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1 INTRODUCCION

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

Uno de los factores mas determinantes de la disminucién de la calidad del
grano es la ocurrencia de enfermedades foliares. Dentro de éstas se destaca la
mancha borrosa causada por Cochliobolus sativus. Las severas y frecuentes
ocurrencias de esta enfermedad en nuestro pais podrian explicarse por los
siguientes tres factores. No se dispone de materiales comerciales con buen
comportamiento a la enfermedad. El in6culo estd siempre presente en el
sistema debido a los grandes volumenes de rastrojos remanentes en la
superficie asociados a la amplia adopcién de técnicas conservacionistas de
suelo. Finalmente, el cultivo de trigo, principal cereal de invierno, también es
afectado por esta enfermedad.

La evolucion de los costos de produccion ha reducido los méargenes de
rentabilidad del cultivo, por lo tanto la busqueda e identificacion de fuentes de
resistencia diversas y efectivas se vuelve una actividad estratégica de
importante impacto potencial. Esta estrategia implica la evaluacion de
materiales genéticamente diversos bajo nuestras condiciones ambientales y
poblaciéon local del patégeno. Colecciones de germoplasma candidatas a
expresar buenos niveles de resistencia a mancha borrosa en nuestras
condiciones pueden obtenerse mediante programas de intercambio de
germoplasma con instituciones internacionales y programas de mejoramiento
de cebada de diferentes partes del mundo.

Desde 1992, INIA La Estanzuela ha conformado una coleccién dindmica de
germoplasma de cebada para evaluar resistencia a mancha borrosa. La misma
se evalla en cuanto a la respuesta a la enfermedad en planta adulta. Los
materiales mas promisorios son integrados como lineas parentales en los
bloques de cruzamiento para combinarse con material elite local. Este esquema
de evaluacion basado en el comportamiento fenotipico de los materiales
(resistencia en planta adulta) deja adn sin abordar las siguientes interrogantes:

B ;las fuentes de mejor comportamiento sanitario manifiestan diferentes
mecanismos de resistencia?



B ,las resistencias observadas se explican por diferentes determinantes
genéticos?

Siguiendo esta linea de investigacién los objetivos de este trabajo son:

B Analizar el comportamiento sanitario en planta adulta de 31 genotipos
seleccionados de los registros de la coleccion de mancha borrosa de
INIA La Estanzuela colectados entre los afios 1999 y 2002.

B Caracterizar el nivel de resistencia a nivel de plantula para el mismo
grupo ampliado a 33 genotipos.

B Analizar la diversidad genética de los 22 genotipos a partir de: i) datos
genealogicos; ii) datos de polimorfismos moleculares obtenidos a partir
de marcadores RAPDs

B Elaborar una lista de materiales que sean diversos genéticamente, y con
buenos niveles de resistencia en plantula y/o planta adulta.



2 REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 EL CULTIVO DE CEBADA CERVECERA EN EL URUGUAY

En Uruguay, el cultivo de la cebada (Hordeum vulgare subsp. vulgare L.) es
uno de los mas importantes en cuanto a area de cultivo y significacion
econdmica en los predios agricolas. Comparando las areas ocupadas por
cultivos de secano entre las zafras 1999/00 y 2006/07, la cebada siempre se
ubicd dentro de los tres primeros lugares (Figura 1, URUGUAY. MGAP. DIEA,
2007). En nuestro pais el grano cosechado tiene como destino principal la
elaboracion de malta para la exportaciéon. Constituye una entrada de recursos
muy importante para los productores no solo por su valor directo sino por la
seguridad de comercializacion al realizarse bajo contrato con las industrias
malteras y con precio minimo garantizado. Por otra parte la industria maltera
planifica la distribucion de areas segun variedad y financia los insumos lo que
hace al cultivo particularmente atractivo para agricultores con problemas de
acceso al crédito (Castro et al., 2007).

Figura 1: Area sembrada de cultivos de secano (en miles de hectareas) en el
periodo 1999/00 a 2006/07 en Uruguay.
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La calidad maltera del grano constituye unos de los factores fundamentales
en la produccién de cebada cervecera. Es un caracter complejo, ya que
depende tanto de las propiedades fisicas del grano maduro como de los niveles
de actividad enzimatica alcanzados durante la germinacién. Ha sido definida
como el producto de un conjunto de caracteres siendo los mas estudiados por
su importancia: calibre y peso de grano, porcentaje de extracto de malta,
diferencia del extracto, viscosidad del mosto, friabilidad de la malta, contenido
de nitr6geno en el grano malteado y en el mosto, indice de Kolbach, amonio
libre en el mosto, indice Hartong y poder diastasico (Arias, 1991)

Entre las causas que pueden afectar la calidad de malta en la fase industrial
se describen factores abidticos y bidticos que puedan haber actuado durante el
proceso de desarrollo de la semilla asi como durante su almacenamiento. Entre
los primeros se encuentran el dafo mecanico, climético, fisico y de manejo.
Entre los factores bidticos se puede mencionar el ataque de microorganismos,
principalmente hongos

2.2 LIMITANTES SANITARIAS DE LA CALIDAD DE MALTA

Las enfermedades a hongos que afectan la calidad de malta generan
diferentes tipos de darnos, los cuales se clasifican en directos e indirectos. Los
danos directos son ocasionados por las enfermedades: i) punta negra, causada
por el complejo de hongos compuesto por Bipolaris sorokiniana, Alternaria
alternata y Fusarium spp (Miles et al., 1989), vy ii) fusariosis de espiga (causada
por Fusarium graminearum). Ambas enfermedades determinan directamente
una disminucidn en el peso de mil granos y la tasa de germinacion.

Las enfermedades causantes de dafos indirectos mas importantes en
nuestro pais son las manchas foliares, dentro de las cuales las que se destacan
mancha borrosa (causada por C. sativus), escaldadura (causada por
Rynchosporium secalis) y mancha en red (causada por Drechslera teres)
(Pereyra, 1996).

Las manchas foliares se caracterizan por producir necrosis, clorosis y hasta
defoliacién, generando una disminucién significativa de la radiacion solar
interceptada y absorbida, dando como consecuencia una menor produccion de
biomasa y menor rendimiento. Conjuntamente, se observa un aumento de la
respiracion, transpiracién y disminucion de la fotosintesis (Nutter et al., 1985)

Los componentes de calidad también puede ser comprometidos por
enfermedades virales que afecten el area foliar. En el caso del virus BYDV,
(virus del enanismo amarillo de la cebada, por su sigla en inglés) se lo asocia
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con incremento de la proteina en grano, incrementos significativos en la
proteina del mosto y en el poder diastasico, asi como disminucién en el extracto
de malta. Otros parametros en calidad maltera como color del grano, niveles de
alfa-amilasa, y viscosidad del mosto no se afectaron significativamente
(Edwards et al., 2001).

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). Segun German (2006),
las poblaciones de roya de la hoja son poco complejas en nuestro pais
presentando solo tres razas. También menciona que la enfermedad se hizo
importante a nivel de campo a partir del aflo 2005 donde dos de las tres razas
antes descriptas produjeron una epidemia muy importante en las variedades
mas difundidas. Por otro lado Pereyra (1996) cita que las pérdidas en
rendimiento causadas por esta enfermedad fluctuaron entre 17 a 25% mientras
que la disminucién del porcentaje del grano de categoria 1°+2% varié entre 3
a 25%. En cuanto a oidio se la considera una enfermedad secundaria en
nuestro pais, con prevalencia en zonas humedas (German et al., 2005).

2.3 MEDIDAS DE CONTROL SANITARIO EN CEBADA

Bésicamente hay tres formas de controlar las enfermedades; mediante
resistencia genética, control cultural y quimico. Con respecto a la incorporacioén
de resistencia, la estrategia desarrollada en el programa de mejoramiento
genético de INIA La Estanzuela, Uruguay ha sido especifico para cada
enfermedad. Las fuentes de resistencia se identifican en colecciones de
germoplasma analizadas a nivel de planta adulta y se caracteriza ademas su
comportamiento en plantula en el caso de las manchas foliares o el tipo de
resistencia para fusariosis de espiga. En general, para manchas foliares se
busca incorporar resistencia a materiales con buena adaptacion y calidad
maltera mediante retrocruzas (Pereyra et al., 2007).

Aunque existen variaciones en cuanto a la susceptibilidad genética a las
diferentes manchas en los cultivares utilizados comercialmente en Uruguay,
no existe resistencia genética a mancha borrosa. En cambio si se observan
buenos comportamientos genéticos frente a mancha en red (Pereyra et al.,
2007).

Entre las medidas culturales mas importantes estan: sembrar semilla libre de
patégenos y la rotacién de cultivos; esto esta fundamentado porque todos los
agentes causales de manchas foliares sobreviven en rastrojos y semillas, y
poseen una importante eficiencia de pasaje a la hoja (Pereyra, 1996).
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La implementacion de la siembra directa ha complicado las medidas
culturales. La eliminacién de actividades de laboreos y quema de rastrojos ha
determinado mayor volumen de rastrojo y con mayor tiempo de permanencia en
la superficie del suelo. Estos dos factores favorecen claramente la
supervivencia de los patégenos en el sistema. Esto se agrava en enfermedades
como mancha borrosa que atacan trigo y cebada indiscriminadamente.

Pereyra (1996) menciona que cuando las medidas de resistencia y control
cultural son ineficientes para el control de manchas foliares, el uso de fungicidas
se plantea como una opcion eventual. Este autor sugiere tener en cuenta varios
aspectos para tomar la decisiébn de aplicaciéon de fitosanitarios: el estado
fenoldgico del cultivo, la susceptibilidad de la variedad y el nivel de infeccion.
Segun el estado fenolégico del cultivo, recomienda considerar dos diferentes
niveles de severidad como nivel critico (umbral de aplicacién). De esta manera,
desde el estado de elongacion hasta espigazén el nivel critico se encuentra en
5% de severidad, y desde final de espigazén a grano lechoso en 15%.

2.4 MANCHA BORROSA DE LA CEBADA

2.4.1 Importancia a nivel internacional

En los dltimos afos, las epidemias de mancha borrosa se han intensificado
en todas las zonas del mundo (Kumar et al., 2002). Para el caso de trigo, los
esfuerzos puestos al servicio del mejoramiento para la resistencia a la roya de
la hoja han producido grandes epidemias de mancha borrosa en los sistemas
agricolas intensivos en el sur de Africa (alrededor de 12.000.000 ha afectadas).
Por otra parte en China, el reemplazo de variedades de campo de trigo por
genotipos de alto potencial de rendimiento y con resistencia a roya de la hoja ha
provocado un aumento de las epidemias de mancha borrosa. El patégeno C.
sativus siempre esta presente en Norte y Sur América mientras que aparece
con menor frecuencia en algunas partes de Europa.

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



2.4.2 Importancia a nivel nacional

Mancha borrosa junto con mancha en red y fusariosis de espiga representan
una de las limitantes principales para obtener rendimientos y calidad de grano
adecuados en los cultivos de cebada en Uruguay. La magnitud de las pérdidas
es funcion 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).

De acuerdo a los datos de comportamiento a mancha borrosa de la oferta
varietal a nivel comercial del Sistema Nacional de Evaluacién de Cultivares se
concluye que ninguna de las variedades comerciales presenta buenos niveles
de resistencia a esta enfermedad (Pereyra et al., 2007).

Pereyra et al. (2007) mencionan que se han registrado mermas en el
rendimiento de hasta un 30% en aquellos casos donde la epidemia de mancha
borrosa se produce antes de espigazén.

2.4.3 Sintomatologia

Los sintomas caracteristicos de la mancha borrosa 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 de mancha borrosa
causada por C. sativus pueden comenzar a observarse en el cultivo hospedero
a partir del comienzo del desarrollo foliar, inclusive en estado de plantula si
ocurren condiciones favorables, y se incrementan principalmente en las hojas
después de la espigazén. Este hongo también puede presentarse en corona,
raices, nudo, vaina, espiga y grano (Pereyra et al., 2005).

Fetch y Steffenson (1999) menciona que la sintomatologia varia segun el
grado de resistencia del genotipo de cebada, donde los mas resistentes
presentan lesiones pequefias de forma redondas a oblongas sin presencia de
halo clorético. A medida que aumenta la compatibilidad hospedero-patdgeno,
las lesiones se vuelven mas grandes y ovaladas con presencia de una halo
clorético bien marcado (Fig. 2)



Figura 2: Escala de respuesta a la infeccion por C. sativus en hojas de plantas
adultas de cebada.

R MR MS S
Referencias: R: reaccion resistente, MR: reaccion moderadamente resistente, MS reaccion
moderadamente susceptible y S: reaccién susceptible.

Fuente: Fetch y Steffenson (1999).

2.4.4 Condiciones predisponentes

La mancha borrosa es considerada una enfermedad importante, sobre todo
en lugares sub-tropicales, donde se encuentran las condiciones éptimas para su
desarrollo: altas temperaturas acompanadas de alta humedad.

