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Bases genéticas y estrategias de mejoramiento para lograr resistencia a
roya amarilla (Puccinia striiformis Westend. f. sp. tritici Eriks. (Pst)) en
trigo harinero (Triticum aestivum L..)

Autor: Ariel M. Tuzinkievicz

Tutora: Dra. Gabriela Edith Tranquilli

Resumen

La roya amarilla o estriada, causada por el hongo patdgeno Puccinia striiformis
f. sp. tritici (Pst), es una enfermedad grave del trigo en el mundo. En Argentina,
particularmente, esta enfermedad ha pasado de ser de frecuencia esporadica y de baja
importancia relativa, a convertirse en una amenaza para el cultivo ya que su incidencia
se ha acentuado desde 2014, debido a la severidad de las nuevas razas difundidas, la
adaptabilidad de estas razas a un espectro mayor de condiciones ambientales,
incrementando su area de difusién, y el alto nivel de susceptibilidad presente en el
germoplasma argentino. Se ha comprobado que cultivares resistentes es el mejor
enfoque para el control de la roya amarilla.

Para determinar los genes de resistencia a la roya amarilla en cultivares y lineas
de mejoramiento de trigo se han realizado numerosos estudios que van desde el mapeo
genético en poblaciones biparentales o multiparentales a estudios de asociacion de todo
el genoma (GWAS) fenotipando para la respuesta de Pst en la etapa de plantula,
utilizando razas especificas, y/o planta adulta bajo infeccién natural. De este modo se
han identificado genes o QTL en lineas de mejoramiento y cultivares desarrollados por
programas de mejoramiento. Entre ello, tanto el gen Yr5 como el Yrl5 e Yr46, que son
altamente resistentes a la gran mayoria de las razas de Pst identificadas en el mundo, se
encontraron ausentes en ciertas lineas de mejoramiento y en los cultivares cultivados
comercialmente. Los genes identificados o QTL y sus marcadores son utiles en los
programas de mejoramiento para mejorar el nivel y la durabilidad de la resistencia a la
roya amarilla.

En este trabajo se repasan aspectos vinculados al ciclo de vida de Pst, modos de
dispersion, diversidad genética, interaccién hospedante patégeno y la resistencia
genética del trigo. Para ello se integraron en este ejercicio practico, conocimientos
adquiridos en los cursos realizados como parte de la Especializacion en Mejoramiento
Genético Vegetal. En base a antecedentes disponibles, se propone una estrategia de
mejoramiento para lograr resistencia genética estable y durable a la roya amarilla en
germoplasma de trigo argentino, combinando genes de resistencia cualitativa con genes
de resistencia cuantitativa, a través de la introgresién de los genes Yr5 — Yr15 — Yrl7 —
Yr36.

Palabras claves: QTL, genes YR, Pst, Puccinia striiformis, GWAS.



Genetic basis and breeding strategies to achieve resistance to yellow
rust (Puccinia striiformis Westend. f. sp. tritici Eriks. (Pst)) in bread
wheat (Triticum aestivum L.)

Author: Ariel M. Tuzinkievicz

Tutor: Dra. Gabriela Edith Tranquilli

Abstract

Yellow or striped rust, caused by the pathogenic fungus Puccinia striiformis f.
sp. tritici (Pst), is a serious disease of wheat in the world. In Argentina, particularly, this
disease has gone from being of sporadic frequency and of low relative importance, to
becoming a threat to the crop since its incidence has increased since 2014, due to the
severity of the new widespread breeds, the adaptability of these races to a greater
spectrum of environmental conditions, increasing their area of diffusion, and the high
level of susceptibility present in the Argentine germplasm. It has been proven that
resistant cultivars are the best approach for yellow rust control.

To determine the genes for resistance to yellow rust in wheat cultivars and
breeding lines, numerous studies have been carried out, ranging from genetic mapping
in biparental or multiparental populations to genome-wide association studies (GWAS)
phenotyping for the response of Pst at the seedling stage, using specific races, and/or
adult plant under natural infection. In this way, genes or QTL have been identified in
breeding lines and cultivars developed by breeding programs. Among them, both the
Yr5 gene, Yrl5 and Yr46, which are highly resistant to the vast majority of Pst races
identified in the world, were found absent in certain breeding lines and in commercially
grown cultivars. The identified genes or QTL and their markers are useful in breeding
programs to improve the level and durability of resistance to yellow rust.

In this work, aspects related to the life cycle of Pst, modes of dispersal, genetic
diversity, host-pathogen interaction and genetic resistance of wheat are reviewed. To
this end, knowledge acquired in the courses taken as part of the Specialization in Plant
Genetic Improvement was integrated into this practical exercise. Based on available
background, a breeding strategy is proposed to achieve stable and durable genetic
resistance to yellow rust in Argentine wheat germplasm, combining qualitative
resistance genes with quantitative resistance genes, through the introgression of the Yr5
Yrl5—Yrl7 —Yr36 — genes.

Keywords: QTL, YR genes, Pst, Puccinia striiformis, GWAS.
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1. Introduccion

La roya amarilla (estriada), causada por Puccinia striiformis f. sp. tritici (Pst), es
una enfermedad grave del trigo que ocurre en la mayoria de las areas de cultivo con
condiciones climaticas frescas y humedas durante la temporada de crecimiento. El
hongo basidiomiceto es un parésito biotrofico obligado que es dificil de cultivar en
medios artificiales. Pst es un hongo heteroico macrociclico que requiere plantas
hospedantes tanto primarias (trigo o pastos) como alternativas (Berberis o0 Mahonia
spp.) para completar su ciclo de vida. Las Urediniosporas tienen la capacidad de
dispersion por el viento a largas distancias, que pueden, bajo una alta presion de
indculo, extenderse a miles de kilometros desde los sitios de infeccidn inicial. La roya
amarilla, que se considera la principal roya actual que afecta a la produccion de cereales
de invierno en todo el mundo, se ha estudiado intensamente durante mas de un siglo (W.
Chen etal. 2014). La infeccidn por Pst se observa mas comunmente en las hojas de
trigo, donde el dafio resultante a los tejidos fotosintéticos conduce a una reduccion de la
intercepcion de la luz y la eficiencia del uso de la radiacion, lo que reduce los
rendimientos. Sin embargo, la infeccion por Pst también puede tener lugar en las
estructuras de la espiga de trigo, como las glumas, la lemma y la palea, particularmente
durante epidemias moderadas a severas, lo que reduce el rendimiento y la calidad del
grano (Bouvet et al. 2022; Cromey 1989; Wellings 2003; Wellings 2009).

Wellings (1986) menciona que se encuentran referencias de las epidemias de
roya en los Libros del Antiguo Testamento y en los escritos de los primeros eruditos
(Large 1940). Las epidemias de roya notificadas en Inglaterra en 1725 y Suecia en 1794
pueden deberse a la roya amarilla (Chester 1946).

Se han producido epidemias recurrentes de Pst en la mayoria de las areas de
cultivo de trigo durante los Ultimos 60 afios (Wellings 2011). Particularmente, en las
ultimas dos décadas se han visto el surgimiento global de poblaciones de Pst méas
agresivas y genéticamente diversas adaptadas a temperaturas mas célidas (Hovmaller
etal. 2016; Hubbard et al. 2015; Milus et al. 2009). Entre ellas puede mencionarse la
raza tipo Warrior (por ser virulenta sobre el cultivar con dicho nombre), que en Europa
ocasiono pérdidas superiores al 50% de rendimiento en la mayoria de los genotipos de
trigo (Singh et al. 2002; X. Chen 2005; Vergara-Diaza et al. 2015; Schwessinger 2017a;
X. Chen y Kang 2017a; X. Chen y Kang 2017b; A. Wan et al. 2017; Lan et al. 2017;
Carmona y Sautua 2018).

Las interacciones del patdgeno Pst con plantas de trigo activan una amplia gama
de respuestas del huesped. Entre varios genes involucrados en las interacciones planta-
patogeno, las expresiones de genes de proteinas particulares relacionadas con la
patogénesis (PR) determinan diferentes respuestas de defensa (estos conceptos se
amplian en la seccién 3.5). Se han reconocido y utilizado diferentes tipos de resistencia
para desarrollar cultivares de trigo resistentes a la roya amarilla. Entre ellos, la
resistencia en todas las etapas (ASR-por su sigla en inglés -“all stage resistance”) y la
resistencia en planta adulta. La ASR se puede detectar en la etapa de plantula y
permanece en niveles altos a lo largo de las etapas de crecimiento de la planta. Este tipo
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de resistencia resulta efectiva frente a algunas razas del patégeno (resistencia raza-
especifica) y no es duradera. Por el contrario, las plantas que s6lo tienen resistencia en
estadio de planta adulta, y particularmente la del tipo inducible por alta temperatura
(HTAP - del inglés High temperature adult-plant), son susceptibles en la etapa de
plantula, pero se vuelven resistentes cuando las plantas crecen y el clima se vuelve mas
calido. La resistencia del tipo HTAP controlada por un solo gen es parcial, pero por lo
general no es especifica de la raza y es duradera (Farrakh et al. 2018).

En consecuencia, frente al desafio que plantea la evolucion de la poblacion del
patdgeno, las estrategias de mejoramiento de resistencia a enfermedades que
historicamente se han utilizado para controlar la roya amarilla, empleando los
principales genes de resistencia por separado, ya no son efectivos. Ademas, las
estrategias de reproduccion estdn comenzando a cambiar, requiriendo asi fuentes
adicionales de resistencia genética que, junto con herramientas genomicas Yy
moleculares adecuadas, estan ayudando al desarrollo de variedades de trigo resilientes
(Bouvet 2019; Jamil et al. 2020).

1.1. Situacion de la roya amarilla del trigo en la region pampeana argentina
En Argentina, la primera epidemia de la roya amarilla o estriada que genero
importantes dafios y pérdidas y obligd a sustituir a los cultivares de trigo de la época, se
registro alrededor de los afios 1928-1930 causando dafios de alrededor de 2.000.000
toneladas (Lindquist 1982; Carmona y Sautua 2018).

Por otra parte, la ocurrencia epidemioldgica de la roya amarilla causada por P.
striiformis f. sp. tritici (Pst), fue siempre esporadica y recluida a regiones con
temperaturas medias mas bajas, como el Sudeste de la provincia de Buenos Aires,
considerandose asi Argentina como zona “marginalmente favorable” para la presencia
de la enfermedad. Pero por la difusion de variedades de trigo susceptibles, el
surgimiento espontaneo de nuevas razas virulentas de Pst, y el cambio climatico, a
partir de la campafia 2017/2018 se han ido registrando epifitias en variedades
susceptibles. Actualmente las epifitias se registran en el Sur de Santa Fe, C6rdoba, Entre
Rios y norte de Buenos Aires (Carmona y Sautua 2018). Anualmente se realiza el
monitoreo de razas presentes, relevando cultivos desde la zona de Reconquista (Santa
Fe) hasta el sur de la provincia de Buenos Aires. La caracterizacion molecular de un
conjunto de aislamientos colectados durante 2017, reveld que las razas presentes
pudieron clasificarse en dos grupos, segun el nivel de virulencia. Un grupo se
correspondi6 con razas tipo Warrior (aproximadamente un 30% de la muestras) y el
otro grupo incluyo razas menos virulentas. Estas observaciones determinan que la roya
amarilla sea una amenaza para el cultivo de trigo, en sintonia con lo que ocurre a nivel
mundial (Campos et al. 2016; Campos 2017; Campos 2019).

Debido a las condiciones que favorecen en gran parte la ocurrencia
epidemioldgica entre las que podemos considerar gran capacidad migratoria a grandes
distancias (entre continentes), considerable variabilidad y diversidad genética, altas
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tasas de mutacion de razas avirulentas hacia virulentas, especial adaptacion a diferentes
ambientes agroecoldgicos, conjuntamente con los significativos dafios (kg/ha) y
pérdidas (u$s/ha) que ocasiona, la roya amarilla o estriada es actualmente el principal
desafio fitosanitario del cultivo de trigo a nivel mundial (Schwessinger 2017a; Carmona
y Sautua 2018).

Segun Mclintosh et al. (2013) el Catélogo de simbolos genéticos para el trigo y
el Suplemento de 2020 (https://wheat.pw.usda.gov/GG3/wgc), actualmente hay 83
genes Yr designados oficialmente para la resistencia a la roya amarilla y 42 designados
temporalmente. Muchos de estos genes se han introducido en variedades de trigo, de
parientes del trigo y especies exdticas. Sin embargo, la mayoria de ellos ya son
ineficaces contra las nuevas razas Pst que aparecieron en los Gltimos afios. Ademas, se
han llevado a cabo numerosos estudios de loci de rasgos cuantitativos (QTL, del inglés
Quantitative Traits Loci) identificando > 350 QTL hasta el momento. Sin embargo, la
mayoria de los estudios de investigacién anteriores se basaron en métodos de mapeo
clasicos que son costosos, se caracterizan por una baja resolucion en la deteccién de
QTL vy restringen la cantidad de alelos muestreados por locus en cada poblacion, lo que
dificulta el examen de toda la gama de diversidad genética disponible. en el cultivo. De
esta forma, considerando que Pst constituye una gran amenaza en la region triguera
argentina, la identificacion y caracterizacion de nuevas fuentes de resistencia a las razas
locales se han vuelto fundamentales para mejorar la resistencia duradera a esta
enfermedad (Franco et al. 2022).

