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RESUMEN

La fusariosis de la espiga (FE) y la roya de tallo (RT) amenazan la sustentabilidad del
cultivo de trigo en el mundo. Fhbl es un QTL que confiere alto nivel de resistencia a
FE, pero estd presente en muy baja proporcion del germoplasma del Programa de
Mejoramiento Genético de Trigo de INIA-Uruguay. Sr2 es un gen extensamente
utilizado que confiere resistencia parcial duradera a RT. Fhb1 y Sr2 estan ligados en
repulsion, aproximadamente a 3cM en el cromosoma 3B. Recientemente en la
Universidad de Minnesota, EUA, se desarrollaron lineas de trigo con Fhbl y Sr2
acoplados. Para incorporar Fhb1-Sr2 en cultivares uruguayos elite, una linea donante
fue cruzada y retrocruzada tres veces con cuatro cultivares que no portan ambos genes
y que expresan un nivel de resistencia a FE y RT de intermedio a bajo: Génesis 2375,
Génesis 6.87, INIA Madrugador e INIA Don Alberto. Los genotipos portadores de
Fhb1-Sr2 fueron seleccionados de la descendencia de cada cruza utilizando el
marcador molecular UMN10 para Fhbl durante el proceso de retrocruzamiento. En la
descendencia de la Gltima retrocruza, se utilizaron UMN10 y SNP-3BS-8 para Fhbl, y
Sr2-ger9 para Sr2, para seleccionar lineas homocigotas de los cuatro cruzamientos. El
efecto de Fhbl sobre la resistencia a FE en los cuatro diferentes backgrounds genéticos
fue cuantificado en experimentos de inverndculo, comparando la severidad de
infeccion entre lineas homocigotas con y sin los marcadores para Fhbl y Sr2. Los
resutados del ANOVA mostraron que Fhbl tuvo un efecto significativo aumentando
el nivel de resistencia Tipo Il en las cuatro poblaciones (disminucion promedio de
N_AUDPC de 18,4 %) y que su efecto fue independiente de la poblacién. Un
experimento preliminar de RT de campo indicé que las lineas portadoras de Sr2
tuvieron una disminucién en el coeficiente de infeccién de 54,5 y 76,5 % en las
poblaciones derivadas de Génesis 2375 y Génesis 6.87, respectivamente. La
introduccion de Fhb1-Sr2 en estas lineas y su utilizacion en programas de
mejoramiento permitird aumentar y diversificar la resistencia a FE y RT, y reducir el

riesgo de epidemias.

Palabras clave: Triticum aestivum, fusariosis de espiga, roya de tallo, resistencia,
Fhb1-Sr2.
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INTRODUCTION OF Fhb1-Sr2 TO INCREASE THE RESISTANCE TO
FUSARIUM HEAD BLIGHT AND STEM RUST OF WHEAT

SUMMARY

Fusarium head blight (FHB) and Stem rust (SR) threaten the sustainability of the wheat
crop worldwide. Fhbl is a QTL that confers high level of FHB resistance but is present
in a very low proportion of INIA-Uruguay Wheat-Breeding Program germplasm. Sr2
is a widely used gene conferring durable partial resistance to SR. Fhbl and Sr2 are
linked in repulsion, approximately 3 cM apart on chromosome 3B. Lines with Fhbl
and Sr2 in coupling were recently developed at the University of Minnesota, USA. In
order to incorporate Fhb1-Sr2 into Uruguayan elite wheat cultivars, a donor line was
crossed and backcrossed three times with four cultivars lacking both genes and
expressing an intermediate to low level of resistance to FHB and SR: Génesis 2375,
Génesis 6.87, INIA Madrugador and INIA Don Alberto. Genotypes carrying Fhbl-
Sr2 were selected from the offspring of each cross using the molecular marker UMN10
for Fhbl during backcrossing. In the offspring of the last backcross, UMNZ10 and SNP-
3BS-8 for Fhbl, and Sr2-ger9 for Sr2, were used to select homozygous lines in the
four crosses. The effect of Fhbl on the resistance to FHB in the four different genetic
backgrounds was quantified in greenhouse experiments comparing the severity of
infection of homozygous lines with and without the Fhbl and Sr2 markers. The
ANOVA results showed that Fhbl had a significant effect increasing Type |II
resistance in the four populations (average reduction of N_AUDPC of 18.4 %), and
that its effect was independent of the population. A SR field test indicated that lines
with Sr2 had a coefficient of infection decrease of 54.5 and 76.5 % in the populations
derived from Génesis 2375 and Génesis 6.87, respectively. The introduction of Fhb1-
Sr2 in these lines and their utilization in Wheat Breeding Programs might contribute
to increase and diversify the resistance to FHB and SR, and to reduce the risk of

epidemic outbreaks.

Keywords: Triticum aestivum, Fusarium head bligth, stem rust, resistance, Fhb1-Sr2.
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1. INTRODUCCION GENERAL

1.1. TRIGO — CARACTERISTICAS DE LA ESPECIE Y SITUACION
ACTUAL

El trigo panadero (Triticum aestivum, Familia: Poaceae) ha sido el alimento
basico de las principales civilizaciones de Europa, Asia y Norte de Africa durante més
de 8000 afios. Es el cultivo mas sembrado a nivel mundial (Food and Agriculture
Organization of the United Nations - FAQO, 2017), proporcionando alrededor de la
quinta parte del total de calorias consumido por los humanos. Su origen fue en el
cercano oriente (Matsuoka, 2011), que abarca el este del Mediterraneo, sureste de
Turquia, norte de Iraq y oeste de Iran, en donde comenzo su proceso de domesticacion

alrededor de 10.000 afos atras.

Su cultivo se produce actualmente bajo diversas condiciones ambientales en 125
paises, abarcando una superficie total de 219 millones de hectéareas (FAO, 2017). Los
paises de mayor produccion son China, India, EE.UU., Rusia y Francia. En Uruguay,
ha sido tradicionalmente el principal cultivo de invierno (DIEA, 2017), siendo su

primer destino el mercado interno y en segundo lugar la exportacion.

Triticum aestivum es una especie autdgama alo-hexaploide (2n = 6x = 42,
AABBDD) originada a partir de eventos de poliploidizacion entre la especie
tetraploide Triticum turgidum spp. diccocum (2n = 4x = 28, AABB) y la especie
diploide Aegilops tauschi (2n = 2x = 14, DD, Chantret, 2005). Su genoma es complejo
comparado al de otros cultivos, debido a su gran tamafio (estimado en 16Gb), y a la
alta proporcion de secuencias repetidas (alrededor de 85 %, International Wheat
Genome Sequencing Consortium - IWGSC, 2018). A pesar de ello, a través de
esfuerzos realizados por el IWGSC, se ha conseguido secuenciar su genoma con una
cobertura de 94 % en bloques de pseudomoléculas que se otganizan a lo largo de los

cromosomas.



1.2. FUSARIOSIS DE LA ESPIGA DEL TRIGO

1.2.1. Importancia mundial y en Uruguay

La fusariosis de la espiga (FE) o golpe blanco, denominada en inglés Fusarium
head blight, head scab o ear blight, es una de las enfermedades mas severas que afecta
el cultivo de trigo alrededor del mundo. Ha sido identificada por el Centro
Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT) como la principal

limitante para la produccion de trigo en algunas regiones (Xu, 2003).

La enfermedad es causada por especies del género Fusarium que afectan un
amplio numero de géneros de gramineas y leguminosas de interés econdémico
(Goswami y Kistler, 2004), entre ellas: Triticum, Hordeum, Oryza, Avena, Zea,

Glycine, Lolium, Medicago, Sorghum, Trifolium.

Las epidemias de FE estdn estrechamente relacionadas a las condiciones
ambientales y actualmente el impacto de la enfermedad se ha incrementado debido a
los efectos indirectos del cambio climatico (West et al., 2012). Estudios nacionales
(Diaz y Pereyra, 2011) mostraron que la frecuencia de ocurrencia de condiciones
climaticas que predispongan las epidemias de FE en Uruguay tales como la del afio
1977, ha aumentado en los ultimos afios. Actualmente, la FE presenta grandes desafios
para su control. Por este motivo es importante la adopcidn de un manejo que integre
adecuadas practicas culturales, control quimico y principalmente la utilizacion de
cultivares con niveles aceptables de resistencia genética, ya que por si solas, ninguna

de estas practicas es totalmente efectiva.

1.2.2. El patégeno

La FE puede estar causada por distintas especies bioldgicas del género
Fusarium, entre las que se destacan por su importancia a nivel mundial y nacional, F.
graminearum, F. poae, F. culmorum, F. avenaceum, F crookwellense, F.
pseudograminearum, F. acuminatum, F. sporotrichioides (Pereyra et al. 2006,
Demeke et al. 2005). Sin embargo, el principal agente causal de esta enfermedad en

la mayoria de los paises, incluido Uruguay, lo constituyen especies que pertenecen al



complejo Fusarium graminearum (FGSC) (Umpierrez-Falaiche et al. 2013, Pereyra et
al. 2006). Dentro de este complejo, se han reportado 16 especies filogenéticamente
distintas (Sarver et al. 2011, Yli-Mattila et al. 2009, O'Donnell et al. 2008, Starkey et
al. 2007), capaces de producir micotoxinas, particularmente del grupo de trichotecenos

tipo B y zearalenona (Jansen et al., 2005).

En todos los casos, las especies se distribuyen globalmente de acuerdo con las
condiciones climaticas, geogréaficas y a los distintos hospederos presentes en los
sistemas (van der Lee et al. 2015, Doohan et al. 2003).

En FGSC se reconocen varios quimiotipos relacionados a la produccion de
micotoxinas: la zearalenona (ZEA), tricotecenos como el deoxinivalenol (DON),
nivalenol (NIV) y sus formas acetiladas de DON (Ac-DON, Buerstmayr et al. 2009,
Diaz et al. 2002). Los quimiotipos suelen estar asociados a regiones geograficas
especificas (Xu y Nicholson, 2009): en Europa el quimiotipo dominante es 15-AcDON
(Talas et al. 2011, Jennings et al. 2004), en Asia predomina el quimiotipo productor
de NIV (Zhang et al., 2007), en América del Sur predomina el quimiotipo DON y 15-
AcDON (Alvarez et al., 2009) pero también se ha reportado el quimiotipo NIV en
Brasil y Argentina (Sampietro et al., 2011), en América del Norte el quimiotipo
prevalente es 3-AcDON (Ward et al., 2008). En Uruguay, la especie predominante
Fusarium graminearum es productora de los tricotecenos DON y 15-AcDON. Sin
embargo, en la Gltima década se han reportado quimiotipos porductores de ZEA
(Umpiérrez-Failache et al. 2013, Pereyra et al. 2006) debido a la presencia de las
nuevas especies detectadas al Este del pais.

Otra caracteristica de gran importancia en las poblaciones de Fusarium es su
agresividad, definida generalmente como la capacidad del patdégeno en causar
sintomas de enfermedad de mayor o menor magnitud en el hospedero (Pariaud et al.,
2009). Esta caracteristica es cuantitativa, heredada como un caracter complejo
(Miedaner, 1997), asociada generalmente a la expresion de varios genes localizados

en diferentes regiones del genoma (QTL, Quantitative Trait Loci, Pariaud et al., 2009).



1.2.3. Ciclo vy epidemiologia

Fuisarium graminearum es saprofito y parasito facultativo (Bushnell et al. 2003,
Araus et al. 1993) con capacidad de colonizar eficientemente el tejido vivo de sus
hospederos en cualquier momento del ciclo de vida del huésped. Posteriormente,
puede establecerse en el tejido senescente y en rastrojos (Figura 1). Esto Gltimo podria
haber contribuido a una mayor importancia de la enfermedad en los sistemas actuales

de labranza de siembra directa, donde persiste en el residuo del cultivo.
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Figura no 1: Ciclo de fusariosis de la espiga (modificado de Reis, 1988).

Fusarium graminearum produce ascosporas originadas de forma sexual en los
peritecios que representan el indculo primario y principal de la enfermedad (Diaz y
Pereyra 2011, Diaz 1996). Su modo de diseminacion puede ser a través del viento,
dispersandose a varios kildémetros de distancia, pero el indculo endogeno de la chacra
es el mas importante para causar epidemias. La segunda clase de esporas producidas
son los macroconidios, estructuras originadas asexualmente en los esporodoquios, que
a diferencia de las ascosporas se producen en menor proporcion y sélo pueden

diseminarse a cortas distancias por salpicado de las gotas de lluvia.



1.2.4. Condiciones predisponentes para la enfermedad

Las condiciones climéticas que favorecen la infeccion y posterior desarrollo del
patogeno en el hospedero son temperaturas de 15 a 30 °C, con un 6ptimo de 25 °C, y
condiciones de humedad relativa mayor a 90 % durante un periodo de 48 a 72 horas
(Andersen, 1948). Para que ocurran epidemias es necesario que estas condiciones se
den al momento de mayor susceptibilidad del cultivo (floracion - llenado del grano).

1.2.5. Sintomas

La infeccién inicia cuando las ascosporas y/o conidios germinan sobre las
anteras y comienzan a colonizar el ovario, otras estructuras florales y el resto de la
espiga (Bushnell et al. 2003, Pritsch et al. 2000, Schroeder y Christensen 1963). Las
espiguillas afectadas se tornan descoloridas rapidamente debido a la descomposicion
de su clorofila. Si las condiciones ambientales son muy favorables para el patdgeno,
la infeccion avanzara por el raquis hacia las espiguillas adyacentes, a través de la
insercion de la espiguilla al raquis. Posteriormente se puede observar una coloracion
salmén en la base y bordes de la gluma que corresponde a los conidios del hongo.
Hacia el final del ciclo se observan los peritecios sobre las espigas (Bushnell et al.
2003, Pritsch et al. 2000).

1.2.6. Efectos negativos sobre el cultivo

Las consecuencias de la enfermedad son mayores mientras mas temprano se dé
la infeccion. Cuando la infeccidn ocurre durante la floracién puede provocar abortos
de flores. Infecciones durante la etapa de llenado de grano determinan menor tamario
de grano, e infecciones tardias, granos normales pero contaminados con micotoxinas
(Buerstmayr et al. 2009, Diaz et al. 2002). El principal efecto negativo de la FE se da
por la contaminacion del grano con las micotoxinas. Particularmente, las especies
pertenecientes al FGSC producen tricotecenos B, dentro de los cuales se encuentran el
deoxinivalenol (DON), el nivalenol (NIV) y los derivados acetilados 3-acetil
deoxinivalenol (3ADON), 15-acetil deoxinivalenol (15ADON) y 4acetil nivalenol
(fusarenon, FUS-X). EI DON es la micotoxina mas frecuentemente encontrada en



granos contaminados por estos hongos (Meneely et al., 2011). Esta situacion causa
severas pérdidas econdmicas debido a las restricciones comerciales, nacionales e
internacionales, en cuanto al contenido de micotoxinas permitido. La Comision
Europea permite un limite maximo de 0.75 partes por millon (ppm) de concentracion
de DON en el cereal y de 0.5 ppm en el producto elaborado final (Champeil et al.,
2004). En Uruguay existe un decreto del afio 2001 que establecié un m&ximo permitido
de 1mg/kg (1 ppm) de DON en harina y subproductos de trigo para consumo humano
(Decreto Poder Ejecutivo N° 533/01). Para la alimentacién animal existe una
resolucion ministerial del 2001 (Cabella y Eguren, 2012) que establece el limite
maximo de DON en raciones de 5 ppm para bovinos de carne, ovinos y aves; 2 ppm
para bovinos de leche; 1 ppm para cerdos y equinos; 2 ppm para otros animales y de
10 ppm para las materias primas (granos y sus subproductos) destinados a la

elaboracion de alimentos para animales.

