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Resumen del proyecto

La roya estriada del trigo (RE), causada por (Puccinia striiformis f. sp. tritici, Pst), ha experimentado una
expansion global desde el ano 2000, con la aparicidn de razas agresivas que provocaron epidemias en regiones
donde antes no era importante, como Uruguay. Desde 2017, estas razas han causado epidemias severas en
Argentina y Uruguay, que se han mantenido hasta el presente. La resistencia genética es considerada la
estrategia de manejo mads sostenible por su menor impacto econémico y ambiental al reducir el uso de
fungicidas. Este proyecto abordd dos dreas clave: la variabilidad del patégeno y la base genética de la
resistencia. El andlisis de muestras de Pst colectadas en Uruguay durante 2017-2021 permitié asignarlas a tres
grupos genéticos descritos: PstS7, PstS10 y PstS13. Dentro de PstS13, el grupo mds prevalente, se identificaron
razas con virulencia sobre genes anteriormente efectivos, lo que indica evolucidn local del patégeno. En cuanto a
la resistencia genética, en un panel integrado por 366 materiales diversos se identificaron ocho regiones
gendmicas (QTL) asociadas con resistencia a campo. EL QTL localizado en el cromosoma 5BS podria ser novedoso.
Los restantes requieren validacidn para determinar si coinciden con regiones ya reportadas. Todos los QTL
detectados confieren resistencia de planta adulta parcial (RP) con efecto aditivo, y son Utiles para programas de
mejoramiento. Sin embargo, la expresidn de los genes RP puede variar seglin el ambiente, por lo que su
validacién regional es fundamental. Se evaluaron QTL reportados en otros paises por conferir RP en dos
poblaciones biparentales y se confirmd la contribucién de algunos loci en Uruguay, aunque su expresion estuvo
modulada por el ambiente. En conjunto, estos resultados aportan conocimiento clave sobre la evolucién del
patédgeno en Uruguay y brindan herramientas genéticas concretas para el desarrollo de variedades con
resistencia duradera, adaptadas a los sistemas productivos locales.

Ciencias Agricolas / Agricultura, Silvicultura y Pesca / Agricultura / Mejoramiento genético por resistencia a enfer

Palabras clave: Puccinia striiformis f. sp. tritici / resistencia genética / variabilidad patogénica /
Antecedentes, problema de investigacién, objetivos y justificacién.

Antecedentes del tema

La roya estriada (RE, Puccinia striiformis Westend. f. sp. tritici Erikss., Pst) del trigo (Triticum aestivum L.), es
causada por un patdgeno biotréfico (sélo puede desarrollarse sobre tejido vivo de trigo). Puede desarrollarse a
temperaturas relativamente bajas (10-15°C) por lo que puede presentarse temprano en el desarrollo del cultivo y
causar pérdidas de rendimiento de grano totales en cultivares susceptibles cuando las condiciones climdticas
son favorables (Roelfs et al., 1992). La poblacidn del patégeno estd compuesta por razas que tienen distintos
perfiles de avirulencia/virulencia sobre materiales de trigo. En regiones donde la enfermedad es endémica, la
aparicién e incremento en frecuencia de nuevas razas virulentas de Pst, generadas por mutaciones, tiene como
consecuencia que cultivares inicialmente resistentes muestren niveles crecientes de infeccién, determinando
una corta duracién de la resistencia (Stubbs, 1985).

La RE fue observada por primera vez en Argentina y Uruguay en 1929 (Rudolf y Job, 1931). Durante 1929 y 1930
causé epidemias generalizadas muy severas en la mayor parte de la region del Cono Sur, causando pérdidas de
rendimiento extremadamente altas (Boerger, 1934; Vallega, 1938). Desde su primera deteccidn hasta el aiio 2016,
la RE se present6 espordadicamente, raramente alcanzando niveles epidémicos en Uruguay (Germdn y Caffarel,
1999; Germdn et al., 2007, 2018).

A partir del afio 2000, ocurrié una dispersidon muy rdpida de razas de Pst a nivel mundial (Hovmagller et al., 2008).
Estas razas son mds agresivas que las razas conocidas en Europa y Estados Unidos de América (EUA) hasta el
ano 2000, pudiendo producir hasta dos a tres veces mds esporas por dia, y han causado epidemias en regiones
donde la RE no era una enfermedad importante. Las razas presentes en la regién sur y centro de EUA hasta
Canadd a partir del afio 2000 tienen adaptacién a temperaturas de 18-20°C (Milus et al., 2006), superiores a las
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temperaturas éptimas para el desarrollo de las razas tradicionales.

