (G) células epidérmicas en HR y formacion de APC por debajo de apresorio (H)
penetracion exitosa evidenciada por la presencia de hifa intracelular (hie) surgiendo del apresorio. La célula
epidérmica se encuentra en HR (HREpost). (I) misma imagen que en (H) pero bajo luz UV, observandose mejor la
hifa intracelular. A las 48 hdi: (J) hifa intracelular (hie) en célula epidérmica que no se encuentra en HR. (K) apresorio
(fuera de foco) sobre célula epidérmica en HR (HREpre) y células del mesofilo subyacentes en HR (HR Mpre). (L)
misma imagen que en (K) pero haciendo foco sobre el mesofilo. (M) hifa intracelular en célula epidérmica (fuera de
foco) y mesdfilo subyacente en HR (HRMpost). (N) infeccidon exitosa evidenciada por presencia de hifas en el
mesofilo (hm). Se observa una tincion DAB generalizada. (O) misma imagen que en (N) pero bajo luz UV,
observandose mejor la ramificacion de hifas en espacio intercelular del mesdfilo. Todos estos microfenotipos fueron
observados a las 24 y 48 hdi en todos los genotipos, con la excepcién de (O) que fue observado casi exclusivamente
a las 48 hdi, y en todos los genotipos. Los genotipos difirieron en el porcentaje de sitios de interaccion que
presentaban cada uno de los microfenotipos observados.
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Tabla 2. Respuestas celulares y avance de la infeccion observadas en tejidos foliares de 11 genotipos de cebada inoculados con C. sativus a las 24 y 48 hdi.

24 hdi
aposiciones en . . . . - - . . . . - %celulas en HR
;)ared celular HR epidermis HR epidermis HR meso6filo HR mesofilo Hifas epidermis Hifas mesofilo ° con hifas
Exp. Genotipo (APC) prepenetracién postpenetracion prepenetracion postpenetracién (intracelulares) (intercelulares) intracelulares

Media error st Media error st Media error st Media error st Media error st Media error st Media error st Media error st

3 ND5883 0.513 0.035 0.393 0.058 0.273*  0.041 0.027 0.011 0.007 0.005 0.347 0.042 0.127 0.029 79.33* 7.83

1 PERUN 0.653 0.058 0.413 0.078 0.093*  0.019 0.013 0.010 0.013 0.006 0.107*  0.020 0.000 0.003 88.67 20.25
1 CLE253 0.813*  0.047 0.420 0.078 0.040 0.013 0.027 0.014 0.000 0.004 0.053 0.014 0.007 0.003 91.67 20.25
2 CALICUCHIMA  0.273*%  0.048 0.220 0.059 0.107 0.029 0.027 0.013 0.027 0.007 0.280*  0.020 0.000 0.009 38.33 18.45
1 20IBON#69 0.500 0.061 0.293 0.072 0.007 0.005 0.020 0.012 0.013 0.006 0.027 0.010 0.000 0.003 33.33 20.25
2 INGRID 0.407 0.053 0.440 0.071 0.220*  0.040 0.020 0.011 0.013 0.005 0.273*  0.020 0.047 0.013 80.00 18.45
1 MOREX 0.407 0.060 0.233 0.067 0.020 0.009 0.027 0.014 0.000 0.004 0.067 0.016 0.000 0.003 29.00 20.25
3 BOWMAN 0.460 0.052 0.287 0.054 0.213 0.038 0.000 0.000 0.000 0.000 0.340 0.042 0.067 0.022 69.00 7.83

1 TR6 0.393 0.059 0.307 0.073 0.000 0.000 0.020 0.012 0.000 0.004 0.007 0.005 0.000 0.003 0.00 20.25
2 ND17293 0.440 0.053 0.313 0.066 0.040 0.019 0.020 0.011 0.013 0.005 0.113 0.014 0.013 0.007 33.33 18.45

48hdi
a;;:;zizgfusl::] HR epidermis HR epiderm‘is HR mes()fillo HR mesc’)filg I—!ifas epidermis Hifas mesofilo %cilour:ﬁg; HR
Exp. Genotipo (APQ) prepenetracién  postpenetracion prepenetracion  postpenetracion (intracelulares) (intercelulares) intracelulares
Media error st Media error st Media error st Media error st Media error st Media error st Media error st Media error st