Las maximas pérdidas porcentuales de rendimiento de grano registradas en
Uruguay han sido de 31 % (Diaz 1996). También se ven afectadas la calidad fisica del
grano, debido a su menor tamafio y una reducida germinacién, asi como la calidad
panadera, por la destruccion de granulos de almidon, paredes celulares y proteinas del

endosperma.

1.2.7. Estrateqgias de control de la enfermedad

Con el fin de disminuir el riesgo de dafios causados por la FE se han propuesto
diferentes estrategias para su control (Diaz y Pereyra, 2011). Se recomienda la
adopcion de practicas de manejo integradas, que impliquen buenas practicas
culturales, control quimico y principalmente la utilizacién de variedades con adecuado

nivel de resistencia genética.
1.2.7.1. Variedades resistentes

La eleccion de variedades resistentes es considerada como la medida mas
efectiva para controlar la enfermedad (Schroeder y Christensen, 1963). La aplicacién

de fungicidas y las précticas culturales actian como medidas complementarias y su



eficiencia dependera del nivel de resistencia del cultivar con el que se trabaje
(Buerstmayr et al., 2009). A pesar de la variabilidad genética existente para la
resistencia a FE, es dificil encontrar cultivares que combinen rendimiento de grano
alto y estable, buena calidad industrial y resistencia a la FE. Se tratara en profundidad

la resistencia genética méas adelante.
1.2.7.2. Précticas culturales

Durante la Gltima década han ocurrido cambios en las practicas culturales
relacionados a la disminucion del laboreo. Dill-Macky y Jones (2000) comprobaron
que la presencia de Fusarium spp. es mayor en campos con siembra directa o labranza
reducida que en campos donde se laborea y se entierran los residuos. El largo de la
rotacion es otro factor que afecta la cantidad de in6culo primario. Rotaciones mas
cortas (con mayor frecuencia de gramineas en la misma), resultan en general, en mayor
presencia del patdgeno y esta situacion se ve agravada cuando se utilizan
repetidamente cultivos hospederos y variedades susceptibles (Champeil et al., 2004).
En condiciones de Uruguay, periodos de un invierno, o preferentemente dos, sin
cultivos susceptibles en una chacra podrian contribuir a disminuir la carga de indculo
en la misma (Pereyra y Dill-Macky, 2008). Sin embargo, la presencia de gramineas
tanto cultivadas como nativas en las chacras aseguran indculo presente a lo largo de

casi todo el afo.
1.2.7.3. Control quimico

Los productos basados en triazoles (tebuconazol, metconazol, o protioconazol)
han sido utilizados extensamente (Mesterhazy, 2003), aplicados como mezclas o sin
combinar. Sin embargo, su uso no es generalizado debido a los altos costos de
aplicacion y a su eficiencia variable, dependiendo tanto del estrecho momento de
aplicacion como de la precision de la aplicacion. Otros factores que limitan el control
de la enfermedad son la morfologia de la espiga y la capacidad de los productos de
ingresar en la misma, o permanecer protegiéndola externamente durante la ocurrencia

de condiciones favorables para la enfermedad.



Los principios activos de mayor eficiencia disponibles en Uruguay son el
tebuconazol y el metconazol (Diaz y Pereyra, 2011) y portioconazol. Las aplicaciones
con boquillas doble abanico, seguidos por las de abanico plano han resultado ser las
mas efectivas. Respecto al momento de aplicacién, las dobles aplicaciones a Zadoks
61 (inicio de floracion) y Zadoks 65 (plena floracion) fueron las que controlaron mejor
la enfermedad, pero el andlisis econdmico mostré que dentro de las aplicaciones

unicas, las realizadas a estado Z61 fueron mas eficientes y mas rentables.
1.2.7.4. Control bioldgico

Los agentes de control biol6gico como bacterias y hongos pueden utilizarse para
el control de F. graminearum y sus toxinas (Khan y Doohan, 2009). Se ha observado
que aplicaciones de Pseudomonas flourescens (cepas: MKB 158, MKB 249, y 202)
reducen la severidad de la FE y son capaces de disminuir significativamente los niveles
de DON (hasta un 74 %). Cepas de Bacillus, Lysobacter, Pseudomonas y
Cryptococcus han demostrado ser agentes de biocontrol satisfactorios (Yuen y
Schoneweis, 2007). Sin embargo, los resultados obtenidos hasta el momento no han
mostrado control completo de la enfermedad y se requieren estudios adicionales para
evaluar la eficiencia y supervivencia de las cepas, asi como la interaccion con otros

organismos (Dweba et al., 2017).
1.3. ROYADE TALLO DEL TRIGO

1.3.1. Importancia mundial y en Uruguay

La roya de tallo (RT) del trigo, causada por Puccinia graminis f. sp. tritici, es
otra de las enfermedades méas importantes que afectan el cultivo de trigo en el mundo.
Historicamente fue considerada la enfermedad més destructiva, convirtiéndose en la
enfermedad mas temida por productores de trigo (Singh et al., 2011). Varias regiones
productoras de trigo presentan condiciones favorables para el desarrollo de la
enfermedad y estan propensas a pérdidas severas. Sin embargo, la enfermedad estuvo
bajo control durante décadas en muchas regiones. En el afio 1998 se detect6 una nueva

raza del patdgeno virulenta frente a un gen de resistencia ampliamente utilizado a nivel



mundial denominado Sr31. Esta raza se denomind TTKS, por su espectro de
virulencias, y Ug99, por haber sido detectada primeramente en Uganda y caracterizada
en el afo 1999 (Pretorius et al., 2000). En 2003, Ug99 fue encontrada en Kenia y en
2007 en Yemen (Wanyera et al. 2006, Pretorius et al. 2000). Esta raza podria migrar
a otras regiones afectando a muchos de los cultivares actualmente utilizados (Singh et
al. 2006, Kolmer 2005). En la misma region también se han detectado variantes de la
raza Ug99, con virulencia adicional sobre el gen Sr24 (TTKST) y Sr36 (TTTSK). Al
2018, 14 variantes de Ug99 fueron identificadas desde Sudafrica hasta Iran (Omrani,
2018) y no se habido reportes en los deméas continentes. Debido a esta situacion, en
2005 se cred un consorcio internacional denominado “Borlaug Global Rust Initiative”
(BGRI) con los objetivos de mitigar y prevenir los efectos de la enfermedad (BGRI,
2018).

En nuestra region, el uso generalizado de cultivares con buena resistencia
genética, portadores mayoritariamente de los genes Sr24 y Sr31, limit6 durante afios
la magnitud de las epidemias (German et al. 2011, German et al. 2007). Sin embargo,
durante 2014, se observd una epidemia generalizada de roya del tallo en Argentina y
Uruguay (4.6 millones de ha., Campos et al., 2015). En Parand (Argentina), las
pérdidas de rendimiento promedio en ensayos experimentales fueron desde 13 a 21 %.
En el afio 2015 se repitid esta situacion y posteriormente RT ha causado epidemias
mas leves y localizadas en cultivos comerciales de variedades susceptibles. Estas
epidemias de RT probablemente fueron provocadas por el alto porcentaje del area
sembrada con cultivares susceptibles, la cual alcanzé el 50 % en Argentina y el 48 %
en Uruguay en 2014. La alta frecuencia de cultivares susceptibles puede explicarse en
gran parte por el alto uso de cultivares de origen francés de alto rendimiento y que no
poseen genes de resistencia a RT efectivos para las razas de Puccinia graminis

presentes en la region.

1.3.2. Caracteristicas generales de la RT

Puccinia graminis f. sp. tritici es un hongo biotrofico. La RT produce pustulas

marrones de gran tamafo, que pueden afectar principalmente las vainas foliares y


https://www.globalrust.org/about-bgri
https://www.globalrust.org/about-bgri

tallos, pero también pueden observarse en hojas, glumas y aristas (Singh et al., 2008).
En la hoja, las pustulas generalmente se forman en el lado inferior, pero

ocasionalmente pueden penetrar en la superficie superior.

El hongo puede crecer en un rango de temperatura de 2 a 30 °C con un éptimo
entre 15 y 24 °C para la germinacion de las urediniosporas, y de 5 a 40 °C con un
Optimo en 30 °C para la esporulacion (Roelfs et al., 1992). Para que ocurra la infeccion
se requiere agua libre sobre la superficie del follaje durante unas 6 a 8 horas. Debido
a los requerimientos elevados de temperatura, la RT infecta a los cultivos cuando ya
esta avanzado su ciclo, afectando con mayor severidad las variedades que se siembran

0 maduran tardiamente.

Las esporas producidas por el hongo (urediniosporas) pueden diseminarse a
tejidos nuevos de la misma planta o plantas adyacentes para causar nuevas infecciones,
0 pueden ser transportadas por el viento recorriendo cientos de kilémetros, e incluso
atravesar continentes (Brown y Hovmgller 2002, Roelfs 1985). Los cultivos
hospederos principales incluyen el trigo harinero, trigo duro, cebada vy triticale.
Durante el verano se ha comprobado la sobrevivencia local de P. graminis f. sp. tritici
sobre plantas voluntarias o guachas de trigo y cebada (German et al., 2011), a partir

de las que se genera el in6culo primario para las infecciones en el cultivo.

1.4,  MARCADORES MOLECULARES Y SELECCION ASISTIDA POR
MARCADORES

Los marcadores moleculares han demostrado ser herramientas invaluables para
caracterizar los recursos genéticos, permitiendo mejorar nuestra comprension y
utilizacion de la variacion genética dentro y entre las especies (Farokhzadeh vy
Alifakheri, 2014). El uso de marcadores moleculares es extensivo en diversos campos
de las ciencias vegetales. Algunas de las areas en las que han sido utilizados
exitosamente son la evaluacion de germoplasma, el mapeo genético, la postulacion de

genes y el mejoramiento de cultivos (Xu 2010, Jiang 2013).
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La seleccion asistida por marcadores (SAM) se refiere al uso de marcadores
moleculares que estan estrechamente ligados a caracteristicas de interés agronoémico,
como resistencia a estres biotico y abidtico, y que pueden ser utilizados para sustituir
0 asistir a la seleccion fenotipica (Narasimhulu et al., 2013). Existen cinco
consideraciones principales para el uso de marcadores moleculares en SAM (Mackill
y Ni, 2001, Mohler y Singriin 2004): i) confiabilidad: preferentemente los marcadores
deben estar ligados a menos de 5 cM del locus de interés, ii) cantidad y calidad de
ADN requerido: la utilizacion de algunos marcadores requiere gran cantidad de ADN,
el cual algunas veces puede ser dificil de obtener en la practica y aumentar los costos,
iii) procedimiento técnico: el nivel de simplicidad para su uso y el tiempo requerido
para la técnica, iv) polimorfismo: idealmente el marcador deberia ser altamente
polimorfico en el material de mejoramiento, v) costo: el uso del marcador debe ser

rentable.

La SAM tiene un enorme potencial para mejorar la eficiencia y la precision del
mejoramiento genético. Los marcadores moleculares pueden clasificarse en dos
categorias: marcadores clasicos y marcadores de ADN (Xu, 2010). Los marcadores
clasicos incluyen los morfolégicos, citoldgicos y bioquimicos. Los marcadores de
ADN se han basado en diferentes técnicas de deteccion de polimorfismo como la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por su sigla en inglés), el método de
hibridacion Southern y la secuenciacion de ADN (Collard et al., 2005). Los
marcadores méas extensamente utilizados en cereales son los SSRs (simple Sequence
Repeats) o microsatélites, los cuales presentan la ventaja de ser codominantes,
relativamente simples de utilizar, de bajo costo y, generalmente presentan alto grado
de polimorfismo (Collard y Mackill, 2008). Los marcadores STS (Sequence Tagged
Site), SCAR (Sequence Characterized Amplified Region) también han sido utilizados
en SAM (Sharp et al., 2001). Sin embargo, ha habido un creciente desarrollo de nuevas
tecnologias y marcadores, apuntando a reducir el costo e incrementar la eficiencia.
Entre ellos se incluyen los SNP (Single Nucleotide Polymorphism), los SFP (Single
Feature Polymorphisms), los DArT (Diversity Array Technology) y los RAD
(Restriction Site-Associated DNA, Gupta et al., 2008).
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Collard y Mackill (2008) clasificaron la aplicabilidad de los marcadores en cinco
areas, aunque puede haber superposicion en estas categorias:

1) Seleccion asistida para evaluacion de material de mejoramiento: a traves de
la SAM el mejorador puede seleccionar para uno o varios rasgos de interés, cuando
antes no era posible hacerlo mediante la seleccion fenotipica convencional, ya sea
debido a la baja heredabilidad, por ser un rasgo dificil de calificar, o por la presencia
de un gen que enmascara a otros genes (Walker et al., 2002). En segundo lugar, la
SAM facilita el seguimiento y la fijacion de una serie de componentes genéticos
individuales, que al asociarse, definen la expresion general del rasgo (Farokhzadeh y
Alifakheri, 2014). Esto se aplica en el caso de muchos rasgos cuantitativos, donde cada
componente genético puede hacer una contribucion relativamente pequefia a la
determinacion general del fenotipo. Ademas, el uso de SAM permite la seleccion de
genes recesivos sin necesidad de validacion en cada generacion a través de una prueba
de progenie. Esto es de particular importancia en los programas de retrocruzamiento,
donde el objetivo es corregir un genotipo establecido (el padre recurrente) para una
unica debilidad (por ejemplo, la susceptibilidad a la enfermedad) mediante la retencion
de la cantidad minima de material genético del parental donante. Finalmente, los
marcadores pueden ayudar en la eleccion de los padres en los programas de
mejoramiento. En algunas situaciones, esto puede dirigirse a maximizar la diversidad,
lo que es deseable para la explotacién de la heterosis, en otras situaciones, el objetivo
puede ser minimizarla, a fin de preservar complejos genéticos adaptados presentes en

el germoplasma élite.

2) Retrocruzamiento asistido por marcadores: el retrocruzamiento es el método
mas comunmente utilizado para incorporar uno o varios genes en una variedad
adaptada o élite. En la mayoria de los casos, el padre utilizado para retrocruzamiento
tiene un gran nimero de atributos deseables, pero es deficiente en alguna caracteristica
en particular (Collard y Mackill, 2008). El uso de marcadores en retrocruzamiento
aumenta la eficiencia de seleccion. Los marcadores se pueden usar para la deteccién
del gen o QTL de interés, siendo esto particularmente Util para rasgos que tienen

fenotipos dificiles de medir. También se pueden utilizar para seleccionar rasgos de
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etapa reproductiva en etapa de plantula, permitiendo una seleccion temprana del
caracter de interés. Otra de las utilidades consiste en seleccionar la progenie con el gen
objetivo y los eventos de recombinacion entre el locus objetivo y los marcadores
flanqueantes, nos referimos a esto como "seleccidén recombinante”. El propdsito de la
selecciéon recombinante es reducir el tamafio del segmento del cromosoma donante.
Los genes que afectan negativamente el rendimiento del cultivo pueden estar ligados
al gen objetivo del padre donante, denominado "linkage drag" (Hospital, 2005).
Mediante el uso de marcadores que flanquean un gen objetivo, por ejemplo, situados
a menos de 5 ¢cM en cada lado, el “linkage drag” puede ser minimizado. Por ultimo,
usando marcadores que no estén ligados al locus objetivo pero que estén distribuidos
en todos los demas cromosomas, se puede seleccionar contra el genoma del donante,

lo que acelerara la recuperacion del genoma del padre adaptado.