Kumar et al. (2002) citan que en condiciones conducentes, tales como cinco
o seis dias de lluvia seguidos de temperaturas calidas (entre 20 a 30 °C), la
enfermedad puede desarrollarse muy rapido, agravandose si el cultivo atacado
se encuentra en la etapa de tres cuarta espiga emergida (Zadoks 5.6; Zadoks et
al., 1974) donde el cultivo se hace mas susceptible al patdégeno. También
mencionan que bajo condiciones de baja intensidad de luz el patégeno puede
colonizar intercelularmente los tejidos sin causar dafnos visibles.

Por otro lado, Pereyra et al. (2005) citan que las condiciones éptimas para la
infeccion se encuentra entre 24 a 28 °C, entre 9y 24 horas de agua libre sobre
la hoja; desarrollandose luego favorablemente con la ocurrencia de lluvias.



2.4.5 Etiologia de la enfermedad

La mancha borrosa es causada por Cochliobolus sativus (lto & Kuribayashi)
Drechs. ex Dastur (anamorfo: Bipolaris sorokiniana (Sacc.) Shoem.). Este forma
parte de la clase Ascomycetes, dentro de la division Eumycota del reino Fungi.
Los eumycotas son hongos verdaderos, habitualmente filamentosos y que se
alimentan por absorcién (Tinline, 1988).

Los ascomycetes comprenden varios miles de especies que pueden ser
desde estrictamente sapréficas, hasta parasitos obligados de las plantas
superiores. En estos ultimos, existen algunos que pueden atacar y danar
severamente los cereales de invierno como trigo y cebada.

El ciclo de los ascomycetes comprende dos fases: la asexual y la sexual.
Durante la primera el hongo produce conidioforos, es decir, estructuras que
soportan esporas asexuales o conidios. Los conidi6foros pueden nacer
individualmente o en grupos, y libres, o en cuerpos fructiferos denominados
picnidios o acérvulos. Desde el punto de vista fitopatoldgico, esta fase es muy
importante porque se repite durante todo el ciclo del cultivo (ciclo secundario), y
los conidios pueden infectar hojas, tallos, espigas, e incluso granos.

La fusion de dos nucleos haploides compatibles se produce en la segunda
fase o ciclo sexual y, como consecuencia, se desarrollan cuerpos fructiferos
(peritecios, cleistotecios 0 apotecios) capaces de resistir condiciones
desfavorables de humedad y temperatura durante la ausencia del cultivo. En
estos cuerpos fructiferos, dentro de ascas se producen ascosporas haploides
mediante meiosis. Esta es la etapa invernante, aunque en la mayoria de los
casos, las ascas o0 ascosporas no se forman ni maduran sino hasta el final del
invierno o comienzo de la primavera. Las ascosporas se liberan al inicio de un
nuevo ciclo del cultivo. Por lo tanto el hongo puede invernar también en forma
de micelio y, en ocasiones, de conidio, o sobreviviendo saprofiticamente en los
rastrojos.

El micelio de los ascomycetes esta compuesto de hifas bien desarrolladas,
delgadas o gruesas, profusamente ramificadas e interrumpidas por septas
simples.

Bipolaris sorokiniana representa la fase asexual o anamérfica. Se caracteriza
por conidios elipticos tabicados (60-120 um x 12-20 um) con 5 a 9 células.
Durante el proceso de infeccion, la produccion de conidiéforos con conidios
ocurre en el tejido foliar y otras partes de la planta, asi como en rastrojos. La
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fase sexual o teleomdrfica (C. sativus), raramente se encuentra en la
naturaleza. Unicamente ha sido descrita su ocurrencia bajo las condiciones
agroecolégicas de Zambia (Gilchrist-Saavedra et al., 2005). Sin embargo, es
posible favorecer su desarrollo y mantenimiento en condiciones de laboratorio
(Zong y Steffenson, 2002).

2.4.6 Ciclo biolégico de C. sativus

Las principales fuentes de inéculo primarias a partir de las cuales se
desarrolla la enfermedad son: semilla enferma, conidios durmientes en el suelo
(los cuales pueden permanecer con capacidad germinativa por 36 meses),
plantas guachas o voluntarias y rastrojos de hospederos (Pereyra, 1996, Figura
3). En los ultimos afos con el desarrollo de practicas conservacionistas de
suelo como la siembra directa, la fuente de inéculo mas importante para esta
enfermedad son los residuos de los cultivos en la superficie (Stewart et al.,
2005).
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Figura 3: Ciclo Biologico de C. sativus en cebada
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Fuente: Pereyra (1996).

Por otro lado, Rers, citado por Pereyra (1996) menciona que la semilla es
una importante fuente de inéculo para la fase de podredumbre de raices
seminales, secundarias o coronales, lesiones en las primeras hojas y muerte de
plantas luego de la emergencia.

A partir de conidios procedentes de las fuentes de indculo primarias antes
mencionadas, y con condiciones de temperaturas calidas y alta humedad, se
producen las primeras infecciones en los cultivos. Luego, con la ocurrencia de
lluvias en la primavera se suceden los ciclos secundarios cada 10 a 14 dias
(Pereyra 1996, Pereyra et al. 2005).
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2.4.7 Rango de hospederos

El rango de hospederos de C. sativus es muy amplio. En la Cuadro 1 se
muestra, como ejemplo, el rango de especies hospederas monocotiledéneas
citados en la bibliografia (Kumar et al. 2002, Stewart et al. 2005). Pero por su
importancia econémica este patdégeno se destaca por las manchas foliares que
desarrolla en los cultivos de trigo y cebada.

Cuadro 1: Especies monocotileddneas huéspedes de C. sativus.

Cereales
Triticum aestivum
Secale cereale
Hordeum vulgare
Hordeum murinum
Avena sativa

Forrajeras
Agropyron pectinatum
Agropyron repens
Alopecurus pratensis
Beckmannia eruciformis
Bromus catharticus
Bromus erectus
Bromus inermes
Dactylis glomerata
Festuca heterophylla
Festuca ovina
Lolium muiltiflorum
Lolium perenne
Phalaris sp
Pennisetum villosum
Poa pratensis
Setaria virdis
Sorghum bicolor.

Fuente: Kumar et al. (2002), Stewart et al. (2005)
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2.4.8 Especializacion fisioléqgica del patbgeno

En el estudio de la especializacion fisiolégica de un patégeno se distinguen
dos conceptos importantes: patogenicidad y virulencia. La patogenicidad se
refiere a la capacidad o incapacidad de un microrganismo para producir
enfermedad. La virulencia indica el grado de patogenicidad de un patdgeno.
Ambos caracteres no dependen uUnicamente del genotipo del patégeno sino
también del genotipo del hospedero (Shaner et al., 1992).

La primera descripcion de la especializacion fisioldgica entre el patdgeno y el
hospedero realizada por Christensen en 1926, muestra diferencias
considerables en la virulencia de algunos aislamientos de C. sativus atacando
trigo y cebada. Kumar et al. (2002) también citan que Nelson encontrd
diferentes tipos de reaccion en especies forrajeras al utilizar como indculo las
progenies de cruzas entre aislamientos que mostraban diferente nivel de
virulencia. De acuerdo con estos resultados, el caracter virulencia tendria una
herencia compleja, determinada por muchos genes.

Fetch y Steffenson (1994) mencionan que inoculando plantulas de cebada en
con dos aislamientos de C. sativus (ND9OPr y ND85F) en ensayos de
invernaculo detectaron marcada diferencia en la virulencia principalmente al
infectar genotipos de cebada de dos hileras. A su vez, encontraron que a nivel
de campo no solo se observaba diferencia en la respuesta a la infeccién (RI),
sino también en los niveles de severidad asociados a una interaccidén
significativa entre aislamiento x genotipo.

En un estudio donde se analizd la progenie del cruzamiento de los
aislamientos de C. sativus: ND9OPr con ND93-1, virulento y no virulento al
cultivar Bowman, respectivamente, se encontrd una tasa de segregacién de 1:1
para baja/alta virulencia, indicando la existencia de un unico gen controlando la
virulencia. Ademas esta relaciéon de 1:1 se cumplié solamente al inocular el
cultivar Bowman (Valjavec-Gratian y Steffenson, 1997a). Mediante inoculacion
en tres variedades diferentes de cebada (ND 5883, Bowman, ND B112) con 22
aislamientos recolectados en Dakota del Norte, Estados Unidos, y 11
aislamientos adicionales provenientes de Estados Unidos (Minnesota, Dakota
del Sur, Nebraska, Colorado), Japén y China, estos autores identificaron tres
patotipos . Estos patotipos fueron designados 0, 1 y 2; donde el 0 muestra baja
virulencia en los tres genotipos, el patotipo 1 muestra baja virulencia en
Bowman y alta virulencia en ND 5883 y en ND B112, y por ultimo el patotipo 2
muestra alta virulencia solo en Bowman (Valjavec-Gratian y Steffenson, 1997b).
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Aligual que para D. teres, el unico estudio realizado en América del Sur es en
nuestro pais y reporta tres grupos de aislamientos con virulencia diferencial
(Gamba y Estramil, 2002). Sin embargo, estos estudios no son comparables
con otros reportados porque fueron realizados con genotipos de cebadas
diferentes. Esta falta de consistencia requiere de una estandarizacion del grupo
de cebadas diferenciales asi como de los protocolos de investigacion a ser
usados a nivel internacional. Existen antecedentes en la literatura de estudios
de diversidad genética de C. sativus utilizando marcadores moleculares AFLP
(Zong y Steffenson 2001, Zong y Steffenson 2002).

2.4.9 Biologia del proceso de infeccion

Durante la infeccion, C. sativus cuenta con una fase biotréfica y necrotroéfica.
Un andlisis microscopico del desarrollo de este hongo durante la infeccién
muestra claramente las siguientes etapas: i) penetracién de la cuticula y pared
celular de la célula epidérmica del hospedero, seguido por el desarrollo de la
hifa de penetracién, alimentandose de compuestos presentes en la cuticula
(fase biotrofica); ii) invasion del mesofilo por parte de la hifa, acompanada de la
muerte de las células de la epidermis y del meséfilo (fase necrotrofica).
Raramente el patdégeno penetra por aperturas estomaticas. El colapso de las
células del hospedero en la fase necrotrofica es siempre indicada por un
incremento en la fuga de electrones coincidiendo con el desarrollo de la
enfermedad. Este colapso es producido a través de toxinas secretadas por el
hongo, ya que las células mueren sin tener contacto directo con las hifas.
Ademas, la introduccidn de toxinas dentro de las hojas provoca una respuesta
necroética en la hoja similar a la desarrollada durante la infeccion (Kumar et al.,
2002).

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

Los sistemas de compatibilidad toxina-dependientes, generalmente se
asocian a la manifestacién de una respuesta oxidativa. En el caso de mancha
borrosa, la respuesta oxidativa se pone en evidencia en células epidérmicas y
del mesdfilo con la acumulacion de H>O (peroxido de hidrogeno, intermediario
de oxigeno reactivo). Existiria una correlacion positiva entre el nivel de
susceptibilidad a mancha borrosa y la cantidad de H,O, acumulado en las
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lesiones de las hojas. Por lo tanto la acumulacién de H,O, estaria asociada a la
infeccion exitosa (compatible) del patégeno. De acuerdo a esto se explicaria la
alta susceptibilidad a C. sativus de la lineas de cebada portadoras del gen mio,
que confiere resistencia raza-no especifica frente al patdgeno biotrofico
Blumeria graminis mediante una rapida muerte celular y reaccidén oxidativa
(Kumar et al. 2001, Kumar et al. 2002). Los determinantes fisiolégicos o
genéticos que determinen a priori el caracter durable de la resistencia no son
conocidos (Michelmore, 2003).

2.5 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 (Grifee 1925, Arny 1951, Wilcoxson et al. 1990, Von
Wettstein-Knowels 1992, Kutcher et al. 1996, Steffenson et al. 1996, Viljavee-
Gratian et al. 1997a), los cuales concuerdan que se trataria de un caracter de
herencia sencilla y explicado por 1 a 3 genes. Von Wettstein-Knowles (1992)
describe cuatro loci para genes de resistencia a C. sativus en cebada: hl1
(cromosoma 2H), hi2 (cromosoma 1H), hl3 (cromosoma 5H) y hl4 (sin ubicacién
en el mapa). Gonzalez Cisneros, citado por Steffenson et al. (1996) identificd
dos genes de resistencia a mancha borrosa en el cultivar Bowman localizados
en el cromosoma 1H y en el cromosoma 3H, respectivamente. Steffenson et al.
(1996) estudiando la poblacion de mapeo Steptoe/Morex, (ambos genotipos de
seis hileras), localizaron un gen de resistencia en plantula en el cromosoma 7H
presente en Morex, al que denominaron Rcs5. Recientemente, se ha localizado
en el cromosoma 1H un nuevo gen de resistencia cualitativa, denominado Rcs6
(Bilgic et al., 2006).