Franco et al. (2022) realizaron un estudio de asociacion del genoma completo
(GWAS) utilizando una coleccién de 245 lineas de trigo harinero genotipadas con 90 K
SNP, con el fin de identificar loci que confieren resistencia a las razas locales de Pst
para su utilizacion efectiva en futuros programas de mejoramiento. En ensayos de
campo durante dos afios bajo condiciones naturales de infeccién se evalué el panel para
la severidad de la enfermedad (DS) y el area bajo la curva de progreso de la enfermedad
(AUDPC) para buscar la resistencia de las plantas adultas (APR). En tanto que para
evaluar la resistencia en plantulas o en todas las etapas (ASR), se evalu6 el panel para
determinar el tipo de infeccién (IT) en condiciones de invernadero contra dos razas
prevalentes en Argentina. De acuerdo a los datos fenotipicos se concluy6 que el panel
poseia suficiente variabilidad genética para buscar fuentes de resistencia a Pst
observando correlaciones significativas entre afios para la respuesta de Pst en el campo
y con altos valores de heredabilidad para DS (H2 = 0.89) y AUDPC (H2 = 0.93). Con
base en GWAS, se identificaron ocho marcadores asociados con la resistencia a Pst
(FDR < 0.01), de estos, cinco estaban asociados con ASR (en los cromosomas 1B, 2A,
3A y 5B) y tres con APR (en los cromosomas 3B y 7A). Estos marcadores explicaron
entre el 2% vy el 32,62% de la variacién fenotipica. Cinco de los marcadores se
correspondian con los genes Yr/QTL informados anteriormente, mientras que los otros
tres (QYr.Bce.1B.sd.1, QYr.Bce.3A.sd y QYr.Bce.3B.APR.2) podrian indicar una nueva
resistencia. Estos resultados sumados a la identificacion de nuevos loci de resistencia
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representaria un avance sustancial para diversificar el conjunto actual de genes de
resistencia y avanzar en la mejora de la resistencia duradera a la enfermedad.

1.2. Objetivos
En este trabajo se plantea comprender el ciclo de vida de Pst, los modos de
dispersion, diversidad genética y la resistencia genética del trigo.

Se busca ademas identificar variedades en las que se ha reportado resistencia a
Pst y conocer la diversidad de genes de resistencia descriptos en el germoplasma y que
podria incorporarse a los programas de mejoramiento.

Proponer un posible plan de mejora, basando este ejercicio practico en los
conocimientos teéricos abordados en los objetivos previos, mas los adquiridos en los
cursos realizados como parte de la Especializacién en Mejoramiento Genético Vegetal
y en el planteo del problema presente en programas de mejoramiento.

2. Metodologia

La metodologia del presente trabajo se basé en un proceso de investigacion
bibliogréafica a partir de una revision de publicaciones cientificas actualizadas en sitios
web como google, google académico, recuperando articulos cientificos, libros, revistas
de divulgacion o de investigacion cientifica, tesis de doctorados. EI motor de bdsqueda
se centrd exclusivamente en la roya amarilla (Puccinia striiformis Westend. f. sp. tritici
Eriks. (Pst).) en trigo harinero (Triticum aestivum L.) y los aspectos relacionados a la
genética de la enfermedad desde el punto de vista interaccion hospedante — patégeno.
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3. Desarrollo de bases tedricas y Propuesta de plan de mejora

3.1. Taxonomia y huéspedes de Pst

El patdgeno de la roya amarilla, P. striiformis Westend f. sp. tritici Erikss. (Pst),
se clasifica en el reino Fungi, phylum Basidiomycota, clase Urediniomycetes, orden
Uredinales, familia Pucciniaceae, género Puccinia. Pst se separa por debajo del nivel de
especie por la especializacion del huésped en varios géneros de gramineas, que
comprende hasta nueve formas especiales, de las cuales P. striiformis f. sp. tritici
Erikss. (Pst) causa la roya amarilla o estriada en el trigo. Gama de huéspedes:
Huéspedes Uredinial/telial: Pst infecta principalmente trigo blando (Triticum aestivum
L.), trigo duro (T. turgidum var. durum L.), trigo emmer cultivado (T. dicoccum
Schrank), trigo emmer salvaje (T. dicoccoides Korn) y triticale (Triticosecale). Pst
puede infectar ciertas cebadas cultivadas (Hordeum vulgare L.) y centeno (Secale
cereale L.), pero generalmente no causa epidemias graves (W. Chen et al. 2014).

Ademas, Pst puede infectar especies de gramineas de pasto mejoradas y
naturalizadas, como Elymus canadensis L., Leymus secalinus Hochst, Agropyron spp.
Garetn, Hordeum spp. L., Phalaris spp. L y Bromus unioloides Kunth. Huéspedes
picniales/aeciales (alternativos): Agracejo (Berberis chinensis, B. koreana, B. holstii, B.
vulgaris, B. shensiana, B. potaninii, B. dolichobotrys, B. heteropoda, etc.) y uva de
Oregdn (Mahonia aquifolium) (W. Chen et al. 2014).

3.2. Ambiente favorable para el desarrollo de Pst

De acuerdo a Wellings (1986) la incidencia de la roya amarilla en &reas de
cultivo de trigo del mundo estd correlacionada con las condiciones ambientales
prevalecientes, particularmente con temperaturas medias inferiores a 20°C y abundante
humedad. Por lo tanto, esta enfermedad se considera de gran importancia en el norte de
Europa (Zadoks 1979), la region andina de América del Sur (Stakman y Harrar 1957),
las provincias del norte y noroeste de China (Johnson y Beemer 1977), en colinas y
[lanuras del norte de la India (Joshi et al. 1976), Pakistan (Hassan et al. 1979) y Japon
(Leonard y Martin 1967). En areas donde el clima es muy variable, la incidencia
estacional de la roya amarilla parece ser mas esporadica. Tales areas incluyen las areas
trigueras del oeste de América del Norte (Leonard y Martin 1967) que se extienden
desde California hasta el estado de Washington, y en el norte de Canada y Alaska
(Stakman y Harrar 1957). Los climas mediterraneos tradicionalmente secos, como los
experimentados en Africa del Norte, Egipto y otros paises del Cercano Oriente, han
sido propicios para la ocurrencia de epidemias de roya amarilla en cultivos de regadio
cultivados en invierno (Zadoks 1979). No obstante, este escenario estd cambiando dada
la presencia de nuevas razas adaptadas a ambientes con mayores temperaturas medias.
Se han detectados cambios manifestados por la tolerancia del patdgeno a temperaturas
maés elevadas (mayores de 25 °C) y una capacidad para esporular en un periodo de
tiempo maés corto. Esto ha determinado que las mayores epidemias se han presentado en
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zonas mas calidas, con temperaturas de 12 a 28 °C, donde la enfermedad se consideraba
ausente o sin importancia (Hovmagller et al. 2011; Rodriguez-Garcia et al. 2019).

3.3. Sintomas de Pst

La roya amarilla aparece como una masa de urediniosporas de color amarillo a
naranja que emergen de puastulas dispuestas en franjas largas y estrechas en las hojas
(generalmente entre las nervaduras), vainas de las hojas, glumas y aristas en plantas
susceptibles. Los cultivares de trigo resistentes se caracterizan por varios tipos de
infeccion, desde la ausencia de sintomas visuales hasta pequefias manchas
hipersensibles y uredinios rodeados de clorosis o necrosis con produccion restringida de
urediniosporas. En las plantulas, los uredinios producidos por la infeccion de una sola
urediniospora no estan confinados por las nervaduras de las hojas, sino que emergen
progresivamente del sitio de infeccion en todas las direcciones, cubriendo
potencialmente toda la superficie de la hoja. Las pustulas urediniales individuales son
oblongas, de 0,4 a 0,7 mm de largo y 0,1 mm de ancho. Las urediniosporas son
ampliamente elipsoidales a ampliamente ovoides, (16-)18-30(-32) x (15-)17-27(-28)
um, con una media de 24,5 x 21,6 um, de color amarillo a naranja, equinulado, y con 6—
18 poros germinales dispersos. Las urediniosporas pueden germinar rapidamente
cuando hay humedad libre (lluvia o rocio) en la superficie de las hojas y cuando la
temperatura oscila entre 7 y 12 °C. A temperaturas mas altas o durante las Ultimas
etapas de crecimiento del hospedante, a menudo se producen telios negros, que son
pulvinados a oblongos, de 0,2 a 0,7 mm de largo y 0,1 mm de ancho. Las teliosporas
son predominantemente bicelulares, de color marrén oscuro con paredes gruesas, en su
mayoria oblongas-clavadas, (24-)31-56(-65) x (11-)14-25(-29) um de largo y ancho,
y redondeadas. o aplanado en el apice (W. Chen et al. 2014).

3.4. Ciclo del patdgeno Pst

Las royas son bidtrofas, es decir, utilizando la maquinaria fotosintética de la
planta huésped para cumplir con sus requisitos dietéticos, pueden crecer y reproducirse
en la naturaleza s6lo en huéspedes vivos, y se les llama parasitos obligados. Los
parasitos obligados (bidtrofos) pueden crecer solo en asociacion con células vivas,
siendo incapaces de alimentarse de células muertas. El micelio crece en contacto con las
células y los cuerpos reproductores (esporas) del hongo se producen en la superficie de
los tejidos del huésped o muy cerca de la misma para asegurar su diseminacion rapida y
eficiente (Agrios 2005; X. Chen 2020; Jamil et al. 2020).

Pst completa su ciclo de vida en dos especies huésped diferentes y no
relacionadas, es decir, trigo y Berberis spp.. Las dos etapas amplias del ciclo de vida de
Pst se clasifican como: (1) la etapa asexual, que ocurre en el trigo (el huésped
principal), y (2) la etapa sexual que ocurre en la especie Berberis (el huésped
alternativo) (Figura 1). Tres de cinco etapas diferentes en el ciclo de vida de Pst, es
decir, la fase uredial, telial y basidial, se completan en un huésped primario (trigo),

16



mientras que las fases picnial y aecial necesita un huésped alternativo (Jie Zhao et al.
2016; Bouvet et al. 2021; X. Chen 2020; Jamil et al. 2020).

3.4.1. Ciclo asexual de Pst

En el trigo, la enfermedad causada por Pst ocurre durante la etapa asexual del
ciclo de vida de Pst y es causada por multiples ciclos de urediniosporas dicariéticas (es
decir, dos nucleos en cada célula: n + n) que reinfectan al hospedador primario a través
de la dispersion por el viento. Durante la etapa inicial de la infeccion del trigo, las
urediniosporas germinan en la superficie de la hoja y eventualmente forman un
apresorio desde el cual se desarrollan las hifas y entran al tejido de la hoja a través de
los estomas. Las hifas en crecimiento se convierten en una red densa que se extiende
entre y dentro de las células mesofilas del huésped. Dentro de esta red, se formaran
estructuras de infeccion por haustorios y se desarrollaran especificamente en las paredes
de las células del huésped para extraer nutrientes (Figura 6) (Szabo y Bushnell 2001;
Bouvet et al. 2021). En las hojas de las plantas maduras susceptibles, los sintomas de la
enfermedad serén visibles entre 12 y 14 dias después de la infeccion y consisten en
urediniosporas de color amarillo a naranja que brotan de las pustulas dispuestas en
franjas caracteristicas que siguen las nervaduras del limbo, lo que puede conducir a
rondas sucesivas de infecciones secundarias (W. Chen et al. 2014; Bouvet et al. 2021).
En las variedades resistentes a levemente susceptibles, los sintomas variaran desde
manchas sin esporulaciéon (un signo de hipersensibilidad) hasta parches necréticos y
cloréticos sin esporulacion o con esporulacion limitada. Hacia el final de la temporada
de crecimiento del trigo, algunos aislamientos pueden producir teliosporas diploides a
través de la cariogamia. Estos germinan facilmente para producir un promicelio de
cuatro células, con la meiosis posteriormente dando como resultado un solo nucleo
haploide que forma una basidiospora capaz de infectar al huésped alternativo (Figura 1)
(W. Chen et al. 2014; Bouvet et al. 2021).

3.4.2. Ciclo sexual de Pst

Si bien el conocimiento sobre la etapa sexual es menor, durante mucho tiempo
se especul6 que las especies de Berberis sustentaban el ciclo de vida sexual de Pst, asi
como las especies de roya relacionadas, Puccinia graminis f. sp. tritici (agente causal de
la roya del tallo) (Straib 1937; Hart y Becker 1939; Bouvet et al. 2021). Historicamente,
esto resultd en esfuerzos para erradicar especies de Berberis en muchos paises europeos
y norteamericanos (Barnes et al. 2020; Bouvet et al. 2021). Sin embargo, no fue sino
hasta 2010 que se confirmdé formalmente que la especie Berberis sustentaba el
desarrollo de Pst pycnia y aecia (Jin et al. 2010; Bouvet et al. 2021). Curiosamente, las
especies de Berberis infectadas con Pst rara vez se observan en la naturaleza (J. Zhao
etal. 2011; J. Zhao et al. 2013; Bouvet et al. 2021). Esto puede deberse a la dificultad
de encontrar un ambiente que ajuste simultaneamente la germinacion de teliosporas
(parte de la etapa asexual; encerradas en telia que se forman en hojas de trigo hacia el
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final de la temporada de infeccién y producen basidiosporas) y basidiosporas (parte de
la etapa sexual que se desarrolla en las hojas de agracejo y que requiere rocio para la
germinacién), los cuales tienen una viabilidad corta (M. Wang y Chen 2015; Bouvet
et al. 2021). Un estudio reciente mostré que las especies de Berberis no desempefian un
papel en las epidemias de Pst en el noroeste del Pacifico de USA, y se identifico un
huésped alternativo adicional, Mahonia aquifolium (uva de Oregon) (M. Wang y Chen
2013; M. Wang y Chen 2015; Bouvet et al. 2021). La principal importancia de la etapa
Pst sexual para la infeccion del trigo es la generacién de combinaciones novedosas de
variacion genética permanente, lo que da como resultado nuevos aislados genéticamente
recombinados que pueden causar epidemias generalizadas y cambios rapidos en los
perfiles de resistencia del trigo (Figura 1) (Bouvet et al. 2021).

teliospores (2*n)

wind-blown wheat seedling adult wheat plant adult wheat plant
urediniospores infection (with infected seeds) (with telia)

basidiospores

Berberis leaf: aecia form on leaf Berberis leaf: pycnia Berberis leaf:
underside and release produced by basidinospores basidinospores (n)
aeciospores (n+n') release pycniospores (n) infect alternate host

Figura 1. Ciclo de vida de Pst (W. Chen et al. 2014; Bouvet et al. 2021)

Diagrama que ilustra las caracteristicas principales del ciclo de vida de Pst. Arriba a la izquierda: las
plantas de trigo pueden ser infectadas por (i) urediniosporas dicaridticas dihaploides unicelulares
arrastradas por el viento (que contienen una copia del genoma haploide en cada uno de los dos nicleos
dentro de la célula: n + n") producidas en el trigo, o (ii ) por aeciosporas (n + n’) producidas en el huésped
alternativo (Berberis spp.). La infeccion por roya amarilla generalmente se observa en la superficie
superior de la hoja caliente como filas paralelas de pustulas de color amarillo a naranja que liberan
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urediniosporas, lo que resulta en ciclos de reinfeccion e infeccion cruzada en el trigo. Parte superior
central: al emerger la espiga, puede ocurrir una infeccién por roya amarilla en espiguillas de la espiga de
trigo. Arriba a la derecha: hacia el final de la temporada de trigo, se puede formar telia en la parte inferior
de la epidermis, a partir de la cual se producen teliosporas bicelulares diploides doblemente haploides
(2*n) por cariogamia. Las teliosporas germinan facilmente para producir basidiosporas haploides. Abajo a
la derecha: las basidiosporas germinan e infectan las hojas del huésped alternativo. Centro inferior: la
infeccion por basidiosporas conduce a la produccion de picnias, normalmente en la parte superior de las
hojas, que liberan picniosporas haploides. La fusién de picniosporas con la hifa receptiva de una picnia
compatible de tipo de apareamiento conduce a la dicariotizacion y al desarrollo de aecia en la parte
inferior de la hoja. Abajo a la izquierda: Aecia libera aeciosporas vegetativas (n + n') que solo pueden
infectar a las especies huésped primarias (predominantemente trigo) (W. Chen et al. 2014; Bouvet et al.
2021).