El método de retrocruzamientos en general presenta como limitante el tiempo
requerido, ya que se necesita el desarrollo de varias generaciones de crecimiento.
Técnicas tales como el avance acelerado de generaciones y la desendencia de semilla
Unica pueden contribuir a disinuir el tiempo por generacidn y mejorar la aplicacion de

esta metodologia (Watson et al. 2018).

3) Piramidacion de genes asistida por marcadores: es el proceso de combinar
varios genes de interés en un mismo genotipo (Collard y Mackill, 2008). Puede ser
posible a través de la seleccion fenotipica convencional, pero por lo general no es facil
identificar las combinaciones de genes deseados. Las plantas deben ser evaluadas para
todos los rasgos de interés, por lo tanto, puede ser muy dificil de evaluar en ciertos
tipos de poblaciones (por ejemplo, F2) o para caracteristicas que requieran ensayos
destructivos. Con la SAM, la seleccion de las plantas de interés puede ser realizada
solamente utilizando una muestra de ADN, sin necesidad de fenotipar. La aplicacion
mas extendida para la piramidacion ha sido para combinar genes de resistencia a
maultiples enfermedades con el objetivo de desarrollar resistencia duradera (Shanti et
al. 2001, Singh et al. 2001).
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4) Seleccidn en generaciones tempranas (Ribaut y Betran, 1999): aunque los
marcadores se pueden utilizar en cualquier etapa durante un programa de
mejoramiento, representan una gran ventaja en las primeras generaciones, porque las
plantas con combinaciones de genes indeseables pueden ser eliminadas. De esta forma,
permite a los mejoradores centrar la atencion en un nimero menor de lineas de alta

prioridad.

5) SAM combinada: hay varios casos en que la deteccion fenotipica
convencional se puede combinar estratégicamente con la SAM. La "SAM combinada”
(Moreau et al., 2004) podria ser adoptada, por ejemplo, para identificar determinados
genes 0 QTL que controlen un rasgo que permanecera sin fenotipar, o cuando se
necesita manipular un gran nimero de QTL. Estudios de simulacion indican que este
enfoque es mas eficiente que el exclusivamente fenotipico, especialmente si se utiliza
cuando hay gran tamafio de poblacion y en rasgos de baja heredabilidad (Hospital y
Charcosset, 1997).

1.5. RESISTENCIA GENETICA

La resistencia genética es la capacidad de la planta para reducir el crecimiento y
desarrollo del patégeno luego del contacto con la planta o durante el desarrollo del
patdgeno en la planta (Niks et al., 1993). A lo largo del tiempo se han identificado
diferentes cualidades de la resistencia genética, lo que permitié caracterizar dos
grandes tipos de resistencia, que se denominaron resistencia vertical y resistencia
horizontal (Vanderplank, 1968). La resistencia vertical es de tipo cualitativo (la planta
esta enferma o sana), regulada de forma mono u oligogénica y asociada a una alta
especificidad de las razas del patdgeno. Los genes asociados a este tipo de resistencia
se denominan genes mayores y en general se expresan desde el estado de plantula. La
resistencia horizontal es de tipo cuantitativo (la planta presenta diferentes niveles de
enfermedad), regulada de forma poligénica o multigenica y asociada generalmente a
una baja especificidad de las razas del patdgeno. Los genes asociados a esta resistencia
se denominan genes menores. Estos dos tipos de resistencia reciben actualmente otros

nombres, dependiendo de la caracteristica particular a la cual se quiera hacer referencia
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(Lannou, 2012), como por ejemplo resistencia completa vs. resistencia parcial,
resistencia de plantula vs. resistencia planta adulta, resistencia cualitativa vs.

resistencia cuantitativa.

1.5.1. Resistencia genética a FE

La resistencia a FE es de caracter cuantitativo y de tipo horizontal, al menos para
las especies més prevalentes como F. graminearum y F. culmorum (Mesterhazy et al.,
1999, van Eeuwijk et al., 1995).

1.5.1.1. Tipos y mecanismos de resistencia a FE

Los dos principales mecanismos de resistencia genética a FE fueron clasificados
por Schroeder y Christensen (1963) como resistencia a la infeccion inicial (Tipo 1) y
resistencia a la propagacion de los sintomas y el patdgeno a través de la espiga (tipo
I1). Un tercer tipo de resistencia asociada a la acumulacion de micotoxinas en el grano
fue descripto por Miller y Arnison (1986). Posteriormente Mesterhdzy (2002)
extendid la clasificacion a siete tipos de resistencia que pueden variar de forma

independiente entre los genotipos:

l. Resistencia a la infeccién inicial
. Resistencia a la diseminacion de sintomas y del
patdgeno en la espiga

II. Resistencia a la infeccién del grano

V. Tolerancia

V. Resistencia a la acumulacion de toxinas

VI. Resistencia a la infeccion tardia

VII. Resistencia a la muerte de espiguillas por encima del

sitio de infeccién

La mayoria de los programas de mejoramiento genético de trigo (PMGT) utilizan
la determinacion de resistencia Tipo Il para caracterizar su germoplasma. Sin embargo,

debido a la preocupacion de seguridad alimentaria asociadas con la toxina DON, ha
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habido un creciente interés en caracteres de resistencia expresados en granos
(McMullen et al., 2012).

Adicionalmente, se han encontrado caracteristicas morfoldgicas y de desarrollo
que actuan como mecanismos de escape de la planta frente al patdgeno (Rudd et al.,
2001). Entre ellos, se ha encontrado que genotipos sin aristas y de espiga laxa son méas
resistentes que genotipos con aristas y espiga compacta (Kollers et al., 2013). Lo
mismo sucede con genotipos que ubican su fecha de floracién fuera del periodo de
condiciones ambientales favorables para el patdgeno. La extrusion de anteras ha sido
propuesta como otro caracter morfoldgico que influencia la resistencia genética a FE,
en particular afectando la resistencia tipo I (Lu et al. 2012, Skinnes et al. 2010, Graham
y Browne, 2009). Se han mapeado QTL para la resistencia tipo | que han estado
asociados también con la extrusion de anteras en la misma region cromosomica (por

ejemplo Qfhs.ifa-5A actla controlando ambos caracteres).

Los genes de enanismo utilizados para incrementar la productividad han estado
relacionados a la resistencia a FE en diversos estudios (Buerstmayr et al. 2000). Por
largo tiempo se tuvo la hipotesis de que las plantas de menor estatura tienen mayor
exposicion a los patdgenos presentes en el suelo (Miedaner y VVoss, 2008), debido a la
mayor movilidad de las esporas desde los restos de cultivo infectado hacia las hojas y
la espiga. Tres genes mayores asociados a enanismo, provenientes de dos variedades
japonesas (Rht-B1b sinonimo Rhtl y Rht-D1b sinénimo Rht2 derivados de Norin 10 y
Rht8 derivado de Akakomugi) han sido utilizados en méas de la mitad de los cultivares
de trigo del mundo (Gale et al. 1985). Srinivasachary et al. (2008) observaron que el
nivel de resistencia correlacion6 negativamente con la presencia de Rht-D1b,
resultando en plantas con un menor nivel de resistencia tipo | a FE. Sin embargo, VVoss
et al. (2008) demostraron que existen excepciones de lineas portadoras del alelo Rht-
D1b que pueden presentar altos niveles de resistencia a FE. Hilton et al. (1999)
concluyeron que el efecto de Rht-B1b y Rht-D1b sobre la FE es altamente dependiente
del background genético y las condiciones ambientales. Miedaner y Voss (2008)
observaron que el gen Rht8 al igual que Rht-B1b, Rht-D1b, incrementd la infeccion de

FE en el cultivar de resistencia moderada Mercia.
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15.1.2. Fuentes de resistencia a FE

Asidticas: algunas regiones del continente asidtico han estado sometidas
regularmente a epidemias de FE (Bai y Shaner, 1994). En estos lugares se han logrado
altos niveles de resistencia y los materiales generados han sido distribuidos hacia otras
regiones y utilizados en diversos PMGT. Estas fuentes de resistencia han sido la base
de los primeros proyectos para determinar la base genética de la resistencia a FE
(Buerstmayr et al., 2009).

La variedad china de trigo primaveral Sumai 3 (portadora del gen de resistencia
Fhbl), originada a partir del cruzamiento entre el trigo italiano Funo y la variedad
Taiwan Xiaomai, ha sido la principal fuente de resistencia de tipo Il utilizada en los
PMGT alrededor del mundo (Buerstmayr et al., 2009). Se han reportado otros
cultivares con relativamente alto nivel de resistencia a FE, por ejemplo, los cultivares
chinos Ning 7840 y Ning 894037, ambos derivados de Sumai 3 pero con mayores
niveles de adaptacion (Shen et al. 2003, Zhou et al. 2003); Wuhan, que posee alto nivel
de resistencia y del cual se desconoce su pedigree exacto (Somers et al., 2003);
Wangshuibai, que posee nivel de resistencia alto y estable y es considerado no
relacionado con Sumai 3 (Liu y Anderson, 2003); los cultivares japoneses Nyu Bai
(portador de Fhbl) y Nobeoka Bozu; y el cultivar koreano Chokwang (Yang et al.,
2005). A pesar de que Nobeoka Bozu y Chokwang son parte del mismo grupo
genealdgico asiatico, parecen no estar emparentadas con Sumai 3, por lo tanto,
presentan un alto potencial para el mejoramiento como fuentes de resistencias

alternativas y/o complementarias.

Europeas: antiguos cultivares de trigo invernal, como por ejemplo Kooperatorka,
Praag 8 y Bizel, poseen relativamente alto nivel de resistencia a FE y pueden servir
como fuentes para el mejoramiento (Badea et al. 2008, Snijders 1990a). Sin embargo,
debido al bajo valor agronémico, no han sido extensamente utilizados hasta el
momento (Kosova et al., 2009). Actualmente, existen fuentes de resistencia moderada
que tienen buena adaptacion a las condiciones prevalentes en Europa, por ejemplo, el

cultivar Suizo Arina (Paillard et al., 2004), los cultivares alemanes Cansas, Petrus y
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Dream (Klahr et al. 2007, Schmolke et al. 2005), los cultivares franceses Renan
(Gervais et al., 2003) y Apache (Holzapfel et al., 2008), el cultivar holandés Romanus
(Badea et al., 2008) y el cultivar Rumano Fundulea F201R (Shen et al. 2003, Ittu et
al. 2002).

Americanas: las principales fuentes de resistencia Sudamericanas a FE son los
trigos primaverales brasilefios Frontana y Encruzilhada (Steiner et al., 2004). Los
estudios iniciales del cultivar Frontana fueron realizados por Schroeder y Christensen
(1963) y desde entonces se ha propuesto que su resistencia es el resultado de diferentes
componentes. EI componente principal se asocia a la inhibicion de la infeccion inicial
del hongo (resistencia tipo I, van Ginkel et al. 1996, Singh et al. 1995), pero también
se ha observado un efecto sobre la dispersidn sobre la espiga (resistencia tipo 1) y

sobre su habilidad para degradar y tolerar altos niveles de DON.

El cultivar Alsen, liberado por la Universidad de North Dakota en el afio 2000,
tiene como uno de sus ancestros a Sumai 3 y es utilizado ampliamente en el
mejoramiento a FE debido a que combina buen nivel de resistencia, alto rendimiento

en grano y excelente calidad panadera (Frohberg et al., 2006).

Otras especies: una posible fuente de resistencia para trigos hexaploides y
tetrapolides es su parental salvaje T. turgidum ssp. dicoccoides. Otto et al. (2002)
identificaron un QTL de resistencia en esta especie que podria diferir de los
anteriormente identificados en trigos hexaploides. EXxisten otras especies exéticas que
tienen potencial como donantes de genes de resistencia a FE, por ejemplo se han
encontrado QTL novedosos en Lophopyrum ponticum (Shen y Ohm, 2006), Leymus

racemosus (Qi et al., 2008), Roegneria kamoji y Roegneria ciliaris (Cheny Liu, 2000).
1.5.1.3. QTL de resistencia a FE reportados

Numerosos estudios han demostrado que la herencia de la resistencia a FE es de
caracter cuantitativo, por lo tanto el método mas preciso para estudiarla es mediante el
analisis de QTL (Buerstmayr et al., 2009). Se han identificado mas de 100 QTL de
resistencia a FE, la mayoria de ellos pertenecen al genoma B y en segundo lugar al
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genoma A. Haciendo énfasis en los més estables y de mayor efecto, Buerstmayr et al.
(2009) resumi6 22 regiones presentes en 16 cromosomas reportadas hasta el momento.
A continuacion, se describen las principales. Region 1D con QTL de resistencia
moderada reportado en dos trigos invernales europeos y uno primaveral. Region 2A
con QTL de alta resistencia derivado del parental susceptible Stoa. Region 2B: casi
toda la longitud de este cromosoma esta cubierta por intervalos de QTL, presentes en
fuentes chinas, europeas, norteamericanas y trigos duros. Region 2D con QTL de
efecto consistente exclusivamente en materiales de origen chino. Regién 3A con QTL
cercano al marcador Xgwmz2 en T. dicoccoides, mostrando una clara asociacion con
menor incidencia. Region 3BS con QTL Fhbl identificado en el cultivar chino “Sumai
3”. Es el QTL validado de mayor efecto y esta asociado a los marcadores Xbarc133,
Xgwm493, Xgwm533 y UMN10. Regién 3D con QTL de efecto moderado encontrado
en la regidn asociada al marcador Xgwm341, presente en el cultivar susceptible de trigo
invernal estadounidense Patterson y en el cultivar invernal moderadamente resistente
europeo Cansas. Region 4B con QTL asociado a disminucidn en incidencia de FE en
los cultivares asiaticos Wuhan y Wangshuibai y en los cultivares estadounidenses
Ernie y Stoa. Region 4D con QTL ligado al gen de enanismo Rht-D1. Region 5A con
Qfhs.ifa-5A, importante QTL asociado a resistencia tipo | en materiales de origen
asiatico, sudamericano, norteamericano y europeo. Region 5B con QTL en diferentes
partes de este cromosoma. Posiblemente los trigos europeos invernales Cansas y Forno
comparten un QTL comdn en esta region. Region 6B con Fhb2, identificado en el
cultivar chino “Sumai 3” y otras fuentes de resistencia del mismo origen, confiriendo
resistencia tipo 1l. Region 7A con QTL asociado al marcador Xgwm276 en distintas
variedades de origen chino. Region 7B con QTL proveniente de lineas de origen chino

y trigo invernal norteamericano.

Qi et al. (2008) reportaron un QTL denominado Fhb3 que confiere resistencia
tipo Il a FE en el cromosoma 7Lr#1 de la especie exdtica Leymus racemosus, el cual
fue introgresado hacia el cromosoma 7AS de Triticum aestivum. Sin embargo, el QTL

podria estar ligado a caracteres no deseados (Xue et al., 2010).
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Xue et al. (2011) identificaron dos QTL en los cromosomas 4B y 5A en el
cultivar chino Wangshiubai, designados Fhb4 y Fhb5, respectivamente. Ambos QTL
confieren resistencia tipo | a FE. Fhb4 fue acotado a un rango de 1.7cM entre los
marcadores Xhbg226 y Xgwm149, mientras que Fhb5 fue acotado a un rango de 0.3cM
entre los marcadores flanqueantes del locus Xgwm304 y Xgwm41.