En cuanto a la resistencia cuantitativa a mancha borrosa en planta adulta,
basada en el porcentaje de severidad, Steffenson et al. (1996) detectaron en la
misma poblacién Steptoe/Morex dos QTL (Locus de Caracteres Cuantitativos
por su sigla en inglés). Uno de los QTL, de efecto mayor (r’=0.62) fue
localizado en el cromosoma 1H; el segundo, con efecto menor (r?=0.09),
localizado en el cromosoma 7H en una region cercana a Rcs5. El QTL del
cromosoma 1H estaria ubicado en una regién diferente a la asignada para la
resistencia de Bowman detectada por Gonzales Cisneros. En el medio Oeste de
Estados Unidos, donde la mancha borrosa es una enfermedad de importancia
econdmica, se ha logrado un buen nivel de resistencia en los materiales
malteros de seis hileras a través del uso de materiales derivados de la linea
resistente ND B112. Esta fuente de resistencia ha permanecido efectiva por
mas de 40 anos. La misma ha sido incorporada en el cultivar Morex, el estandar
de calidad maltera para cebadas de seis hileras en América del Norte. De
acuerdo a Steffenson et al. (1996) la resistencia durable segregando en la
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poblacién Steptoe/Morex derivaria de ND B112.

La resistencia a mancha borrosa en materiales de cebada de dos hileras esta
menos desarrollada. Por un lado, se reporta un escaso niumero de materiales
adaptados de dos hileras con altos niveles de resistencia. Ademas, también
son escasos los trabajos sobre la genética de la resistencia en estos materiales
a excepcioén del cultivar Bowman (Valjavec-Gratian y Steffenson, 1997b). Cabe
destacar que, desde 1990 se han reportado patotipos virulentos a Bowman en
Estados Unidos. Por otro lado, la incorporacién de la resistencia derivada de ND
B112 en materiales de dos hileras ha sido dificultosa. Steffenson (2000) ha
reportado una expresion diferencial de los QTLs asociados con resistencia
cuantitativa (planta adulta) a mancha borrosa proveniente de Morex (seis
hileras) cuando se los transfiere a contextos genéticos de dos hileras. Utilizando
isolineas segmentales del cultivar Harrington (dos hileras) con cada uno o
ambos QTLs detectados en Steptoe/Morex, se puso en evidencia que el QTL
del cromosoma 1H, inesperadamente, no era efectivo por si solo en disminuir la
severidad a mancha borrosa en planta adulta. En cambio, en estas isolineas,
las regiones gendmicas conteniendo Rcs5 determinaban descensos
significativos de la severidad. Cuando ambas regiones gendmicas estaban
presentes se lograban niveles de resistencia aun mayores. De esta manera,
Steffenson (2000) postula que en un contexto genético de dos hileras existiria
un posible efecto de supresion del QTL de 1H mientras que Rcs5 o un gen
cercano serian responsables de conferir resistencia a planta adulta. Mas
recientemente, a partir del andlisis de una poblacion segregante de dobles
haploides del cruzamiento Morex y Dicktoo (seis carreras) se reportaron tres
QTL de resistencia en plantula, dos en los cromosomas 7H (uno cerca de Rcs5
y otro cerca del centrdmero) y el otro en el cromosoma 3H. Al igual que el caso
anterior con Harrington, no se detectd resistencia a planta adulta en el
cromosoma 1H. Estos datos muestran la complejidad de la expresion de la
resistencia a mancha borrosa en los diferentes contextos genéticos y revela
importantes implicancias en el mejoramiento dirigido a resistencia durable
(Bilgic et al., 2005).

En general, aparte de los trabajos en los cultivares Morex y Bowman, ambos
derivados de ND B112, poco se conoce sobre los determinantes genéticos en
otros materiales derivados de estas lineas. Es especialmente interesante el
caso de los cultivares derivados de Morex los cuales son potenciales portadores
de resistencias derivadas de ND B112. No se han aportado adn evidencias que
demuestren que la misma region gendémica identificada en Morex esta presente
en ND B112 y en otras lineas derivadas con alto nivel de resistencia. Por otra
parte, muy poco se conoce sobre la genética de la resistencia en otras fuentes
de resistencia de dos y seis hileras. Tal es el caso de materiales provenientes
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de otros programas de mejoramiento asi como del programa ICARDA-IMMYT.
Una amplia coleccion (dinamica) de fuentes de resistencia a mancha borrosa se
encuentra en evaluacion en INIA-La Estanzuela desde 1992 (Pereyra, 2007).

2.6 IMPORTANCIA Y USO EFICIENTE DE LAS COLECCIONES DE
GERMPLASMA, PARA EL DESARROLLO DE MATERIALES
RESISTENTES

Los recursos genéticos o germoplasma se define como la suma de
combinaciones de genes o genotipos disponibles para el Mejoramiento genético
(Gepts, 2006). El concepto “coleccién de germoplasma” se refiere a una
coleccidon discreta de accesiones, gestionada por una institucién (como un
banco genético); la coleccibn es mantenida ex situ i.e. fuera del area de
diversidad original o, in situ i.e. en areas protegidas correspondientes a las
zonas de diversificacion (Greene y Morris, 2001). Las colecciones de
germoplasma constituyen una fuente de diversidad genética que da soporte al
mejoramiento genético de cultivos, asi como son consideradas herramientas
estratégicas en los esfuerzos de conservacion.

El material genético presente en las colecciones de germoplasma puede
asignarse a las siguientes tres fracciones o pooles genéticos: especies
cultivadas; especies consideradas recursos genéticos (ej. especies
emparentadas) y especies no cultivadas (ej. especies salvajes). El
germoplasma de cebada esta compuesto de cultivares mejorados, variedades
locales y especies emparentadas. Los institutos de investigacion y organismos
internacionales que conservan estos materiales se describen en el Cuadro 2.
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Cuadro 2: Colecciones de germoplasma de cebada en los seis centros
principales en el mundo.

Especie PGRC NSGC NGB ICARDA VIR NIAS
H. vulgare ssp. vulgare 22882 25024 1804 23639 17197 -

H. vulgare 19684 - 141 - - 6853
H. vulgare var. distichon - - - - - 1996
H mutant collection - - 9647 - - -

H. vulgare ssp

spontaneum 3875 1504 18 1696 150 16
H. vulgare ssp

agriochriton - 1 45 9 - 2

Referencias: PGRC: Centro de recursos geondmicos vegetales (Alemania); NSGC: Coleccién
nacional cereales (Estados Unidos); NGB: Banco genético noérdico; ICARDA: Centro
internacional de investigacion para agricultura en regiones aridas; NIAS: Instituto nacional de
ciencias agrobiologicas.

Fuente: adaptado de Singh (2005).

Moseman y Smith (1985) han clasificado las colecciones de cebada en: i)
coleccidbn base; ii) colecciones operativas. Las colecciones base son
mantenidas en sistemas de almacenamiento de largo plazo para su
preservacion. Se componen de cultivares, selecciones, lineas de mejoramiento,
variedades locales, no requieren cuidados especiales para su mantenimiento
que en general es ex situ en bancos genéticos. La conservacién in situ
complementa el método anterior al preservar los procesos biolégicos y sociales
de la evolucién. Las colecciones ex sifu de cebada se ubican en instituciones
localizadas en Estados Unidos, Canadd, Suecia, Siria, Rusia, Alemania y China
(Singh, 2005)

Las colecciones operativas se dividen en colecciones generales vy
especificas, son mantenidas en paises productores de cebada (Cuadro 3) y
estan disponibles para distribucion entre investigadores. Una coleccién
operativa especial conteniendo diferentes stocks genéticos, lineas macho-
estériles y especies de Hordeum son mantenidas en la Coleccién Nacional de
especies de cereales (National Small Grain Collection) en Aberdeen, Idaho,
Estados Unidos.
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Cuadro 3: Depositarios de colecciones operativas de germoplasma de cebada
en el mundo.

No. de

Institucién/Pais accesiones
ICARDA-CIMMYT, México.

H. vulgare 14986
NBPGR, India

H. vulgare 11030
CGN, Paises Bajos

H. vulgare 3342

H. spontaneum 15

Hordeum spp. 64
RICP, Republica Checa

H. vulgare (cultivares avanzados) 2939

H. vulgare (lineas de mejoramiento) 955

H. vulgare (cultivares locales) 99

Hordeum spp. 81
INRA, Francia

H. vulgare 6341
CFR, Nueva Zelanda

H. vulgare 1436

Referencias: ICARDA: Centro internacional de investigacion para agricultura en regiones aridas;
CIMMYT: Centro internacional de mejoramiento de maiz y trigo; NBPGR: Agencia nacional de
recursos genéticos vegetal; CGN: Centro de recursos genéticos; RICP: Instituto de investigacion
de produccion vegetal; INRA: Instituto nacional de investigacién agronémica; CFR: Investigacion
en cultivos y alimentos.

Fuente: adaptado de Singh (2005).

Hoisington et al. (1999) sugieren que el acceso a un amplio rango de
diversidad genética es critico para un buen suceso en los programas de
mejoramiento. Para ello es importante tener instituciones que, aparte de
colectar y mantener especies silvestres, variedades tradicionales, especies no
domesticadas, cultivares avanzados y lineas de mejoramiento, documenten
pertinentemente cada accesion mediante un apropiado sistema de
caracterizacion.

Dada la importancia en aumentar la variabilidad de los cultivos agricolas en
las ultimas décadas ha existido una importante asignaciéon de recursos
econdmicos y humanos a la prospeccidén, coleccion y conservacién de
germoplasma. Esto ha determinado que actualmente se evallen en la region
del MERCOSUR (Mercado Comun del Sur) importantes colecciones de
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germoplasma para muchas especies cultivadas y especies salvajes
emparentadas. Para la mayoria de estas colecciones, se cuenta con datos de
pasaporte, informacién parcial de caracterizacion para descriptores
morfolégicos, e informacién ain mas restringida para caracteres de importancia
agronomica (Abadie y Berretta, 2001a).

2.6.1 Caracterizaciéon vy evaluacion

Las colecciones deben proveer a los mejoradores de variantes genéticas,
genes o0 genotipos, que les permitan responder a los nuevos desafios
planteados por los sistemas productivos, siendo para ello imprescindible
conocer las caracteristicas del germoplasma mediante una apropiada estrategia
de caracterizacién (Abadie y Berretta, 2001a).

Se entiende por caracterizacion a la descripcién de la variacion que existe en
una coleccion de germoplasma, en términos de caracteristicas morfologicas y
fenologicas de alta heredabilidad, es decir, caracteristicas cuya expresidén es
poco influenciada por el ambiente. La caracterizacién debe permitir diferenciar a
las accesiones de una especie.

La fase de evaluacion del germoplasma apunta a conocer caracteristicas
agronomicas utiles. Estos ultimos caracteres son los de mayor interés para los
mejoradores, ya que reflejan los patrones evolutivos del cultivo resultantes de la
seleccién impuesta por agricultores y por estreses bidticos y abidticos.
Lamentablemente, la complejidad genética de muchos caracteres sumado a la
frecuente interaccion genotipo-ambiente observada determinan que no siempre
se puedan distinguir genotipos con precision basados Unicamente en una
caracterizacién preliminar. Frecuentemente, los genotipos demuestran una
adaptacion sitio-especifica por o que se requiere la recoleccién de datos en
diferentes localidades. Se ha mencionado la estrategia de desarrollar
colecciones nucleo como una alternativa que permita una evaluacion
pormenorizada en una sub-muestra que represente la mayoria de la variacién
existente de la coleccion (Skinner et al. 1999, Abadie 2001b, Abadie y Berretta
2001a).

En cebada, varios alelos favorables relacionados con resistencia e
enfermedades han sido identificados dentro del grupo de variedades locales o
“landraces”. Por ejemplo, dentro de colecciones de variedades locales de la
zona Oeste de Asia y Norte de Africa (WANA) asociadas a los centros de
diversidad se han identificado genes de resistencia a roya de hoja (Yahyaoui et
al. 1988, Woldeab et al. 2007), escaldadura y mancha en red (Yitbarek et al.,
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1998) y oidio (Czembor, 2001). Otras variedades locales alejadas del centro de
origen y/o diversidad también han resultado muy valiosas como es el caso de
Chevron, originario de Suiza, con alta resistencia a punta negra y también a la
fusariosis de la espiga (Gebhardt et al. 1992, Canci et al. 2004).

Los alelos favorables aportados por especies emparentadas (alelos exoticos)
a la cebada cultivada provienen prevalentemente de H. vulgare subsp.
spontaneum. En esta especie, estrechamente relacionada a la cebada se han
detectado numerosos alelos favorables tales como de resistencia a
enfermedades a virus (Rouge et al., 2003) y a hongos (Genger et al. 2005, Von
Korff et al. 2006), de rendimiento (Von Korff et al., 2006) y de calidad maltera
(Eglington et al., 1999). En algunos casos, la identificacion de dichos alelos no
ha sido exitosa en poblaciones de mapeo clasico debido al importante numero
de caracteres estructurales segregando simultaneamente. Para estos casos, la
caracterizacidon de la contribucion del germoplasma exo6tico ha requerido
esfuerzos de introgresion a un contexto genético adaptado a través por ejemplo
de la estrategia de analisis de QTLs en poblaciones retrocruzas avanzadas
(AB-QTL, Tanksley et al., 1996).