3 ND5883 0.120 0.034 0.173 0.069 0.507*  0.048 0.013 0.013 0.113 0.054 0.693 0.071 0.453*  0.091 74.33* 7.53

1 PERUN 0.247 0.049 0.260 0.047 0.400* 0.050 0.100 0.030 0.113 0.032 0.467*  0.071 0.147*  0.025 85.83* 5.62

1 CLE253 0.007 0.009 0.100 0.032 0.467* 0.051 0.020 0.014 0.447*  0.051 0.467*  0.071 0.200*  0.028 71.33* 5.62

2 CALICUCHIMA  0.093 0.026 0.087 0.029 0.307 0.042 0.013 0.010 0.180 0.037 0.633*  0.025 0.360*  0.046 48.66 8.23

1 20IBON#69 0.107 0.035 0.300 0.049 0.133 0.035 0.120 0.032 0.060 0.024 0.287 0.064 0.213*  0.029 43.33 5.62

2 INGRID 0.087 0.025 0.120 0.033 0.393 0.045 0.000 0.000 0.220 0.039 0.620*  0.026 0.440*  0.047 63.67 8.23

1 MOREX 0.273 0.050 0.347*  0.051 0.147 0.036 0.147 0.035 0.020 0.014 0.233 0.060 0.033 0.013 58.67 5.62

3 BOWMAN 0.133 0.036 0.260 0.080 0.373 0.047 0.020 0.016 0.133 0.058 0.493 0.077 0.187 0.071 77.00* 7.53

1 TR6 0.107 0.035 0.240 0.046 0.080 0.028 0.127 0.033 0.040 0.020 0.167 0.053 0.080 0.019 45.33 5.62

2 ND17293 0.127 0.030 0.220 0.042 0.260 0.040 0.053 0.020 0.187 0.037 0.507 0.026 0.213 0.039 52.00 8.23



Los genotipos se ordenaron de igual manera que en la Tabla 1. Los datos corresponden a la proporcion estimada de
sitios de interaccion (lugar donde una estructura fungica (hifa, apresorio) se encontraba en contacto con alguna
célula del huésped produciéndose ROS (DAB+) en alguna regién de la célula de la epidermis y/o del mesoéfilo) que
presentaron la variable. Se muestra la media y el error estandar (error st) calculado para cada variable y genotipo.
Los asteriscos indican diferencias significativas (P<0.05) cuando se comparé el testigo resistente con cada uno de
los restantes genotipos, de acuerdo al test de Dunnett. En todos los casos donde se encontraron diferencias
significativas, los valores fueron mayores a los observados en el testigo resistente con la excepcion de @
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Figura 3. Analisis de Componentes Principales (PCoA), basado en el estudio de 20 variables (de respuesta oxidativa
y avance de la infeccién) seleccionadas para el analisis comparativo de 11 genotipos de cebada. Se construyd un
Biplot con los dos primeros componentes del analisis, en el que se muestran tanto las variables analizadas como los
genotipos estudiados. El porcentaje de variacion explicado por el eje 1 fue de 42% y de 21% para el eje 2. Los
genotipos con RI 6-9 fueron representados en recuadros de color negro, los que presentaron Rl 4-5, en recuadros
grises y los que presentaron Rl 1-3 en recuadros blancos. APC: aposiciones de la pared celular; HREpre: HR en
epidermis pre-penetracion; HREpost: HR en epidermis post-penetracion; HRMpre: HR en mesofilo pre-penetracion;
HRMpost: HR en mesofilo post-penetracion; PE: paredes de la epidermis; PM: paredes del mesofilo; Hif. Epi: hifas en
la epidermis; Hif Mes: hifas en el mesofilo; % PenetrHR: porcentaje de células epidérmicas penetradas en HR; 24: 24
hdi: 48: 48 hdi.
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3.6 DISCUSION

En este trabajo se realiz6 un estudio comparativo de las respuestas del huésped cebada frente a la
infeccién del hongo C. sativus en genotipos con comportamiento diferencial frente al patégeno. Se
seleccionaron genotipos de cebada con comportamiento resistente y susceptible a la enfermedad, que
pertenecen a pooles genéticos diferentes. Se utilizd una aproximacion microscépica que comprende
la deteccion de ROS mediante tincién con DAB y la visualizacion de las estructuras fungicas
mediante la tincion con el quimico fluorescente Calcofluor.

La evaluacion a nivel macroscépico de las Rl en los materiales seleccionados, permitio
detectar materiales resistentes, intermedios y susceptibles (Rls entre 3 y 9). Con los genotipos
diferenciales utilizados por Valjavec-Gratian & Steffenson (1997) se determind que el aislamiento
de C. sativus utilizado perteneceria al patotipo 1. Para el genotipo Calicuchima-sib se encontrd
una RI de 7, mostrando que este genotipo es susceptible al aislamiento utilizado. Bilgic et al.
(2006) encontraron que Calicuchima-sib es susceptible al patotipo 1y resistente al patotipo 2 por
lo que el resultado encontrado en este trabajo pareceria reforzar la idea de que el aislamiento
04.1.4 pertenece al patotipo 1, dentro de la clasificacion por patotipos de Valjavec-Gratian &
Steffenson (1997) para C. sativus.

En todos los genotipos estudiados, se encontraron a nivel microscopico las mismas
respuestas del huésped frente a la interaccion con C. sativus reportadas por Schafer et al.,
(2004). Sin embargo, en este trabajo y en oposicion a lo que sostienen Schafer et al. (2004), no
resulta evidente que las reacciones de defensa tempranas (24hdi) ya sea en etapas de pre-
penetracion tales como la formacién de APC y/o la HR asi como las HR post sean por si solos
eficaces en impedir que el hongo colonice el mesofilo. Estas reacciones de defensa no fueron
exclusivas de genotipos resistentes, encontrandose también en los materiales susceptibles, en
mayor proporcion aun que en el testigo resistente, en algunos casos.