3.5. Genética de las enfermedades de las plantas

El logro del control genético de la infeccion de la roya amarilla ha sido el
objetivo de los grupos europeos de mejoramiento de trigo desde principios del siglo XX,
pero debido a los rapidos ajustes de las poblaciones de patdgenos, la resistencia del
huésped no se ha mantenido efectiva cuando se basa en genes Unicos (resistencia
vertical) o en combinaciones de genes simples lo que ha llevado a la blsqueda de
resistencias que sigan siendo eficaces contra todas las razas, es decir, la resistencia
horizontal (Van Der Plank 1963; T. Johnson et al. 1967; Wellings 1986). Por otra parte
Johnson (1978) citado por Wellings (1986) propuso el concepto de resistencia duradera
para describir la resistencia que se ha mantenido efectiva después de haber estado
ampliamente expuesta a poblaciones de patégenos durante periodos de tiempo
considerables.

3.5.1. Genética de la resistencia y patogenicidad

Actualmente reconocemos que existen distintos tipos de resistencias. En este
sentido, las plantas pueden ser resistentes a ciertos patdgenos por pertenecer a grupos
taxondmicos que estan fuera del rango de hospedantes de estos patdgenos (resistencia
no hospedante), por poseer genes de resistencia dirigidos contra los genes de avirulencia
del patogeno (resistencia verdadera), o porque, por diversas razones, las plantas escapan
o toleran la infeccidn por estos patdgenos (resistencia aparente) (Agrios 2005).

Como antecedentes Biffen (1905) informo que la resistencia de dos variedades
de trigo a una raza de roya se transmitia a su descendencia en forma mendeliana.
Posteriormente Orton en 1909 a partir de sus investigaciones en las respuestas de
algodon, sandia y caupi frente al marchitamiento causado por Fusarium, distinguid entre
el escape de la enfermedad y la resistencia a la enfermedad (tolerancia) (Orton 1909,
como se citd en Agrios 2005).

Barrus (1911) y Stakman (1914) ayudaron a explicar por qué una variedad
cambiaba su resistencia a de afio a afio o en diferentes areas geograficas. Por un lado
Barrus en 1911 logr6 demostrar que dentro de las especies de patdgenos existe
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variabilidad genética, Ilamadas razas de un mismo patégeno, vinculadas a ciertas
variedades de una especie de hospedante. Y en 1914 Stakman encontré que dentro de
una especie de patogeno existen razas fisiolégicas morfologicamente idénticas pero que
difieren en su capacidad para infectar a diferentes variedades de un mismo hospedante,
siendo esto lo que explica la variacién en la resistencia / susceptibilidad (Agrios 2005).

La genética de la resistencia y la susceptibilidad a las enfermedades permanecid
sin aclarar hasta 1946 cuando Flor, trabajando con la roya del lino, entendio que el tipo
de infeccion era la resultante de la interaccion entre genes presentes en el hospedante y
genes presentes en patdgeno. Asi, demostrd que para cada gen de resistencia en el
huésped habia un gen correspondiente de avirulencia en el patdgeno y para cada gen de
virulencia en el patdgeno habia un gen de susceptibilidad en la planta huésped (una
relacion gen por gen) (Flor 1971; Agrios 2005).

Van Der Plank (1963) sugirio que existen dos tipos de resistencia: una, conocida
como resistencia vertical, estd controlada por unos pocos genes de resistencia
"principales" y es fuerte pero efectiva solo contra algunas. razas del patégeno, y la otra,
conocida como resistencia horizontal, estd determinada por muchos genes de resistencia
“menores” y es mas débil pero es eficaz contra todas las razas de una especie de
patdgeno (Agrios 2005).

La patogenicidad es la capacidad del patdégeno para iniciar una enfermedad, y
conforme a Van Der Plank (1969) puede ser clasificada en dos clases: virulencia y
agresividad. EI término «virulencia» hace referencia a las razas del patdgeno especificas
para un cultivar, mientras que «agresividad» describe la capacidad del patégeno para
infectar cualquier cultivar. Por otra parte de acuerdo a Van Der Plank (1969), hablamos
de virulencia cuando hay razas del patdgeno capaces de infectar unos cultivares y otros
no. En cambio, cuando una cepa del patdgeno ataca a todos los cultivares hablamos de
agresividad. Ademas Van Der Plank (1969) sostiene que virulencia y agresividad estan
negativamente correlacionadas, lo que significa que la especializacién de una raza
patogénica para infectar con gran éxito un determinado cultivar disminuye la capacidad
para infectar otros cultivares y sobrevivir. Por otra parte, un patégeno capaz de infectar
todos los cultivares tiene mayores chances de sobrevivir, pero, en general, menores
probabilidades de infectar con éxito cada cultivar individualmente (Burbano-Figueroa
2020).

3.5.2. Resistencia verdadera

La resistencia a enfermedades que estd controlada genéticamente por la
presencia de uno, unos pocos 0 muchos genes de resistencia en la planta se conoce
como resistencia verdadera. En la resistencia verdadera, el huésped y el patdgeno son
mas 0 menos incompatibles entre si, ya sea por la falta de reconocimiento quimico entre
el huésped y el patdgeno o porque la planta hospedante se defiende a si misma del
patdgeno mediante los diferentes mecanismos de defensa que ya tiene, o activados, en
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respuesta a la infeccidn, por el patégeno. Hay dos tipos de resistencia verdadera: parcial,
también llamada resistencia cuantitativa, poligénica u horizontal, y resistencia asociada
a genes R, resistencia de genes mayores, resistencia cualitativa, también llamada
resistencia raza-especifica, resistencia mediada por reaccion de hipersensibilidad,
monogeénica o vertical (Parlevliet y Zadoks 1977; Nelson 1978; Poland et al. 2009; Van
Der Plank 1963; Agrios 2005; Burbano-Figueroa 2020).

En el estudio de Pst los genes mayores de resistencia a roya amarilla
generalmente se nombran con las letras Yr (del inglés Yellow rust, que significa roya
amarilla) y un numero. A medida que se van conociendo nuevos genes se van afadiendo
cifras a los nombres. Asi, existen los genes Yrl, Yr2, Yr3, etc. (RICA 2022).

3.5.2.1. Resistencia vertical

En la resistencia vertical muchas variedades vegetales son bastante resistentes a
algunas razas de un patdgeno pero, en cambio son susceptibles a otras razas del mismo.
En otras palabras, dependiendo de la raza del patdgeno utilizada para infectar a una
variedad vegetal, ésta puede ser resistente a una raza de patdgeno y susceptible a otra.
Este tipo de resistencia en las plantas permite diferenciar claramente entre las razas de
un patoégeno, ya que es efectiva contra ciertas razas especificas del mismo e ineficaz
contra otras (Agrios 2005).

La resistencia vertical por lo general se controla por uno o algunos genes (de ahi
el nombre de resistencia monogénica u oligogénica) (Figura 2). Al parecer, estos genes
controlan una etapa importante de la interaccion que se establece entre el patdgeno y la
planta hospedante y, por tanto, tienen una funcion importante en la expresion de la
resistencia vertical (resistencia de genes mayores). En presencia de la resistencia
vertical, el hospedante y el patdgeno al parecer son incompatibles y el primero
generalmente responde desarrollando una reaccién de hipersensibilidad y, de esta forma,
el patdgeno no puede establecerse ni multiplicarse en la planta hospedante. En general,
la resistencia vertical inhibe el establecimiento inicial del patdégeno que llega al campo
proveniente de plantas hospedantes que carecen de (o tienen) genes mayores distintos
que confieren resistencia a la planta. La resistencia vertical inhibe el desarrollo de
epifitias al limitar el inoculo inicial (Agrios 2005).

La resistencia completa puede ser suministrada por un solo gen, como por
ejemplo RI, R2 o0 R3, pero también es posible que mas de un gen para la resistencia
estén combinados (R1R2, R1R3, R1R2R3) en la misma planta, la cual entonces es
resistente a todas las razas del patdgeno a las que cada uno de los genes proporciona
resistencia. Una especie vegetal puede tener entre 20 y 40 genes de resistencia contra un
determinado patdgeno, aunque cada variedad puede tener tan s6lo uno o algunos de esos
genes (Agrios 2005).
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Figura 2. Niveles de la resistencia horizontal y vertical de dos variedades vegetales a diez razas
de un patdgeno (Van Der Plank 1984; Agrios 2005)

3.5.2.2. Resistencia horizontal

La resistencia a la que Van Der Plank (1963) llamé horizontal, a su vez, ha sido
Ilamada resistencia poligénica, resistencia asociada a genes menores, resistencia
cuantitativa o asociada a QTL, resistencia de campo o tolerancia (Parlevliet y Zadoks
1977; Nelson 1978; Poland et al. 2009; Burbano-Figueroa 2020).

La resistencia horizontal (no diferencial) esta bajo el control de muchos genes
(quizé docenas o cientos de ellos), de ahi el nombre de resistencia poligénica o de genes
maultiples (Figura 2). Cada uno de estos genes por separado es ineficaz para contrarrestar
el efecto del patdgeno y puede tener una funcién menor en la resistencia horizontal total
de la planta (resistencia de genes menores) (Agrios 2005). En su conjunto otorgan una
resistencia que es mas o menos igualmente efectiva contra todas las "razas" de un
patdgeno. Se ha postulado que la naturaleza poligénica resulta en una resistencia mas
duradera que la observada con genes que determinan resistencia vertical.

En términos practicos, la resistencia horizontal puede ser igualada a la
denominada resistencia de campo (field resistance). Los mejores ensayos para la
observacién de la resistencia horizontal son los experimentos de campo. La resistencia
de campo es observada durante la evaluacién de progenies o colecciones de cultivares
en pruebas de campo, cuando se la considera una caracteristica cuantitativa que exhibe
una distribucion continua. Se asume que esta resistencia es de caracter poligénico,
porque la distribucion continua de fenotipos de resistencia solo puede ser explicada por
la combinacién de varios loci genéticos (resistencia cuantitativa) (Burbano-Figueroa
2020).
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3.5.3. Resistencia Aparente

Bajo ciertas condiciones o circunstancias, algunas plantas muy susceptibles o
variedades de estos cultivos pueden permanecer libres de infeccion o sintomas y, por lo
tanto, parecer resistentes. La aparente resistencia a la enfermedad de las plantas que se
sabe que son susceptibles es generalmente el resultado de la tolerancia a la enfermedad
0 del escape a la enfermedad (Agrios 2005).

3.5.3.1. Tolerancia

La tolerancia, definida como la capacidad de un cultivo para mantener el
rendimiento aun cuando sea infectado por un patdgeno, es una caracteristica dificil de
medir, y los rasgos que la componen generalmente no estan definidos (Schafer 1971;
Bingham y Newton 2009; Newton 2016).

La tolerancia, es el resultado de las caracteristicas hereditarias especificas de la
planta hospedante que permiten que el patdgeno se desarrolle y propague en ella,
mientras que la planta, ya sea por la falta de sitios receptores de las excreciones
irritantes del patdgeno o al inactivarlas o compensarlas, sobrevive para dar una buena
cosecha. Evidentemente, las plantas tolerantes son susceptibles al patdgeno pero no son
destruidas por él y, en general, muestran pocos dafios causados por organismos
patogenos (Agrios 2005).

Se ha estudiado como una caracteristica de los genotipos de plantas cultivadas
individualmente o en monocultivos. Sin embargo, es igualmente valido como una
caracteristica de los ecosistemas, o mezclas/cultivos intercalados en cultivos (Newton
2016).