Cainong et al. (2015) encontraron un QTL de resistencia tipo Il a FE en la
especie perenne Elymus tsukushiensis denominado Fhb6 que fue transferido
exitosamente a la region homedloga del cromosoma 1A de trigo. Fhb6 parece ser un

nuevo locus de resistencia ya que es el primer QTL que mapea en este cromosoma.

Kim et al. (1993) designaron Fhblop a un QTL de resistencia tipo Il ubicado en
el cromosoma 7D, el cual fue transferido a trigo desde la especie Thinopyrum
ponticum, pero aun no ha sido utilizado en PMGT debido a que esta fuertemente ligado
a caracteres no deseados. En estudios recientes realizados por Guo et al. (2015) fue
renombrado como Fhb7 y acotado a un intervalo cromosémico menor, de alrededor
de 1.7 cM, flanqueado por los marcadores moleculares SSR XsdauK66 y Xcfa2240.
Estos avances han reducido los problemas derivados de la introduccion de Fhb7 y

mejorado su utilidad para los PMGT.
15.1.4. Fhbl

La mayoria de los estudios de resistencia a FE han sido realizados sobre el
cultivar de origen chino “Sumai 3” y sus derivados (Liu et al., 2008). Waldron et al.
(1999) detectaron el QTL Qfhs.ndsu-3BS en el cromosoma 3BS, el cual posteriormente
fue denominado Fhbl por Liu et al. (2006). Este QTL fue validado utilizando los
marcadores moleculares SSR Xgwm493 y Xgwm533 flanqueantes, y explic6 41.6 %y
24.8 % de la variacion fenotipica de la resistencia tipo Il en dos poblaciones de mapeo
(Anderson et al., 2001). Su efecto también ha sido confirmado en otras poblaciones
por diferentes investigadores (Pumphrey et al. 2007, Buerstmayr et al. 2002, Zhou et
al. 2002). Fhbl es el QTL de resistencia a FE de trigo de efecto mayor y mas
consistente descubierto hasta la fecha (Bernardo et al., 2012).
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Liu et al. (2008) ajustaron el QTL a una region de 261 kb con siete genes
candidatos y adicionalmente desarrollaron el marcador diagndstico UMNZ10. Bernardo
et al. (2012) caracterizaron la region Fhbl utilizando varios marcadores en un panel
de germoplasma de trigo. Mediante andlisis de los haplotipos observados en esta
region, estos autores identificaron que los genotipos de trigo se agruparon en cuatro
grupos principales: : (1) EE.UU.-Clark, (2) Asia, (3) EE.UU.-Ernie, y (4) Chinese
Spring. El grupo (2) fue conformado por cultivares chinos y japoneses portadores de
Fhbl, y pueden ser diferenciados de otros grupos por el marcador Xsnp3BS. Todas las
accesiones relacionadas con Sumai 3 formaron un subgrupo dentro de los asiaticos

asociados al marcador Xsnp3Bs-8.

Ya sea a través del uso de marcadores moleculares o de seleccién fenotipica,
Fhbl ha sido utilizado en numerosos PMGT alrededor del mundo (Miedaner et al.
2006, Yang et al. 2003, Anderson et al. 2001). Sin embargo, su introduccién ha estado
asociada a la presencia de caracteres indeseables, como por ejemplo mayor nivel de
susceptibilidad a RT (Zhang et al., 2016). Esto en parte se debe a que Sr2, el gen de
resistencia de planta adulta a RT mas ampliamente utilizado, se encuentra ligado en
fase de repulsion a Fhbl (figura 2), a una distancia aproximada de 3 cM.
Recientemente Zhang et al. (2016) desarrolaron lineas de trigo recombinantes que
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Figura no. 2: Mapa genético de
Fhb1 y Sr2 en el cromosoma 3BS.
Los marcadores ¢sSr2 y Xgwm 533
estan vinculados con Sr2, y Xgwm
493 y UMN10 con Fhb1 (Zhang et
al. 2016).

contienen ambos genes en fase de
acoplamiento. Este material facilitara la
tranferencia de Fhb1-Sr2 y contribuira con la
obtencion de resistencia a FE y RT

conjuntamente.

Tanto el mecanismo de accion de la
resistencia proporcionada por Fhb1l como el o
los genes involucrados no  estan
completamente demostrados. Segun Jansen et
al. (2005) la resistencia tipo Il conferida por
Fhbl puede estar asociada con la habilidad
para transformar el DON en la forma no toxica
DON-3-O-glucoside. F. graminearum
requiere el DON para esparcirse por las
espiguillas y el raquis luego de la infeccion
inicial (Jansen et al. 2005, Lemmens et al.
2005). Gunnaiah et al. (2012) determinaron
una mayor acumulacion de
phenylpropanoides asociada con la presencia
de Fhbl, que podria conducir a un efecto de

mayor resistencia. Xiao et al. (2013) sugieren

que la resistencia podria ser explicada por cambios en la concentracion de acido

jasmonico. Analizando el haplotipo de Fhbl para un par de lineas cercanamente

isogénicas (NILs, por su sigla en inglés) resistentes y susceptibles, Schweiger et al.

(2016) observaron que el gen GDSL lipasa podria ser el responsable de la resistencia,

debido a que estuvo presente Unicamente en la NIL resistente. Por otro lado, Rawat et

al. (2016) concluyeron que el gen PFT (pore-forming toxi-like) es el responsable de

conferir la resistencia a FE. Este gen codifica una lectina quimérica con dos dominios

de aglutinina y un dominio de ETX/MTX2, y su expresion fue maxima en

preemergencia de la espiga. Para confirmar su efecto demostraron que plantas
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transgénicas con el gen PFT, poseian resistencia 0 mostraban desarrollo més lento de
la enfermedad. También observaron que hubo variabilidad en la resistencia de las
plantas transgenicas, la cual podria ser explicada por la expresion del transgen, o la
posibilidad de que se requiera algiin gen complementario a PFT para que la expresion
de la resistencia sea completa. La detoxificacion del DON fue independiente del gen
PFT, pero estuvo localizada cerca de su blogque génico, por lo tanto en la mayoria de
los casos estos componentes genéticos se estarian heredando conjuntamente. Estudios
realizados por He et al. (2018) encontraron que PFT no solo estuvo presente en
accesiones resistentes, sino que también fue encontrado en algunas accesiones
susceptibles, sugiriendo que la resistencia conferida por Fhbl es parcialmente
condicionada por PFT. Su et al. (2018) identificaron que la resistencia de Fhbl esta
asociada a una delecion de 752 pb en el gen TaHRC, siendo este gen (a diferencia de
GDSL y PFT) el unico encontrado exclusivamente en accesiones del sur de China.
Posteriormente Su et al. (2019) demostraron que TaHRC codifica una proteina que
confiere suseptibilidad a FE y que la delecion presente en lineas resistentes abarca el

codon start resultando en el aumento de resistencia a FE.
1.5.1.5. Efecto de la acumulacion de QTL de resistencia

En general, los PMGT han seguido dos vias para mejorar la resistencia a FE: la
incorporacion del QTL asociado a resistencia Fhbl conjuntamente, o0 no a la
utilizacion de resistencia proveniente de germoplasma local adaptado (McMullen et
al., 2012). Pumphrey et al. (2007) estimaron que Fhbl confiri6 una reduccion
promedio de 23 % de la severidad de FE y de 27 % de granos dafiados en trigos
primaverales, lo que indica que aunque Fhbl es el QTL principal, por si solo no
confiere resistencia suficiente. Por este motivo, varios trabajos se han orientado en
combinar Fhbl con otros QTL validados en estudios previos o con resistencias
provenientes de fuentes locales. Burlakoti et al. (2010) observaron que lineas que
combinan QTL para los tipos | y Il de resistencia tienen mayor resistencia a la FE que

lineas que solo presentan QTL de resistencia tipo 11.
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Miedaner et al. (2006) demostraron que la combinacion de los QTL Fhbl en
3BS, Qfhs-ifa5.A en 5A (provenientes de CM-82036) y el QTL en el cromosoma 3A
proveniente de Frontana fue altamente efectiva para mejorar la resistencia en
germoplasma adaptado aleméan. Para los genotipos que presentaron los QTL en los
cromosomas 3BS y 5A, se reportaron reducciones en severidad y en el contenido de
DON de 55 y 78 %, en comparacion con genotipos que carecian de ambos QTL. La
combinacion de Fhbl y Qfhs-ifa5.A contribuyé en mayor medida a la resistencia a FE
que las combinaciones con el QTL en 3A de Frontana. EI mayor nivel de resistencia

fue logrado en las lineas que incluian los tres QTL simultdneamente.

La introduccion de Fhbl y Qfhs-ifa5.A en el trigo primaveral Sueco Swedget y
en el trigo invernal Checo Sylvie redujo significativamente la severidad de FE y el
contenido de DON en el grano (Chrpova et al., 2011). Para el cultivar Swedget la
severidad de FE disminuy6 51.8 % y el contenido de DON 63.4 %, mientras que para
el cultivar invernal Sylvie la severidad disminuyo 31.9 % y el contenido de DON 35.9
%. Cuando se estudiaron los QTL en forma separada, Fhb1 fue el Unico que presento
efecto significativo en la disminucion de los sintomas. Miedaner et al. (2011)
reportaron que la introduccion de estos mismos QTL en germoplasma de trigo
primaveral e invernal europeo redujo los sintomas de la enfermedad en 36 % y 28-37

% respectivamente.

Shi et al. (2008) demostraron que la linea WSY, seleccionada de la triple cruza
Sumai 3/Wangshuibai//Nobeoka Bozu, presentd mayor resistencia a FE que sus
parentales. El haplotipo de WSY revel6 que poseia los marcadores de los alelos
asociados a resistencia en los cromosomas 1BL, 2BL, 5AS y 7AL de Sumai 3; 2AS,
2DS, 3AS y 6BS de Wangshuibai y 3BS de Nobeoka Bozu.

McCartney et al. (2007) evaluaron el efecto de los QTL de resistencia de Nyu
Bai, Sumai 3 y Wuhan 1 sobre los caracteres asociados a la resistencia a FE y altura
de planta. EI QTL en el cromosoma 4B de Wuhan fue el mas efectivo para controlar
la FE, pero estuvo asociado a incremento significativo en la altura de la planta. Los
QTL en el cromosoma 2D (Wuhan 1), 3BS y 5AS (Nyu Bai), 3BS y 5AS (Sumai 3)
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también mejoraron la resistencia, aunque notablemente en esta serie experimental los
QTL en el cromosoma 3BS de Sumai 3 y Nyu Bai fueron los menos efectivos. La
resistencia a FE tuvo una tendencia a aumentar con mayor cantidad de QTL

introducidos en un mismo genotipo.

Eckard et al. (2015) observaron que la acumulacion de los QTL ubicados en los
cromosomas 2A, 2B, 7B (provenientes de los cruzamientos entre Wheaton, Sapporo
Haru Komungi Jugo y MULT 757) y 3B (Fhb1l), explicaron entre el 18 y 21 % de la

varianza para severidad en diferentes evaluaciones.

Como fue mencionado anteriormente, la fecha de floracién y la altura de planta
son caracteristicas morfoldgicas que influyen en la severidad de la enfermedad, sin
embargo, solo algunas de las evaluaciones incluyen un andlisis de estos caracteres
(Buerstmayr et al., 2009). Gran parte de los QTL para resistencia reportados estan
asociados a estas caracteristicas, por ejemplo, los QTL asociados a resistencia
encontrados en los cromosomas 2D y 4D posiblemente estén solapados con la altura
de planta, y podrian estar vinculados por ligamiento o efectos pleiotropicos con los
genes Rht8 y Rht-D1 que han sido mapeados en los mismos cromosomas. Rht8 también

ha sido asociado al gen PpdD1 de insensibilidad al fotoperiodo.

1.5.2. Mejoramiento por resistencia a FE y fuentes de resistencia utilizadas en

el Programa de Mejoramiento Genético de Trigo de INIA

Las primeras epidemias de FE registradas en la region datan de principios del
siglo XX (Kohli y Diaz de Ackerman, 2013). Desde entonces, la ocurrencia de la
enfermedad ha sido de frecuencia irregular, pero ha estado asociada a pérdidas severas
en la produccion. En la decada de 1920s comenzaron a utilizarse como fuentes de
resitencia las poblaciones criollas Barletta (o su seleccion Lin Calel MA) y Americano
44D (Klein Universal I1). A partir de ellas se desarrollaron variedades comerciales que
fueron utilizadas en la region. Posteriormente se utilizaron las fuentes de resistencia
Ardito (derivada de la linea japonesa Akagomoughi), chino (probablemente Chinese
Spring), Bagé y Marquis que fueron la base para el desarrollo de variedades

comerciales hasta los 1960s. Las epidemias ocurridas en 1960, 1963 y 1967 ayudaron
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a identificar el proximo conjunto de variedades superiores, como las variedades
argentinas Klein Atlas, Vilela Sol, Oncativo INTA, Pergamino Gaboto y Tezanos
Pintos Precoz, que demostraron un moderado a alto nivel de resistencia a campo. La
variedad Pergamino Gaboto mostrd Unicamente resistencia tipo I, mientras el resto

mostro resistencia tipo | y tipo 11 (De Galich, 1997).

La primera gran epidemia registrada en el Uruguay (1977) permiti6 caracterizar
el comportamiento del germoplasma utilizado en el PMGT vy eliminar el material mas
susceptible (German et al., 2018). Més adelante, la distribucion de nuevas fuentes de
resistencia japonesas (Nobeoka Bozu, Nyu Bai, Abura) y chinas (Pekin 8) a los
programas regionales, impulsé los esfuerzos por explorar su resistencia a pesar de sus
malas caracteristicas agrondmicas, bajo potencial productivo y susceptibilidad a otras
enfermedades (Sartori, 1982). En el PMGT de INIA-Uruguay, se utilizaron también
fuentes de resistencia brasileras, como Toropi, Encruzilhada, Pel 73007 y Pel 73081.

Desde 1980 se han utilizado lineas distribuidas por CIMMYT, de buen potencial
productivo y buena resistencia a multiples enfermedades (Kohli y Diaz, 2013). En
1984 fue introducido por primera vez en la region el cultivar chino Sumai 3, el cual
presentd problemas de adaptacién al ambiente local. En Uruguay la resistencia basada
en Sumai 3 fue introducida y seleccionada a partir de su linea derivada, Nanjing7840,
la cual demostrd mejor adaptacion a las condiciones de nuestro pais. En 1990 se evalud
y se identifico buen nivel de resistencia en varias lineas avanzadas introducidas, como
Guam92//Pheasant//Bobwhite  (6SRSN  22), NG8675/Catbird (7SRSN  05),
Milan/Shanghai #7 (7SRSN 07), NG8201//Kauz (7SRSN 26) y Zuo 1330. La linea de
CIMMYT Catbird (Chuan Mai #18//Bagula), que proviene de una fuente de resistencia
diferente a Sumai 3, presentd excelente tipo agrondémico y alto potencial de
rendimiento. Su linea derivada, Catbird 1073, fue seleccionada como fuente de

resistencia luego de varios afios de evaluacion.