La formacion de APC como mecanismo de defensa ha sido estudiada en las interacciones
que involucran tanto hongos biotrofos como hemibiotrofos y necrotrofos (Ibeagha et al. 2005,
Kumar et al. 2001, Hlckelhoven et al. 1999, Jarosch et al. 1999). Se ha postulado que las APC,

no solamente frenarian la penetracion del hongo, sino también permitirian contener a las células
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en HR, al bloquear los plasmodesmas, impidiendo que la muerte celular se propague a células
vecinas (An et al. 2006). En la interaccidn cebada-oidio, la acumulacion de ROS detectada in vivo
con DAB en las APC han sido estrechamente asociada a APC efectivas, (Hlckelhoven et al.
1999). En el trabajo presentado aqui, el genotipo Calicuchima-sib, susceptible al aislamiento
04.1.4 presentd un porcentaje de APC a las 24 hdi significativamente menor que el testigo
resistente, indicando una relacién entre la formacion de APC vy la resistencia. Sin embargo, el
genotipo CLE253, también susceptible al aislamiento de C. sativus utilizado, present6 a las 24 hdi
un porcentaje de APC significativamente mayor que el testigo resistente NDB112. En todos los
genotipos se observo una disminucion en el porcentaje de APC a las 48 hdi, con respecto al
porcentaje encontrado a las 24 hdi. Estos resultados no concuerdan con los encontrados por
Ibeagha et al. (2005) en trigo, donde el genotipo resistente presentd en los tres tiempos
evaluados un mayor porcentaje de APC que el genotipo susceptible. Pareceria entonces que este
mecanismo de defensa permite enlentecer el avance del patégeno, si bien no es totalmente
efectivo. Por esta razén quizas en Calicuchima-sib, que tiene un menor porcentaje de APC a las
24 hdi que el testigo, se observa un mayor porcentaje de hifas intracelulares en la epidermis que
NDB112 ya a las 24 hdi, a diferencia de CLE253.

La falla en la formacién de una APC efectiva, pareceria desencadenar una HR como
segunda linea de defensa en la interaccion de la cebada con el patdégeno biotrofo B. graminis, de
forma de contener la infeccion (Vanacker et al. 2000). A diferencia de lo observado para B.
graminis, investigaciones realizadas con el hongo hemibiotrofo Magnaportha grisea mostraron
que la HR ocurre usualmente en células en donde la APC no ha podido frenar el crecimiento del
hongo, pero demasiado tarde para prevenir la enfermedad (Jarosch et al. 1999). En este caso la
HR puede ser considerada una consecuencia de la destruccion celular asociada a la
susceptibilidad, mas que a la resistencia (Jarosch et al. 1999). Se ha postulado que la HR es un
mecanismo eficiente para controlar hongos biotrofos, como en el caso de oidio (Thordal-
Christensen et al. 1997) pero no es efectiva en hogos necrotrofos (Govrin & Levine, 2000). Sin
embargo, estudios realizados en la interaccidn del trigo con el hongo biotrofo Puccinia stiiformis
f.sp. tritici, no encontraron asociacion entre la inhibicién del crecimiento de las hifas del hongo y la

muerte celular con acumulacién de ROS (Melichar et al. 2008). En la interaccion cebada-C.
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sativus analizada en este trabajo, al igual que en Ibeagha et al. (2005), no se encontraron
diferencias significativas en la HRE pre-penetracion entre los genotipos (tanto resistentes como
susceptibles) ni a las 24 ni a las 48 hdi, con la excepcion del material Morex, a las 48 hdi.
Entonces, este mecanismo de defensa pre-penetracion pareceria basal, compartido por
genotipos resistentes o0 susceptibles. En cambio, se encontraron diferencias significativas entre
los genotipos susceptibles CLE253, Pertin, ND5883 y el testigo resistente cuando se evaluo el
porcentaje de células epidérmicas en HR post penetracion. Esto podria estar indicando que la
susceptibilidad esta asociada a un mayor porcentaje de HRE post penetracion. Hlckelhoven
(2007) propone que el rol de la muerte celular asociada a la HR es complejo y podria depender
del momento en que aparece la HR. Pareceria entonces, de acuerdo a este trabajo, que para un
hongo hemibiotrofo como C. sativus, la HRE post penetracién es un mecanismo que no funciona
efectivamente como defensa sino por el contrario, estaria asociado a la susceptiblidad del
huésped. Sin embargo, no se puede generalizar la asociacion entre susceptiblilidad y HREpost,
ya que el genotipo Calicuchima-sib, también susceptible a la enfermedad, si bien presentaba un
porcentaje mayor de hifas en la epidermis que el testigo, el porcentaje de las mismas que se
encontraba en HR no diferia de las observadas en el testigo resistente.