3.5.3.2. Escape

Sucede cuando las plantas genéticamente susceptibles no son infectadas, ya que
los tres factores necesarios para que se desarrolle la enfermedad (hospedante
susceptible, patdgeno virulento y ambiente favorable) no coincidan e interactien en el
momento oportuno o que tenga una duracion suficiente. Las plantas pueden escapar de
la enfermedad porque sus semillas germinan mas rapido, sus plantulas maduran mas
rapido que otras y antes de que la temperatura sea favorable para que el patdgeno las
ataque. Algunas plantas escapan de la enfermedad debido a que son susceptibles a un
patdgeno s6lo en una determinada etapa de crecimiento (hojas, tallos o frutos jovenes;
en los procesos de floracion o fructificacion; en la madurez y senescencia temprana) y,
por tanto, si el patdgeno falta o es inactivo en ese periodo en particular, tales plantas
dificilmente van a infectarse. Las plantas pueden escapar también de las enfermedades
debido a la distancia que hay entre los campos, a su numero, posicion y espaciamiento
en el campo, etc. (Agrios 2005).
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El escape de enfermedades puede deberse a algun caracter anatomico o fisico,
como la aparicion de pelos en las hojas, cuticula gruesa o estomas modificados, o puede
ser ambiental, cuando las condiciones no son propicias para el desarrollo de la
enfermedad. Aunque el escape de enfermedades basado en alguna caracteristica
anatomica es Util ocasionalmente, el escape complica mas a menudo el proceso de
desarrollo de plantas resistentes a enfermedades (Maloy 2005).

3.5.4. El concepto de gen por gen

La coexistencia de plantas hospedantes y sus patdgenos en la naturaleza indica
que ambos han evolucionado juntos. Dicha evolucion gradual, de resistencia y
virulencia, puede explicarse por medio del concepto gen por gen, de acuerdo con el
cual, por cada gen que confiere resistencia en el hospedante, hay un gen correspondiente
en el patdgeno que le confiere virulencia, y viceversa. En todas estas enfermedades, se
ha demostrado que siempre que una variedad es resistente a un patégeno como resultado
de 1, 2, 6 3 genes de resistencia, el patdgeno también tendrd 1, 2 6 3 genes de
virulencia, respectivamente. Cada gen en el hospedante puede detectarse o identificarse
solo por su gen correspondiente en el patdgeno, y viceversa (Tabla 1) (Flor 1971;
Agrios 2005).

Tabla 1. Comprobacion cuadratica de combinaciones de genes y tipos de reacciones a
enfermedades en un sistema huésped-patogeno en el que opera el concepto de gen por gen para
un solo gen (Agrios 2005)

Genes de resistencia o
susceptibilidad en la planta

Genes de virulencia

o avirulencia en el R (resistente) r (susceptible)

, dominante recesivo
patégeno
A (avirulento)
dominante AR (_) Ar (+)

a (virulento) aR (+) ar (+)

recesivo

El signo menos indica que la reaccion es incompatible (resistente) y,
por tanto, no se produce infeccidn. El signo mas indica que la reaccion
es compatible (susceptible) y, por tanto, se produce infeccion.
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Por regla general, aunque no siempre, los genes de resistencia en el hospedante
son dominantes (R), mientras que los genes que confieren susceptibilidad, es decir, la
falta de resistencia, son recesivos (r). Por otra parte, en el patdgeno, son los genes que
determinan su avirulencia, es decir, su incapacidad para causar infeccion, los genes que
en general son dominantes (A), mientras que los que determinan su virulencia son
recesivos (a). De esta manera, cuando en dos variedades vegetales, una lleva el gen de
resistencia R a un cierto patégeno y la otra lleva el gen de susceptibilidad (r) al mismo
patégeno (careciendo del gen R que le confiere su resistencia a este Ultimo) son
inoculadas con dos razas del patdgeno, una de las cuales tiene el gen de virulencia A
contra el gen R de resistencia y la otra tiene el gen de virulencia a contra el gen de
resistencia R, entonces se hacen posibles las combinaciones genéticas y tipos de
reaccion (Figura 3) (Agrios 2005).

Cuando un gen especifico de resistencia aparece o se cruza en el huésped, el gen
permite que el huésped reconozca el producto de un gen particular de virulencia en el
patdgeno. Entonces se considera que ese gen del patdgeno es el gen de "avirulencia”
(avrA) del patdégeno que corresponde al gen de resistencia de la planta R. EI cambio en
la funcion del gen del patdgeno se debe a que el reconocimiento posterior del producto
del gen avrA (elicitor) por el receptor codificado por el gen R desencadena la reaccion
de respuesta hipersensible en la planta que la mantiene resistente (Figura 3) (Agrios
2005).
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Figura 3. Interacciones basicas de genes de avirulencia (A)/virulencia (a) de patdgenos con
genes de resistencia (R)/susceptibilidad (r) del huésped en una relacién gen por gen y resultados
finales de las interacciones (Agrios 2005)

Los genes que confieren resistencia primero aparecen en los hospedantes
mediante evolucion y después pueden utilizarse en los programas de mejoramiento
geneético. Los genes que confieren virulencia aparecen en los patdgenos una vez que han
aparecido ciertos genes de resistencia particulares en el hospedante, y cada uno de ellos
actua especificamente sobre un gen de resistencia en particular. Siempre que aparece un
nuevo gen para la virulencia que actta sobre algin gen de resistencia ya existente, la
resistencia de la planta hospedante se interrumpe (Figura 4) (Presello et al. 2021; Agrios
2005).
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Figura 4. Desarrollo de resistencia a enfermedades (Presello et al. 2021)

Los fitogenetistas introducen en la planta otro gen de resistencia, que extienda la
resistencia de la planta hospedante mas alld del limite de accion del nuevo gen de
virulencia en el patdgeno. Esto produce una variedad resistente, hasta que aparezca otro
gen para la virulencia en el patégeno. Cuando una variedad vegetal tiene dos 0 maés
genes de resistencia (R1 R2, . . . ) contra un patégeno en particular, éste debe tener
también dos o mas genes de virulencia (al a2,...), cada uno de los cuales debe actuar
especificamente sobre uno de los genes de resistencia en el hospedante para que se
produzca la infeccién (Tabla 2) (Agrios 2005).

Tabla 2. Interaccion complementaria de dos genes de resistencia del hospedante y los dos genes
de virulencia correspondientes del patdégeno y sus tipos de reaccion a la enfermedad (Agrios
2005)

Genes de resistencia (R) o susceptibilidad
(r) en la planta

R1R2 R1r2 riR2 rir2

AlA2 - - - +
Genes de
virulencia (a) o Alaz - - +
avirulencia (A
(A) alA2 - + -

en el patégeno

+ |+ |+

a | + | + | +

En primer lugar, las plantas susceptibles (rlr2) que carecen de genes de
resistencia son atacadas por todas las razas del patogeno, independientemente de los
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genes de virulencia (aa) o avirulencia (A1A2) que porta el patdgeno. En segundo lugar,
las razas patdgenas o individuos designados ala2, es decir, que carecen de genes de
avirulencia (A1A2) para cada gen de resistencia del huésped (R1R2), pueden infectar
todas las plantas que tengan cualquier combinacién de estos genes (R1R2, R1r2, r1R2),
ya que el patdgeno ala2 no produce moléculas elicitoras capaces de desencadenar la
respuesta de defensa del huésped (Figura 3) (Agrios 2005). Es posible observar,
ademas, que basta con una interaccion incompatible para un gen, para que la reaccion en
el hospedante sea de resistencia. Es decir que hay un efecto epistatico sobre el resto de
los genes (Tabla 2).

El concepto de gen por gen se ha demostrado solo en plantas que poseen tipos de
resistencia vertical (monogenica y oligogénica) a una cierta enfermedad. Los
fitogenetistas aplican el concepto gen por gen cada vez que incorporan un nuevo gen de
resistencia en una variedad conveniente que se vuelve susceptible a una nueva raza del
patdgeno (Agrios 2005).

La resistencia horizontal RH puede explicarse por un sistema poligénico donde
los genes individuales operan gen por gen con genes de virulencia en el patdgeno
(Parlevliet y Zadoks 1977). Las frecuencias de los genes de resistencia y virulencia son
tales que las frecuencias efectivas de los genes de resistencia tienden a estar
negativamente relacionadas con la magnitud del efecto del gen, lo que explica por qué
los genes principales a menudo ocurren con bajas frecuencias, mientras que los genes
menores parecen ser frecuentes. Es de esta manera que el huésped y el patdgeno, ambos
como poblaciones extremadamente variables y vigorosas, pueden coexistir. La
resistencia horizontal (RH) y vertical RV en el sentido de Van Der Plank (1963), por lo
tanto, no representan diferentes tipos de resistencia; representan, mas bien, una
resistencia poligénica y oligogénica que se basa en los mismos mecanismos fisiol6gicos
subyacentes (Orton 2020).
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3.6. Componentes importantes de la inmunidad de las plantas

Los patogenos de las plantas utilizan diversas estrategias de vida. Los hongos
pueden entrar directamente en las células epidérmicas de las plantas o extender las hifas
encima, entre o a través de las células vegetales. Los hongos de la roya son biotrofos
obligados que pueden invaginar las estructuras de infeccion especializadas Ilamadas
haustorios en la membrana plasmatica de la célula huésped. En los haustorios la funcion
de los patdgenos es la absorcion de nutrientes y también la produccién y liberacién de
efectores (Seccion 3.8) (Garnica et al. 2014). De esa manera las membranas plasmaticas
haustoriales, la matriz extracelular y las membranas plasmaticas del huésped forman
una interfaz intima en la que se determina el resultado de la interaccion. Todas estas
diversas clases de patogenos liberan moléculas efectoras (factores de virulencia) en la
célula vegetal para mejorar la aptitud microbiana (J. D. G. Jones y Dangl 2006; Qi et al.
2019).

Las plantas carecen de células defensoras moviles y de un sistema inmunitario
adaptativo somatico tal como lo poseen los mamiferos. En su lugar, se basan en la
inmunidad innata de cada célula y en las sefiales sistémicas que emanan de los sitios de
infeccion. Se presume que muchas proteinas R de las plantas podrian activarse
indirectamente por efectores codificados por patégenos, y no por reconocimiento
directo. Esta hipotesis de guardia implica que las proteinas R reconocen indirectamente
a los efectores al detectar la accién de los mismos sobre la integridad de los objetivos
celulares del huésped. El concepto de que las proteinas R reconocen modificaciones
inducidas por patdgenos es similar al reconocimiento de modificaciones en modelos de
sefiales de peligro del sistema inmunitario de los mamiferos (J. D. G. Jones y Dangl
2006).

3.6.1. Inmunidad activada por patrén (PTI)

Las plantas han desarrollado dos respuestas de defensa superpuestas contra la
mayoria de los microbios patdgenos. Estas respuestas de defensa incluyen el depdsito de
calosa, la induccidén de especies reactivas de oxigeno (ROS), el refuerzo de los
componentes de la pared celular de la planta y la expresion de genes relacionados con la
defensa (J. D. G. Jones y Dangl 2006; Qi et al. 2019).

La vision actual del sistema inmunolégico de las plantas segun Jones y Dangl
(2006), se puede representar como un modelo en zigzag de cuatro fases (Figura 5), en el
que introducimos varias abreviaturas importantes. En la fase 1 las defensas se activan y
los receptores de reconocimiento de patrones (PRR) a través de la percepcion de
patrones moleculares asociados a microbios o patogenos (MAMP o PAMP) producen
una respuesta conocida como inmunidad desencadenada por PAMP (PTI) que puede
detener una mayor colonizaciéon (J. D. G. Jones y Dangl 2006; Qi et al. 2019). Los
MAMP o PAMP son elicitores microbianos genéricos (sefiales o huellas dactilares de
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los microorganismos), como la quitina y la flagelina, que pueden ser reconocidos por
los (PRR) ubicados en la superficie celular de la planta (Burbano-Figueroa 2020).

3.6.2. Susceptibilidad desencadenada por efectores (ETS)

En la fase 2, para suprimir la PTI los patdgenos exitosos despliegan proteinas de
virulencia llamadas efectores para modular las respuestas de defensa del huésped,
contribuyendo a la virulencia del patégeno logrando asi interferir con la PTI (Figura 5).
Por consiguiente esto da como resultado una susceptibilidad desencadenada por
efectores (ETS) (J. D. G. Jones y Dangl 2006; Qi et al. 2019)

3.6.3. Inmunidad activada por efectores (ETI)

Para combatir los efectores, las plantas han desarrollado proteinas de resistencia
(R) que reconocen ciertos efectores, denominados efectores de avirulencia (AVR), y
desencadenan una segunda respuesta inmunitaria mas rapida, denominada inmunidad
activada por efectores (ETI). Esto ocurre en la fase 3 del modelo de zigzag (Figura 5),
una de las proteinas NB-LRR reconoce especificamente un efector dado, lo que da
como resultado una inmunidad activada por el efector (ETI). El reconocimiento es
indirecto o mediante el reconocimiento directo NB-LRR de un efector. La ETI es una
respuesta de PTI acelerada y amplificada, que genera resistencia a la enfermedad y, por
lo general, una respuesta de muerte celular (HR) hipersensible en el sitio de la infeccion
(Thomma et al. 2011; J. D. G. Jones y Dangl 2006; Qi et al. 2019).

Los patdgenos suelen inyectar los efectores directamente en el citoplasma del
huésped y durante la evolucion, las plantas responden a estos efectores mediante el
desarrollo de proteinas R citoplasmaticas que reconocen (la presencia o la actividad de)
efectores individuales. La mayoria de estas proteinas R son proteinas receptoras
intracelulares del tipo de repeticion rica en leucina de unién a nucleotidos (NB-LRR)
que activan la llamada inmunidad desencadenada por efectores (ETI). Por lo general, la
propensién a desencadenar ETI es especifica de la cepa o raza del patdgeno y esta
asociada con la muerte celular programada, una respuesta que se conoce como respuesta
hipersensible (HR) y resistencia sistémica adquirida (SAR) en el huésped. Como
resultado de la presion de seleccion, evolucionaron aislados de patogenos que han
perdido o alterado el efector que se reconoce 0 que han ganado nuevos efectores para
suprimir la respuesta de ETI. A su vez, evolucionaron nuevos receptores de plantas que
reconocen los efectores obvios o los efectores recién adquiridos, lo que nuevamente
resulté en ETI. Esta coevolucion continGa, con una seleccion continua de nuevos
patogenos aislados que superan la ETI y nuevos genotipos de plantas que resucitan la
ETI (Thomma et al. 2011).
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3.6.4. El papel de la ROS durante la ETI

Durante la ETI se induce un estallido oxidativo masivo y sostenido, y las ROS
parecen actuar como un componente clave del sistema de defensa (Lamb y Dixon 1997;
Gupta et al. 2015). La répida generacion de superdxido y la acumulacion de H2O2 es un
rasgo temprano caracteristico de la respuesta hipersensible que sigue a la percepcion de
sefiales de avirulencia del patdgeno. Los datos emergentes indican que el estallido
oxidativo refleja la activacion de una NADPH oxidasa unida a la membrana que se
parece mucho a la que opera en los neutréfilos activados. Los oxidantes no solo son
agentes protectores directos, sino que el H.O, también funciona como sustrato para el
entrecruzamiento oxidativo en la pared celular, como desencadenante del umbral para la
muerte celular hipersensible (Figura 5) y como sefial difusible para la induccién de genes
protectores celulares en las células circundantes (Lamb y Dixon 1997).