2.6.2 Utilizacién: estrategias de pre-mejoramiento

El pre-mejoramiento o valorizacién genética de germoplasma es un proceso
previo al mejoramiento que viabiliza la transferencia de variabilidad genética util
al material adaptado, manteniendo las combinaciones multialélicas presentes
en el material elite.

El pre-mejoramiento se basa en la incorporacion en los materiales adaptados
de genes o grupos de genes asociados a caracteristicas favorables,
provenientes de genotipos exoéticos, otras especies, géneros o familias
vegetales. El material resultante, “genéticamente valorizado”, es posteriormente
incorporado en los programas de mejoramiento como lineas parentales para el
desarrollo de cultivares. Por esta razon, este proceso también se denomina
“disefio de lineas parentales”. El pre-mejoramiento constituye entonces la
primera etapa en la utilizacion de los recursos genéticos luego de las etapas de
colecta, identificacién, conservacién y caracterizacidon/evaluacion (Pritsch, 2001)

En los dltimos 50 anos se ha incrementado la brecha genética entre los
pooles de los materiales de elite y el de los exéticos. Las importantes
diferencias entre las frecuencias alélicas y genotipicas entre ambos pooles, asi
como en las combinaciones multialélicas prevalentes en cada pool, determinan
que una incorporacion directa de variabilidad genética util en los materiales no
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sea necesariamente exitosa (Allard, citado por Pritsch, 2001).

2.6.3 Aportes de la biotecnologia en la evaluacion de germoplasma

Las herramientas biotecnolégicas recientes permiten la caracterizacién
molecular del genoma de las accesiones de una coleccion de germoplasma. En
numerosos casos estas herramientas han facilitado la utilizacién efectiva del
recurso genético en los programas de mejoramiento.

Los abordajes moleculares facilitan el analisis de la composicién de la
diversidad genética entre y dentro de grupos de accesiones. Ademas, el
desarrollo reciente de nuevos marcadores, mapas genéticos, localizacién de
genes, aislamiento de genes y la posible manipulacion de la estructura
cromosOmica (ingenieria cromosémica) mediante ingenieria genética y/o
seleccién asistida por marcadores ha realizado segun Gepts (2006) dos
grandes tipos de aportes:

B se ha facilitado la exploracion del genoma en regiones relevantes para su
posterior manipulacion

B ha permitido una caracterizacion extensiva del germoplasma mediante: la
caracterizacién genotipica individual (fingerprinting); la evaluacién de la
estructura de la diversidad genética; y el andlisis de la genética de
poblaciones. En particular, ha contribuido a entender la bases genéticas
de los fenotipos de importancia econdmica, y las interacciones
evolutivas, ecologicas y humanas que afectan y/o explican la apariencia
de dichos caracteres.

Gepts (2006) también destaca que la tecnologia de marcadores moleculares
ha mejorado nuestra comprensién de los recursos genéticos mas que ningun
otro tipo de dato genético.

2.6.4 Estrategia de evaluacién y utilizaciéon de las colecciones de germoplasma
de cebada en INIA-La Estanzuela

En INIA La Estanzuela se ha conformado una coleccién dindmica de
germoplasma para mancha borrosa, que se evalla en cuanto a la respuesta a
la enfermedad en planta adulta desde 1992 y en plantula desde el 2003. Los
materiales mas promisorios destacados son integrados como lineas parentales
en los bloques de cruzamiento para combinarse con material elite local.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 GENOTIPOS

En el Cuadro 4 se listan los 34 genotipos de cebada que se analizaron en
este trabajo. Dichos materiales difieren entre si en sus origenes (Estados
Unidos, ICARDA-CIMMYT, Canada, Corea del Norte, Uruguay, Suiza, Inglaterra
y Australia); tipo de espiga (18 genotipos de 6 hileras, 16 de 2); y en categoria
de material genético (17 lineas experimentales, 14 cultivares, y 3 lineas elite
local). Todos excepto Bowman, Robust y Stander (31/34)) pertenecian a la
coleccion de mancha borrosa de INIA La Estanzuela (1998-2002). Los
cultivares Quebracho y Clipper se incluyeron como testigos susceptibles.
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Cuadro 4: Genotipos elegidos para los analisis.

Genotipo Abreviacion No. hileras  Categoria Pedigri Origen
ND B112 ND_B 6 Linea experimental Reseleccion de Kindred CI6969/CI7117-17 EEUU
Morex Morex 6 Cultivar Cree* /Bonanza EEUU
Robust Robu 6 Cultivar Morex/Manker EEUU
Dickson Dick 6 Cultivar 2*Traill/Cl 10968//ND B112 EEUU
Bonanza Bona 6 Cultivar Vantage/Jet//Vantmore/3/2*Parkland/4/Conquest Canada
Harrington Harri 2 Cultivar Klages/Gazelli//Betzes/Centennial Canada
Sudan Sudan 6 Cultivar Cl6489/Cl 6489

TR6 TR6 6 Linea Experimental Sin informacion.

TR9 TR9 6 Linea Experimental Sin informacion.

ICARDA-
12I1BYT#25 121B#25 6 Linea Experimental P_Dulce/Barberousse//Gloria-Bar/Come_B CIMMYT
4259/CI5831//SMA1/3/Patty'B” ICARDA-
/4/Shyri CY_A 2 Linea Experimental 4259/CI5831//SMA1/3/Patty*B’/4/Shyri CIMMYT

ICARDA-
Gloria/Come CY_B 6 Linea Experimental Gloria/Come CIMMYT
Emir/3/Api/CM67//Bus/4/Shyri/ ICARDA-
5Sen CYy_C 2 Linea Experimental Emir/3/Api/CM67//Bus/4/Shyri/5Sen CIMMYT

ICARDA-
Nadja/Shyri//Gloria/Copal CY_D 2 Linea Experimental Nadja/Shyri/Gloria/Copal CIMMYT

ICARDA-
Arupo/K8755//Mora CY_E 2 Linea Experimental Arupo/K8755//Mora CIMMYT
Anca/2469//Valeriana/3/Shyri/4 ICARDA-
/Patty.B/Ruda// CY_F 2 Linea Experimental Anca/2469//Valeriana/3/Shyri/4/Patty.B/Ruda// CIMMYT
Nortefia Dayman N_Day 2 Cultivar ND 7085/ND 4994-15//ND 8968 EEUU
CLE 202 C_202 2 Cultivar FNCI-22/Defra ROU
CLE 218 C_218 2 Linea elite local CLI20/E.Acacia ROU
CLE 222 C_222 2 Linea elite local E.Acacia/CLI36 ROU
Bowman Bowm 2 Cultivar Klages//Fergus/Nordic/3/ND1156/4/Hector EEUU

CIMMYT-
Cerise/Shyri/Aleli Cerise 2 Linea Experimental Cerise/Shyri/Aleli ICARDA
Stander Stand 6 Cultivar Excel/M80-224 EEUU
Manker Mank 6 Cultivar Cree/4/Parkland*2/NDB112/3/Vantage/2/Kindred/Jotun  EEUU
Chevron Chev 6 Cultivar Variedad de campo Suiza
Cl2291 Cl_22 2 Linea Experimental Cl_1326/Cl_1326 EEUU
CI3331 Cl_33 2 Linea Experimental Variedad de campo Inglaterra
CI5098 Cl_50 6 Linea Experimental Variedad de campo Corea del Norte
Cl7251 ClL72 6 Cultivar (Moore) 2*Barbless/Chevron//Olli
Tx7933 Tx_33 6 Linea Experimental Tokak/KY79-44//TAMBAR 401 EEUU
Tx7934 Tx_34 6 Linea Experimental Tokak/KY79-44//TAMBAR 401 EEUU
Pr434771 Pr 6 Linea Experimental Sin informacién
E. Quebracho E_Que 2 Testigo susceptible Atlas57//Prior/Ymer/3/B6671 Australia
Clipper Clipp 2 Testigo susceptible Prior A/Proctor Australia
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3. 2 EVALUACION DE LA RESISTENCIA A MANCHA BORROSA EN PLANTA
ADULTA EN LA COLECCION MANCHA BORROSA DE INIA LA
ESTANZUELA

La coleccion de cebada para resistencia a mancha borrosa de INIA La
Estanzuela es dinamica y abierta. Por afo se evallan cientos de lineas; para
un numero mas reducido de ellas se dispone de mas de un afo de datos. En
consecuencia, el andlisis de los datos de la coleccién para el periodo 1998-
2002 se realiz6 en dos etapas. En primer lugar, a partir del analisis de 1900
registros (combinacion genotipo/ano) de resistencia en planta adulta se
seleccionaron 31 genotipos en base a: i) buen comportamiento reportado frente
a mancha borrosa en el periodo considerado (24) y ii) buen comportamiento
agronomicos y/o calidad industrial (5). También se incluyeron dos testigos
suceptibles (Estanzuela Quebracho y Clipper). En segundo lugar, se construyé
un histograma con los datos de severidad de los 31 genotipos en el periodo y
se clasificaron los materiales en base a su comportamiento sanitario. Las
fechas de siembra, tipo de inoculacion y detalles de las lecturas realizadas para
el registro de nivel de resistencia se describen en el Anexo 1.

3.3 EVALUACION DE RESISTENCIA A MANCHA BORROSA EN PLANTULA

3.3.1 Diseno experimental

Se evaluaron 33 genotipos de cebada (Cuadro 4). No se incluyé el cultivar
Manker por problemas de germinacion. Se sembraron en invernaculo en un
disefio de bloques completos al azar con tres repeticiones. Cada bloque estaba
constituido de siete bandejas con nueve materiales cada una, menos una que
contenia cinco. Cada bandeja constaba de un testigo susceptible (Estanzuela
Quebracho o Clipper). Las plantas se sembraron en una mezcla de
tierra:arena:sustrato en partes iguales y se mantuvieron a 20 °C con 17 horas
de luz y 7 de oscuridad.

3.3.2 Produccion de inéculo e inoculacion

El in6culo fue producido sobre la base de una mezcla de aislamientos
monospdricos de C. sativus pertenecientes a la coleccién de la estacidon
experimental INIA La Estanzuela. Esta mezcla estuvo compuesta por
aislamientos provenientes de diferentes localidades (Paysandu, Young, La
Estanzuela y Ombues de Lavalle), afios (1994, 1996 y 2001) y genotipos
(Cuadro 5). De esta forma se buscd asegurar variabilidad en el hongo. Los
aislamientos fueron mantenidos en cristales de silica gel o medio de cultivo
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papa-dextrosa agar (PDA) ambos en heladera (4°C). La multiplicacion del
in6culo se produjo a partir de transferencia de algunos cristales de silica gel
conteniendo al hongo, a placas de Petri con PDA, o mediante un raspado de
cultivo sélido de C. sativus en PDA y posterior incubacion en el mismo medio
de cultivo, durante 18 dias a 20-22°C y con 12 horas de fotoperiodo.

Cuadro 5: Origen (cultivar y localidad) y afno de muestreo de los aislamientos
monosporicos de C. sativus utilizados en la inoculacién.

Cédigo Cultivar Localidad Ano

1 N. Carumbé Paysandu 2001
2 Q. Palomar Paysandu 2001
3 NCL 94088 Paysandu 2001
4 E. Quebracho Paysandu 2001
5 Clipper Paysandu 2001
HS 94-7 FNC 6-1 Young 1994
HS 94-3 AUS 490286 La Estanzuela 1994
8 E. Quebracho O. de Lavalle 1996

El in6culo se obtuvo mediante agregado de agua destilada y posterior
raspado de la superficie del medio de cada placa con una espatula de vidrio.
Esta suspension fue filtrada en gasa para remover todo fragmento de micelio.
La concentracién de conidios en la suspensidn se cuantificé con hemacitometro
y se llevd posteriormente a una concentracién de 5X10° conidios/ml. Para
mejorar el contacto gota-hoja se agreg6 polioxietileno 20-sorbitan monolaureato
(TWEEN20, Fischer Scientific, Fair Lawn, NJ) a razén de una gota cada 20 ml
de suspensidén. Las plantulas se inocularon al estado de segunda hoja
totalmente expandida a razén de 0.3 ml de suspensiéon de esporas por cada
plantula. El inéculo fue aplicado usando un pincel de aire (VL set , Paasche Air
Brush Company, Har Wood Heights, EEUU) accionado por un compresor
(Motor Division St. Louis, SAS5JXHTP-4698 CAT G230CX, MO. EEUU) con una
presion de aire de 0.83 Kg./cm? Luego de la inoculacién las plantulas
permanecieron en la oscuridad en un ambiente con 100% de humedad relativa
por 24 horas, y se retornaron al invernaculo hasta el momento de la lectura.