Las diferencias encontradas en las variables APC y HREpost entre genotipos susceptibles,
con respecto al testigo resistente, permiten afirmar que las estrategias de defensa desplegadas
por los materiales susceptibles analizados no son iguales. El analisis univariado en este trabajo,
permiti6 encontrar diferencias entre los genotipos susceptibles con respecto a NDB112
(resistente) pero no entre éste y otros genotipos resistentes. En la interaccién Beta vulgaris-
Erysiphe betae, sin embargo, se observd variacion en las estrategias de los materiales
resistentes cuando se compararon con el testigo susceptible, por mayores porcentajes de APC o
de HR temprana y tardia en genotipos resistentes (Fernandez-Aparicio et al. 2009).

El anélisis de componentes principales, teniendo en cuenta todas las variables analizadas,
ha permitido separar a los genotipos analizados, en especial los que se comportan de manera
mas susceptible. El biplot construido a partir de este analisis, muestra que los genotipos mas
susceptibles se ubican hacia la izquierda, tanto por las variables de respuesta oxidativa

tempranas (24 hdi) como por las variables de avance del hongo (48 hdi) con la excepcién de
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Calicuchima-sib y 20IBON#69. La acumulacién de ROS en grandes cantidades ha sido implicada
en interacciones compatibles de la cebada con patégenos necrotrofos y hemibiotrofos como
Rhynchosporium secalis y Pyrenosphora teres (Able 2003). Shetty et al. (2007) encontraron que
en la interaccion del trigo con el hongo hemibiotrofo Septoria tritici, la esporulaciéon del hongo
coincide con una acumulacién masiva del ROS, Sin embargo, su remocion por infiltraciéon con
catalasa resulto en un crecimiento incrementado del patégeno, indicando que el patégeno puede
tolerar la presencia de ROS, pero su crecimiento es de alguna manera inhibido. En esta misma
linea, Kumar et al. (2001) propusieron un rol dual del H,O; en la resistencia de la cebada a C.
sativus, implicado en una primera etapa en reacciones de defensa y en una segunda etapa, una
acumulacién excesiva, especialmente en el mesofilo, podria estar involucrado en una
patogénesis exitosa. Estos autores proponen que dicha acumulacién estaria indicando una
pérdida del control celular sobre los procesos oxidativos, probablemente provocada por las
toxinas del hongo. EI mejor conocimiento de la biosintesis de estas toxinas, la disponibilidad de
secuencias genomicas fungicas y técnicas de disrupcion génicas permitiran el desarrollo de
herramientas para estudiar en profundidad el rol de las toxinas en disparar la muerte celular y la
enfermedad (Howlett 2006). El desarrollo de estas herramientas seria util para avanzar en el
analisis de nuestro patosistema.

En este trabajo se realizaron los primeros estudios cuantitativos dirigidos a caracterizar los
mecanismos subyacentes de resistencia y susceptibilidad en la interaccién cebada-C. sativus.
Las respuestas oxidativas en la epidermis y el avance de la colonizacion del patdgeno en las
primeras 48 hdi constituyen pardmetros informativos para la caracterizaciéon de los mecanismos
de resistencia y susceptibilidad. Su inclusion en futuros estudios celulares y moleculares
resultaria valiosa para comenzar a revelar las bases moleculares de la resistencia de la cebada a
C. sativus. A pesar de tener un caracter preliminar, este estudio permitié detectar diversidad en
los mecanismos de resistencia y susceptibilidad en genotipos de cebada. Este resultado podria
ser de utilidad para la inclusion de genotipos con comportamiento diverso frente a la enfermedad,

en programas de mejoramiento.
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4. DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES GLOBALES

Las enfermedades producidas por microorganismos causan pérdidas econdmicas serias
en la mayoria del los cultivos, al reducir el rendimiento y calidad de los mismos. Una de las
estrategias utilizadas para proteger a los cultivos de la infeccion por diferentes patogenos es la
resistencia genética. Cuando se encuentran disponibles variedades resistentes, y la resistencia
resulta durable esta es aun considerada la aproximaciéon mas efectiva y el método de control
preferido para evitar las pérdidas en la agricultura producidas por factores biéticos.