A partir de 2017 la RE ha causado epidemias generalizadas en Argentina y Uruguay (German et al., 2018, 2021,
Silva et al., 2023). La RE es actualmente la enfermedad de trigo que requiere mayor numero de aplicaciones con
fungicidas para su control en ambos paises. El cultivar mds susceptible a RE incluido en los ensayos de la
Evaluacion Nacional de Cultivares (ENC) INASE-INIA, afectado sélo por esta enfermedad, presentd pérdidas de
rendimiento de grano entre 71y 82% en dos ensayos instalados en La Estanzuela y uno en Dolores (en base a
resultados de Castro et al., 2018). Se detectaron cambios en el comportamiento de varios cultivares respecto a
su caracterizacion anterior, probablemente asociados a la presencia de la(s) nueva(s) raza(s) del patégeno.
Tanto en 2020 como en 2023, cerca del 50% del drea de trigo fue sembrada con cultivares de comportamiento
susceptible o moderadamente susceptible frente a RE (DIEA, 2020; Castro et al., 2021; Silva et al., 2023).
Poblacion del patégeno: En estudios realizados en Dinamarca de 36 muestras de RE recolectadas durante 2017
en Argentina se identificaron tres razas pertenecientes a distintos linajes o grupos genéticos (PstS13 en 30
aislamientos, PstS14 en cinco aislamientos, PstS7 en un aislamiento) que coincidieron con razas que causaron
epidemias recientes en Europa y norte de Africa (Hovmaeller et al., 2018). En 2018 se detecté el grupo genético
PstS13 en 28 muestras de Argentina y 18 de Chile, y el PstS7 en tres muestras de Argentina. A partir de 2017 en
la region del Cono Sur han predominado ampliamente las razas pertenecientes al grupo genético PstS13
(Hovmagiller et al., 2020, 2021).

Previo a 2017, en algunos anos la RE se observaba tardiamente en el desarrollo del cultivo, lo que indicaba que
probablemente el indculo no sobrevivia en el verano en zonas cercanas al cultivo (German et al., 2007). A partir
del afo 2017, la primera deteccion de RE en Uruguay fue temprana (julio a mediados de agosto), lo que indica
que la sobrevivencia del patégeno durante el verano ocurre en las proximidades o en el drea de produccion del
cultivo, probablemente asociado a la presencia de las nuevas razas La infecciones tempranas y agresivas de RE,
causan epidemias mds severas y mayores danos.

Dado que RE era una enfermedad de importancia marginal en nuestro pais, no se utilizaban fuentes de
resistencia especificas en cruzamientos y solamente se eliminaban los genotipos muy susceptibles en el
germoplasma del Programa de Mejoramiento de Trigo (PMGT) de INIA. A partir de 2017 se dispone de
informacién fenotipica del comportamiento frente a RE del germoplasma del PMGT, pero no se han realizado
estudios sobre la base genética de resistencia, por lo que partimos de una situacion en la que disponemos de
poca informacién sobre genética de esta caracteristica.

La resistencia genética es la mejor estrategia para el control de las enfermedades por no tener costo adicional
para los productores y reducir el uso de fungicidas y su impacto ambiental. Hasta el momento, se han catalogado
81 genes de resistencia a RE (genes Yr, del inglés yellow rust) localizados en 16 de los 21 cromosomas de trigo
(MASWheat, 2021; Tong et al., 2024). La mayoria de los genes Yr se expresan desde el estado de pldntula y
durante todo el ciclo de la planta (del inglés ASR, all stage resistance), poseen efecto mayore que determina
herencia cualitativa y expresan hipersensibilidad. Por ser raza-especificos, muchos de estos genes han
conferido resistencia efectiva por un corto periodo después de su uso en grandes dreas, por la aparicién y
seleccion de nuevas razas virulentas de Pst.