Una cuarta repeticion fue inoculada con agua estéril con el fin de corroborar
cuanto de la enfermedad medida podia provenir de la inoculacién y cuanto de
otros factores ya que el organismo causal tiene una gran eficiencia de pasaje de
semilla a primera hoja (Pereyra, 1996). Este bloque no se incluyd en el analisis
estadistico.
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3.3.3 Evaluacién de la respuesta a la infeccion

La lectura de la respuesta a la infeccién (RIl) se realiz6 a los once dias
después de la inoculacion momento en que el testigo expresaba lesiones
susceptibles, pero previo a que las lesiones se superpusieran entre si.

La Rl se midi6 segun la escala (1 a 9) de Fetch y Steffenson (1999) (Figura
4) donde las calificaciones se agrupan segun la compatibilidad patégeno-
hospedero. Lecturas de tipos de infeccion 1, 2 y 3 corresponden a reacciones
patégeno-hospedero de baja compatibilidad (resistente), 4 y 5 compatibilidad
media y 6, 7, 8 y 9 compatibilidad alta (susceptible).

Figura 4: Escala de respuesta a la infeccién de C. sativus en plantulas de
cebada.

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Fuente: Fetch y Steffenson (1999)

3.3.4 Analisis de datos

Los datos de RI fueron analizados mediante un procedimiento mixto (Mixed
procedure) del programa The SAS System (SAS Institute, 1996). Para esto se
tomo como efecto fijo a los genotipos (variedades y lineas) y el efecto de bloque
se defini6 como aleatorio. Las diferencias significativas del comportamiento
sanitario de los genotipos se obtuvieron mediante una prueba de Tukey-Kramer
sobre el logaritmo de las medias ajustadas de cada genotipo.
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3.4 ESTIMACION DE COEFICIENTES DE COANCESTRIA

Los coeficientes de coancestria (r) entre los genotipos analizados fue
calculada a partir de datos genealdgicos obtenidos de la base de datos GRIN
disponible en Internet (USDA. AGRICULTURAL RESEARCH SERVICE, 2003)."
234 para el calculo de r se utilizaron los supuestos enumerados por Cox et al
(1985), que son: i) un individuo recibe la mitad de los genes de cada progenitor,
ii) los progenitores fueron homogéneos y homocigotas v iii) los ancestros con
pedigri desconocidos no estan relacionados entre si (r= 0). Los céalculos fueron
realizados utilizando el programa KIN versién 1.04, de Tinker y Mather (1993b).
Una excepcioén del supuesto ii) ocurre cuando se trata de una seleccion a partir
de un antecesor heterogéneo, como una variedad de campo. En este caso y
segun Tinker y Mather (1993a), el coeficiente de parentesco entre una variedad
de campo y una seleccién de esta es de 0.75. Para simular esta asuncion en el
KIN, se considera una consanguinidad de 0.5 para cada variedad de campo.

3.5 PRODUCTOS DE AMPIFICACION RAPD
3.5.1 Extraccion de ADN

El ADN (4cido desoxirribonucleico) genémico de cebada se extrajo mediante
una modificacién del protocolo descripto por Tinker et al. (1992). Una muestra
de aproximadamente 150 mg. de hoja fresca o en su defecto conservadas a
—85° C, se macerd en presencia de 0.6 ml. de buffer CTAB e incubé a una
temperatura de 60 °C durante 45 min. Luego, se agregd 0.6 ml. de alcohol
cloroformo/isoamil (24:1) y se centrifugd a 12000g por 5 min. a 4 °C. A la fase
acuosa resultante, removida y transferida a un micro tubo de 1.5 ml, se le
agrego igual volumen de isopropanol frio y se dejo precipitar 15 min. a —20 °C.
El precipitado resultante luego de centrifugar a 17000g por 10 min. a 4 °C,
conteniendo ADN, se resuspendié en 50 pl de TE (Tris-HCI 10mM, EDTA 1mM,
pH 8).

' Pereyra, S. 2003. Com. personal
% German, S. 2003. Com. personal
8 Capettini, F. 2003. Com. personal
* Marshall, R. 2003. Com. personal
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3.5.2 Cuantificacion de ADN

La concentracion de ADN extraido fue estimada por comparacion visual con
cantidades de ADN conocidas mediante electroforesis en un gel de agarosa al
1% con 3 pl de bromuro de etidio (0.5 pg/ml). Tres diluciones del ADN de cada
individuo (1:1; 1:2 y 1:4) de la resuspensién lograda de cada extraccion se
compararon con tres cantidades conocidas de un ADN gendémico comercial
(100, 50 y 25 ngQ).

3.5.3 Condiciones de amplificacién

Las reacciones de amplificacion, se realizaron en un volumen final de 25yl
compuesto por solucion tampdn (200 mM Tris-HCI pH 8.4 y 500 mM KCI), entre
3 y 4 ng de ADN gendmico, 200 nM de iniciador (Operon), 100 uM de cada
dNTP, 1,5mM de MgCl,. y 2 unidades de Tag DNA polimerasa (Invitrogen). La
reaccion se llevd a cabo en un termociclador mediante un programa de 45
ciclos de 1 min. a92° C, 1 min. a 35° C, 2 min. a 72° C, con un etapa inicial de 5
min. a 94° C, una extension final de 4 min. a 72° C, y una temperatura de tapa
de 1052 C. Los productos de amplificacion se migraron en un gel de agarosa al
1.5% (peso/volumen) utilizando el tampén TAE (0.04 M Tris-acetato, 0.001 M
edta) y se visualizaron mediante tincion con bromuro de etidio. En el Cuadro 6
se listan los iniciadores que se utilizaron junto a su secuencia.

Cuadro 6: Iniciadores utilizados en las amplificaciones aleatorias de ADN.

Codigo Secuencia
OPV 14 AGATCCCGCC
OPV 20 CAGCATGGTC
OPV 18 TGGTGGCGTT
OPR 17 CCGTACGTAG
OPR 20 ACGGCAAGGA
OPT 7 GGCAGGCTGT

3.6 ANALISISIDE DIVERSIDAD GENETICA BASADOS EN DATOS
GENEALOGICOS Y MARCADORES RAPD

A partir de los coeficientes r estimados se construyé una matriz de
similaridad. Esta matriz se depurdé de tal manera de retener Unicamente
aquellos genotipos que estuvieran emparentados con al menos un genotipo.
Seguidamente, se transformd esta matriz en una matriz de disimilaridad. La
transformacién se hizo a partir de la formula:
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[2(1-n]'"
donde r es el coeficiente de coancestria.

Para el caso del analisis con marcadores RAPD, la matriz de similaridad se
construy6 por el método de asociacion simple (dii'=[a+d]/[a+b+c+d]), donde &ii'
es la similaridad entre el individuo i e i'; y a, b, ¢ y d son combinaciones de
presencia y/o ausencia para una banda en dos individuos. La frecuencia con la
cual se presentan estas cuatro se resume en una tabla 2x2 como la siguiente:

objeto i'

Objeto i
1 (a) (b)
0 () (d)

—_
o

Después de haber obtenido la matriz de distancias para ambos métodos,
pedigri y molecular, se procedio a analizarlas mediante la rutina de analisis de
conglomerados de acuerdo a Ward (1963) del paquete estadistico SAS (SAS
Institute, 1996). Para estimar el numero de grupos definidos en cada
dendrograma se considerd aquel asociado al minimo valor de la variable
pseudo T2 (PST?).

A los efectos de analizar si se detectan diferencias significativas entre los
valores de RI promedios de los grupos detectados en cada dendrograma se
utilizé un procedimiento GLM de paquete estadistico The SAS System.

Finalmente, se analiz6 la asociacidén entre nivel de resistencia a plantula y

presencia/ausencia de cada marcador RAPD mediante un procedimiento GLM
del paquete estadistico SAS (SAS Institute, 1996).
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACION DE LA RESISTENCIA A MANCHA BORROSA EN
PLANTA ADULTA DE CEBADA DE LA COLECCION DE MANCHA
BORROSA DE INIA LA ESTANZUELA (1998-2002)

Los niveles de mancha borrosa, medidos como porcentaje de area foliar
afectada (severidad), de 31 materiales pertenecientes a la coleccién de
cebadas de INIA La Estanzuela evaluados en el periodo 1998-2002 se
presentan en la Figura 5. Se observa que para la serie de afnos considerada el
rango de severidad detectado fue de 0 a 87%, donde los testigos susceptibles
presentaron valores que se encontraron en un rango de 6% a 83% para E.
Quebracho y de 5 a 81% para Clipper (Anexo 2).
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Figura 5: Severidad promedio de mancha borrosa en planta adulta en 31
genotipos de una coleccion de cebada de INIA La Estanzuela (1998-2002).
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Nota: La tabla de datos con los valores originales a partir de los cuales se construyo la grafica
se presentan el Anexo 2

Cabe destacar que los valores de infecciones independientemente del
genotipo tienen un componente importante de efecto afo. Ademas este mismo
efecto hace que en cada afio sean mas predominante algunas manchas foliares
que otras. Antes de analizar la diferencia de enfermedad entre genotipos, se
definird la caracteristica de cada afo.
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El criterio para definir la calidad del afio para la evaluacion de enfermedades
es el siguiente: cuando el promedio de los valores de infeccion de los testigos
susceptibles es superior a los 30% se toma como un ano informativo para
evaluar manchas foliares. Esto ocurrié en los afios 1999 y 2001.

En el ano 1999 el promedio de severidad fue de 27%, y los valores de los
testigos susceptibles Clipper y E. Quebracho fueron de 58 y 53%,
respectivamente. Por su parte en el 2001, el promedio de severidad fue de
49%, y los valores de los testigos susceptibles Clipper y E. Quebracho fueron
de 81 y 83%, respectivamente. En el ano 1999 se observo también mancha en
red causada por D. teres mientras que en el afio 2001 se observo ademas de
mancha borrosa niveles importantes de escaldadura causada por R. secalis
(Anexo 3).

Los afos 1998, 2000 y 2002 no fueron informativos debido a los bajos
valores de severidad detectados. En el 1998 se aprecia que el promedio de
severidad fue de 3%, y los valores de los testigos susceptibles Clipper y E.
Quebracho fueron de 5y 6 %, respectivamente. Analogamente, en el ano 2000
el promedio de severidad fue de 8%, y los valores de los testigos susceptibles
Clipper y E. Quebracho fueron de 6 y 8 %, respectivamente. Finalmente, en el
ano 2002 el promedio de severidad fue de 2%, y los valores de los testigos
susceptibles Clipper y E. Quebracho fueron de 11 y 4 %, respectivamente. En
estos tres anos junto a mancha borrosa se observd escaldadura, causada por
R. secalis (Anexo 3)

De acuerdo a los datos de la Fig. 5 se pueden distinguir cinco grupos de
materiales segun al nivel y estabilidad de la resistencia a mancha borrosa. En
primer lugar, se destacan los materiales ND B112, TR 6,
Emir/3/Api/CM67//Bus/4/Shyri/5Sen (CY_C) ya que presentan menos de 15%
de severidad durante los cuatro o cinco que se dispone de datos.

En segundo lugar se distinguen los materiales Bonanza, TR9,
4259/C15831//SMA1/3/Patty'B’/4/Shyri  (CY_A), Arupo/K8755//Mora (CY_E),
Cerise y Manker con buenos niveles de resistencia con un maximo de 15% de
severidad en dos o tres afnos de evaluacion pero que no incluyen al afio 2001.
Dado que el ano 2001 resultd ser muy informativo para discriminar los
genotipos entre resistentes y susceptibles y se carece de informacidn para este
ano se optd por distinguir estos seis genotipos de los tres anteriormente citados.

En tercer lugar, otro grupo de materiales con dos tres y cuatro afos de
evaluacion tienen buenos comportamientos excepto en el afio 2001 en el cual

33



muestran un aumento notorio en la severidad. Dentro de estos se encuentran
los genotipos Dickson que en el 1998 y 1999 presenta valores de severidad de
0 y 15%, respectivamente, pero en cambio en el aino 2001 presenta 60%, lo
que lo ubica en valores muy similares a los de los testigos susceptibles;
Harrington con 1% en 2000 y 60% en 2001 y Nadja/Shyri//Gloria/Copal (CY_D)
con 10, 25 y 40% para los anos 1998, 1999 y 2001, respectivamente.

En cuarto lugar, se destacan genotipos con bajos niveles de resistencia
incluyendo  Morex, Sudan, Anca/2469//Valeriana/3/Shyri/4/Patty.B/Ruda//
(CY_F), Gloria/Come (CY_B), y las elite locales N. Dayman, CLE 202, CLE218
y CLE 222 con niveles de severidad entre 20 y 87% para los anos de alta
infeccion (1999 y 2001).

Por ultimo se encuentran los materiales reportados por su buen nivel de
resistencia por Steffenson et al. (1998) que incluyen Cl 2291, Cl 3331, CI 5098,
CI7251, Tx 7933, Tx 7934 y Pr 434771 ademas de Chevron (fuente de
resistencia de decoloracion de grano; Gebhardt et al.,, 1992). Todos estos
materiales fueron evaluados los afios 1999 y 2002 con la excepcion de Chevron
que solo presenta datos en 1999. De este grupo se distinguen como materiales
muy promisorios Cl 5098 y Tx 7934 con valores de severidad de 15% para el
ano 1999, siendo el resto de comportamiento no satisfactorio.