La mancha borrosa, es una importante enfermedad foliar que afecta a los cultivos de
cebada. Esta enfermedad, producida por el hongo Cochliobolus sativus, provoca pérdidas
significativas en produccién y calidad de grano y malta en varias regiones del planeta,
especialmente en regiones subtropicales. En Uruguay se han detectado reducciones del
rendimiento que han llegado hasta el 30% en afios en que las condiciones ambientales son
favorables para el desarrollo de la enfermedad (Pereyra et al., 2011). Las variedades comerciales
disponibles en nuestro pais no han mostrado un buen comportamiento a mancha borrosa (Castro
et al., 2011), por lo que desde 1992, en INIA La Estanzuela anualmente se instalan ensayos de
evaluacion con la finalidad de detectar materiales con comportamiento resistente a la
enfermedad. En estas evaluaciones se han incluido materiales provenientes de EEUU, como
NDB112 y Bowman, que han mostrado un comportamiento resistente en dicho pais (Fetch y
Steffenson, 1994). La resistencia de NDB112 ha resultado efectiva por cuatro décadas, sin
embargo la de Bowman no ha sido tan durable (Steffenson et al., 1996). La deteccion en Canada,
de aislamientos de C. sativus, virulentos para NDB112 (Ghazvini y Tekauz, 2007) ha puesto de
manifiesto la necesidad de encontrar nuevas fuentes de resistencia, no relacionadas con los
genotipos Bowman y NDB112 (Bovill et al., 2010). Si bien en Uruguay los programas de
evaluacion mencionados han detectado materiales promisorios con resistencia en estado de
plantula o planta adulta y pertenecientes a origenes diversos (Pereyra y Stewart, 1996; Albin,
2008), la evaluacién fenotipica no permite saber si las fuentes de resistencia seleccionadas

presentan determinantes genéticos de resistencia diferentes o redundantes.
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En este contexto, el objetivo de este trabajo fue identificar genotipos con comportamiento
resistente a MB con genes de resistencia posiblemente diversos. El primer abordaje utilizado
para cumplir con este objetivo fue el analisis y comparacion de los haplotipos cromosémicos
presentes, en el germoplasma estudiado, en nueve regiones reportadas en la literatura por la
presencia de QTLs de resistencia a MB mediante marcadores moleculares (SSR y STS). La
segunda estrategia utilizada fue el analisis histoquimico del estrés oxidativo producido en las
células del huésped cebada, durante las etapas tempranas de la interaccion huésped-patogeno.
Para esto fueron estudiados once genotipos de los analizados por haplotipos cromosémicos para
comparar sus mecanismos de defensa a nivel celular. Estos materiales fueron seleccionados por

pertenecer a diferentes grupos en el analisis global de las relaciones genéticas.

4.1 ANALISIS Y COMPARACION DE LOS HAPLOTIPOS CROMOSOMICOS

El analisis de haplotipos cromosémicos en las nueve regiones analizadas permitié observar
una variacion en el numero de haplotipos en los diferentes intervalos. Se observaron regiones
mas conservadas como la region 3H-1-3 del cromosoma 3H y menos conservadas como en las
regiones 1H-1-2, 7H-2-4 y 4H-10-11. La mayor variabilidad en estas ultimas regiones podria
deberse a dos motivos diferentes: 1) el fendbmeno de la recombinacién es mas frecuente en el
genoma de la especie cebada en las regiones que se observaron como mas variables; 0 2) la
observacion de mayor variabilidad en determinadas regiones fue debida a la eleccion de
marcadores y genotipos en tales regiones.

Drader et al. (2009) encontraron un alto porcentaje de recombinacion en el intervalo 7H-
2-5. Esta region incluye al locus Rcsb, ademas de loci asociados a 24 caracteristicas
agronémicas importantes incluyendo genes analogos (u homologos) a genes de resistencia R de
tipo NBS-LRR. El tipo de genes presentes en estas regiones podrian estar explicando la mayor
variabilidad. Leister et al. (1998) han detectado en cebada una gran diversidad intraespecifica en
genes R tipo NBS-LRR basada esencialmente en variantes de nimero de copias. En la regién
1H-1-2 se encuentra el locus de resistencia a MB Rcs6 (Bilgic et al., 2006) y en la regién del

cromosoma 4H se encuentra el gen Mlo, cuyo producto proteico ha sido asociado con multiples
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reacciones de defensa (Buschges et al, 1997). Si bien en todas las regiones gendmicas
estudiadas en este trabajo se encuentran genes y QTLs de resistencia a varias enfermedades
(mancha borrosa, mancha en red, septoriosis, escaldadura, y oidio), globalmente la densidad de
este tipo de loci es mayor en las regiones 1H-1-2 y 7H-2-4 (ver figura 3 de Yun et al., 2005).
Estas dos zonas, y la 4H-11-12 han sido incluidas dentro de los ocho “hot spots” para la
resistencia a varias enfermedades (Schweizer y Stein, 2011). En la regién 3H bin 1-3 (poco
variable en este trabajo), se localiza el locus Rph7, (resistencia a roya de la hoja) (BinMap 2005,
Graingenes 2.0). Brunner et al. (2003) encontraron una alta densidad de genes en un fragmento
de ADN que incluia dicho locus, encontrando sin embargo una frecuencia de recombinacion mas
baja en la regién del locus Rph7 que la presente en zonas proximales a éste. Estudios
posteriores, analizando 41 lineas de cebada, mostraron que la variabilidad de haplotipos
observada en dicho locus se restringe a regiones intergénicas (Scherrer et al., 2005). Por lo tanto
para determinar si realmente se trata de una region menos variable, el intervalo 3H-1-3 deberia
estudiarse con un mayor numero de marcadores moleculares.