Se han catalogado pocos genes que confieren resistencia parcial (RP) a RE conferida por genes menores de
efecto aditivo (herencia cuantitativa) que se expresan mayormente en estados posteriores de crecimiento que la
ASR. La RP determina desarrollo lento de la enfermedad y es considerada raza-no especifica y duradera (Singh
et al., 2011), ya que no se ha constatado la adaptacion del patégeno a este tipo de resistencia. Los genes de RP a
RE poseen alto valor para la produccion de trigo porque las regiones genémicas donde se localizan confieren
también resistencia a otros patégenos biotréficos (Yr30/Sr2, Yr18/Lr34/Sr57/Pm38, Yr29/Lr46/S5r58/Pm39,
Yr46/Lr67/Sr55/Pmé4é6, Sr roya del tallo del inglés Stem rust, Lr: roya de la hoja: RH, del inglés Leaf rust, Pm:
oidio del inglés Powdery mildew). El desarrollo de la enfermedad es progresivamente mds lento cuanto mayor es
el nimero de genes RP presentes, logrdndose altos niveles de resistencia con 4 a 6 genes (Liu et al., 2020).
Aunque algunos genes ASR, como Yr5, Yr10 y Yr15, siguen siendo efectivos frente a las poblaciones actuales de
Pst en Uruguay, los programas de mejoramiento priorizan el desarrollo de resistencia duradera a través de RP.
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Sin embargo, los efectos de los genes que confieren RP estdn influenciados por las condiciones ambientales, por
lo que se requiere su validacion local para asegurar su eficacia en los sistemas de produccidn de trigo del pais.
En el caso de RP, los fenotipos asociados son dificiles de identificar y este tipo de resistencia es enmascarada
por la presencia de genes ASR efectivos, por lo que el uso de marcadores moleculares puede acelerar su
seleccion durante el proceso de mejoramiento. Se han identificado marcadores moleculares ligados a genes
especificos de resistencia a las royas del trigo, los cuales pueden ser utilizados para la implementacién de
seleccion asistida en los programas de mejoramiento. En el caso de RE se cuenta con marcadores moleculares
para varios de los genes ASR y para los genes de RP (MAS Wheat, 2021).

Previo a 2017, se introdujo RP a RH en el PMGT. En general la RP a RH estd asociada a RP a RE (Singh et al., 2011)
por lo que se presume que el uso creciente de RP a RH, también incrementa el nivel de RP a RE (Germdn et al.,
2007). Sin embargo, no se conoce la contribucidn relativa de los genes de RP a RE en nuestra region. Yr18/Lr34 y
otros genes que confieren RP estdn ampliamente distribuidos en el germoplasma de Centro Internacional de
Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT) (Singh et al., 2011) que ha sido utilizado en el PMGT de INIA y se ha
confirmado la presencia de Yr18 en cultivares liberados por PMGT de INIA (Germdn y Kolmer, 2012, 2014) y lineas
avanzadas del programa.

En el PMGT de INIA se estd intentando incorporar resistencia duradera a royas con el objetivo de incrementar la
vida atil de las variedades. Hay escaza informacion sobre la base genética de resistencia a RE en el
germoplasma del PMGT de INIA. Para disenar una estrategia de mejoramiento por resistencia es fundamental
conocer la identidad de los genes o regiones gendmicas que confieren resistencia en los materiales utilizados, lo
gue permite ser mads eficiente en el proceso de mejoramiento, evitando la redundancia de utilizar materiales
portadores de los mismos genes y facilitar la identificacion de nuevas fuentes a utilizar para ampliar la
diversidad genética, aspecto relevante para el caso de patégenos altamente variables como Pst.

Las herramientas biotecnolégicas permiten el estudio de la resistencia basada en genes que determinan ASR y
RP mediante diferentes estrategias de andlisis genético molecular. El mapeo de regiones genémicas asociadas a
caracteres de variacion cuantitativa o andlisis de loci cuantitativo (QTL), basado en el mapeo por asociacion
(GWAS, del inglés: Genome-wide association study) a partir del desequilibrio de ligamiento presente en una
poblacién diversa es una herramienta conveniente para el estudio exhaustivo de colecciones de germoplasma.
Esta metodologia utiliza una poblacién de genotipos diversos y modelos estadisticos mixtos que permiten
considerar la estructura genética de la poblacién aumentando el poder de diseccién a nivel gendmico (Pritchard
et al.,, 2000; Zhu y Yu, 2009). El GWAS tiene poder limitado para detectar variantes alélicas presentes en baja
proporciéon (Brachi et al., 2011; Wallace et al., 2014; Zuk et al., 2014) o loci con mdltiples variantes alélicas (Zhang
et al,, 2012). A pesar de estas limitaciones, GWAS ha sido utilizado exitosamente para mapeo de QTL asociados a
resistencia a RE (Rosewarne et al., 2013; Maccaferri et al., 2015; Yuan et al., 2018). Utilizando esta y otras
estrategias de andlisis genético molecular, durante los ultimos 18 anos se identificaron mds de 450 QTL en los 21
cromosomas de trigo (Tong et al., 2024).