Las ROS son un componente central de un sistema de sefiales altamente
amplificado e integrado, median diversas respuestas de defensa de las plantas a través
de una variedad de vias de sefializacion, incluidas las cascadas de sefializacion
inducidas por la fosforilacion de proteinas y las vias que implican sefiales quimicas (p.
ej., 0xido nitrico) y que también involucra hormonas vegetales como el &cido salicilico
y perturbaciones del Ca?* citosolico, que subyace en la expresion de mecanismos de
resistencia a enfermedades. Los reguladores negativos como LSD1 y los reguladores
positivos como PAD4 y EDS1 son esenciales para regular la produccion de ROS
(Rustérucci et al. 2001). (Karpinski et al. 2013; Lamb y Dixon 1997; Rustérucci et al.
2001; Qi et al. 2019).

Hawku et al. (2022) identificaron un factor de transcripcion (TF) R2ZR3 MYB TF
de trigo, designado como TaMYB391, y caracterizaron su funcion funcional durante la
interaccion trigo-Pst. Verificaron que la sobreexpresion de TaMYB391 en el trigo
mejord significativamente la resistencia del trigo al hongo de la roya amarilla a través
de la induccién de genes relacionados con la patogénesis (PR), la acumulacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y la muerte celular hipersensible. Comprobaron
que TaMYB391 es inducido por la infeccion por Pst y la aplicacion exdgena de acido
salicilico (SA) y éacido abscisico (ABA). Por otro lado, descubrieron que el
silenciamiento de TaMYB391 mediado por ARNi disminuyd la resistencia del trigo a
Pst acompafiado de un mayor crecimiento del patégeno. Estos hallazgos demuestran que
TaMYB391 actGa como un regulador positivo de la muerte celular asociada a HR y
contribuye positivamente a la resistencia del trigo al hongo de la roya amarilla al regular
ciertos genes PR, posiblemente a través de vias de sefializacion (SA).
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Figura 5. Modelo de zigzag propuesto por Jones y Dangl (2006)

El modelo en zigzag ilustra la produccion cuantitativa del sistema inmunitario de la planta. En este
esquema, la amplitud final de la resistencia o susceptibilidad a enfermedades es proporcional a [PTI —
ETS + ETI]. En la fase 1, las plantas detectan patrones moleculares asociados a microbios/patégenos
(MAMP/PAMP, diamantes rojos) a través de PRR para activar la inmunidad activada por PAMP (PTI).
En la fase 2, los patégenos exitosos liberan efectores que interfieren con la PTI, o permiten la nutriciéon y
dispersion del patdgeno, lo que resulta en una susceptibilidad desencadenada por efectores (ETS). En la
fase 3, un efector (indicado en rojo) es reconocido por una proteina NB-LRR, activando la inmunidad
activada por efector (ETI), una versién amplificada de PTI que a menudo pasa un umbral para la
induccién de muerte celular hipersensible (HR). En la fase 4, se seleccionan aislados de patégenos que
han perdido el efector rojo y quizas hayan ganado nuevos efectores a través del flujo de genes horizontal
(en azul); estos pueden ayudar a los patégenos a suprimir la ETI. La seleccion favorece los nuevos alelos
NB-LRR de la planta que pueden reconocer uno de los efectores recién adquiridos, dando como resultado
nuevamente ETI (J. D. G. Jones y Dangl 2006).

3.6.5. El modelo de zigzag considerado como un continuo (Thomma et al.
2011)

Thomma etal. (2011) argumentan que la resistencia de las plantas esta
determinada por los receptores inmunes que reconocen los ligandos apropiados para
activar la defensa, cuya amplitud probablemente esté determinada por el nivel requerido
para una inmunidad efectiva. De acuerdo con estos autores, no todos los activadores de
defensa microbianos se ajustan a la distincion comdn entre PAMP vy efectores descripta
en las secciones previas. Por ejemplo, algunos efectores muestran una amplia
distribucion, mientras que algunos PAMP se conservan de forma limitada o contribuyen
a la virulencia del patégeno. Dado que los efectores pueden provocar respuestas de
defensa y los PAMP pueden ser necesarios para la virulencia, los componentes
individuales no pueden denominarse exclusivamente mediante uno de los dos términos.
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Por tanto, planteamos que la distincion entre PAMPs y efectores, entre receptores de
PAMP vy proteinas de resistencia y, por tanto, también entre PTI y ETI, no puede
mantenerse estrictamente, méas bien existe un continuo entre PT1y ETI (Thomma et al.
2011).

3.6.6. Modelo de Invasién

En el modelo de invasion, los PAMP-MAMP vy los efectores son parte de los
patrones de invasion (IP) que pueden ser reconocidos por la planta (en general, los IP
son moléculas producidas directamente por el patégeno). La planta no solo reconoce los
patrones de invasion, sino que también reconoce las moléculas resultantes del dafio
producido por la infeccion del patégeno, es decir, los patrones moleculares asociados al
dafio (DAMP). En resumen, en el modelo de invasion, las plantas reconocen 2 tipos de
patrones: los producidos por el patégeno (IP) y los resultantes de la infeccion por el
patdgeno (DAMP). Los IP son reconocidos por los receptores activados por IP (IPTR).
Los genes R son IPTR activados por los efectores, que actian como IP (French et al.
2016; Burbano-Figueroa 2020).

3.7. Mecanismos de resistencias a la roya amarilla (Pst)

3.7.1. Resistencia en todas las etapas (ASR)

Por un lado se encuentran los genes de resistencia raza-especificos, 0o genes
mayores, que generalmente confieren proteccion a lo largo del ciclo de crecimiento, por
lo que también se los denomina “genes de resistencia en todas los estadios fenoldgicos”
(ASR, acronimo del inglés all-stage resistance) (Carmona y Sautua 2018). La resistencia
en todas las etapas se extiende a lo largo del crecimiento de la planta de trigo y se
caracteriza por una respuesta hipersensible y es inicialmente expresada en la etapa de
plantula. Por lo general, es eficaz contra algunas, pero no todas, las razas Pst y, por lo
tanto, también se la conoce como "resistencia raza-especifica”. La resistencia en todas
las etapas esta respaldada por el modelo gen por gen. Esto da como resultado un
fenotipo de resistencia cualitativa que puede evaluarse facilmente y es usado como
criterio de seleccion en los programas de mejoramiento y, mas recientemente, para la
clonacion de genes. La mayoria de los genes Yr exhiben este tipo de fenotipo, y muchos
se vuelven ineficaces contra las razas Pst actuales. Se ha demostrado que este tipo de
resistencia es una estrategia a corto plazo para el control de Pst. De hecho, el despliegue
de variedades con uno o un bajo numero de genes Yr de resistencia en todas las etapas
en grandes extensiones ejerce inevitablemente una alta presion selectiva sobre el
patogeno, lo que lo obliga a evolucionar y mutar hasta que se rompe la resistencia del
huésped y conduce a nuevos ciclos de la enfermedad (McDonald y Linde 2002; Bouvet
et al. 2021).
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3.7.2. Resistencia de plantas adultas (APR)

La resistencia de plantas adultas se caracteriza por un periodo prolongado de
infeccion latente y tamafio de lesion pequefio (conocido como “slow rusting” en inglés)
(Guo et al. 2008) o resistencia parcial, que generalmente se manifiesta en la etapa de
planta adulta y se ha establecido durante mucho tiempo como una resistencia duradera a
Pst (Bouvet et al. 2021). Los genes de resistencia raza-inespecificos, 0 genes menores,
confieren resistencia en plantas adultas (APR, acronimo del inglés adult plant
resistance) y normalmente estan presentes junto con otros genes de efectos similares vy,
por lo tanto, estan asociados con herencia cuantitativa (Carmona y Sautua 2018).

Los genes APR también se denominan genes de resistencia de planta adulta
efectiva a altas temperaturas (HTAP, acrénimo del inglés high-temperature adult-plant),
ya que en general son efectivos cuando las temperaturas son mayores a 25°C en las
etapas mas avanzadas del ciclo de cultivo; tal es el caso de ciertos genes de raza no
especifica que confieren resistencia de planta adulta efectiva a temperatura alta (HTAP),
como Yr36 y Yr39, pero su efectividad es dudosa a temperaturas por debajo de los 18°C
(Uauy et al. 2005; Rodriguez-Garcia et al. 2019). La resistencia de las plantas adultas
efectiva a alta temperatura (HTAP) a la roya amarilla no es del tipo raza-especifica, se
hereda cuantitativamente y es duradera.

La mayoria de los cultivares con multiples genes para APR son susceptibles en
la etapa de plantula, pero luego exhiben resistencia a varias razas (Carmona y Sautua
2018).

Algunos genes APR, pero no todos, proporcionan resistencia a todos los
aislamientos de una especie de patdgeno de la roya y una subclase de estos proporciona
resistencia a varias especies de patdgenos fungicos. Las indicaciones iniciales son que
los genes APR codifican una gama mas heterogénea de proteinas que las proteinas R.
Dos genes APR, Lr34 (resistencia a roya anaranjada de la hoja) e Yr36, han sido
clonados a partir de trigo y sus productos son un transportador ABC y una proteina
quinasa, respectivamente. Lr34 y Sr2 (resistencia a roya del tallo) han proporcionado
una resistencia parcial duradera y ampliamente utilizada, principalmente junto con otros
genes R y APR para obtener una resistencia adecuada a la roya. Algunos genes APR
incluyen genes R débiles especificos de la raza y pueden ser de la clase NB-LRR. Una
prioridad de investigacion para informar mejor el mejoramiento de la resistencia a la
roya es caracterizar mas genes APR en el trigo y comprender cémo funcionan y cémo
interacttan cuando se apilan multiples genes APR y R en un solo genotipo mediante el
mejoramiento convencional y genéticamente modificado (GM). Un mensaje importante
es no ser complaciente con la durabilidad general de todos los genes APR (Ellis et al.
2014).
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3.8. El haustorio de Pst
Pst tiene un proceso de infeccién complejo y especializado que incluye la unién
de esporas a la planta hospedante, la germinacion, la formacion de apresorio y la
obtencion de nutrientes mediante la formacion de haustorios y la invasion del
hospedante. Los haustorios estan rodeados por una "membrana extrahaustorial™ especial
y una "matriz extrahaustorial”, de estructura similar a un gel, dentro del huésped vivo
(Garnica et al. 2014; Jamil et al. 2020).

La etapa principal causante de enfermedades del ciclo de vida de la roya es la
etapa asexual donde el haustorio tiene un rol determinante. El haustorio de Pst es la
estructura de infeccion especializada que sustenta la asociacion biotrofica sostenida con
T. aestivum. Este 6rgano se forma después de la penetracion de la pared de una célula
huésped viva, expandiéndose en el lado interno de la pared celular mientras invagina la
membrana plasmatica circundante del huésped. A través de los haustorios, el patdgeno
obtiene nutrientes del huésped y secreta proteinas de virulencia denominadas efectores
(Figura 6) (Mendgenf etal. 2000; Voegele etal. 2001; Voegele y Mendgen 2003;
Catanzariti et al. 2006; Garnica et al. 2014).

Figura 6. Representacion esquematica de las fases de desarrollo de la infeccién por Pst
(Garnica et al. 2014)

Representacion del ciclo asexual de Puccinia spp. sobre trigo La uredospora dicaridtica (S) aterriza en la
superficie de la hoja y produce un tubo de germinacion (GT) dentro de las 6 horas. Posteriormente,
produce un apresorio (A) sobre la apertura estomatica y entra al interior de la hoja a través del estoma
(ST), donde se diferencia en una vesicula subestomatal (SV). Las hifas de infeccion primaria (IH) se
propagan a través de la hoja y, una vez en contacto con las células del mesdfilo, las células madre
haustoriales (HMC) se diferencian. Estos penetran en la pared de la célula mesofila huésped (MC) para
formar el haustorio (H). El haustorio permanece separado del citoplasma de la célula huésped por la
matriz extrahaustorial (EHMX) y la membrana extrahaustorial derivada del huésped (EHM). Después del
establecimiento del primer haustorio, se desarrollan hifas secundarias, colonizan los espacios
intercelulares y dan lugar a mads HMC y haustorios. El ciclo se completa en 10 a 11 dias, cuando las hifas
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invasoras forman células basales espordgenas en la uredia (U) y miles de nuevas uredosporas infectivas
brotan a través de la epidermis de la hoja.

3.8.1. Produccion y secrecion de efectores dirigidos al citoplasma del
huésped

Los haustorios de Pst son responsables de la produccién y secrecién de
efectores, con varias de estas proteinas dirigidas al citoplasma del huésped donde se
cree que promueven la infeccion (Figura 6). Este tipo de interaccion biotrofica
compatible comparte similitud con los inhibidores de cisteina proteasa y puede inhibir la
actividad proteolitica en sobrenadantes de cultivos de levadura, por lo que puede actuar
para inhibir las proteasas asociadas a la defensa del huésped. También puede formar
agregados y estructuras similares a filamentos dentro de la matriz extrahaustorial y el
citoplasma del huésped, que pueden tener un papel estructural en la estabilizacion de la
celula huésped permitiendo la acomodacion del haustorio (Hahn y Mendgen 1997
Kemen et al. 2005; Pretsch et al. 2013; Kemen et al. 2013; Garnica et al. 2014).