4.2 EVALUACION DE LA RESISTENCIA A MANCHA BORROSA EN ESTADO
DE PLANTULA

Con el objetivo de complementar los datos de resistencia en planta adulta se
realizd un ensayo de evaluacion de resistencia en plantula en invernaculo. En
este ensayo se incluyeron 33 materiales descritos en el Cuadro 7. Con respecto
a los 31 previamente descriptos se agregaron los cultivares Bowman, Stander y
Robust por tener reportado buen comportamiento a mancha borrosa (pero sin
datos en la coleccién de mancha borrosa de 1998-2002). El cultivar Manker no
fue incluido en este ensayo debido a problemas de germinacion.

El rango de Rl en este ensayo cubrié parcialmente la escala de 1 a 9 definida
por Fetch y Steffenson (1999). Los valores de medias ajustadas de Rl
observados abarcaron valores desde 2 a 7. Por otro lado las lecturas en los
testigos susceptibles fueron de 5 en Clipper y E. Quebracho. De acuerdo a la
escala de 1 a 9 esos ultimos datos indicarian un nivel medio de compatibilidad
patégeno-hospedero, mientras compatibilidades altas (susceptibilidad) se
asocian a valores de 6 y 9. Por ultimo se observa un alto grado de solapamiento
entre los intervalos de confianza de las medias ajustadas de cada genotipo
(Cuadro 7).
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Para identificar a los genotipos con mejor valor de resistencia a mancha
borrosa se consideraron aquellos cuyas medias ajustadas difirieron
estadisticamente de las correspondientes a ambos testigos susceptibles. Por lo
tanto los genotipos resistentes del ensayo fueron TR 6, ND B112, Cl 2991,
12IBYT#25, Bowman y Tx 7934. Sin embargo, se puede observar que para los
genotipos N. Dayman, Gloria/Come, Pr 434771 y Cl 5098, las medias ajustadas
difieren significativamente del testigo mas susceptible (Clipper).
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Cuadro 7: Medias ajustadas de los valores de respuestas de infeccion (RI) a
mancha borrosa en plantula y evidencia de diferencias significativas entre ellas
por el método Tukey-Kramer en 33 genotipos de cebada.

Media ajustada Tukey-

Material de RI Kramer
TR6 2 a

ND B112 2 ab
12IBYT#25 2 abc
Cl2291 2 abc
Tx7934 2 abc
Bowman 2 abc
Pra34771 3 abcd
N. Dayman 3 abcd
Giloria/Come 3 abcd
C15098 3 abcd
Cl3331 3 abcde
Stander 3 abcde
Cl7251 3 abcde
TR9 3 abcde
Dickson 3 abcde
Sudan 3 abcde
CLE 218 3 abcde
Nadja/Shyri//Gloria/Copal 3 abcde
Morex 3 abcde
Robust 4 abcde
4259/CI5831//SMA1/3/Patty’'B"... 4 abcde
Emir/3/Api/CM67//Bus/4/Shyri... 4 abcde
Bonanza 4 abcde
CLE 202 4 bcde
CLE222 4 bcde
Arupo/K8755//Aleli 4 bcde
Cerise/Shyri/Aleli 4 bcde
Harrington 5 cde
Chevron 5 cde
E. Quebracho (testigo susceptible) 5 de
Tx7933 5 de
Clipper (testigo susceptible) 5 e
Anca/2469//Valeriana/3/Shyri..... 7 e

Nota: Diferencias de Pr>|t| >= 0.10 se atribuye la misma letra
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4.3 ANALISIS DE DIVERSIDAD GENETICA BASADO EN COANCESTRIA

El coeficiente de coancestria se calculé entre 25 de los 34 genotipos
listados en el Cuadro 4. Para los genotipos TR6, TR9, 12IBYT#25, Pr 434711,
Cl 2291, Cl 3331, Arupo/K8755//Mora, Sudan y Cl 5098 no se dispuso de
informacion de pedigri y/o no presentaban parentesco con ninguno de los
demas. Sin embargo, para el analisis de conglomerado tampoco se incluyeron
los datos relativos a los genotipos Bonanza, Manker y Cl 7251 porque no se
obtuvo ADN para su posterior andlisis molecular. En consecuencia, en la Figura
6 se muestra el dendrograma obtenido a partir de la matriz de disimilaridad
construida con los coeficientes de coancestria de 22 materiales.

Figura 6: Dendrograma para 22 genotipos de cebada a partir de una matriz de
datos de disimilaridad basada en los datos de coancestria.

Name of Observation or Cluster
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Semi-Partial R-Squared

De acuerdo a los valores de la variable PST? descripto en el cuadro 8, el
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namero de grupos que se asocia al primer minimo detectado en la variable
PST? corresponde a tres grupos. De esta manera en el dendrograma de la
figura 6 podrian identificarse tres grupos principales.

Cuadro 8: Valores de PTS? asociados al dendrograma de la Figura 6

No. grupos PTS?

2.5
1.7
1.6
2.3
1.4
1.3
1.1
1

o N OAWN =

El grupo 1 (cinco genotipos) se encuentra formado por materiales de seis
hileras provenientes de Minnesota, Estados Unidos. Estos materiales tienen
como particularidad que pertenecen a un mismo programa de mejoramiento
(Universidad de Minnesota). EI ND B112 forma parte del programa de
mejoramiento como progenitor.

El grupo 2 se compone de 15 genotipos, de los cuales prevalecen los de dos
hileras (13/15). Dentro de este grupo se identifican claramente dos subgrupos.
Uno se encuentra formado por la totalidad (6/6) de los genotipos provenientes
de ICARDA-CIMMYT, y el otro basicamente por genotipos de Estados Unidos
(Harrington, Bowman y N. Dayman) y australianos (Clipper y E. Quebracho)
vinculados a programa de mejoramiento de cebada de INIA (lineas avanzadas
CLE 202, CLE 218 y CLE 222). Los unicos materiales de seis hileras son
Gloria/Come (CY_B) (ICARDA-CIMMYT) y Chevron (Suiza), linea experimental
y variedad de campo, respectivamente.

Por ultimo, el grupo 3 esta formado por genotipos de seis hileras, hermanos
enteros, perteneciente a un programa de mejoramiento del estado de Texas,
Estados Unidos.

El dendrograma basado en el coeficiente de coancestria separé claramente
los grupos segun su lugar de origen. Esto no llama la atencién dado que los
programas de mejoramiento de cebada utilizan basicamente materiales
adaptados para las condiciones existentes en cada region como base para el
mejoramiento de nuevos genotipos; lo que redunda en un creciente grado de
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parentesco entre ellos y explica en parte los resultados obtenidos en este caso.

4.4 ANALSIS DE LA DIVERSIDAD GENETICA CON MARCADORES
MOLECULARES

La amplificacién de ADN gendémico de 22 genotipos (ver 4.3) de cebada
utilizando seis iniciadores produjo un total de 55 bandas. Para el andlisis se
eliminaron 8 por ser monomérficas. Entre las 47 bandas analizadas, 31
presentaron alta intensidad.

El dendrograma de la figura 7 se obtuvo a partir de una matriz de

disimilaridad utilizando 31bandas polimérficas. No se apreciaron diferencias en
la estructura del dendrograma cuando se consideraron las 47 bandas totales.
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Figura 7: Dendrograma para 22 genotipos de cebada a partir de una matriz de
datos de disimilaridad basada en los datos de marcadores RAPD.

Name of Observation or Cluster
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De acuerdo al valor de la variable PST? (Cuadro 9), el nimero estimado de
grupos presentes en el dendrograma seria tres.
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Cuadro 9: Valores de PTS? para el andlisis a partir de los datos moleculares.

No. grupos PTF?
3.7
3.2
2.1
2.3
2.3
1.7
2.1
1.8

0 N o 0o A WD =

En la Figura 7 se puede ver que cuatro de los seis materiales del ICARDA-
CIMMYT se encuentran en el grupo 1 y los restantes dos se encuentran en el
grupo 3. A su vez, el grupo 2 nuclea a todos los materiales de Dakota del Norte
y Minnesota exceptuando a Morex.

Por otro lado los tres materiales del programa de mejoramiento de INIA La
Estanzuela (CLE 218, CLE 202 y CLE222) se encuentran agrupados en el
grupo 1.

4.5 ANALISIS COMPARATIVO DEL NIVEL DE RI PROMEDIO ENTRE
GRUPOS DEFINIDOS POR COEFICIENTE DE COANCESTRIA'Y POR EL
NIVEL DE POLIMORFISMO OBTENIDO POR MARCADORES RAPD

Las medias ajustadas de RI de cada grupo definido en el dendrograma del
andlisis de coancestria (Figura 6) se presentan en la Cuadro 10. Las
comparaciones multiples realizadas por el método Tukey-Kramer no ponen en
evidencia diferencias significativas entre ellas (Cuadro 11).
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Cuadro 10: Medias ajustadas de Rl y su correspondiente error estandar para
cada grupo formado en el dendrograma de coancestria.

Media ajustada de

respuesta a Error
Grupo infeccion estandar
1 3.0032 0.51129915
2 3.9862 0.2951987
3 3.7775 0.80843494

Cuadro 11: Significancia de comparaciones multiples entre grupos formados en
el dendrograma de coancestria.

Grupo Grupo Pr>|t|*
1 3 0.7018
1 2 0.2441
2 3 0.9682

*Prueba de comparacién de medias
de Tukey-Kramer.

Analogamente, el Cuadro 12 describe los valores de medias ajustadas para
el Rl para los grupos identificados en el dendrograma basado en los
marcadores RAPD (Figura 7). La comparacién estadistica de estas medias se
describe en el Cuadro 13.

Cuadro 12: Medias ajustadas de Rl y su correspondiente error estandar para
cada grupo formado en el dendrograma de los datos moleculares.

Media

ajustada de

respuesta a Error
Grupo infeccion estandar
1 3.8872 0.38404575
2 3.57375 0.4293762

3.7255 0.60722965
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Cuadro 13: Significancia de comparaciones multiples entre grupos formados en
el dendrograma de los datos moleculares

Grupo Grupo Pr>|t|*

1 2 0.8507
1 3 0.9725
2 3 0.9773

*Prueba de comparacion de medias de
Tukey-Kramer.

Al igual que en el andlisis anterior, no se detectaron diferencias significatiivas
en el valor de RI entre los grupos formados en el dendrograma basado en
marcadores moleculares RAPDs.

4.6 ANALISIS DE ASOCIACION ENTRE MARCADORES RAPD Y NIVEL DE
RESPUESTA A LA INFECCION EN PLANTULA

Con el objetivo de estudiar si existe alguna asociacion entre marcadores
individuales y nivel de enfermedad se analizaron para los 22 genotipos
descriptos en las Figuras 6 y 7, los valores promedios de Rl (escala ordinal) en
ausencia o presencia de cada marcador (31) mediante el procedimiento GLM
del paquete estadistico SAS (SAS Institute, 1996).

No se encontré diferencia significancia entre el valor de Rl para ningun
marcador. Vale la pena mencionar que en el caso de los marcadores M18 y
M30 (Pr > F de 0.1478 y 0.1170, respectivamente) su presencia se asocia a
menores valores de RI. En el caso del marcador M30 se detect6é producto de
amplificacién unicamente en los materiales Bowman y N. Dayméan. Dado este
resultado seria necesario repetir la amplificacion para descartar la presencia de
falsos negativos o falsos positivos y/o desarrollar un nuevo marcador de mayor
robustez a partir del andlisis de la secuencia amplificada. Resulta interesante
observar que estos genotipos estan emparentados presentando un coeficiente
de coancestria de 0.00023, y ademas son los Unicos de los materiales
analizados que pertenecen a una linea de mejoramiento de Dakota del Norte.

A continuacion se estudid la prevalencia del producto de amplificacién del
marcador M18 entre los 22 genotipos evaluados. Considerando materiales
resistentes en plantula aquellos que obtuvieron valores de Rl estadisticamente
diferente a ambos testigos susceptibles (Bowman, ND B112 y Tx 7934) se
visualiza la presencia del marcador M18 en todos ellos (3/3), mientras para los
19 susceptibles restantes, nueve de ellos presentan la banda. Ahora si se utiliza
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como criterio de resistencia valores de Rl significativamente menores al los del
testigo Clipper (se agregan Gloria/Come y N. Dayman), cuatro entre cinco de
los resistentes presentan la banda M18. Por su lado, ocho de los 17
susceptibles también la presentan. Estos resultados indicarian que el marcador
M18 no tendria una fuente de asociacion con el fenotipo resistente. Sin
embargo la frecuencia de esta banda es mucho mas alta en el grupo de los
resistentes comparado con el grupo de los susceptibles. Podria suponerse que
esta banda representa una regiéon del genoma conservada. A pesar de esto
dicha banda aparece en fenotipos resistentes para los cuales el dendrograma
basado en el coeficiente de coancestria los asigné a grupos diferentes. Seria
deseable ampliar el analisis de la presencia del marcador M18 considerando la
totalidad de los 33 genotipos de cebada analizados en el ensayo de plantula.
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5 DISCUSION

El desarrollo de materiales de cebada con niveles de resistencia efectivos
frente a las razas de patdgenos locales requiere la implementacién de jardines
de evaluacibn de un numero importante de fuentes de resistencia.
Generalmente estos tipos de ensayos aportan informacién en cuanto al
comportamiento sanitario en planta adulta, por lo que para algunos materiales
mas interesantes se pueden realizar algunos ensayos de resistencia en plantula
complementarios. Es deseable contar con estas dos fuentes de informacién ya
que los determinantes genéticos de resistencia en plantula y en planta adulta
suelen no coincidir. La caracterizacion detallada de los tipos de resistencias y
de sus determinantes genéticos contribuye a una mejor utilizacion del
germoplasma y optimiza el disefio de combinaciones entre tipos de resistencia
complementaria (Steffenson et al., 1996).