Para incorporar variabilidad en materiales regionales adaptados, una de las
estrategias utilizadas por INIA fue el desarrollo de un programa de pre-mejoramiento

(Kohli y Diaz, 2013), el cual amplio el uso de fuentes de resistencia como Sumai 3
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(China), Nobeoka Bozu (Japon), Catbird (Méjico), Frontana (Brasil) y Alsen (USA),
intentando combinar la resistencia de distintos origenes. Como producto se obtuvieron
muchas lineas avanzadas F6 con alto nivel de resistencia, pero muy pocas de ellas
presentaron buen potencial de rendimiento. A principios del 2000 el PMGT de INIA
recibié poblaciones desarrolladas por otros paises. Estas poblaciones fueron:
CM82036/Remus desde Austria, Milan/Catbird desde Inglaterra,
Mayoor//TKSN1081/Ae.squarrosa(222)/3/Flycather,Nobeoka Bozu/Sumai 3, Sumai
3/Gamenya, Fukuhokomugi/Oligoculm 380 y Frontana/INIA desde Mgjico, asi como
Sagvari-N.Bozu/MM-Sumai 3 desde Hungria.

Actualmente, los materiales en etapas avanzadas de seleccién y las fuentes de
resistencia, se caracterizan anualmente en viveros especificos inoculados
artificialmente. Se determinan la incidencia y la severidad de FE, y en materiales
seleccionados, se evalian el porcentaje de granos con FE luego de cosecha, el
contenido de DON vy el nivel de resistencia tipo Il en condiciones controladas (German
et al., 2018). Es relevante mencionar que la procedencia de la resitencia de los
cultivares registrados proviene de ORL99192, la cual difiere en origen de Fhb1. Como
resultado de este trabajo, en los ultimos afios se han liberado cultivares con buenos
niveles de resistencia a FE. Adicionalmente, se estan introduciendo técnicas
moleculares para validar marcadores para los genes de resistencia ya caracterizados,
asi como para identificar posibles nuevos loci de resistencia presentes en el
germoplasma del PMGT de INIA.

1.5.3. Resistencia genéticaa RT

La resistencia genética a RT es diversa y puede estar regulada tanto por genes

mayores Como por genes menores.
1.5.3.1. Genes mayores

La resistencia a la RT se ha basado tradicionalmente en resistencia de tipo “gen
por gen” (Flor, 1956). De los mas de 60 diferentes genes de resistencia (Sr) catalogados

(Mclntosh et al., 2017), casi todos son genes mayores raza-especificos (genes R) que
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se expresan tanto en plantula como en planta adulta. Este tipo de resistencia esta basada
en un Unico producto del gen de resistencia, que al reconocer una molécula efectora
producida por el patdgeno, desencadena la respuesta inmunitaria de la planta (Jones y
Dangl, 2006).

Una gran proporcion del germoplasma altamente resistente de Sudamérica posee
los genes Sr31 y Sr24 (Germén et al., 2007). EI gen Sr31, fue transferido a trigo a
partir de la traslocacion 1BL.1RS desde la especie Secale cereale (Zeller 1973,
Schlegel y Korzun 1997). En el fragmento traslocado también se encuentran ligados
los genes de resistencia a roya de la hoja Lr26, roya amarilla Yr9 y oidio Pm8. Sr31 ha
sido el mayor componente de la resistencia a RT a nivel mundial (Jin y Singh, 2006).
El gen Sr24, proveniente de Thinopyrum elongatum, se encuentra en la translocacion
en el cromosoma 3DL, donde también esta presente el gen de resistencia a la roya de
la hoja Lr24 (Mclntosh et al., 1995). Sin embargo, como se comento anteriormente en
la seccion 1.3.1, algunas de las razas del grupo Ug99 han demostrado virulencia sobre

los genes Sr31 y Sr24

En nuestra region los genes Sr22, Sr24, Sr25, Sr26, Sr31, Sr32, Sr33, Sr35, Sr39,
y Sr40 son efectivos frente a las razas de P. graminis f. sp. tritici presentes (German
et al., 2007). A pesar de que varios de los genes de resistencia descriptos en la
bibliografia confieren una alta resistencia a la raza Ug99 y su linaje, solo Sr22, Sr26,

Sr35 y Sr50 son efectivos frente a todas las razas de importancia actual (Singh, 2012).

La resistencia proporcionada por genes mayores ha tenido éxito durante décadas
en proteger al cultivo de la RT. Sin embargo, estos genes tienen efectividad transitoria
cuando se utilizan individualmente debido a que, pueden surgir nuevas razas virulentas
del patdgeno mediante mutaciones, que presenten efectores no reconocidos por el gen
R (Dawkins y Krebs, 1979). En condiciones naturales, esta rapida evolucion de los
patdgenos se contrarresta, en especies de plantas hospederas, mediante la produccién
de genes R capaces de reconocer los nuevos efectores. Con el objetivo de aumentar la
durabilidad de la resistencia conferida por estos genes y de ampliar la cobertura a razas

del patogeno con diferente virulencia, los mejoradores buscan desarrollar cultivares
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que combinen multiples genes R (Ayliffe et al., 2008), preferentemente efectivos
frente a todas las razas del patdgeno presentes en la region epidemioldgica donde se
utilizan. Para superar la resistencia conferida por varios genes, el patdogeno debe
acumular mutaciones sobre todos los genes R presentes en el genotipo, lo que
disminuye drasticamente la probabilidad de que se generen razas virulentas sobre los

mismos.
15.3.2. Genes menoresy QTL

Otra clase de genes de resistencia a RT son los genes de resistencia que confieren
resistencia parcial (genes RP Parlevliet, 1975) o de enroyamiento lento (Singh, 2012).
A diferencia de los genes R, los genes RP presentan una reduccién cuantitativa en los
niveles de la enfermedad. Cuando los genes RP son utilizados de forma individual,
estan asociados a incrementos bajos 0 moderados de la resistencia, pero cuando se
combinan varios de ellos, pueden conferir niveles de resistencia cercanos a la
inmunidad (Singh et al., 2005). Los genes RP tienen ventajas con respecto a los genes
R (Ayliffe et al., 2008), porque su resistencia es generalmente de amplio espectro
(raza-no especifica), es decir, son efectivos frente a todos los aislamientos del patégeno
y no solo frente aquellos que contienen un efector especifico, lo que resulta en una

resistencia potencialmente duradera.

Cinco genes RP han sido identificados y catalogados. Debido a su pequefio
efecto individual, resulta més dificil detectarlos y cartografiarlos individualmente en
comparacion a los genes R. Los genes designados hasta el momento comprenden:
Sr2/Yr30/Lr27/Pbcl (Mago et al., 2011), Sr55/Lr67/Yr46/Pm46/Ltn3 (Herrera-
Foessel et al., 2014), Sr56 (Bansal et al., 2014) Sr57/Lr34/Yr18/Pm38/Sh1/Ltnl
(Singh, 2012), y Sr58/Lr46/Yr29/Pm39/Ltn2 (Singh et al., 2013); que también
confieren resistencia a otras enfermedades, como roya de la hoja (P. triticina, genes
Lr), roya estriada (P. striiformis, genes Yr) y oidio (Blumeria graminis f. sp. tritici,

genes Pm).

Analisis de QTL realizados por Kolmer et al. (2011), detectaron un QTL para

resistencia de planta adulta a RT en el cromosoma 2BL, en una poblacion de lineas
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recombinantes endocriadas (RILs por su sugla en inglés) derivada de la cruza entre la
linea susceptible RL6058 con la linea Thatcher con Lr34. El QTL en 2BL estuvo
vinculado al marcador DArt wPt5044 y no estuvo asociada con ningun gen de
resistencia previamente mapeado en Thatcher. Las lineas con Lr34 y wPt5044
mostraron niveles de severidad de RT significativamente inferiores que lineas que solo

presentaban Lr34.

Njau et al. (2013) realizaron analisis de QTL en una poblacion de RILs derivada
de Avocet S/Pavon 76. En este trabajo identificaron cinco QTL efectivos contra la raza
Ug99. Tres de ellos provinieron de Pavon 76, mientras que los restantes provinieron
de Avocet. QSr.cim-3B explico 32 % de la variacién fenotipica, los otros QTL de
Pavon 76 explicaron el 24 % y 20 %. Los dos QTL provenientes de Avocet S

explicaron el 8 % y el 6 % de la variacion fenotipica.

En un analisis de QTL para una poblacién de RILs derivada de RB0O7/MN06113-
8, Bajgain et al. (2015) detectaron cuatro QTL provenientes de MN06113-8 y cinco
provenientes de RB07. EI QTL QSr.umn-2B.2 fue detectado en diferentes ambientes
y explicd el siguiente porcentaje de la resistencia a RT: 31.4 % en Kenia 2012, 27.1 %
en Kenia 13, 46.9 % en Etiopia 13, y 8.7 % en Saint Paul (MN, EE. UU.) 2013. Este
QTL, derivado de MN06113-8 tuvo el mayor efecto en todos los ambientes excepto
en MN, donde el QTL QSr.umn-4B.2 tuvo el mayor efecto con un 12.3 % de reduccién
de la enfermedad. Los deméas QTL explicaron entre 5-13 % de la variacién de la

resistencia, pero fueron significativos solo en uno de los cuatro ambientes.

Actualmente, numerosos PMGT se estan enfocando en desarrollar cultivares que
contengan un alto nivel de resistencia conferido por tres vias: i) combinaciones de
genes de resistencia mayores, i) varios genes RP juntos, o ii) combinaciones de algunos
genes RP con algunos genes R efectivos frente a la poblacion actual de RT (Ayliffe et
al., 2008). Se considera que este enfoque de piramidacion hace que sea més dificil para
el patdgeno superar estas resistencias multiples. El éxito de utilizar multiples genes de
resistencia en el desarrollo de cultivares depende de que los PMGT adopten esta

estrategia uniformemente, ya que la utilizacion de genes R en forma individual por
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algunos PMGT puede causar que el patégeno supere las resistencias piramidadas con
mayor facilidad.

1.5.3.3. Sr2

El gen RP a RT mas utilizado es Sr2. Sr2 esta localizado en el brazo corto del
cromosoma 3B y fue transferido a trigo hexaploide desde la especie tetraploide
Triticum dicoccum (emmer) en la década de 1920 (McFadden, 1930). La combinacién
de Sr2 con otros genes de RP, es comdnmente conocida como el complejo Sr2 (Singh
et al., 2008). Se cree que este complejo ha conferido niveles de resistencia efectivos y
durables frente a RT en diversos cultivares de EE.UU., Australia y trigos primaverales
de CIMMYT, entre otros (Ellis et al., 2007).

Sr2 es efectivo frente a todas las razas conocidas de RT, incluyendo la raza
Ug99. Sin embargo, cuando esta presente aisladamente proporciona una proteccion
insuficiente, como fue demostrado en estudios realizados en Kenia bajo una alta
presidn de la enfermedad (Singh et al., 2005). EI mejoramiento tradicional utilizando
Sr2 ha sido dificil debido a su naturaleza recesiva y a que su fenotipo puede ser
identificado Unicamente en ensayos a campo. Durante afios se han utilizado
marcadores morfologicos como el “pseudo black chaff” (PBC - pigmentacidn oscura
en las glumas, el pedunculo y los entrenudos inferiores del tallo) y el “black internode”
(BIN). Pero los niveles de expresion de estos marcadores morfoldgicos varian segun
el ambiente y el contexto genético (Singh et al. 2008, Kota et al. 2006, Sheen et al.
1968). En los ultimos afios se han desarrollado marcadores moleculares estrechamente
ligados al gen que pueden ser utilizados para su seleccién, como los marcadores
Xgwmb533 (Spielmeyer et al., 2003) y ¢sSr2 (Mago et al., 2011).

1.5.4. Mejoramiento por resistencia a RT en el Programa de Mejoramiento
Genético de Trigo de INIA

El mejoramiento por resistencia a RT fue uno de los principales objetivos del
PMGT durante décadas. Sin embargo, la ocurrencia de largos periodos con ausencia

de la enfermedad, disminuy0 las oportunidades de seleccidn por resistencia a la RT.
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Como consecuencia, se registraron aumentos del &rea sembrada con cultivares
susceptibles (cultivares INIA y de otros criaderos), y una disminucion del area
sembrada con cultivares resistentes. A su vez, un numero considerable de lineas
avanzadas y cultivares precomerciales tuvieron bajos niveles de resistencia frente a la
enfermedad (Campos et al. 2015, German et al. 2007). Para contrarrestar esta
situacion, una de las acciones tomadas en el proceso de mejoramiento por resistencia
a enfermedades de INIA, fue la caracterizacién de materiales en una coleccién
especifica para RT, sembrada tardiamente para favorecer el desarrollo de la
enfermedad e inoculada artificialmente con aislamientos locales del patdgeno (German
et al. 2011, Germén y Verges 2007).

A partir del 2005 se han probado cultivares y lineas avanzadas en Kenia, para
evaluar el comportamiento de los materiales locales a las nuevas razas del patdgeno
que no estan presentes en nuestro continente (Ug99 y sus razas derivadas), y que
eventualmente podrian migrar a nuestra region. Esta informacion es posteriormente
utilizada para realizar cruzas especificas. Las fuentes de resistencia seleccionadas en
base a su baja infeccidén en Uruguay y Kenia son utilizadas en los cruzamientos para
desarrollar nuevas lineas resistentes. Provienen del PMGT de trigo de INIA y de
colecciones distribuidas anualmente por el CIMMYT cuyas accesiones poseen
mayoritariamente RP a las nuevas razas identificadas en el Este de Africa (German et
al. 2011).

Recientemente se presento a la Agencia Nacional de Investigacion e Innovacion
(ANII) el proyecto “Roya de tallo: estrategias de manejo para prevenir su
resurgimiento como problema relevante para la produccion de trigo”, en el cual se
identificaran QTL de resistencia en dos materiales resistentes a RT en Uruguay y
Kenia (INIA Tero y Br23//CEP19/PF85490/3/). Ademas, utilizando SAM, se
obtendran materiales adaptados con combinaciones de genes mayores efectivos a las
poblaciones locales y en Kenia (Sr26, Sr32, Sr39, German et al., 2018). Los genes
utilizados para este trabajo fueron obtenidos y cedidos por el Dr. Dundas (University
of Adelaide, Australia), quien redujo el tamafio de las traslocaciones de especies afines

en las que se encuentran los genes, reduciendo las caracteristicas deletéreas asociadas
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(Dundas et al., 2007). Estas lineas seran también utilizadas como fuentes de resistencia
aRT enel PMGT de INIA.

Estas estrategias han permitido desarrollar mejoramiento anticipatorio,
adelantandose al escenario de incremento en importancia de la enfermedad debido a

la posible migracion de las razas presentes en Africa.

1.6. OBJETIVO GENERAL

Contribuir al incremento, calidad y sustentabilidad de la produccién de trigo nacional

mediante aportes a la resistencia genéticaa FE y RT.

1.7. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Introducir Fhb1/Sr2 en base a retrocruzas en cuatro cultivares elite INIA de distinto
nivel de resistencia a FE y nivel intermedio de resistencia a RT, que no poseen estos

genes.
2) Cuantificar el efecto de Fhb1/Sr2 en reducir la infeccion de FE y RT
1.8. HIPOTESIS

1) La introduccion de Fhb1/Sr2 en base a retrocruzas y utilizando seleccion asistida

por marcadores, es realizable.

2) La introduccién de Fhbl en cultivares de INIA-Uruguay determina una reduccion

en los niveles de FE.

3) La introduccion de Sr2 en cultivares de INIA-Uruguay determina una reduccion en

los niveles de RT.