Varios autores ((Badea et al., 2008, Tar an et al., 2007, Gosman et al., 2007; Ogbonnaya
et al., 2007, Yu et al., 2006, McCartney et al., 2004, Liu y Anderson, 2003) han sugerido el
supuesto de que si un genotipo de cebada posee el mismo patrén de alelos (haplotipo) en los
marcadores asociados al QTL de resistencia que el genotipo de referencia para ese QTL,
entonces posiblemente ambos materiales posean el mismo QTL de resistencia. Sin embargo,
esto solamente se aplicaria de forma sdlida para el caso de genotipos vinculados
genealdgicamente. Por ejemplo, el genotipo 12IBYT#25 que compartio con Calicuchima seis de
ocho alelos, y NDB112 que compartié con Morex siete de los 14 alelos (en particular aquellos
localizados en el intervlo 7H-2-4) serian casos de genotipos relacionados que podrian tener cierto
nivel de redundancia en la resistencia presente en Calicuchima y Morex, respectivamente. Sin
embargo, este razonamiento no es necesariamente aplicable si no se conoce si la identidad de
los alelos es por compartir una misma ascendencia o0 genealogia o simplemente por estado. Por
esta razén es importante tener una buena informacion sobre la genealogia de los genotipos a
analizar. En este trabajo se encontraron pocos genotipos con los mismos haplotipos que los

genotipos de referencia. Sin embargo, en la regién 3H-1-3, varios genotipos presentaron el
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mismo haplotipo que Bowman-BC, y no todos estaban relacionados genéticamente con el mismo.
Esta region es poco variable en el conjunto de materiales por lo que deberia saturarse con mas
marcadores moleculares, como se menciond con anterioridad.

Tanto el andlisis de diversidad de haplotipos cromosomicos de cada regién por separado,
como el del conjunto de las nueve regiones estudiadas, detectd varios materiales pobremente
relacionados geneticamente con los genotipos Morex y Bowman, asi como con NDB112. Este
trabajo sugiere que las lineas TR6, 20IBON#69, ND17293, ND23180, 12IBYT#25, FA2291 y
Tx7934 podrian ser portadoras de determinantes genéticos de resistencia a MB diferentes con
respecto a los previamente reportados. La base genetica de la resistencia en estos materiales
podria explciarse por variantes alélicas nuevas en los genes o QTLs de resistencia a MB, ya
reportados o, alternativamente, por genes o QTLs localizados en otras regiones gendmicas.
Estas alternativas podrian estudiarse mediante estudios de mapeo para comprobar si los QTLs
de resistencia a MB de estos genotipos se encuentran localizados en regiones ya reportadas, o
se encuentran en nuevas regiones cromosomicas.

De manera complementaria, se podria analizar el grado de co-localizacion entre los QTLs
de resistencia a MB y los loci de genes involucrados en reacciones de defensa. Recientemente
se han conectado QTLs de resistencia a oidio con genes candidatos en la resistencia basal
(Aghnoum et al., 2010). En algunos genotipos de cebada, los loci Rcs5, Res6 y el gen Mlo
colocalizan con QTLs de resistencia a MB. De estos tres loci, unicamente Mlo ha sido
secuenciado. Seria interesante estudiar la diversidad alélica del gen Mlo y de los genes
presentes en los loci Rcsd y Res6 entre los diferentes genotipos resistentes. Si bien los
marcadores funcionales (derivados de secuencias caracterizadas funcionalmente) serian
superiores a los marcadores de ADN al azar (RFLPs, AFLPs y SSR) porque nos permiten ver
polimorfismo dentro de la secuencia del propio gen, el desarrollo de éstos es aun limitado ya que
se conoce la funcion de aproximadamente un 10 % de los genes vegetales. (Andersen y
Libberstedt, 2003).
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4.2 ANALISIS HISTOQL}iMICO DEL ESTRES OXIDATIVO PRODUCIDO EN LAS
CELULAS DEL HUESPED

El segundo objetivo del trabajo fue analizar a nivel celular el patron de respuestas
tempranas de infeccién a C. sativus descritas por Shafer et al (2004) en genotipos resistentes y
susceptibles, diversos genéticamente. Mediante evaluacion histoquimica de la acumulacién de
ROS se registro la frecuencia de las respuestas APC, HR pre y postpenetracion.
Simultaneamente se registré el del progreso de infeccion. El andlisis histoquimico realizado no
permitié detectar una combinacion de variables (de respuesta oxidativa y de avance del hongo)
exclusiva de genotipos resistentes o de genotipos susceptibles. Asimismo, los niveles mas altos
en las frecuencias observadas para cada una de las variables de respuestas celulares analizadas
no se asociaron con mayors niveles de resistencia Se puede afirmar que para los genotipos
estudiados, la formacion de APC no es exclusiva de genotipos resistentes ya que se observo
también en genotipos susceptibles. Niveles contrastantes de frecuencia de APC fueron
encontrados  entre los genotipos susceptibles indicando que existiria diversidad en este
mecanismo de defensa en dichos genotipos.