3.8.2. Caracterizacion funcional de los efectores patogénicos
Poco se sabe sobre la funcion efectora en el patégeno biotréfico obligado P.
striiformis f. sp. tritici (Pst).

La funcion de los efectores de patdgenos es un tema importante en el estudio de
la patologia de las plantas, sin embargo se sabe menos sobre la funcion efectora en los
hongos de la roya, particularmente en los hongos de la roya de los cereales (Duplessis
etal. 2012). Se cree que el haustorio sirve como una estructura para la entrega de
efectores de la roya en las células de la planta huésped (Panstruga y Dodds 2009), y se
han identificado algunos efectores de la roya a partir de bibliotecas de ADNc
construidas a partir de haustorios de la roya (Figura 6) (Yin etal. 2014; Hahn y
Mendgen 1997; Catanzariti et al. 2006; Kemen et al. 2013). En la biblioteca de ADNc
de Pst haustoria, Yin etal. (2009) identificaron 15 genes que codifican proteinas
secretadas, seis de los cuales fueron inducidos durante el proceso de infeccion, y estos
fueron considerados efectores candidatos. Ademaés, se identificaron varios otros
efectores candidatos de Pst con el avance de la secuenciacion del genoma de Pst (Cantu
etal. 2011; Zheng etal. 2013). Al volver a secuenciar los genomas de cuatro
aislamientos de Pst de los EE. UU. y el Reino Unido, Cantu et al. (2013) identificaron
cinco efectores candidatos a Pst que eran proteinas secretadas expresadas polimorficas y
haustoriales. Mediante un relevamiento de expresion heteréloga en Nicotiana
benthamiana, Petre et al. (2016) también identificaron un efector candidato Pst que se
asocia con complejos proteicos involucrados en el procesamiento del ARN mensajero.
Sin embargo, solo hay un informe sobre el papel de los efectores candidatos de Pst en la
manipulacion de la inmunidad de las plantas y la patogenicidad de la roya (Liu et al.
2016). Por lo tanto, la identificacion y el analisis funcional de mas efectores candidatos
de Pst conducira a una mejor comprension de la funcion efectora en Pst.
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Conforme al analisis de Burbano-Figueroa (2020) en lo que respecta al
patdgeno, los efectores (que son reconocidos por las proteinas R) son polimorficos en la
poblacion; esto implica que existen diferencias en un mismo efector para los individuos
dentro de la poblacion del patdgeno. Estas diferencias son las responsables de las
variaciones en la poblacion del patdgeno que conocemos como razas. Los receptores de
las plantas también son polimorficos y esta variacion es la que se observa como
diferenciales en el caso de la planta. Entonces, tenemos una variacion polimorfica para
los genes de resistencia (R) y para los genes de avirulencia (Avr) especifica para una
interaccion entre el patégeno y una especie de planta en particular, pero también
mecanismos comunes de defensa a todas las plantas (y animales) mediados por MAMP
(por ejemplo, la percepcion de fragmentos de quitina provenientes de los hongos)
(Ronald y Beutler 2010; French et al. 2016; Burbano-Figueroa 2020).

3.8.3. Efectores candidatos de Pst

3.8.3.1.  Efector candidato PSTha5a23 (Cheng et al. 2017)

En los estudios de Cheng etal. (2017) se informa sobre los hallazgos de un
efector candidato altamente inducido en planta de Pst, PSTha5a23. El gen PSTha5a23 es
exclusivo de Pst y muestra un bajo nivel de polimorfismo intraespecie. Tiene un péptido
sefial N-terminal funcional y se transloca al citoplasma del huésped después de la
infeccion. Se descubrid que la sobreexpresion de PSTha5a23 en Nicotiana benthamiana
suprime la muerte celular programada desencadenada por BAX, PAMP-INF1 y dos
proteinas quinasas activadas por mitogeno relacionadas con la resistencia (MKK1 y
NPKZ1). La sobreexpresion de PSTha5a23 en el trigo también suprimié la deposicién de
calosa asociada a la inmunidad desencadenada por patrones (PTI). Ademas, el
silenciamiento de PSTha5a23 no cambi6 los fenotipos de virulencia de Pst; sin
embargo, la sobreexpresion de PSTha5a23 mejoré significativamente la virulencia de
Pst en el trigo. Estos resultados indican que el efector candidato de Pst, PSTha5a23,
juega un papel importante en la supresién de las defensas de las plantas y la
patogenicidad de la roya, y también resalta la utilidad de la sobreexpresién génica en las
plantas como herramienta para estudiar efectores de patdgenos biotréficos obligados.
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3.8.3.2. Efector candidato PstGSREL1 (Qi et al. 2019)

Qi etal. (2019) identificaron un gen efector rico en glicina-serina, PstGSRE1,
que es altamente inducido durante la infeccion temprana. La expresion transgénica de
construcciones de ARNi de PstGSREL en trigo redujo significativamente la virulencia
de Pst y aumento la acumulacion de H202 en trigo. Se descubrié que PstGSRE1 se
dirige al factor de transcripcion asociado a especies reactivas de oxigeno (ROS)
TaLOL2, un regulador positivo de la inmunidad del trigo. PStGSREL interrumpe la
localizacion nuclear de TaLOL2 y suprime la muerte celular mediada por ROS inducida
por TaLOL2, comprometiendo asi la inmunidad del huésped. El trabajo de Qi etal.
(2019) revela una estrategia previamente no reconocida por la cual los hongos de la
roya explotan el efector PstGSREL para derrotar la defensa de la planta asociada a ROS
mediante la modulacion del compartimento subcelular de un regulador inmunolégico
del huésped y facilitar la infeccion por patégenos (Figura 7).
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Figura 7. Modelo de supresion de la inmunidad del trigo por PstGSRE1 asociada a ROS al
interferir con la localizacién nuclear de TaLOL2 (Qi et al. 2019)

Durante la infeccion, Pst produce haustorios, a través de los cuales los efectores son secretados y
trasladados a las células huésped. En la fase biotrofica inicial, PstGSRE1 actlla como un importante factor
de virulencia para potenciar la colonizacion e infeccién por Pst. Cuando la Pst secreta PStGSREL y se
transloca del haustorio a la célula huésped, se dirige a TaLOL2 y bloquea la localizacién nuclear de
TalLOL2, evitando que TaLOL2 lleve a cabo su funcién normal de activar la HR mediada por ROS y la
resistencia a enfermedades durante la interaccién entre trigo y Pst.
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3.8.3.3.  Uso de que la quitina y flg22 como inductores de la reaccion
inmune desencadenada por patrones moleculares (PTI) (Su etal.
2021)

El estudio de Su et al. (2021) confirmé que la quitina y flg22 (flagelina) podrian
usarse como inductores de la reaccion inmune desencadenada por patrones moleculares
(PTI) asociada a patdgenos en hojas de trigo y que TaPr-1-14 podria usarse como un
gen marcador para detectar la reaccion PTI.

3.8.3.4.  Genes efectores haustoriales de Pst clonados (Su et al. 2021)

Treinta y nueve genes efectores haustoriales de Pst fueron exitosamente
clonados y examinados para expresion “in vitro” en protoplastos extraidos de células de
trigo por Su et al. (2021). Ademas se identificaron tres proteinas efectoras haustoriales,
PSEC2, PSEC17 y PSEC45, que pueden inhibir la respuesta del trigo a la PTI. En estas
condiciones de estudio, estas proteinas se localizaron en el citoplasma somaético y el
nucleo de los protoplastos de trigo y se expresaron en gran medida durante la infeccion
y el parasitismo del trigo.

3.9. Genes de resistencia para roya amarilla en trigo (Yr)

Hasta ahora, se han identificado mas de 78 genes para resistencia a la roya
amarilla. Por otra parte Wang y Chen (2017) informan que hasta el momento, se han
reportado 78 loci con nombre permanente, 67 con designacion temporal y 327 loci de
rasgos cuantitativos (QTL) en varias variedades de trigo, donde la mayoria de estos
genes y QTL se han localizado en cromosomas de trigo. Algunos de los genes 0 QTL
son los mismos, sin embargo estos numeros indican que hay abundantes genes de
resistencia en el germoplasma de trigo, que se puede utilizar para mejorar la resistencia
a la roya amarilla en cultivares comerciales.

El mejoramiento convencional juega un papel esencial en la mejora de los
cultivos, pero generalmente implica cultivar y examinar grandes poblaciones de cultivos
durante varias generaciones, un proceso largo y laborioso (Ellis et al. 2014), mientras
que en la era moderna, las técnicas de busqueda de genes y la comprensién sobre el
patréon de virulencia de los patdgenos esta aumentando. mediante la introduccion de
gendémica moderna y herramientas de mejoramiento (W. Chen et al. 2014; Jamil et al.
2020).

Entre los genes de resistencia identificados, Yr5 y Yrl5 han sido de gran
importancia en los programas de mejoramiento. Yr5 y Yrl5 se han utilizado
ampliamente en los programas de mejoramiento en los Estados Unidos y otros paises.
Estos dos genes fueron efectivos para todos los aislamientos evaluados en el estudio de
Mcintosh et al. (1995) y estudios previos de poblaciones de Pst de los Estados Unidos y

39



otros paises. Sin embargo se han informado aislamientos virulentos frente al Yr5 en
India y Australia y aislamientos virulentos frente al Yrl5 en Afganistan (Robert
Alexander Mclintosh et al. 1995). Aunque no se ha detectado virulencia para estos genes
en los Estados Unidos, es importante incluir estos genes en los diferenciales para la
identificacion de razas potenciales virulentas para estos genes en el futuro (A. M. Wan y
Chen 2014).

3.10. Avances sobre el entendimiento de las bases moleculares subyacentes
a genes de resistencia Yr

De los genes mapeados, mencionados en la seccion anterior, solo unos pocos
han sido clonados. Entre ellos, Yrl5, Yrl0, Yr18/Lr34/Sr57, Yr36, Yrd6/Lr67/Sr55,
Yr5/YrSP, Yr7, aportando conocimiento sobre posibles roles de las proteinas
codificadas. A modo ilustrativo el gen Yr5, que como Se mencionara es un gen
ampliamente difundido, se reporta que Marchal et al. (2018) lo clonaron y demostraron
que es alelo de YrSP y pardlogo de Yr7, los cuales han sido superados por multiples
aislamientos de Pst. El analisis de secuencia reveld que Yr5 pertenece a un complejo
grupo de genes de resistencia en el cromosoma 2B que codifican proteinas ricas en
leucina y de union a nucleétidos (NLR) con un dominio BED (de union a ADN)
distintivo (MAS 2022). Yr5 fue descrito por primera vez en 1966 por Macer en Triticum
spelta album (Macer 1966). Este gen confiere resistencia a todas las razas conocidas en
EE. UU. (X. Chen et al. 2003). Yr5 esta ubicado en el brazo cromosémico 2BL, a 21 cM
del centromero (Law 1976). Kema (1992) transfiri6 este gen a algunos cultivares
comerciales y sigue siendo efectivo para una amplia gama de aislamientos de PST en
todo el mundo.

También ha habido estudios de perfiles de expresion que informaron sobre
grupos proteicos asociados a la expresion de genes Yr, tal el caso del Yr39 en el cultivar
de trigo primaveral Alpowa, que se localizé en el cromosoma 7BL y explico el 64,2 %
de la variacion en la resistencia a HTAP. Para identificar las transcripciones asociadas
con la resistencia mediada por Yr39, Coram etal. (2008) seleccionaron dos lineas
recombinantes endocriadas (RIL) F(7) de un cruce 'Avocet S/Alpowa' que diferia en el
locus Yr39 para representar una interaccion incompatible (Yr39) y otra compatible
(yr39) con Pst. Mas de la mitad (50,5 %) de los transcriptos anotados inducidos
especificamente durante la resistencia a HTAP estuvieron involucrados en la defensa
y/o la transduccion de sefiales, incluidos los homdlogos del gen R y los transcritos
asociados con la produccion de proteinas relacionadas con la patogénesis, la biosintesis
de fenilpropanoides y la sefializacion de proteinas quinasas. El estudio de Coram et al.
(2008) representa el primer perfil de transcripcion de la resistencia HTAP a la roya
amarilla en el trigo, donde se comparan los resultados con otros estudios de
transcripcion de resistencia raza-especifica y no especifica.
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3.11. Caracterizacién de QTL que confiere resistencia a Pst en hojas de
trigo

Los genes de resistencia conocidos ya estan presentes en numerosos cultivares
en todo el mundo. Sin embargo, su efectividad esta limitada a ciertas razas dentro de
una poblacién de roya y la aparicion de razas de roya amarilla que son virulentas contra
genes de resistencia comunes fuerza la demanda de nuevas fuentes de resistencia. Por
ello, a nivel mundial, existen numerosas iniciativas destinadas a identificar nuevas bases
genéticas para resistencia. Entre ellas, las poblaciones endocriadas de multiples padres
intercruzados (MAGIC — del inglés Multiparent Advanced Generation Intercross) han
demostrado ser una herramienta poderosa para llevar a cabo estudios genéticos sobre
caracteristicas econémicamente importantes. Rollar et al. (2021) mapearon QTL para la
resistencia a la roya amarilla en la poblacion de trigo Bavarian MAGIC, que comprende
394 F6: 8 lineas endocriadas recombinantes (RIL). La evaluacién fenotipica de las RIL
se llevd a cabo para la resistencia de plantas adultas en ensayos de campo en tres lugares
a lo largo de tres afios y para la resistencia de las plantulas en una camara de
crecimiento. En total, detectaron 21 QTL para la resistencia a la roya amarilla
correspondientes a 13 regiones cromosomicas distintas, de las cuales dos pueden
representar supuestamente nuevos QTL ubicados en los cromosomas 3D y 7D del trigo
(Rollar et al. 2021).