4) El aumento en los niveles de resistencia a FE y RT conferidos por Fhb1 y Sr2 no es

afectado por el fondo genético de los cultivares recurrentes.
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2. INTROGRESSION OF THE COUPLED Fhb1-Sr2 FOR RESISTANCE TO
FUSARIUM HEAD BLIGHT AND STEM RUST INTO URUGUAYAN
ELITE WHEAT CULTIVARS!

2.1. SUMMARY

Fusarium head blight (FHB) and Stem rust (SR) threaten the sustainability of wheat
production worldwide. Fhbl confers a significant level of FHB resistance but is poorly
represented in the INIA-Uruguay wheat-breeding program. Sr2 is a widely used gene
conferring durable partial resistance to SR. Fhbl and Sr2 are linked in repulsion (~3
cM apart) on chromosome 3B. However, lines with Fhb1 and Sr2 in coupling were
recently developed at the University of Minnesota, USA. In order to incorporate Fhb1-
Sr2 into Uruguayan elite wheat cultivars the donor line was crossed and backcrossed
three times with four cultivars lacking both genes and expressing an intermediate to
low level of resistance to FHB and SR: Génesis 2375, Génesis 6.87, INIA Madrugador
and INIA Don Alberto. Genotypes carrying Fhb1-Sr2 were selected using the
molecular markers UMN10 for Fhb1 during backcrossing and UMN10 and SNP-3BS-
8 for Fhbl, and Sr2-ger9 for Sr2 in BCsF2, allowing the selection of 81 BCsF: lines
homozygous for the markers from 29 BCsF; families. The effect of Fhb1-Sr2 on the
response to FHB and SR in the different genetic backgrounds were quantified in a
greenhouse experiment by comparing disease severities of homozygous BCsF3 lines
with and without the Fhb1 and Sr2 markers. The effect of Fhb1 and the population
derived from the different recurrent parents were significant, but the effect of their
interaction on the reduction of N_AUDPC was not significant. Lines with Fhbl had
an increase in Type Il resistance to FHB as indicated by a reduction of 18.4 % of the
average N_AUDPC (13.4 to 22.7 %). A SR field test indicated a decrease of 54.5 and
76.5 % of the coefficient of infection in lines with Sr2 in Sr26/Génesis 2375*4 and
Sf26/Génesis 6.87*4 populations, respectively. The introduction of Fhb1-Sr2 will
contribute in reducing the risk of FHB and SR in wheat crops in Uruguay.

Keywords: Triticum aestivum, Fusarium Head Bligth, Stem Rust, Resistance, Fhb1-
Sr2.

L El presente articulo seré presentado en la revista Crop Science

34



2.2. INTRODUCTION

Fusarium head blight (FHB), mainly caused by the fungus Fusarium
graminearum Schwabe [teleomorph: Gibberella zeae Schw. (Petch)], is a serious
threat to wheat production worldwide (Bushnell et al., 2003). FHB can reduce vyield
and affect grain quality due to contamination with mycotoxins as deoxynivalenol
(DON). After severe epidemics, the harvested grains may not be marketable due to
toxin limits imposed for commercialization. FHB represent great challenges for its
control requiring the adoption of disease management that integrates appropriate
cultural practices, chemical control and mainly the use of cultivars with acceptable

levels of genetic resistance.

The genetic resistance to FHB is associated with the presence of quantitative
trait loci (QTL, Buerstmayr et al 2009, QTL Mesterhazy et al. 1999, van Eeuwijk et
al. 1995). More than 100 QTL for resistance to FHB have been identified. Buerstmayr
et al. (2009) summarized 22 regions present in 16 chromosomes containing QTL with
high stability and effect on FHB resistance. The most important source of FHB
resistance worldwide is the Chinese cultivar Sumai 3. Many studies of the resistance
of Sumai 3 and its derivatives have been published (Brar et al. 2019, Niwa et al. 2014,
Liu et al. 2008, Anderson et al. 2001). The most important QTL in Sumai 3, Fhbl (Liu
et al., 2006), is located on chromosome 3BS and confers a high level of FHB Type Il
resistance. Simple sequence repeat (SSR) markers linked with Fhb1 accounted for 41.6
and 24.8 % of the variation in FHB resistance in two mapping populations (Anderson
et al., 2001). Subsequently, other researchers confirmed the effect of Fhbl in other
populations (Pumphrey et al. 2007, Buerstmayr et al. 2002, Zhou et al. 2002).
Bernardo et al. (2012) and Liu et al. (2008) developed the diagnostic molecular
markers SNP3BS-8 and UMN10 respectively, which can be useful for marker-assisted
selection (MAS).

Stem rust (SR), caused by Puccinia graminis f. sp. tritici (Pgt), was historically
considered the most destructive disease of wheat (Singh et al.,, 1995). SR was

successfully controlled in most of the wheat cropping regions for over 30 years using
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resistant cultivars (Singh et al., 2008), but since 1998, new virulent races of the
pathogen were detected in eastern Africa (Ug99 race group, Wanyera et al. 2006,
Pretorius et al. 2000). The Ug99 and derived races are virulent to most of the known
Sr resistnace genes. The annual stem rust tests conducted in Kenya and Ethiopia from
2005 to 2014 indicated that about 90 % of the current wheat varieties worldwide
exhibited partial to complete susceptibility to these races (Singh et al., 2015).
Therefore, the possible migration of Ug99 and/or derived races to other regions poses

a major threat to wheat production worldwide.

More than 60 genes conferring SR resistance have been cataloged (Mclntosh et
al., 2017), most of which confer qualitative resistance (major genes). SR major genes
have been extensively used in wheat breeding programs (WBP), however, the
resistance has most frequently been effective for short periods of time due to the
adaptation of the pathogen through mutations from avirulence to virulence (Dawkins
and Krebs, 1979). Five minor genes of resistance to SR have been cataloged:
Sr2/Yr30/Lr27/Pbcl (Mago et al., 2011), Sr55/Lr67/Yr46/Pm46/Ltn3 (Herrera-
Foessel et al., 2014), Sr56 (Bansal et al., 2014) Sr57/Lr34/Yr18/Pm38/Sb1l (Singh,
2012), and Sr58/Lr46/Yr29/ Pm39 (Singh et al., 2013). These genes are race non-
specific, express at the adult plant stage and confer or are tightly linked to genes that
confer resistance to other diseases such as leaf rust (Lr genes), yellow rust (Yr genes)
and powdery mildew (Pm genes). Sr2, located on chromosome 3BS, has been the most
widely used among these genes, mostly in combination with major genes or other
minor genes since when Sr2 is present alone it provides insufficient protection (Singh
et al. 2006). The molecular markers csSr2 (Mago et al., 2011) and Wms533 (Rdoder et
al., 1998) can be used for MAS of Sr2.

The introduction of Fhb1 and Sr2 in adapted germplasm has been a high priority
in WBPs of North America, Europe, Australia and in the International Maize and
Wheat Improvement Center (CIMMYT, He et al. 2015, Ellis et al. 2007, Miedaner et
al. 2006, Yang et al. 2003, Anderson et al. 2001). However, these genes were linked
in repulsion phase, approximately 3 cM apart (Anderson et al., 2001), in the studied
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wheat accessions. Recently, Zhang et al. (2016) have overcome this restriction by
developing lines that contain both genes in coupling phase.

Both FHB and SR are important diseases in Uruguay and the neighboring
countries and represent serious threats for wheat production. The FHB epidemics
increased their frequency of occurrence in Uruguay in the last decades (Germén et al.,
2018). The wheat area planted to susceptible cultivars to SR has increased
considerably in the region after year 2000 and probably contributed to a generalized
epidemic of SR in Argentina and Uruguay, in 2014 (Campos et al., 2015). Fhb1 is
present in a very low frequency of the INIA-WBP germplasm, while Sr2 has been
introduced mainly by the use of CIMMYT germplasm, which carried Fhb1 and Sr2 in

repulsion phase.

The present study had two mains objectives: (1) to introduce Fhbl and Sr2 in
coupling phase in wheat elite germplasm from Uruguay and (2) to quantify the effect
of Fhbl and Sr2 in enhancing the resistance to FHB and SR in the developed lines.
For this, a donor line with coupled Fhb1-Sr2 was crossed and backcrossed with four
INIA elite wheat cultivars lacking both genes and expressing different levels of
resistance to FHB and SR. For each cross, wheat lines carrying Fhbl and Sr2 in
coupling were selected using appropiate molecular markers. The effect of Fhb1 on the
level of resistance to FHB in the different genetic backgrounds was quantified in a
greenhouse experiment by comparing disease severities of lines with and without
Fhb1-Sr2. A field test was conducted to estimate the effect of Sr2 on the resistance to
SR.

2.3. MATERIALS AND METHODS

2.3.1. Plant materials and development of populations

Sf26, the donor line of the cupled Fhb1-Sr2 was developed by the University of
Minnesota WBP (cross: CO03W269/Bigg Red, Zhang et al., 2016) and kindly
provided by Dr. Jim Anderson. Sf26 was crossed and backcrossed with four

Uruguayan elite wheat cultivars, lacking molecular markers UMN10 for Fhbl and
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csSr2 for Sr2 (Silva, pers. comm.): Génesis 2375
(LE2302/3/PF90099/0OR1//GRANITO), Génesis 6.87
(PF90099/0OR1//GRANITO/3/BAG10), INIA Madrugador (E.FED/CHUANMAI/
BAU) and INIA Don Alberto (I.TIJ/LE2229). The Uruguayan elite wheat cultivars
have different levels of resistance to FHB and SR (Table 1, extracted from Castro et
al., 2019; 2015).

Table 1: Resistance level to FHB and SR assigned for the four INIA elite wheat
cultivars, according to the Uruguayan National Cultivar Evaluation (INIA/INASE).

FHB type II*  FHB** SR**
LE 2375 (Génesis 2375) MS MR MR-MS
LE 2387 (Génesis 6.87) MR-MS MR MS
LE 2332 (INIA Madrugador) MS MR-MS MR-MS
LE 2331 (INIA Don Alberto) SMS S MS-MR

R: resistant; MR: moderately resistant; MS: moderately susceptible; S: susceptible. * Characterization
of Type Il resistance under greenhouse conditions (Pereyra, pers. comm.). **Characterization of field

resistance (Castro et al., 2015)

Sf26 and the four INIA elite cultivars were planted and crossed in the field in
2016 at INIA La Estanzuela (LE: latitude 34.3° S, longitude 57.7° W, elevation
70masl). Generations Fy to BCaF1 were grown at INIA La Estanzuela greenhouse
facilities, with temperature between 20 °C and 30 °C and light supplemented with
400W high sodium pressure lamps between 5:00 P.M. and 5:00 A.M. Plants were
grown in pots filled with 1kg of a mixture of 1/3 of soil, 1/3 substrate (organic compost,
VITATERRA) and 1/3 vermiculite (expanded vermiculite, Agrinobre). The water-
soluble fertilizer Milagro (18:18:18 N-P-K plus microelements) was applied once a
week, at a rate of 0,2 g/pot, from 15 days after planting until anthesis. The BCsF2
generation was grown in a growth chamber at 22 °C temperature, 75-85 % relative
humidity and 470W LED lightning (GCLB-8 2nd Generation, Grow Candy) in an 18/6

hours light/darkness cycle, to obtain accelerated plant development.

Sf26 was used as the female parent in the initial crosses (Figure 1). Twenty F;

plants per population, each population derived from one of the four different crosses,
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were used as the female parent in the backcross with each INIA elite cultivar parent to
obtain the BC1F1 generation. Subsequently, heterozygous Fhbl1-Sr2/fhbl-sr2 plants
were selected with marker UMN10 from 40 BC:F: and BCzF; plants per population,
which were used as the female parents in the following crosses. Similarly,
heterozygous BCsF; plants were selected among 40 plants for selfing. In order to
obtain homozygous Fhb1-Sr2 lines (R lines) and homozygous fhb1-sr2 lines (S lines),
12 plants from each of eight BCsF2 families were sown per population and the selected
BCsF2 were selfed for seed increase. Five pairs of R and S lines per population were
selected for FHB phenotyping. For SR phenotyping R and S lines were selected based
on seed availability.

Initial crossing: donor Sf26 was crossed whit four Donor FhbI-Sr2 x Adapted
adapted parents ' l
F1: 20 plants were sown per population F, x Adapted cultivar

l

BC F, x Adapted cultivar
BCiF1, BC:Fry BCiFr: 40 plants were sown per 11 P

population. About 20 heterozygous plants were selected l
per population using the molecular marker UMN10

BC,F, x Adapted cultivar

l

BC,F,
|
BC3Fa: 12 plants from eigth families were sown per l l
population. Fhb1/Sr2 homozygous lines (R lines) and
fhbl/sr2 homozygous lines (S lines) were selected
o _ _ i L BC,F, BC,F,
within each family using the molecular markers

UMN10, SNP3BS-8 and Sr2-ger9. 1® ®l

BC3Fs3 R and S lines for testing BC3F3 BC3F3

Figure 1: Backcrossing strategy used for the introduction of Fhb1-Sr2 genes in four
INIA elite cultivars (Génesis 2375, Génesis 6.87, INIA Madrugador and INIA Don
Alberto), and development of R and S lines.&: Selfing.
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2.3.2. Marker-assisted selection

The presence of Fhbl-Sr2 was determined using the closely diagnostic
molecular SSR marker UMN10, developed for Fhbl (Liu et al., 2008). DNA
extractions from the plant material were performed at INIA La Estanzuela Molecular
Breeding Laboratory facilities using the CTAB 2 % method (Doyle, 1987). PCR was
carried out with a volume of 10 uL per reaction, consisting of 3.0 uL of DNA (30
ng/uL), 1 uL of 10 X PCR buffer, 0.6 pL of MgCI2 (25 mM), 1 uL of dNTPs (2.0
mM), 0.1 uL of primer F (10 uM), 0.1 uL of primer R (10 uM), 0.05 uL of Taq enzyme
(5U) and 4.15 puL of PCR water. The amplification protocol of the UMN10 marker
was performed as indicated by Liu and Anderson (2003). The detection of the UMN10
marker on the DNA samples was performed with the 3730xI 96-Capillary Genetic
Analyzer, service provided by the Yale University Applied Biosystems. The positive
control of the Fhbl allele was the cultivar Sumai 3 and the donor line Sf26. As
described in Liu et al. (2008), Fhbl allele had a band size of 240 bp, while the
susceptibility allele fhb1 had a band size of 237 bp.

The presence of Fhbl and Sr2 at the end of the backcrossing program was
confirmed with the Kompetitive Allele Specific PCR Genotyping System (KASP™)
of the UMN10 and SNP3BS-8 markers for Fhbl (Bernardo et al., 2012) and the Sr2-
ger9 marker for Sr2 (Mago et al., 2011) at CIMMYT laboratory facilities at El Batan.
Polymorphic marker primer sequences, type of marker and annealing temperatures
used, are listed in Table 2. The PCR protocol and the visualization of the genotypic
data for KASP were performed as indicated in Dreisigacker et al. (2016).
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Table 2: Characteristics of the molecular markers used to detect the presence/absence
of Fhb1-Sr2.