Considerando las respuestas observadas en epidermis, el mecanismo de defensa HRpre-
penetracion, pareceria ser basal, no adjudicandose unicamente a genotipos resistentes o
susceptibles. Por otro lado, para varios genotipos susceptibles analizados la frecuencia de
HRpost-penetracion fue significativamente mas alta que el testigo resistente NDB112, por lo que
esta variable pareceria estar asociada a la susceptibilidad. Sin embargo, no podemos generalizar
la asociacion entre susceptiblilidad y HRpost ya que genotipos susceptibles como Calicuchima-
sib no presentaron diferencias significativas con respecto al testigo resistente NDB112, indicando
otro aspecto de diversidad de respuestas entre los genotipos susceptibles.

En células del mesdfilo el comportamiento fue similar en todos los genotipos en las etapas
tempranas de la interaccion (24 hdi). Sin embargo, a las 48 hdi, CLE253 presentdé un mayor
porcentaje de HRMpost que el testigo resistente a las 48 hdi. Si bien este genotipo presentd
ademas diferencias significativas en el porcentaje de hifas en el mesdfilo a las 48 hdi con
respecto a NDB112, otros genotipos susceptibles como 20IBON#69, Pertn, Calicuchima-sib,

Ingrid y ND5883 también presentaron mayor porcentaje de hifas en el mesdfilo que el testigo pero
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no una mayor acumulacion de H2O2 en el mesoéfilo, por lo menos hasta las 48 hdi por lo que la
variable HRMpost estaria asociada a la susceptibilidad de CLE253 pero no a la de otros
genotipos susceptibles. Por otro lado se observo, como era esperable, que los genotipos que
presentaron lecturas de Rl de 6 a 9, manifestaron los niveles mas altos de frecuencias de
presencia de hifas en el meséfilo. La excepcién fue Ingrid, con un RI de 5, que mostré un mayor
porcentaje de esta variable que el testigo. En este genotipo se observé un comportamiento mas
susceptible en primera hoja que en segunda hoja, en la cual se realizaron las observaciones para
las RI.

A diferencia del andlisis univariado, que no permitid encontrar diferencias entre los
genotipos resistentes pero si entre los susceptibles, el analisis multivariado permitié separar a los
genotipos resistentes Morex, TR6 y medianamente susceptible 20IBON#69 del grupo de
resistentes NDB112, Bowman y ND17293. En este andlisis, las diferencias entre estos grupos
estarian explicadas por niveles crecientes de las variables asociadas a la respuesta oxidativa a
las 48 hdi (mas tardia): APC y reaccion HR tanto en epidermis como meséfilo para los casos en
los cuales las hifas aun no han penetrado las células epidérmicas.

El analisis de expresion de genes relacionados con el metabolismo de las ROS y con la
regulacion de la muerte celular podria ser util para caracterizar a nivel molecular el
comportamiento diferencial de cebada frente al ataque de C. sativus (Shéfer et al., 2004,
Hulckelhoven et al., 2001). Estudios recientes han mostrado patrones de expresion similares de
genes sub y sobre representados en la resistencia ‘huésped apropiado” y ‘huésped no
apropiado”, sugiriendo que tanto la resistencia “huésped no apropiado” como la resistencia basal
estan relacionadas funcionalmente, existiendo probablemente una regulacion mas compleja en la
resistencia *huésped no apropiado” (Zellerhoff et al., 2010). En el estudio que se presenta aqui, si
bien se han observado diferencias entre los genotipos estudiados, en la representacion de cada
una de las distintas variables, no se encontraron mecanismos de defensa exclusivos de
genotipos resistentes. Diferentes células o conjunto de células se comportan de diferente
manera, dentro de la misma hoja de un genotipo, por lo que posiblemente la expresion de genes
es diferente en esas células. Se ha probado la existencia de un patrén diferencial de expresion de

genes en ceélulas epidérmicas individuales con comportamiento diferente frente al patogeno B.
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graminis (Gjetting et al., 2004). Las reacciones diferentes observadas en una misma hoja podrian
deberse a que durante la interaccion huésped-patogeno las sefiales liberadas por ambos parecen
variar de un sitio de interaccion a otro, llevando en algunos casos al avance del patdgeno
mientras que en otros, la célula huésped logra desplegar sus mecanismos de defensa en forma
rapida y eficiente. Ademas de esto, diferencias espaciales y temporales en la expresién de genes
relacionados con la defensa podrian estar ocurriendo en estas células. ;Que hace que algunos
genotipos sean mas eficientes en sus mecanismos de defensa? De acuerdo a los resultados aqui
presentados, la eficiencia diferencial de los genotipos de cebada en sus mecanismos de defensa
pareceria estar relacionado a la existencia de diferencias cuantitativas, mas que cualitativas entre

los mismos, que los hacen resistentes o susceptibles a C. sativus.