Por otra parte Mu et al. (2020) para determinar los genes de resistencia a la roya
amarilla en cultivares y lineas de mejoramiento de trigo de invierno de los EE. UU.,
analizaron un panel de trigo invernal constituido por 857 cultivares y lineas de
mejoramiento en un estudio de asociacion de todo el genoma (GWAS) usando
genotipado por secuenciacion multiplexada (GMS) y marcadores moleculares de 18
genes de resistencia a la roya amarilla 0 QTL importantes. Las accesiones se
fenotiparon para la respuesta a la roya amarilla en la etapa de planta adulta bajo
infeccion natural en Pullman y Mount Vernon, Washington en 2018 y 2019, y en la
etapa de plantula con seis razas predominantes 0 mas virulentas de Pst. Se identificaron
un total de 51 loci relacionados con la resistencia a la roya amarilla, y al menos 10 de
ellos (QYrww.wgp.1D-3, QYrww.wgp.2B-2, QYrww.wgp.2B-3, QYrww.wgp.2B-4,
QYrww.wgp.3A, QYrww.wgp.5A, QYrww.wgp.5B, QYrww.wgp.SD, QYrww.wgp.6A-2 y
QYrww.wgp.7B-3) habian sido reportados previamente. Encontraron que estos genes o
QTL estaban presentes en diferentes frecuencias en lineas de mejoramiento y cultivares
desarrollados por programas de mejoramiento en varias regiones de cultivo de trigo de
invierno. Tanto el Yr5 como el Yrl5, que son altamente resistentes a todas las razas
identificadas hasta ahora en los EE. UU., asi como el Yr46 que proporciona resistencia a
muchas razas, se encontraron ausentes en las lineas de mejoramiento y en los cultivares
cultivados comercialmente.

Es importante destacar que todos los estudios de mapeo (gen mayor o QTL) y
clonacion, ademas del conocimiento basico, dejan herramientas como los marcadores
moleculares que facilitan la incorporacion de estos genes en programas de
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mejoramiento para mejorar el nivel y la durabilidad de la resistencia a la roya amarilla
(Mu et al. 2020).

4. Propuesta de un programa de mejoramiento genético para obtener resistencia
a la roya amarilla de trigo (Pst) en Argentina. Métodos con hibridacion y
conduccion de segregantes: Método genealdgico o pedigree.

4.1. Localizacién

El presente ejercicio se focaliza en una Empresa de nombre de fantasia Pszenica
S.A. localizada en Pergamino, provincia de Buenos Aires, dedicada a la produccion de
genotipos de trigo para el campo argentino.

4.2. Objetivos

4.2.1. Objetivos Generales
e Obtener genotipos de trigo argentino resistentes a Pst.

4.2.2. Objetivos Especificos

Lograr una defensa genética mas estable y duradera (RH):

e Implementar el uso de seleccion asistida por marcadores moleculares (MAS)
para lograr combinar sobre una misma planta (piramidizacion) genes de
resistencia a Pst (Yr5 — Yrl5 — Yrl7 — Yr36) a través del cruzamiento con
variedades resistentes (donantes) en los fondos genéticos de las variedades
AGTT 19 - AGTT 23 con la finalidad de acoplar la resistencia al rendimiento
(Tabla 4).

e Mantener una base genética diversa y generar germoplasma elite que permita
incrementar por un lado la resistencia a Pst y concomitantemente el rendimiento
y contenido de proteina en grano.

4.3. Fundamentos para la eleccion de los genes Yr5 — Yr1l5 - Yrl7 — Yr36

Todo indica que las estrategias a utilizar para reducir la severidad de los dafios
ocasionados por Pst van por el lado de lograr combinar varios genes de resistencia
cualitativa y cuantitativa para aumentar la durabilidad de la resistencia, tal como se
propone en este estudio, introgresando los genes Yr5 — Yrl5 — Yrl7 — Yr36 (Rodriguez-
Garcia et al. 2019). Estos genes han mostrado efectividad frente a razas locales y se
encuentran en los cultivares Patwin 515-HP y New Dirkwin (Miralles 2020). Ademas
algunos de ellos han sido clonados (Tabla 3) (Bouvet 2019).
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Ademas de lo mencionado, muestran otras caracteristicas que resultan de interés
para el objetivo planteado. Entre ellas, se encuentran localizados en cromosomas
distintos. Esto indica que no hay ligamiento en repulsién, con lo cual la frecuencia
esperada de gametas con el genotipo deseado estara determinada por la segregacion
independiente de los genes.

Otro aspecto de consideracion es el ligamiento de algunos de estos genes para
resistencia, con otros genes que contribuyen favorablemente para otros rasgos. Asi, el
gen Yr36 se encuentra estrechamente ligado al gen Gpc-B1 que afecta contenido de
proteina en grano. En este caso el alelo para resistencia en Yr36 va ligado con el alelo
para alto contenido en grano en Gpc-B1 (Uauy et al. 2005), caracteristica deseable para
mejorar la calidad industrial del trigo. Asimismo, el gen Yrl7 se encuentra
estrechamente ligado al gen Lr37 para resistencia a roya de la hoja y al gen Sr38, para
resistencia a la roya del tallo de trigo (Helguera et al. 2003).

También es conveniente tener en cuenta el grado de ligamiento reportado entre
marcadores y genes. En este caso, como se mencionara en la seccion 3.10 los genes Yr5,
Yrl15, e Yr36 han sido clonados, generandose marcadores de alta confiabilidad para el
diagnostico, en tanto que el Yrl7 cuenta con un marcador estrechamente ligado (Tabla
3).

Tabla 3. Genes Yr — Cromosomas — Clase de Resistencia - Clonado

Genes Yr Cromosoma Cla.lse de. Clonado Referencia
Resistencia
, (Marchal et al.
Yr5/YrSP 2B ASR Si 2018)
Yr15/YrG303/YrH52 1B ASR Si (Klymiuk et al.
2018)
Yri7 2A ASR No (Milus et al. 2015)
Yr36 6B APR Si (Fu et al. 2009)

4.4. Recursos

e Variedades de trigo resistentes - compartidos por INTA Castelar y Marcos
Juarez

e Variedades de trigo locales susceptibles, propiedad de la empresa

o Campo experimental

e Laboratorio para uso de marcadores moleculares
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4.5. Caracteristicas variedades susceptibles — resistentes

4.5.1. Variedades susceptibles
AGTT 19-AGTT 23

Ambas presentan una buena calidad comercial e industrial con muy buena adaptacion en
la region triguera, ciclo intermedio-largo con rapida madurez, con buen rendimiento de
grano Yy estabilidad media, pero con un moderado comportamiento frente a
enfermedades como son la roya de la hoja, la roya del tallo y la fusariosis de la espiga.

4.5.2. Variedades resistentes
Patwin 515 HP (HWW)

Es una variedad de trigo Hard White Spring creada por la introduccion del gen de alto
contenido de proteina de grano en Patwin-515. Patwin-515HP tiene una altura y un
rumbo similares a los de Patwin-515 y Blanca Grande-515, con un rendimiento
ligeramente mejor y un contenido de proteina de grano significativamente mayor.
Patwin515HP tiene una excelente calidad de panificacion, es inmune a la roya amarilla
y es tolerante a BYDV y Septoria tritici blotch (CaliforniaWheatCommission 2018).

New Dirkwin

El nuevo Dirkwin es un trigo sin aristas tanto para heno como para ensilaje. Apto para
la produccion de fardos de excelente apariencia con valores alimenticios de alta calidad,
a su vez que su altura y estructura foliar agregan tonelaje. Para combatir los problemas
cada vez mas generalizados de la roya en California (USA), se han introducido en la
planta genes de resistencia a Pst, lo que proporciona una proteccion maxima al cultivo.

4.6. Metodologias

Consistira en la aplicacién por un lado de (1) principios genéticos clasicos
basados en seleccidn por observacién de fenotipo, en filiales segregantes (partiendo de
F2) generadas por cruzamientos simples entre los parentales detallados (Tabla 4), y
utilizando el método genealdgico como estrategia de conduccion y seleccion en cada
generacion. Por otro lado, dicho proceso de seleccion sera apoyado por herramientas
biotecnoldgicas avanzadas a través de (2) MAS Seleccidén Asistida por Marcadores
Moleculares, herramientas basadas en el ADN, para asistir a los procesos de desarrollo
de nuevas variedades que cumplan el objetivo planteado para este caso. Cabe destacar
que estos marcadores moleculares no son influenciados por el ambiente y brindan
informacidn sobre las diferencias a nivel genotipico, entre individuos. Este aspecto es
relevante para el objetivo planteado ya que, como se mencionara en secciones previas,
existen efectos epistaticos entre genes para resistencia a enfermedades, y en
consecuencia el apilamiento de varios genes se vuelve complejo si la seleccion se basa
solo en el fenotipo. Ademas los marcadores moleculares pueden ser aplicados en
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maltiples etapas del esquema de mejora brindando informacion atil para los
mejoradores, sirven para identificar los genotipos més adecuados entre las progenies
segregantes y son Utiles para proteger los derechos de propiedad intelectual, entre otros
usos.

4.7. Método genealdgico o pedigree partiendo de hibridos simples

En este caso se opta por este método por las siguientes razones. Implica una
seleccion correcta de parentales para lograr una adecuada complementacion de
caracteres, muchos de los cuales son de herencia compleja y requieren de la evaluacion
familiar para ser més efectivos en la seleccion. Es asi que arranca con el cruzamiento de
los parentales (hibridacion) para luego en sucesivas descendencias (desde F2 hasta F 7 —
8) ir seleccionando los fenotipos resistentes a Pst, y con buen potencial agronémico, por
lo tanto esto lleva ademas de la necesidad de muchos recursos, costos, muchos afios
hasta obtener la variedad resistente que se pretende lograr.

De este modo las etapas a cumplir son:

e Cruzamiento entre variedades locales susceptibles del banco de germoplasma de
trigo de la empresa con variedades resistentes, disponibles para ser compartidas
por INTA Castelar y Marcos Juérez, que seran utilizadas como donadoras (Tabla
4).

e Puesta a punto en laboratorio de la empresa de los marcadores disponibles para
cada uno de los genes de resistencia a incorporar (Tabla 4) y verificacion de
polimorfismo entre los padres de las cruzas para los marcadores selectos. Los
marcadores selectos se usaran para corroborar que los individuos F1 sean
heterocigotas, Yy descartar posibles autofecundaciones que no cumplan con los
objetivos planteados de resistencia a Pst, y para seleccion en las generaciones
siguientes.

e Como producto final se espera la obtencion de materiales elite superiores a los
parentales para diferentes caracteres como productividad pero principalmente
resistencia estable y duradera a Pst.

Tabla 4. Variedades de trigo argentino Susceptibles vs Resistentes

Variedades Resistentes

Variedades Susceptibles -
i (Donantes) — Genes de Genes de Resistencia a Pst

Pszenica S.A. i .
resistencia
AGTT 19 Patwin 515-HP Yr5-Yrl5-Yrl7-Yr36
AGTT 23 New Dirwin Yr5-Yr15-Yr17-Yr36

Los materiales donantes corresponden a genes disponibles para ser introgresados a las variedades en
Argentinas compartidos por INTA Castelar y Marcos Juarez (Dubcovsky 2018; Miralles 2020)
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4.8. Descripcion del programa de cruzamientos y seleccion — Meétodo
genealdgico o pedigree partiendo de hibridos simples

Se planifican los siguientes cruces = Susceptibles x Resistentes (Donador) y
evaluacion de resistencia a Pst como también rendimiento. En primer lugar se
comenzara por el cruzamiento sexual o hibridacion de las lineas disponibles, que se
supone complementarias en cuanto a los genes a reunir, resistencia en las variedades
donantes y productividad en las variedades susceptibles (Tabla 4).

A partir de los parentales seleccionados, se realizaré la siembra en campo para
luego proceder con los respectivos cruzamientos para obtener semilla F1. La obtencion
de la F1 implica los procedimientos de castracion e hibridacion de los parentales y luego
la siembra masal de F1, aunque no demasiado densa para identificar y eliminar los
genotipos provenientes de autofecundacidn por errores en la castracion.

Como son un conjunto de variedades que retnen los genes a combinar, la
generacion F1 procedera de cruzamientos simples (P1 x P2) (Tabla 5).

Tabla 5. Hibridos simples propuestos

Hibridos Simples
N° Susceptibles Donantes F1
1 AGTT 19 X Patwin 515-HP F1A
2 AGTT 19 X New Dirwin F1B
3 AGTT 23 X Patwin 515-HP F1C
4 AGTT 23 X New Dirwin F1D

Con la semilla obtenida de la F1 no se realizara seleccion ya que forman una
poblacién de plantas genéticamente idénticas; la F1 se autopoliniza para producir una
poblacién F2.

La planificacién del avance en el programa de seleccion requiere tener el
conocimiento del tamafio minimo de la poblacion que permita una asignacion eficiente
de los recursos a la vez que garantice una alta probabilidad de éxito para el objetivo
planteado sin consumir mas recursos de los necesarios. Con esta premisa, y teniendo en
cuenta que las estrategias que aumentan la frecuencia de los alelos objetivo deberian
mejorar la eficiencia de MAS al permitir poblaciones méas pequefias o seleccion en méas
loci (Bonnett et al. 2005), a partir de la siembra de plantas F2 comenzaran los ciclos de
seleccion, tomando como criterios la valoracion fenotipica para rasgos agronémicos, y
el dato de marcadores moleculares para los genes objetivo. En etapas tempranas de
seleccién (F2 y F3) se seleccionaran a individuos portadores de alelos para resistencia
en los 4 genes (sean homocigotas o heterocigotas) y descartando el resto. El objetivo es
aumentar la frecuencia de esos alelos deseados en el material bajo seleccidn por otros
rasgos. De haber seleccionado individuos que simultaneamente muestren homocigosis
en los cuatros genes Pst, dentro de la poblacion posible de ser manejada, redundaria en
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una alta presion de seleccion, disminuyendo las posibilidades de observar variabilidad
para el resto de los rasgos de intereés.