Marker Primer Sequence Ta(°C) Reference
FAM GAATTACTCATTTTTAGATTTGTCTACATACA
Liu et al.,
UMN10?! VIC GAATTACTCATTTTTAGATTTGTCTACATACG 50
2008
Common GAAGTTCATGCCACGCATATGCTAGTA
FAM CACATGCATTTGCAAGGTTGTTATCC Bernardo
SNP3BS-8! VIC CACATGCATTTGCAAGGTTGTTATCG 54 et al.,
Common CAAAGCAGCCTTAGGTCAATAGTTTGAAA 2012
FAM GTGCGAGACATCCAACACTCAC
) 2 Mago et
Sr2-ger9 VIC GTGCGAGACATCCAACACTCAT 63-55 L 2011
al.,
Common CTCAAATGGTCGAGCACAAGCTCTA
Forward CGTGGTTCCACGTCTTCTTA Liu et al.,
UMN102 60
Reverse = TGAAGTTCATGCCACGCATA 2008

Ta: Anneal temperature; *KASP marker; 2SSR marker; *Touchdown over 63-55 °C for 60 seconds 10

cycles (Dropping 0.8 °C per cycle).

2.3.3. Evaluation of Fusarium Head Blight and Stem Rust resistance

FHB Type Il resistance was determined at INIA La Estanzuela under greenhouse
and growth chamber facilities between October 2018 and February 2019. Plants were
grown in a greenhouse until anthesis under the growing conditions described before.
Two experiments were carried out at two planting times (October 24th and November
20th) with a complete nested block design with 10 replications were used. Each plot
consisted of one pot with two plants. For each population, treatments included: five
BCsF3 homozygous Fhb1-Sr2 lines (R lines), five BC3sFz homozygous fhbl-sr2 lines
(S lines), each pair of lines derived from the same BCsF> family, and checks (Sumai
3, Sf26 and the INIA elite parent), adding a total of 46 treatments. Eight hundred
seventy plants were tested in total.

Plants were inoculated at anthesis (Z6.5, Zadoks et al., 1974) with a mix of 14

monosporic isolates collected from different cultivars, locations and years, and
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representing of the Fusarium graminearum (sensu stricto) population present in
Uruguay. The inoculum had a concentration of 2*10° conidia/ml and 0.025 ml of
Tween 20 was added per 1 ml of the solution. Ten pul of the inoculum solution was
placed into the two central spikelets of the main spike of each plant with an Eppendorf
pipette. Plants were left at room temperature for one hour and then placed in a dew
chamber for 72 hours (20-22 °C, 100 % relative humidity). Later on, plants were
transferred to a growth chamber (24 °C, 75-85 % relative humidity and 12 hours of
photoperiod).

FHB Type Il resistance was determined as the percentage of infected spikelets
in the inoculated spikes at 7, 14 and 21 days post-inoculation. The area under the
disease progress curve (AUDPC) was calculated according to Campbell and Madden
(1990) as:

n-1

YirYitl\

AUDPC= Z (T) (ti+1-ti)
P

where, n: total number of observations, yi: severity of observation ith, ti: time for

observation ith.

Due to low seed availability, an unreplicated field test was used to estimate the
effect of Sr2 on SR resistance. The assessment was carried out during 2019 at La
Estanzuela (LE: latitude 34.3° S, longitude 57.7° W, elevation 70 masl). Five BCsF3
R lines and five BCsFz S lines were selected according to seed availability from
different BCsF, families of each population. Checks (Sf26 and the adapted parents)
were planted on November 8" (off season) in single 1m rows. A spreader row of SR
susceptible cultivars (Onix, Baguette 11, Baguette 13 and Baguette 601) was planted
perpendicular to the plots. Irrigation, fertilization and weed control were performed as
required. The trial was artificially inoculated three times injecting a suspension of
uredinospores on distilled water with a few drops of Tween 20 into three tillers per
plot at Z4.0 to Z4.9 stages (Zadoks et al., 1974) and on the spreader row.
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Inoculum collected in the field during winter 2018 and four Pgt isolates
representing four different races of SR collected in previous years were used for
inoculation: isolates 2048, 2372, 2749 and 2931 corresponding to races SPLKC,
RHKTF, RRTTF, and QFCSC respectively (Jin et al., 2008). The Pgt races were
increased on the susceptible cultivar Little Club under greenhouse conditions and
maintained at the Rust laboratory at INIA.

SR disease severity (DS) and infection response (IR) were recorded on stems
and leaf sheaths at approximately Z8.5 growth stage. DS was evaluated in a 0 to 100
scale, according to the modified Cobb Scale (Peterson et al., 1948) and IR was
assessed as resistant (R), moderately resistant (MR), moderately susceptible (MS) and
susceptible (S) as described in Roelfs et al. (1992). The coefficient of infection (CI)
was calculated as the DS multiplied by a coefficient corresponding to the IR (R: 0.2,
MR: 0.4, | = MRMS: 0.6, MS: 0.8, S: 1.0) as described in Stubbs et al. (1986).

2.3.4. Statistical analysis

Box-Cox transformation was used to correct for normal distribution of the
residuals of AUDPC (N_AUDPC) before the statistical analysis (Box and Cox, 1964).

FHB N_AUDPC data were analyzed with the model:
Yijkm= U + Mi + Fjkx) + Pk + T1 + MPix + MTii + Rmq) + €ijkim

where, Y: FHB N_AUDPC, u = general mean, M: Fhbl marker main effect
i={1:presence-2:absence}, F: family main effect j={1-5} nested in P k={1-4}, P:
population main effect k={1-4}, T: Trial main effect 1={1-2}, MP: Fhbl marker by
population interaction, MT: Fhbl marker by trial interaction, R: repetition m={1-10}

nested in T I={1-2} and &: experimental error with normal distribution N (0, c%).

To estimate the effect of Fhbl, only R and S lines were considered. To compare
the populations, the factor interaction MP was removed from the model. The
significance threshold level was set as a < 0.05. Statistical analysis was performed

using R statistical software with the stat package (R Development Core Team, 2016).
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2.4. RESULTS

2.4.1. Development of Fhb1-Sr2 lines

Sixty nine BCsF1 heterozygous families were obtained in total, 18, 19, 16 and
16 for the poulations derived from Génesis 2375, Genesis 2387, INIA Madrugador and
INIA Don Alberto, respectively. After selfing, plants homozygous for Fhb1-Sr2 and
fhb1-sr2 from twenty nine BCsF> families were selected (eight Sf26/Génesis 2375*4
and seven for the rest of the populations). The number of lines with different Fhbl-

Sr2 genotypes obtained are shown in Table 3.

Table 3: Number of selected BCsF, families and number of homozygous and
heterozygous plants per population.

Fhb1-Fhb1 Fhbl-fhbl fhbl-fhbl

No. of families

Population Sr2-Sr2 Sr2-sr2 Sr2-sr2
BCsF;

No. No. No.
Sf26/G.2375** 8 24 47 25
S26/G.2387** 7 17 53 25
Sf26/1.Mad** 7 17 51 28
Sf26/1.DAI™ 7 23 49 22
Total 29 81 200 100

G.2375: Génesis 2375, G.2387: Génesis 2387, 1.Mad: INIA Madrugador, I.DAI: INIA Don Alberto.

For the obtention of homozygous BCzF3 lines (Fhb1-Sr2 and fhb1-sr2) the
development of seven generations was required. The overall protocol took 26 months
with an average duration of each generation of 3.7 months (average 3.2 generations

per year).

2.4.2. Fusarium Head Blight Type Il resistance

The most susceptible cultivar INIA Don Alberto had an average FHB severity
of 26.5, 63 and 70.7 % at 7, 14, and 21 days post-inoculation (dpi), respectively. The
average AUDPC was 560, with a coefficient of variation of 46.3 % and a severity of
45.1 % at 21 dpi.
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Only the effect of Fhb1 QTL and population on FHB N_AUDPC values were
highly significant (p-value<0.001) (Table 4).

Table 4. Analysis of variance of FHB N_AUDPC.

Source of variation Degreeof Sumof Mean F-value P-value

Freedom Squares  Square

QTL Fhbl (M) 1 51641 51641 165.5 2 e-16**
Pop (P) 9 74893 8321 26.6 2 e-16**
Trial (T) 1 286 286 0.9 0.33837 NS
Repetition/Trial (R) 18 3872 215 0.7 0.82392 NS
Family/Population (F) 16 6676 417 1.3 0.16738 NS
QTL Fhb1*Trial (MT) 1 184 184 0.6 0.44321 NS
QTL Fhb1*Pop (MP) 3 2017 672 2.2 0.09203 NS
Error 803 250581 312

**Significant at P < 0.001 NS: non significant at P < 0.05 probability level. Pop: population.

The average N_AUDPC of R lines was 60.3 (35.6 % severity at 21 dpi),
significantly lower than the N_AUDPC of the S lines of 73.9 (51.1 % severity at 21
dpi, Figure 2A). Fhb1 determined an average reduction of the FHB N_AUDPC of 13.6

or 18.4 % for the four populations.
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Figure 2. A: Average FHB N_AUDPC of R (Fhb1-Sr2) and S lines (fhbl-sr2).
N_AUDPC values with same letters are not significantly different based on a Tukey
test P-value < 0.01. B: Average FHB N_AUDPC of R and S lines from each
population. N_AUDPC values with different letter are significantly different based on
a Tukey test P-value < 0.05.

The FHB N_AUDPC of lines derived from Génesis 2375 and Génesis 6.87 had
significantly lower N_AUDPC than the lines derived from INIA Madrugador and
INIA Don Alberto. Lines from INIA Don Alberto had significantly higher N_AUDPC
than lines from INIA Madrugador.

Although the effect of the interaction of Fhb1 and population was not significant
on N_AUDPC, mean values of R lines were lower as compared to the ones registered
in S lines from each population (Figure 3). The adjusted means of the N_AUDPC for
each population had a reduction of N_AUDPC of 22.7, 21.7, 17.0 and 13.4 % in
Sf26/Geénesis 6.87*4, Sf26/INIA Madrugador*4, Sf26/INIA Don Alberto*4 and
Sf26/Geénesis 2375*4 lines, respectively.
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Figure 3. N_AUDPC of the resistant check (Sumai 3), donor (Sf26), recurrent parents
and R and S lines from each population. G.2375: Génesis 2375, G.6.87: Génesis 2387,
I.Mad: INIA Madrugador, 1.DAI: INIA Don Alberto.

2.4.3. Stem rust resistance

The effect of Sr2 was estimated on lines derived from Génesis 2375 and
Génesis 6.87, since only these materials had a substantial level of SR infection (Figure
4). The Cl means of R and S lines from each population had a reduction of 54.5 and
76.5 % for the populations Sf26/Génesis 2375*4 and Sf26/Génesis 6.87*4,

respectively.
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I.Mad: INIA Madrugador, I.DAI: INIA Don Alberto.

2.5. DISCUSSION

The genetic improvement of resistance to FHB is generally a slow process, due
to the low heritability of the resistance (Verges et al. 2006, Snijders 1990b?). In
addition, FHB does not occur every year in Uruguay, therefore opportunities for
selection for resistance are relatively not frequent unless appropriate conditions are
provided, such as testing in specific nurseries with artificial inoculation and sprinkler
irrigation. The development of resistant cultivars is essential to reduce the risk of
disease epidemics. FHB resistance has been durable, however, durable resistance to
SR is more difficult to achieve. One of the strategies adopted by WBP to get durable
resistance to SR has been the introduction of minor genes, either by accumulating

several of them or by combining them with effective major genes (Ayliffe et al., 2008).

2 La diferenciacion en Snijders 1990b es solo a efectos de esta tesis.
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The use of MAS has an enormous impact to improve the efficiency and precision
of genetic improvement, facilitating the introduction of genetic components of interest
in adapted local germplasm (Collard and Mackill, 2008). In the present work,
backcrossing assisted by markers allowed to select lines with the gene or QTL of
interest in a short period of time, thus increasing the selection efficiency. MAS allowed
also the selection of the minor gene Sr2, which is often more difficult to select
phenotypically. It also allowed the selection of lines with Fhbl at the seedling stage,

when under traditional schemes it must be screened in the reproductive stage.

For the four populations, a total of 81 BCasFs lines carrying Fhb1-Sr2 were
obtained, with an expected recovery of 93.75 % of the genetic background of the INIA
elite cultivars used as recurrent parents. Using only UMNZ10 as a molecular marker for
the selection of the heterozygous plants during the backcrossing process was enough
for the selection of the heterozygous plants, provided the strong linkage between Fhbl
and Sr2. Subsequently, the presence of Sr2 was confirmed by the csSr2 marker. Based
on these results, we could confirm that UMN10 is a reliable marker for the selection
of the coupled Fhb1-Sr2. The process carried out is a relevant technological
contribution for the WBP in Uruguay, since it is the first MAS for resistance to FHB

in Uruguay.

Results from this study indicated a strong effect of the presence of Fhbl and
differences in FHB N_AUDPC among R and S lines. The lines with Fhb1 had an
average reduction of the disease measured as N_AUDPC of 18.4 % (range of 13.4 to
22.7 % in the different populations) compared to lines carrying fhbl. The FHB
N_AUDPC of the elite cultivars and the derived lines (Figure 2b) followed the same

trend of resistance of the elite cultivars in field studies (Table 1).

The average FHB reduction attributed to Fhb1 in this study was similar to values
obtained in other studies. However, there are several reasons that make difficult the
comparison of the different results obtained for the effect of Fhbl. Most of the
publications estimated the Fhb1l QTL effect in mapping populations, i.e. Zhang et al.
(2012). Anderson et al. (2001) and Waldron et al. (1999) studied its effect under
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greenhouse conditions, estimating a decrease of 15.7, 24.8-41.6 (two populations) and
15.4 %, respectively. The mapping populations derived in general from parents with
highly variable genetic background, which might affect the Fhb1l QTL effect. Jin et al.
(2013) and Salameh et al. (2011) studied the Fhbl QTL effect in breeding materials
under field conditions, estimating a decrease on the disease of 25.1 and 35 %,
respectively. The estimation of the QTL effect can also be influenced by the
environment in which the measurements are made (e.g., field, greenhouse, growth
chamber) and by the inoculation method used (Pumphrey et al., 2007). Possibly the
publication by Pumphrey et al. (2007) has a greater similarity to this study in terms of
the conditions in which the resistance conferred by Fhbl was evaluated. The authors
studied the effect of Fhb1 in 19 pairs of NILs developed from breeding lines of the
University of Minnesota and reported that Fhbl conferred an increase in type Il
resistance of 31 %. Although this result is higher than the 18.4 % found in our work,
this difference could be explained by the different parental materials used for the

development of the lines in both studies.

Previous studies have focused on analyzing the independent effect of Fhb1l or its
interaction with other important QTL (Salameh et al., 2011, Shi et al., 2008,
Buerstmayr et al., 2003, Anderson et al., 2001). The present research analyzed the
relationship between the effect of Fhb1 with the level of resistance of the background
in which Fhb1 was introduced. The magnitude of the reduction of FHB conferred by
Fhbl in the four populations developed in this research suggests an similar effect of
the QTL on type 1l resistance to FHB, since the interaction Fhb1 and population was
not significant. The complexity of the genetic basis of the resistance to FHB, as well
as the influence of the environment on the expression of the resistance, requires
additional studies to better understand the interaction between the different genetic
backgrounds and Fhb1. The effect of Fhb1 was estimated under greenhouse conditions

phenotyping resistnce type 11, and yet, it has to be validated under field conditions.

The effect of Sr2 was estimated in two populations and tended to be higher in
the population derived from the INIA elite cultivar with lower level of SR resistance

(G.2375, Figure 4). There are few studies that estimate the contribution of Sr2 in the
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resistance to SR. Zhang et al. (2016) developed 59 lines carrying Sr2 derived from two
different crosses, which had a reduction of SR severity ranging from 26 to 53 % in
relation to their susceptible parent. The effect of Sr2 measured in our populations was
higher than the effect measured by Zhang et al. (2016). Additional characterization of
SR resistance in experiments with replications, more adequate materials (R and S lines
derived from the same BCsF, family) and under field conditions during the main field

season should be carried out.