El analisis de los niveles de resistencia a mancha borrosa en planta adulta
(severidad) de la coleccidén de INIA La Estanzuela (Fig. 5) permitié identificar
tres genotipos con resistencia efectiva y estable frente a la poblacion local del
patégeno. Considerando niveles menores a 15% de severidad y cuatro afnos de
evaluacion (1998-2001) se destacaron los genotipos: ND B112, TR 6,
Emir/3/Api/CM67//Bus/4/Shyri/5Sen (CY_C). En un segundo plano, se
distinguen los genotipos Bonanza, TX7934, Cl 5098, Manker, TR9 y
4259/C15831//SMA1/3/Patty B'/4/Shyri (CY_A) por presentar valores menores
a 15%. Aunque estos materiales fueron evaluados en un solo afio (1999), éste
fue de alta infeccion, con la excepcion de
4259/C15831//SMA1/3/Patty B'/4/Shyri (CY_A) evaluado en 1998-1999. Ningun
otro material mantuvo consistentemente en los afos evaluados un buen
comportamiento de resistencia. Llamativamente, el cultivar Morex, reportado
como portador de resistencia durable a mancha borrosa tanto en plantula como
planta adulta, se comportdé como susceptible en las condiciones de evaluacién
de la coleccion.

De acuerdo a los agrupamientos detectados en el dendrograma de la Fig. 6
basados en coeficiente de coancestria se deduce que las tres fuentes de
resistencia a mancha borrosa en planta adulta identificadas (ND B112, TR 6,
Emir/3/Api/CM67//Bus/4/Shyri/5Sen (CY_C) son altamente diversas. Mientras
que NDB112 pertenece al grupo 1, Emir/3/Api/CM67//Bus/4/Shyri/5Sen (CY_C)
pertenece al grupo 2, especificamente en el subgrupo integrado por materiales
de ICARDA-CIMMYT. El genotipo TR 6, no incluido en el analisis de
coancestria, probablemente no tenga ningun tipo de parentesco con las otras
dos fuentes. Estas fuentes podrian ser portadoras de diversos determinantes
genéticos de resistencia a mancha borrosa.
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La caracterizacion de resistencia a planta adulta utilizando severidad es
apropiada para el caso de enfermedades que se desarrollan al final del ciclo del
cultivo. Sin embargo, para el caso de manchas foliares asociadas
potencialmente a sistemas de compatibilidad mediadas por toxinas, Fetch y
Steffenson (1999) sugieren complementar la caracterizacion de resistencia a
nivel de campo incorporando el dato de RI a la infeccion en planta adulta. Esto
implica tener en cuenta el tamano de las manchas y la presencia o ausencia de
halo clorético. Estos autores hacen un especial énfasis en el halo clorético ya
que en enfermedades como mancha parda del trigo causada por Pyrenophora
tritici-repentis se comprobd que algunas toxinas son las responsables de
producir el halo en los materiales mas susceptibles, no siendo asi en los
resistentes (Gamba y Lamari, 1998). En consecuencia, para caracterizar con
mas precisién la resistencia en planta adulta a esta mancha foliar seria
importante en el futuro complementar los datos analizados con informaciéon de
Rl en planta adulta.

El ensayo de caracterizacion de resistencia en plantula permitié identificar
seis genotipos con respuesta a la infeccion estadisticamente diferente de los
dos testigos: TR 6, ND B112, Cl 2991, 12IBYT#25, Bowman y Tx 7934.
Coincidiendo con el comentario realizado para las mejores fuentes de
resistencia en planta adulta, las mejores fuentes de resistencia en plantula son
altamente diversas entre si. De esta manera y de acuerdo al dendrograma de
la Fig. 6, ND B112 se ubica en el grupo 1, Bowman en el grupo 2, Tx 7934 en
el grupo 3, mientras que TR 6, CI2991, 12IBYT#25 no incluidos en el
dendrograma tienen muy alta probabilidad de no estar emparentados con
ninguno de ellos.

La particularidad del ensayo de resistencia en plantula fue el estrecho rango
(2-7) de respuesta a la infeccion detectado para una escala de 1 a 9. Esto
produjo un gran solapamiento de intervalos y poca diferenciacién entre
genotipos, (Cuadro 5). Para cada genotipo, supuestamente homocigotos y
homogéneos, al utilizar una escala continta del 1 al 9, se observaron hasta
seis diferentes tipos de reaccion (rango maximo) que en la mayoria de los
casos no fueron correlativos por lo cual las medias de RI por genotipo fueron
ajustadas estadisticamente. Un comportamiento similar fue reportado por Fetch
y Steffenson (1999). Probablemente, este hecho explique el solapamiento de
los intervalos de confianza observados. Mientras que Fetch y Steffenson (1999)
observaron generalmente dos valores correlativos de infeccién (raramente tres)
por genotipo, y que el valor mas comun representaba mas del 75% de los
casos, en este trabajo se observé una mayor dispersion de valores, lo que a su
vez podria cuestionar la homogeneidad de los materiales. Por otro lado cabe
mencionar que en las condiciones del ensayo, los testigos susceptibles
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presentaron valores de Rl de 5; dicho valor pertenece al rango de la
categoria medianamente susceptibles.

Segun Fetch y Steffenson (1999), para propésitos de mejoramiento por
resistencia a mancha borrosa las lineas avanzadas deben mostrar niveles de
Rl entre 1 a 5 en plantula (Figura 4) y de niveles R a MR en planta adulta
(Figura 2), complementando estos ultimos con buenos comportamientos de
severidad en las localidades donde mancha borrosa cause dafnos a fines de
ciclo, como es el caso de nuestro pais.

En total se identificaron siete fuentes de resistencia, altamente diversas de
las cuales tres presentan resistencia a nivel de plantula y planta adulta (ND
B112, Tx 7934 y TR6), una presenta Unicamente resistencia a planta adulta
(Emir/3/Api/CM67//Bus/4/Shyri/5Sen), y tres (Bowman, 12IBYT#25 y Cl2291)
presentan Unicamente resistencia en estado de plantula.

Esto confirma que los determinantes genéticos de ND B112 (fuente de
resistencia durable por mas de 50 afnos) son efectivos a las razas locales de
patégenos. En cuanto a TR 6 presenta una excelente opcidén ya que si bien no
se sabe su pedigri probablemente provenga de otro programa de mejoramiento
que ND B112 y por tanto existen chances que los determinantes genéticos de
resistencia sean diferentes.

Si observamos los otros genotipos que mostraron buen comportamiento en
plantula pero no en planta adulta se denota que 12IBYT#25 presenta muy buen
comportamiento en los afos 2002 y 1998, en el ano 1999 presenta un 17% pero
es muy deficiente en 2000 (Figura 5) Wilcoxson et al. (1990) mencionan que
cuando las condiciones ambientales son favorables para el desarrollo de
mancha borrosa algunos cultivares y lineas experimentales que usualmente se
comportan como resistentes o0 moderadamente resistentes en planta adulta,
pueden comportarse como moderadamente susceptibles. Ademas mencionan
que la enfermedad mancha en red puede ser confundida con mancha borrosa y
se puede confundir estas dos enfermedades cuando los sintomas de mancha
en red no son del todo tipicos, categorizando materiales que siempre han tenido
buen comportamiento como susceptibles a mancha borrosa.

Cl 2991 presenta un comportamiento deficiente para sus dos afos de
evaluacion en planta adulta; y Tx 7934 que también consta con dos afos de
evaluacion (1999-2001) presenta 0 y 17% de severidad respectivamente (que
teniendo en cuenta el ano no es mal comportamiento). Bowman no presenta
datos en planta adulta.
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Castro (2002) menciona que el estudio de las relaciones existentes entre el
germoplasma en uso (diversidad genética) constituye un elemento esencial en
el proceso de toma de decisiones dentro de un programa de mejoramiento. El
coeficiente de coancestria, definido como la probabilidad de que dos alelos
tomados al azar en dos individuos sean idénticos por descendencia, es la
medida clasica de relacion genética.

Si bien los mejoradores buscan que los determinantes genéticos para la
resistencia pertenezcan a pooles genéticos diferentes, lo que aumentaria la
probabilidad de que los alelos o genes determinantes de la misma sean
diferentes y posibiliten una resistencia durable, pueden existir dos tipos de
objetivos de mejoramiento: i) de corto y mediano plazo; y Il) de largo plazo.

En el objetivo de corto y mediano plazo se utilizan materiales de pooles
genéticos “cercanos” o, dicho de otra manera, materiales de un grado de
adaptacion similar. Segun lo citado por Castro (2002) se ha encontrado que los
cruzamiento entre materiales de similar adaptacion se ajustan en general a la
distribucion esperada (1:1 en cruzas simples, 3:1 en retrocruzas, etc.), lo que
permite planificar mejor los programas. En este sentido, los materiales de dos
hileras Bowman y Emir/3/Api/CM67//Bus/4/Shyri/5Sen (CY_C) con resistencia
en plantula y planta adulta, respectivamente serian las fuentes de resistencia
candidatas. Estas fuentes integran el mismo pool genético con los cultivares
adaptados para nuestro pais (N. Dayman, E. Quebracho y Clipper) y con los
elite local CLE 202, CLE 218 y CLE 222.

Los objetivos de largo plazo se refieren a los programas que incluyen el pre-
mejoramiento de materiales poco adaptados y muchas veces de origen
desconocido que tienen buenos comportamientos sanitarios, pero constan a su
vez de muy pobre grado de adaptacioén. Para este escenario se dispondria de
los materiales de seis hileras ND B112, TR 6 y Tx7934, todos con muy buen
comportamiento en plantula y en planta adulta. Mientras NDB112 pertenece al
grupo 1, el segundo pertenece al grupo 3 (Figura 6), mientras los materiales
elite locales pertenecen al grupo 2, como ya fue mencionado. Potencialmente,
los determinantes genéticos de estos tres materiales serian diferentes a los
presentes en Bowman y Emir/3/Api/CM67//Bus/4/Shyri/5Sen (CY_C) (grupo 2).
Otros dos materiales: Cl2291 (dos hileras) y el 12IBYT#25 (seis hileras), con
buenos comportamiento a nivel de plantula podrian utilizarse para objetivos de
largo plazo. Estas lineas también aportarian potencialmente determinantes de
resistencia diversos, ya que bajo el supuesto iii) del calculo de coancestria
(Materiales y métodos) los materiales con pedigri no conocido no estarian
relacionados entre si. Sin embargo, Castro (2002) cuestiona la validez de dicho
supuesto ya que es probable que exista cierta base genética comun entre
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muchos ancestros, y por tanto el valor de coancestria esté subvaluado. En
contraposicion, el efecto en la subestimacion seria minimo de acuerdo con
Gizlice et al. (1993). Por ultimo, seria deseable contar con mas anos de
evaluacion a campo de los materiales TRY,
4259/CI15831//SMA1/3/Patty'B’/4/Shyri  (CY_A), Arupo/K8755//Mora (CY_E),
Cerise y Manker, ya que presentaron niveles interesantes de resistencia a
planta adulta.

Otra forma de analizar la diversidad genética entre las fuentes de resistencia
es por medio de marcadores moleculares. Bai et al. (2003) usaron AFLP y SSR
para medir diversidad de resistencia a fusariosis de espiga en trigo y Davila et
al. (1998) usaron RAMP para determinar relaciones genéticas en cebada.

El dendrograma producido a partir de los datos de RAPD presenta tres
grupos muy diversos. Sin embargo, cada uno de los grupos detectados abarco
genotipos de dos y seis hileras y diferentes origenes (Figura 7). La baja
correspondencia observada entre los dendrogramas construidos a partir de las
matrices de distancias con datos genealdgicos y con datos moleculares podria
explicarse por consistir cada uno en diferentes aproximaciones de evaluar
diversidad genética, cada uno de los cuales sujetos a diferentes tipos de errores
(Graner et al., 1994).

Por tanto no parece ser este un método util para medir diversidad en
genotipos autdégamos, que presenten datos genealdgicos completos, o0
ancestros de estos, ya que para este caso la mejor informacién sobre
diversidad se obtiene de los datos de coancestria como antes se menciond.
Cox et al. (1985) mencionan que las estimaciones genéticas con este método
necesitan de datos de genealogia muy detallados por lo cual serian apropiadas
cuando los pedigri son bien conocidos y las poblaciones son autofecundas
como la cebada, mientras que no serian precisos para poblaciones naturales o
especies con fecundacién cruzada.