Los tamafos de poblacién (N) minimos necesarios para recuperar los genotipos
objetivos, considerando una probabilidad especifica de éxito (P) y frecuencias
genotipicas (f) se calcularon de acuerdo con la siguiente formula (Hanson 1959):

N =log,(1—P) /log,(1—f)
Donde:
N = tamafio minimo de la poblacién
P = Probabilidad de éxito deseado (95%)
f = Frecuencia del evento deseado ((75%)%)

El célculo determina que es esperable encontrar con un 95% de probabilidades
de éxito 1 individuo portador de alelos para resistencia en los cuatro genes, cada 8
individuos F2. Para cada hibrido se contemplan sembrar 2000 semillas F2, por lo que se
esperan detectar alrededor de 250 con el genotipo mencionado. Esta semilla sera
cosechada por plantas (familias), continuando el proceso a través de la conduccién de
segregantes: método genealdgico o pedigree. A partir de F4, se seleccionaran
individuos homocigotas en aquellas familias aln segregantes para algunos de los genes
de resistencia considerados.

De este modo, en etapas tempranas de seleccién, la frecuencia de los alelos
deseados tomando el conjunto de plantas que quedan luego de cada seleccién serad
mayor, y en consecuencia en las sucesivas generaciones segregantes habrd mas chances
de encontrar homocigotas, y que por lo tanto se manifiesten la complementacion de
caracteres deseada por resistencia a Pst y rendimiento, seleccionando las plantas
(familias) de las cuales se cosecharan sus semillas para continuar con el método
genealdgico y lograr asi conseguir lineas homocigotas que combinen las caracteristicas
de resistencia a Pst y rendimiento.
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4.9. Descripcion de los ensayos en campo experimental

La siembra de la F2 debera ser espaciada, para asi poder realizar una seleccién
individual segun los caracteres de interés e inicio del registro genealdgico. Luego entre
la F3 a F5 la siembra también sera espaciada, con seleccién combinada entre y dentro de
familias (las mejores familias y dentro de ellas los mejores individuos). Entre F3 — F5 se
iran seleccionando las mejores familias y dentro de cada familia seleccionada se
seleccionaran (positivamente) las mejores plantas. La semilla de cada planta F3 — F5
seleccionada se cosecha por separado y constituye una familia en la siguiente
generacion. Las familias F3 — F5 se siembran espaciadamente en surcos o parcelas, y
donde cada familia ocupara exclusivamente un surco o parcela. De esa manera y de
forma anéloga se procede en las generaciones F3 — F5 (Figura 8).

Entre la F6 a F7 siembra espaciada entre lineas y densa dentro de lineas,
seleccion de las mejores lineas y micromultiplicacion de semilla de las lineas
superiores. A partir de la F8 a F10 se podra observar que la heterogeneidad dentro de
cada familia ya habra disminuido, lo cual se debe al aumento de la homocigosis como
consecuencia de la autofecundacién continuada y a que cada familia procede de la
autofecundacion de una sola planta. Por ende al haber alcanzado un alto grado de
homocigosis y homogeneidad, y las plantas seleccionadas daran lugar a una
descendencias llamadas genearcas a partir de las cuales se inician los ECR (ensayos
comparativos de rendimiento) de las lineas puras (LP) promisorias. Estos ensayos se
realizan en distintos ambientes (diferentes afios y diferentes localidades), evaluando
principalmente el comportamiento respecto a resistencia a Pst, ademés el rendimiento y
contenido de proteina en grano (que por el ligamiento Yr36/Gpc-B1 mencionado se
espera haber mejorado) y variables asociadas a calidad panadera. La nueva variedad
sera la mejor LP de acuerdo con los objetivos del presente programa de mejoramiento
genético disefiado. Finalmente se concluye con la inscripcion de la variedad, proteccion
de la propiedad intelectual y multiplicacion comercial de semilla.
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Figura 8. Cruzamiento de lineas parentales seleccionadas y esquema de seleccién segin método
genealdgico complementado con MAS
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4.10. Descripcion de las pruebas de laboratorio y recursos empleados

Como se menciond anteriormente para cada gen de resistencia a Pst se describen sus
marcadores (Tabla 6). Un buen marcador que discrimine genotipos se denomina
polimérfico, mientras que los marcadores que no discriminan entre genotipos se
denominan marcadores monomorficos (Figura 9) (Collard et al. 2005).

500 bp—>
400 bp—*

300 bp——>

P

200 by

100 bgp—*

(b) MW A B C D

500 b
400 b

300 bp
200 bp

100 bp

Figura 9. Diagrama - Marcadores Polimorficos (Collard et al. 2005)

Diagrama que representa marcadores moleculares hipotéticos entre los genotipos A, B, C y D. Los
marcadores polimdrficos se indican mediante flechas. Los marcadores que no discriminan entre genotipos
se denominan marcadores monomorficos. (a) Ejemplo de marcadores SSR. El marcador polimdrfico
revela diferencias de tamafio para los alelos de los cuatro genotipos y representa un solo locus genético.
(b) Ejemplos de marcadores generados por la técnica RAPD. Estos marcadores pueden estar presentes o
ausentes. Los tamafios de estos marcadores en pares de bases de nuclettidos (pb) se estiman a partir de
una escalera de fragmentos de ADN de peso molecular conocido (MW). Para ambos marcadores
polimdrficos, solo hay dos alelos diferentes.

Los marcadores polimoérficos también pueden describirse como codominantes o
dominantes. Esta descripcion se basa en si los marcadores pueden discriminar entre
homocigotos y heterocigotos (Figura 10). Los marcadores codominantes indican
diferencias de tamafio, mientras que los marcadores dominantes estan presentes o
ausentes. Estrictamente hablando, las diferentes formas de un marcador de ADN (por
ejemplo, bandas de diferentes tamafios en geles) se denominan "alelos" del marcador.
Los marcadores codominantes pueden tener muchos alelos diferentes, mientras que un
marcador dominante solo tiene dos alelos.
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(a) (b)

Figura 10. Diagrama - Marcadores Polimorficos (dominantes — codominantes) (Collard et al. 2005)

Comparacién entre marcadores (a) codominante y (b) dominante. Los marcadores codominantes pueden
discriminar claramente entre homocigotos y heterocigotos mientras que los marcadores dominantes no lo
hacen. Los genotipos para el locus de cada marcador (A 'y B) se indican debajo de los diagramas de gel.

Cabe mencionar que ciertos genes asociados a la roya amarilla presentan
marcadores morfoldgicos que permiten determinar su presencia. Tal es el caso de la
necrosis en la punta de hoja (Ltn= Leaf tip necrosis), un marcador morfol6gico que se
manifiesta al encontrarse el gen Yrl8, un gen que combinado a otros genes ayuda a
reducir la severidad de la enfermedad, pero individualmente es insuficiente. Este mismo
marcador permite identificar los genes de la roya de la hoja Lr34 ligado al Lr46 (Julio
etal. 2012). En este caso, el gen Lr34 es el mismo que condiciona resistencia a roya
amarilla y se denomina como Yrl8 (Krattinger et al. 2009). En tanto que las lineas
portadoras de los genes Yr5a y Yrl5 no se pueden diferenciar fenotipicamente, por lo
que es necesario el uso de marcadores moleculares para poder detectarlos en forma
individual o en conjunto (Valdez-Rodriguez et al. 2020).

Tabla 6. Genes de Resistencia Yr5, Yr15, Yrl7 y Yr36 a Pst y Marcadores Moleculares

(MASWheat 2023)
Marcadores Moleculares Genes de Resitencia a Pst Herencia

CAPS markers Yr5  Yrl5 Codominante

CAPS markers for Lr37-Yr17-Sr38 Yrl7 Codominante

KASP markers Yr5  Yrl5 Codominante

PCR markers for Lr37-Yr17-Sr38 Yrl7 Dominante

PCR markers for Gpc-B1 and Yr36 Yr36 Codominante

RGAP markers Yr5 Dominante / Codominante
SSR markers Yrl5 Codominante

STS markers Yr5 Codominante
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Los marcadores moleculares son generalmente neutros debido a que usualmente
se localizan en regiones no codificantes del ADN (Collard et al. 2005) y ademas revelan
sitios de variacion en el ADN (N. Jones et al. 1997). Al ser abundantes son los mas
utilizados en el andlisis del germoplasma vegetal siendo generados por diferentes tipos
de mutaciones en el ADN asi como mutaciones por substitucion (puntuales),
reordenamientos (inserciones o deleciones) o errores en la replicacion del ADN en
tandem (Paterson 1996).

4.11. Discusion del Método Genealdgico (Pedigree) propuesto

Una vez concluido el método de pedigree se espera haber logrado la eliminacion
de evaluaciones fenotipica no confiable asociada con los ensayos de campo debido a los
efectos ambientales; la seleccion de genotipos en etapa de plantula; y la piramidacion de
genes o0 combinacion de multiples genes simultaneamente (Yr5 —Yrl5 —Yrl7 — Yr36).

Con pruebas moleculares a través de la seleccién por MAS se espera haber
logrado una nueva variedad o variedades caracterizadas y a su vez diferenciadas de
otras variedades mediante la descripcion comparativa de caracteres fisioldgicos
resistencia a Pst y ademas estables (alta heredabilidad), como asi también con la
seguridad y confiabilidad sobre la identificacion y diferenciacién por caracterizacion
molecular comparada con otra/otras variedades de referencia previamente inscriptas.

5. Discusiones y conclusiones finales

Maés de 15 genomas de referencia de Pst estan disponibles pablicamente. Las
predicciones bioinformaticas han indicado que existen mas de 1000 proteinas efectoras
en el genoma de Pst; sin embargo, aln no se ha explorado su papel especifico durante el
proceso de infeccion. Los avances en el campo de la bioinformética y la genémica
ayudaran a comprender el proceso de patogenicidad y la evolucion racial de Pst.
También esta disponible el borrador del genoma del trigo, que también debe explorarse
para NBS-LRR y otras familias de genes utilizando herramientas bioinformaticas para
descubrir genes de resistencia a Pst putativos para el desarrollo de cultivares de trigo
duraderos resistentes a Pst (Schwessinger 2017b; Li et al. 2019; Z. Wang et al. 2019;
Eversole et al. 2020; Jamil et al. 2020).

Desde el punto de vista del mejoramiento, y uso de genes YR, en general, se sabe
que el gen Yr5 en el trigo confiere resistencia a Pst en todo el mundo. Sin embargo,
algunos informes indicaron que algunos aislamientos del patogeno de la roya amarilla
fueron virulentos en los genotipos de trigo con Yr5 en India, Australia y China
(Nagarajan 1986; Wellings y Mcintosh 1990; Zhang et al. 2020). Asimismo, en abril de
2020, Tekin et al. (2021) observaron una infeccion por roya amarilla en Triticum spelta
‘Album' (TSA), el donante Yr5, proporcionado por Turkey Seed Gene Bank, en un
campo de cultivo de trigo en la estacion experimental de la Universidad de Akdeniz en
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la provincia de Antalya en Turquia. La muestra se analizé en las plantulas de las lineas
de un solo gen Yr en el fondo Avocet S (AvS) (lineas diferenciales), incluida la linea
casi isogénica Yr5 (AvSYr5SNIL), TSA vy la variedad de trigo harinero susceptible
'‘Morocco' de acuerdo con el procedimiento informado por A. M. Wan y Chen (2014), y
se encontrd que era altamente virulento sobre “Morocco” con el tipo de infeccion (IT) 9
y virulento en AvSYr5SNIL y TSA con IT 7. Para confirmar este hallazgo novedoso, se
obtuvieron aislados de pustula unica derivados de esta muestra de TSA y nuevamente
probados en los diferenciales y TSA. Los aislamientos se identificaron como una nueva
raza y se denominaron temporalmente TRVR20-5 segun su patron Avr/Vr (Tekin et al.
2021).

Del mismo modo Zhang et al. (2020) en junio de 2017, obtuvieron una muestra
de roya amarilla del campo de trigo de invierno (cultivar desconocido) de un agricultor
en la etapa de crecimiento de la planta adulta en Guancun, ciudad de Xinjie, Baoji,
Shaanxi, China. Cuando la muestra se probd en plantulas del conjunto chino de 19
diferenciales, incluido Triticum spelta 'Album' (TSA), el donante Yr5 (Chen et al.
2009), mas lineas de un solo gen Yr en el fondo Avocet S (AvS) que incluye la linea
casi isogénica Yr5 (AvSYr5NIL) y los genotipos que poseen uno 0 mas genes Yr
utilizando los procedimientos estandar (Wang et al. 2016), fue virulenta con el tipo de
infeccion (IT) 9 en AvSYr5SNIL y también virulenta con IT 7 en TSA. Tal virulencia de
Yr5 nunca se habia visto con aislamientos anteriores de Pst recolectados en China. Se
obtuvieron varios aislados de uredinio simple de TSA o AvSYr5NIL y se probaron en los
genotipos de trigo anteriores; todos produjeron resultados similares y confirmaron la
virulencia de Yr5.

Estas evidencias sugieren que no debe descuidarse el riesgo que implica la
posibilidad de quiebre de resistencia del Yr5, aumentando la vulnerabilidad del cultivo
si esta base genética no se combina con otros genes en variedades a difundir, o si no se
procura diversificar en los genes para resistencia a explotar en los programas de
mejoramiento. Para generar una resistencia estable y duradera a la roya lineal, es
necesario descubrir mas y nuevos loci de resistencia que a su vez muestren resistencia
estable de alto nivel en los ambientes que se prueben. Por ello serd importante
identificar las accesiones que alberguen los genes de resistencia a partir de los
resultados de un enfoque analitico GWAS que puedan revelar los QTL asociados con
los marcadores SNP y a los fenotipos, encontrando a su vez los alelos favorables para la
resistencia a la roya amarilla. Por otra parte los marcadores SNP con grandes efectos
fenotipicos tanto para resistencia en todas las etapas como para APR se pueden
convertir en marcadores KASP o STARP para usar en programas de mejoramiento y
premejoramiento asistidos por marcadores (Xueling et al. 2019; Mahmood et al. 2022).
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