This work is an important contribution to the knowledge about the effectiveness
of the genetic resistance conferred by Fhbl and Sr2 in the adapted INIA elite wheat
germplasm as well as the development of wheat lines adapted to the Uruguayan
production conditions. The introduction of Fhb1 in INIA cultivars migth contribute to
broaden the genetic base of resistance to FHB of the INIA WBP in Uruguay. In
addition, the effect of these genes was validated in a context of local adapted
germplasm. The developed lines will be used as valuable progenitors to increase the
efficiency of breeding for resistance to FHB and SR in Uruguay. FHB is the most
important threat to wheat production in our country, mostly due to the associated toxin
contamination which may make the grain unmarketable. The resistance of the most
resistant commercial cultivars to FHB that are available nationally is not enough to
avoid grain yield losses and DON toxin contamination alone. Decreasing the FHB
infection in 18.4 % through the introduction of Fhbl is very relevant and will impact
in the viability of the crop, not only because of higher resistance but also most probably
decreasing the DON toxin content.

2.6. CONCLUSIONS

In this research, the methodology used for the introduction of the coupled Fhb1-
Sr2 in the INIA elite cultivars with a single molecular marker was validated. Adapted
lines carrying Fhb1-Sr2 were developed and will contribute to increase resistance to
FHB and SR in Uruguay. In addition, we confirmed the positive effect on type Il
resistance to FHB when Fhbl is in coupling with Sr2. Additional studies are required
to better understand the relationship between the different adapted genetic

backgrounds and Fhb1, and also to estimate its effect in reducing the disease and toxin
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grain contamination under field conditions. Further studies are also required to
estimate the effect of Sr2 on the level of SR resistance in replicated field experiments

conducted during the main season.
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3. DISCUSION Y CONCLUSIONES GENERALES

La FE y la RT son dos de las principales enfermedades que afectan el cultivo de
trigo en Uruguay. La FE puede causar perjuicios econdmicos muy importantes, ya sea
por su impacto en la reduccion del rendimiento y calidad de grano como por la
presencia de micotoxinas que afectan la comercializacion del trigo (Germén et al.,
2018). La RT estuvo bajo control durante décadas, debido al uso de cultivares con
buena resistencia genética. Sin embargo, actualmente constituye una amenaza para el
cultivo de trigo debido al alto porcentaje de utilizacion de cultivares susceptibles en
gran parte del area sembrada. En 2014, una epidemia generalizada de RT fue
observada en Uruguay y Argentina (Campos et al., 2015). Adicionalmente, laamenaza
se ve agravada por la posible migracion desde Africa de razas virulentas sobre la

mayoria de los cultivares hoy resistentes.

El mejoramiento genético por resistencia a enfermedades ha sido uno de los
objetivos principales del PMGT de INIA (Quincke et al., 2018). EI mejoramiento por
resistencia a FE en general es de progreso lento a causa de su herencia poligénica y de
baja heredabilidad y a que es altamente influenciable por el ambiente (German et al.,
2018). Ademas, por tratarse de una enfermedad que no ocurre todos los afios las
oportunidades de seleccion son relativamente bajas si no se utiliza inoculacion
artificial y riego por aspersion, lo que se utiliza para lineas avanzadas. El desarrollo de
cultivares resistentes es esencial para reducir el riesgo de epidemias de FE. El QTL
Fhbl es ampliamente utilizado en programas de mejoramiento genético a nivel
mundial y es reconocido como el de mayor efecto en reducir la infeccion de la
enfermedad (Buerstmayr et al., 2009). Sin embargo, esta presente en muy baja

proporcion del germoplasma del PMGT de INIA.

Durante los Gltimos afios se ha verificado una pérdida del nivel de resistencia a
RT de las variedades del PMGT de INIA, las cuales pasaron de niveles altos de
resistencia a niveles intermedios (Quincke et al., 2018). Actualmente, para conseguir
niveles duraderos de resistencia a RT los PMGT se estadn enfocando en desarrollar

cultivares que contengan un alto nivel de resistencia conferido por tres vias: i)
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piramidizacion de genes de resistencia mayores, ii) acumulacion de varios genes RP
juntos, o iii) combinaciones de genes RP con genes R efectivos frente a la poblacion
actual de RT (Ayliffe et al., 2008). Sr2 es el gen menor de resistencia a RT mas
extensamente utilizado y es efectivo frente a todas las razas conocidas del patdgeno.
En el PMGT de INIA, Sr2 ha sido introducido principalmente del germoplasma
proveniente de CIMMY'T, que ha sido ampliamente utilizado en cruzas (Luizzi et al.,
2018).

Fhbly Sr2 estan ligados en repulsién, aproximadamente a 3 cM de distancia en
el cromosoma 3B (Anderson et al., 2001). Recientemente, se desarrollaron en la
Universidad de Minnesota lineas con Fhb1 y Sr2 acoplados (Zhang et al., 2016), que
fueron cedidas a INIA por el Dr. J. Anderson. Incrementar la frecuencia de Fhbl y Sr2
en acoplamiento en el germoplasma del PMGT de INIA contribuira a incrementar la

resistencia a FE y RT en Uruguay.

La SAM tiene un enorme potencial para mejorar la eficiencia y la precision del
mejoramiento genético, facilitando la introduccién de componentes genéticos de
interés en el germoplasma local adaptado (Collard y Mackill, 2008). EI método de
retrocruzamientos asistido por marcadores es utilizado para incorporar uno o varios
genes en una variedad adaptada o elite. En la mayoria de los casos, el padre utilizado
para las retrocruzas tiene un gran namero de atributos deseables, pero es deficiente en

alguna caracteristica en particular (Collard y Mackill, 2008).

El primer objetivo de este trabajo fue incorporar Fhbl y Sr2 en genotipos
adaptados uruguayos mediante el uso de SAM. Para esto, la linea donante de Fhbl-
Sr2 Sf26 fue cruzada y retrocruzada tres veces con cuatro cultivares INIA con distinto
nivel de resistencia a FE y RT (de intermedio a bajo) que no poseen Fhbl y Sr2:
Genesis 2375, Génesis 6.87, INIA Madrugador e INIA Don Alberto. En segundo lugar,
se cuantifico el efecto de Fhb1-Sr2 en reducir la infeccion de FE y RT en las lineas

homocigotas desarrolladas, con y sin los genes de resistencia.

En total, 81 lineas RC3F3 portadoras de Fhb1-Sr2 fueron seleccionadas desde

familias RC3F. para las cuatro poblaciones, utilizando los marcadores moleculares
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UMN10 y SNP3BS-8 para Fhbl y csSR2 para Sr2. La SAM en este trabajo, facilito la
deteccion de las lineas portadoras de Fhb1-Sr2, debido a que la seleccion fue realizada
sobre genes de caracter cuantitativo, los cuales en general son mas dificiles de
seleccionar fenotipicamente. Por otro lado, también aceler6 el proceso de seleccion,
permitiendo seleccionar un caracter que se evalla en etapa reproductiva como la FE,
en el estado vegetativo. Se espera que promediamente las lineas seleccionadas
presenten un 93.75 % de recuperacion del fondo genético del cultivar utilizado como
padre recurrente. El fuerte ligamiento entre Fhbl y Sr2 permitio utilizar solamente el
marcador molecular UMN10 para la seleccién de las plantas heterocigotas durante el
proceso de retrocruzamientos. Posteriormente mediante el marcador ¢sSr2 se confirmo
la presencia de Sr2. En base a estos resultados se pudo confirmar que UMN10 es un
marcador confiable para la seleccidén de Fhb1-Sr2 y aplicable al germoplasma de trigo
en Uruguay. El proceso de SAM realizado es un aporte metodoldgico relevante ya que
generd el primer antecedente de SAM para resistencia a FE en el pais.

El ANOVA para la resistencia a FE tipo Il indicé que los efectos principales
Fhbl y poblacion fueron significativos a un p-valor < 0.001. La comparacion de
medias entre los grupos de lineas BCsFz con y sin Fhbl mostro una reduccion
promedio de la enfermedad de 18.4 % en el grupo portador de Fhbl. Esta diferencia
fue estadisticamente significativa mediante la prueba de Tukey con un nivel de
significancia de o < 0.01. Dentro de cada poblacion, las lineas portadoras de Fhbl
presentaron un nivel de N_AUDPC inferior al de las lineas portadoras de fhb1 y al del
padre recurrente en todos los casos. EL N_AUDPC de los cultivares elite y sus lineas
derivadas (Figura 2b) siguio la misma tendencia de resistencia que los cultivares elite

evaluados en ensayos de campo (Tabla 1).

Dentro de los trabajos de validacion reportados, posiblemente el desarrollado
por Pumphrey et al. (2007) es el que presenté mayores similitudes en términos de las
condiciones en gue se evaluo la resistencia. Los autores estudiaron el efecto de Fhbl
en 19 pares de NILs desarrolladas a partir de lineas de mejoramiento de la Universidad
de Minnesota y reportaron que Fhbl confirio un incremento de 31 % en la resistencia

tipo 1. Si bien este resultado es superior al 18.4 % observado en nuestro trabajo, la
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diferencia podria estar explicada por el diferente material parental utilizado para el
desarrollo de las lineas en ambos trabajos, asi como por diferencias en el ambiente que

se desarrollo el ensayo y los aislamientos del patdgenos utilizados.

Hay varios motivos que dificultan la comparacion de los resultados del efecto de
Fhb1 entre los trabajos realizados. En primer lugar, la mayor parte de los trabajos han
cuantificado el efecto de Fhb1 en poblaciones de mapeo (Zhang et al. 2012, Anderson
et al. 2001, Waldron et al. 1999), esto es una diferencia importante debido a que el
contexto genético de los parentales utilizados en poblaciones de mapeo en general es
muy variable y de baja adaptacion. En segundo lugar, el efecto de Fhbl también puede
verse afectado por el ambiente en el que se realicen las mediciones (por ejemplo,
campo, invernaculo, cdmara de crecimiento), por el método de inoculacion utilizado y
por el nivel de agresividad los aislamientos del patdgeno (Pumphrey et al., 2007). Estas
diferencias pueden influenciar diferentes factores genéticos que condicionen la
medicién de la resistencia. Estos hechos, en parte podrian explicar las diferencias

encontradas en relacién al efecto de Fhbl sobre la disminucién de la FE.

En general los estudios previos se han enfocado en analizar el efecto
independiente de Fhb1l o su interaccién con otros QTL de importancia (Salameh et al.
2011, Shi et al. 2008, Buerstmayr et al. 2003, Anderson et al. 2001). En este trabajo
se analizo la relacion entre el efecto de Fhbl con el nivel de resistencia del fondo
genético en el que fue introducido. La no significancia de la interaccion entre Fhbl y
la poblacion en el ANOVA, indic6 que no hay una interaccion relevante entre el nivel
de resistencia del padre recurrente y el efecto de Fhbl en reducir la N_AUDPC. La
magnitud de la reduccion conferida por Fhbl en las cuatro poblaciones, sugiere un
efecto similar del QTL sobre la resistencia tipo Il a la FE. La complejidad de la base
genética de la resistencia a FE asi como la influencia del ambiente sobre la expresion
de la resistencia, requieren estudios adicionales para comprender mejor la interaccion
entre los diferentes fondos genéticos y Fhbl. El efecto de Fhbl fue estimado en

condiciones controladas, por lo que seria necesario validarlo en condiciones de campo.
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El efecto de Sr2 sobre RT pudo ser evaluado en dos poblaciones y tendi6 a ser
mayor en la poblacién con mayor nivel de infeccion. La poblacion Sf26/Génesis
2375*4 tuvo una infeccion alta de RT y las lineas portadoras de Sr2 tuvieron un 50.5
% menor infeccion de RT. La poblacion Sf26/Geénesis 6.87*4 presentd un nivel de
infeccion intermedio y una menor reduccion del nivel de infeccion causada por Sr2
(15 %). Las lineas suceptibles para Sf26/Génesis 2375*4 y Sf26/Génesis 6.87*4
presentaron un nivel de susceptibilidad similar al del padre recurrente. Hay pocos
trabajos que estimen el aporte de Sr2 a la resistencia a RT. Zhang et al. (2016)
desarrollaron 59 lineas portadoras de Sr2 derivadas de dos diferentes cruzamientos,
dichas lineas presentaron una reduccion de la severidad de RT que vario entre 26 y 53
% en comparacion a los padres susceptibles que no portaban Sr2. Estos resultados son

similares a los encontrados en el presente trabajo.

Este trabajo es un importante aporte tanto al conocimiento sobre la resistencia
genética conferida por Fhbl1, como por el desarrollo de material adaptado a nuestras
condiciones productivas con la combinacion de Fhbl y Sr2. Entre los numerosos
trabajos que estudiaron el efecto de Fhbl, este es el primero que reporta su efecto en
acoplamiento con el gen Sr2 en background genético en uso en el Cono Sur. La
introduccién de Fhbl en germoplasma adaptado permitié ampliar la base genética de
la resistencia a FE del PMGT de INIA (originada principalmente de fuentes de
resitencia brasileras y japonesas). Ademas, permitié validar el QTL en un contexto de
germoplasma local de uso comercial y de adecuada calidad industrial. Las lineas
desarrolladas son progenitores valiosos que estaran disponibles para disefiar
estrategias que incrementen la eficiencia de mejoramiento por resistencia a FE y RT
en el pais. Poder incrementar la resistencia de los cultivares comerciales mas
resistentes a FE que se dispone a nivel nacional en aproximadamente 18 % a traveés de
la introduccion de Fhb1 es muy relevante. EI aumento de resistencia a FE favorecera
la calidad del grano obtenido debido a la reduccién de la contaminacion por toxinas
producidas por el hongo. Disminuir la presencia de la toxina DON permitira ajustarse
con mayor frecuencia al limite establecido en el decreto 533/01 del Ministerio de Salud

Publica, por lo que contribuird a mejorar la posibilidad de comercializacion del
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producto. Desde el punto de vista industrial, la obtencion de materias primas de mejor
calidad favorecera la inocuidad de los productos elaborados para consumo humano y

animal.

EL primer objetivo especifico (introducir Fhb1-Sr2 en germoplasma adaptado a
Uruguay mediante un protocolo de retrocruzas asistidas por marcadores moleculares
utilizando cuatro cultivares elite INIA que no poseen estos genes y que tienen distinto
nivel de resistencia a FE y RT) fue cumplido cabalmente, obteniéndose un total de 81

lineas con ambos genes acoplados para las cuatro poblaciones.

El segundo objetivo especifico (cuantificar el efecto de Fhb1-Sr2 en el nivel de
resistencia a FE y RT en las lineas generadas de los cruzamientos con los cuatro
cultivares elite INIA con diferente nivel de resistencia a estas enfermedades) fue
alcanzado para FE y preliminarmente para RT, aunque requiere verificacion para
ambas enfermedades. El ensayo de FE fue llevado a cabo en condiciones controladas,
los resultados deben ser validados bajo condiciones de campo. El material desarrollado
permitira confirmar el efecto de Fhb1 en la acumulacion de DON en futuros estudios.
Actualmente se esta incrementando semilla de las lineas obtenidas y se repetiran
ensayos de RT a campo, con un disefio experimental con repeticiones sembrado en la
estacion de cultivo, donde se probaran materiales adecuados (lineas con y sin Fhb1-

Sr2 derivadas de la misma familia BC3F>).
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