4.3 DIVERSIDAD GENETICA Y FUNCIONAL EN GENOTIPOS DE CEBADA
RESISTENTES Y SUSCEPTIBLES A MB

Este trabajo permiti6 identificar genotipos de cebada potencialmente diversos
genéticamente, cuando se analizaron con marcadores moleculares, en regiones cromosomicas
asociadas a la resistencia a MB. De los cuarenta materiales analizados por haplotipos
cromosomicos, se propone que siete de ellos (TR6, 20IBON#69, ND17293, ND23180,
12I1BYT#25, FA2291, Tx7934) podrian ser estudiados en mayor profundidad como posibles
portadores de resistencia a MB, diversa con respecto a la aportada por los genotipos Bowman y
NDB112. Tres de estos materiales (TR6, 201BON#69, ND17293) fueron seleccionados para el
analisis funcional utilizando una aproximacion histoquimica para detectar la acumulacion de H202
en células en contacto con C.sativus. Se eligieron ademas los genotipos NDB112, Bowman y
ND5883 utilizados como diferenciales para detectar patotipos del patégeno (Fetch y Steffenson,
1994). Se incluyéd un material susceptible en condiciones locales como CLE253 y uno
moderadamente resistente en planta adulta, como Pertn. Calicuchima-sib, no evaluado en
Uruguay, también fue incluido, asi como Ingrid, por ser un material utilizado en otro trabajo
(Kumar et al., 2001) para estudios histoquimicos.

Debido a que los genotipos TR6, 201BON#69, ND17293, presentaron el menor nimero de

alelos en comun con Morex, y Bowman, en las regiones en donde éstos son los genotipos de
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referencia, se esperaba que los mecanismos de resistencia de estos tres genotipos fueran
diferentes a los presentes en Morex, NDB112 y Bowman. Sin embargo, el analisis multivariado
detecté diferencias solamente para los genotipos TR6 y 20IBON#69 mientras que
inesperadamente ND17293, tuvo un comportamiento similar a NDB112 y Bowman. Aunque
ND17293 tiene a Bowman en su pedigri (se ha sugerido que este genotipo seria un dador
indirecto de la resistencia a NDB112), es posible también que haya acumulado resistencias de
otras fuentes de origenes muy diversos (Shyri, Gloria/Copal) y por lo tanto su apariencia como de
origen mezclado (afiliado a diferentes grupos) en el analisis de estructura de la poblacion era
esperable. Es por esta razén que la alta similitud funcional de la resistencia observada entre
ND17293 y Bowman y NDB112 no fue anticipada.

CLE253, si bien tiene a Perun en su genealogia, se comporta de manera mas susceptible
a campo que este ultimo. En plantula, con el aislamiento 04.1.4, ambos tuvieron un Rl de 7, si
bien su respuesta oxidativa no fue igual en ambos genotipos. TR6, de pedigri desconocido, tuvo
un comportamiento resistente tanto en plantula como en planta adulta en nuestras condiciones,
por lo que deberia ser tenido en cuenta para futuros estudios y para los programas de
mejoramiento. 20IBON#69, si bien es medianamente susceptible en plantula, tiene un buen
comportamiento en planta adulta, por lo que también deberia ser tenido en cuenta. Calicuchima-
sib y ND5883, no tuvieron un comportamiento semejante a nivel de respuesta oxidativa. En el
analisis global de los 32 marcadores moleculares estos genotipos aparecian como muy similares
genéticamente, aunque por genealogia esto no era esperable ya que no estan emparentados. Es
importante destacar que estos genotipos resultaron susceptibles a un aislamiento posiblemente
del patotipo1, por lo que deberian evaluarse frente a un aislamiento perteneciente al patotipo 2,
frente al que nuestra hipotesis es que se comporten de manera resistente (Bilgic et al., 2006,
Valjavec-Gratian y Steffenson, 1997). Estos genotipos, si bien no se comportan de forma
resistente en nuestras condiciones, deberian tenerse en cuenta en el caso de comprobarse a
nivel local, la existencia del patotipo 2 de C. sativus. Los genotipos ND23180, 12IBYT#25,
FA2291, Tx7934, posiblemente diversos genéticamente, podrian agregarse a los estudios de
diversidad funcional, tanto mediante estudios histoquimicos como de expresiéon de genes de

defensa.
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Analisis de coordenadas Principales (PCoA), resultante de la matriz de distancia genética, basado en el andlisis
de 32 SSR asociados a nueve QTLs de resistencia a MB, para una coleccion de 40 genotipos de cebada. Entre
paréntesis se indico el porcentaje de variacion explicada por cada eje. En gris se sombrearon los genotipos con
comportamiento resistente a nivel local. Se agregé a la representacion el resultado del programa STRUCTURE
para cada individuo (k=4)
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