Algunos autores mencionan que los métodos moleculares generan valores
subvaluados de diversidad genética. Esto se deberia a que los marcadores
utilizados estarian explorando zonas del genoma compuestas en gran
porcentaje por zonas conservadas. En este aspecto Barrett et al. (1998)
menciona que el método AFLP muestra menores valores de diversidad que el
método basado en Pedigri.

Sin embargo, cuando se quiere evaluar diversidad en colecciones de colecta

a campo donde se desconoce su origen, en colecciones de germoplasma

donde los genotipos integrantes de la misma carezcan de informacién de
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genealogia, o cuando se compara dos sub-especies, los métodos moleculares
que copian o cortan el genoma al azar pueden brindar informacién valiosa
(Davila et al., 1998).

No se detectaron diferencias significativas entre las medias ajustadas del Rl
de los grupos definidos por: coeficiente de coancestria, o por los marcadores
RAPDs. De hecho, dentro de cada grupo se observaron genotipos con
marcadas diferencias en sus niveles de resistencia. Eso estaria indicando que
los determinantes de resistencia estan dispersos en los diferentes grupos de
cebada detectados.

En este trabajo no se detectdé ninguna asociacién significativa entre
marcadores y nivel de resistencia. Posiblemente, las zonas gendmicas
implicadas en la expresion de resistencia no fueron exploradas por los
marcadores RAPDs utilizados. Alternativamente, el método utilizado no fue
capaz de detectar polimorfismos en las zonas relevantes. El uso de otros
marcadores moleculares con distribucién conocida en el genoma y con mayor
poder de detectar polimorfismo, como es el caso de los microsatélites, podria
contribuir a la deteccién de regiones genémicas asociadas a la resistencia.
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6 CONCLUSIONES

Se identificaron siete genotipos de cebada, resistentes a mancha borrosa,
genéticamente diversos, y portadores de diferentes mecanismos de
resistencia: resistencia en plantula y/o en planta adulta.

El andlisis de diversidad genética basado en coancestria para 22 genotipos
permitié detectar tres grupos. Similarmente también se detectaron tres
grupos en el andlisis de diversidad genética basado en RAPDs. Sin
embargo, la asignaciéon de genotipos a cada grupo fue diferente segun el
analisis usado.

No se encontr6 diferencia significativa entre las medias de Rl en plantula de
los grupos identificados por los dos métodos aplicados para medir diversidad
genética.

No se encontré asociacion entre la Rl en plantula y marcadores RAPDs
individuales.

Para objetivos de mejoramiento de corto plazo se destacan como fuentes de
resistencia los genotipos de dos hileras: Bowman (resistencia a nivel de
plantula) y Emir/3/Api/CM67//Bus/4/Shyri/5Sen (resistencia en planta adulta).

Los genotipos de seis hileras: ND B112, TR 6 y Tx 7934, portadores de
ambos mecanismos de resistencias pueden ser fuentes de resistencia para
un objetivo a mediano o largo plazo, o para programas de premejoramiento
mediante el desarrollo de lineas parentales.

Cl 2291 (dos hileras) y 12IBYT#25 (seis hileras) se consideran lineas
promisorias, portadoras de resistencia a nivel de plantula.
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7 RESUMEN

La mancha borrosa causada por Cochliobolus sativus es una de las
enfermedades foliares mas importantes en el cultivo de cebada en Uruguay.
Segun el estado fenoldgico del cultivo y las condiciones ambientales, esta
enfermedad puede causar pérdidas de entre 10% y 43% en el rendimiento,
ademas de reducir notablemente la calidad maltera del grano por pérdida de
peso de grano y su capacidad germinativa asi. No existe resistencia genética
efectiva para esta enfermedad en los cultivares comerciales usados en nuestro
pais. Desde 1992 se esta evaluando una coleccién de germoplasma de cebada
en INIA La Estanzuela segun su comportamiento frente a mancha borrosa en
planta adulta. Si bien esa informacién es importante, sera valioso conocer el
comportamiento sanitario de estos materiales en plantula y realizar una
caracterizacién genética al menos de los materiales mas promisorios. Se
evaluaron la severidad en planta adulta en 31 genotipos; la respuesta a la
enfermedad en plantula en 33 genotipos; la diversidad genética por dos
métodos: coeficiente de coancestria y marcadores RAPDs en 22 genotipos.
Estos 22 genotipos estan presentes en los cuatro andlisis mientras que 30
genotipos son comunes entre el andlisis de resistencia en planta adulta y
plantula. Estos genotipos incluyen materiales de dos y seis hileras y provenian
de diferentes origenes (Estados Unidos, Centro Internacional de Mejoramiento
de Trigo y Maiz, Canada, Corea del Norte, Uruguay, Suiza, Inglaterra y
Australia). Se encontraron siete genotipos con comportamiento resistente
frente a la enfermedad; de los cuales Bowman, CI2291 y 12IBYT#25
presentaron resistencia en el estado de plantula,
Emir/3/Api/CM67//Bus/4/Shyri/5Sen mostrd resistencia en planta adulta, y por
ultimo ND B112, TR 6 y Tx 3934 manifestaron ambos mecanismos de
resistencia. A partir de la técnica RAPDs se obtuvieron 31 marcadores
polimoérficos, de las cuales no se encontrd asociacion entre ninguno de estos y
la respuesta a la infeccién. El analisis de coancestria separ6 tres grupos, donde
cada uno de ellos estaba formado preferentemente por genotipos procedentes
de los mismos programas de mejoramiento. En cambio, el andlisis de diversidad
por medio de marcadores RAPDs separdé tres grupos diversos y con muy baja
correspondencia con el método anterior. No se encontraron diferencias
significativas en los valores promedios de Rl de los grupos identificados por el
analisis molecular. EI mismo resultado se obtuvo para el analisis de los grupos
formados a partir de los datos de coancestria. Esto indicaria que los genotipos
resistentes y susceptibles a mancha borrosa estan distribuidos entre grupos
genéticamente diversos. Estos resultados sugieren que los genotipos
resistentes identificados en este trabajo son candidatos a portar diferentes
genes de resistencia a mancha borrosa.

Palabras clave: Cebada; Mancha borrosa; Resistencia.

52



8 SUMMARY

Barley spot blotch caused by Cochliobolus sativus is one of the most important
foliar diseases of barley in Uruguay. According to the phenological stage of the
crop as well as environmental conditions, this disease can determine between
10% and 40% of yield losses; also, it can notably reduce kernel quality by
decreasing germination capacity as well as kernel weight. Effective resistance
against this disease is not available among current commercial cultivars in
Uruguay. Since 1992, a Barley germplasm collection is being evaluated for spot
blotch resistance at adult plant stage in INIA La Estanzuela, Colonia, Uruguay.
Despite the relevance of ranking resistance sources according to phenotypic
scores, it would be valuable to further assess resistance performance at
seedling stages and to genetically characterize the most promising materials.
Adult plant resistance (severity) and seedling resistance (infection response) to
spot blotch were evaluated for 31 and 33 genotypes, respectively. These two
analyses shared 30 genotypes. Genetic diversity was analyzed in 22 genotypes
based on coancestry coefficients as well as RAPD markers. This set of 22
genotypes was present in all four analyses. Barley genotypes included two- and
six-rowed materials from different origins (USA, CIMMIY, Canada, North Korea,
Uruguay, Switzerland, England and Australia). Seven genotypes were identified
as good resistance sources including Bowman, CI2291 and 12IBYT#25 with
seedling resistance, Emir/3/Api/CM67//Bus/4/Shyri/5Sen with adult plant
resistance, and ND B112, TR 6 and Tx 3934 with both seedling and adult plant
resistance. Diversity analysis based on RAPDs produced 31 polymorphic
markers. No association between infection response and single RAPD markers
was found. Pedigree-based diversity analysis identified three groups. Notably,
genotypes assigned to each cluster derived from the same breeding programs.
Similarly, cluster analyses based on molecular data identified three diverse
groups. However, a very low correspondence was found between the genotypes
assigned to each group in both methods. No association was found among any
marker and infection response. Also, average level of infection response from
each group detected based on either RAPD diversity or coancestry coefficient
did not differ significantly. Therefore, resistant and susceptible genotypes were
distributed throughout genetically diverse groups. These results suggested that
resistant genotypes identified in this work may harbor different spot blotch
resistance genes.

Key words: Barley; Spot blotch; Resistance.
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10 ANEXOS

Anexo 1: Condiciones de siembra, inoculacion, y evaluacion de nivel de
resistencia en la coleccion de mancha borrosa de INIA La Estanzuela (1998-
2002)

En el periodo 1998 al 2002 el nivel de resistencia a mancha borrosa de la
colecciéon de INIA La Estanzuela se midié en base a severidad, i.e. porcentaje
de éarea foliar afectado (% AFA). También se registré la importancia relativa de
las diferentes manchas foliares presentes. Las lecturas de la enfermedad se
buscaron realizarlas al estado de grano lechoso del promedio de los genotipos’.
De los cinco anos de evaluacién en cuatro de ellos se realizé inoculacién
artificial mediante aspersion de conidios.

En el afno 1998 la coleccion se sembr6 el 15 de julio en la localidad de
Young, en parcelas de dos surcos de un metro cada uno. Se fertilizd el 21 de
mayo con un fertilizante de composicion 10-50-0, N (%) -P (P20s5) -K (K20)
respectivamente. La infeccidn se produjo de forma natural.

El 4 de octubre fue sembrada la coleccion correspondiente al afio 1999. Esta
siembra fue en INIA La Estanzuela, en hill plots bajo un telado, y con un
sistema de aspersion. Fue inoculado el 23 de noviembre, con una
concentracion de 2.75X10* conidios de C. sativus /ml, cuando las plantas se
encontraban en promedio en estado de embuche.

La coleccion del afno 2000 se sembr6 el 18 de octubre en INIA La
Estanzuela, y fue inoculada con una suspension de conidios, igual que el afo
1999.

En el ano 2001 la coleccion se sembr6 en hill plots en INIA La Estanzuela el
11 de septiembre, y fue fertilizada con 20 unidades de N/ha en forma de urea.
La inoculacién fue realizada con una suspensién de 1.2X10° conidios C. sativus
/ml, el 15 de noviembre.

La coleccion del afno 2002 se sembro el 16 de julio en INIA La Estanzuela, en
parcelas de dos surcos de un metro. Se fertilizd el 21 de agosto y el 26 de
septiembre, con 24 y 72 unidades de N en forma de urea respectivamente. Los
materiales fueron inoculados con una concentracién de 1.3X10° conidios C.
sativus /ml el 20 de octubre.

' Pereyra, S. 2008. Com. personal
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Anexo 2: Valores de severidad (%AFA) a mancha borrosa en planta adulta de
31 genotipos de cebada de la coleccidon de INIA La Estanzuela (periodo 1998 -
2002).

ARos

Material 98 99 00 01 02
ND B112 5 15 T 5 T
Morex 0 30 - 60 -
Dickson 0 15 - 60 -
Bonanza 3 15 0 - -
Harrington 0 - T 60 -
Sudan 0 40 - 50 2
TR6 0 15 - 15 T
TR9 0 10 - - -
12IBYT#25 2 15 - 30 T
4259/C15831//SMA1/3/Patty B /4/Shyri 10 - 0 - -
Gloria/Come 4.5 225 - 20 5
Emir/3/Api/CM67//Bus/4/Shyri/5Sen T 10 10 15 0
Nadja/Shyri//Gloria/Copal 10 25 - 40 -
Arupo/K8755//Mora 10 15 - - -
Anca/2469//Valeriana/3/Shyri/4/Patty.B/Ruda//Aleli/5

[Cerise/Laurel/Aleli - 50 40 50 0
Dayman - - 125 50 5
CLE 202 - 45 5 80 T
CLE 218 - - 10 80 2
CLE222 - - 875 -
E. Quebracho (testigo susceptible) 6 53 8 83 4
Clipper (testigo susceptible) 5 58 6 81 11
Cerise/Shyri/Aleli 4 - - - -
Manker 0 5 0 - -
Chevron - 30 - - -
Cl2291 - 30 - - 0
CI3331 - 30 - - T
CI15098 - 15 - - 0
CI7251 - 30 - - 0
Tx7933 - 50 - - 0
Tx7934 - 15 - - T
Pr434771 - 25 - - 0

= *T corresponde a trazas. Para la confeccidn de la figura 6 a este valor se le
asigno un nivel de 1%.



Anexo 3: Promedio de severidad de mancha borrosa para el conujunto de
geneotipos estudiados y para los testigos susceptibles para el periodo 1998-

2002
Ano Promedio* E. Quebracho** Clipper™*
1998 3 6 5
1999 27 53 58
2000 8 8 6
2001 49 83 81
2002 2 4 11

*Promedio de severidad de los materiales en estudio.
**severidad en planta adulta.