Problema a abordar

La ocurrencia de epidemias asociadas a la presencia de nuevas razas agresivas de Pst en la region, la probable
capacidad del patégeno de sobrevivir en zonas dentro o cercanas al drea del cultivo y la ocurrencia de
epidemias severas provocando pérdidas importantes en materiales susceptibles indican que la RE seguira
siendo una enfermedad de alta relevancia econdmica, presentdndose con frecuencia y causando danos severos
en ausencia de control quimico eficaz.

La disponibilidad de cultivares resistentes representa la estrategia de manejo mds sustentable. Si bien se ha
comenzado a trabajar en esta linea, abarcando una amplia diversidad de recursos genéticos y generando
informacidn clave para el desarrollo de germoplasma adaptado y resistente, se requerirdn varios anos para
lograr la liberacién de cultivares que combinen resistencia efectiva con alto potencial de rendimiento y calidad
requerida por el mercado.

Objetivo general

El objetivo general del proyecto fue contribuir a la sustentabilidad de la produccién nacional de trigo mediante el
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desarrollo de materiales genéticamente resistentes, el estudio de la base genética de la resistencia y la
caracterizacién de la variabilidad del patédgeno en el contexto local.

Objetivos especificos

- Objetivo especifico 1. Identificar las razas de Pst presentes en Uruguay durante 2017-2022 mediante la
determinacidén de fenotipos de avirulencia/virulencia y su asignacion a grupos genéticos de referencia
internacional mediante genotipado con marcadores moleculares del tipo microsatélites.

- Objetivo especifico 2. Estudiar la resistencia a RE en un panel diverso de materiales de trigo utilizando GWAS e
identificacion de fuentes de resistencia.

- Objetivo especifico 3. Evaluar el efecto y estabilidad de loci de RP previamente reportados en otros paises, en
condiciones locales, a fin de validar su potencial para ser usados en el PMGT de INIA.

Estos esfuerzos tienen el objetivo de aportar informacién y materiales para el control de RE de trigo en base a
resistencia genética

Metodologia/Disefio del estudio

Materiales y Métodos

Estudio de la diversidad del patédgeno

Se recuperd una coleccion de 124 aislamientos de Pst, mantenida en INIA La Estanzuela, a partir de muestras
recolectadas entre 2017 y 2021 en cultivares de trigo en diferentes localidades de la principal zona productora
de trigo del pais. A partir de estos, se seleccionaron 27 aislamientos representativos en base a los fenotipos de
avirulencia/virulencia, los cultivares muestreados, la localidad y el ano de recoleccién. De los 27 aislamientos, 4
fueron recolectados en 2017, 5 en 2018, 2 en 2019, 11 en 2020 y 5 en 2021. Estos 27 aislamientos fueron estudiados
en el Global Rust Reference Center (GRRC), Aarhus University (Dinamarca) siguiendo el protocolo descrito por
Hovmaller et al. (2017). Los 27 aislamientos fueron fenotipados utilizando un conjunto de 24 lineas diferenciales
de trigo, con genes conocidos de resistencia. Se incluyeron aislamientos de referencia previamente
caracterizados de los grupos genéticos conocidos como controles. Se sembraron de 10 a 12 semillas de cada
genotipo de trigo en macetas de 7x7x8?cm con una mezcla 1:1 de turba con nutrientes de liberacién lenta
(Pindstrup Substrate, Pindstrup Mosebrug A/S, Ryomgaard, Dinamarca). Las lineas diferenciales se
desarrollaron en inverndculo a 17?°C durante el dia y 12?°C por la noche. La inoculacién se realizéd
aproximadamente 12 dias después de la siembra, cuando la segunda hoja estaba a medio desplegar.
Aproximadamente 257mg de esporas de cada aislamiento se suspendieron en 3?ml de fluido (3M™ Novec™ 7100)
y se mezclaron suavemente. Las pldntulas de trigo se inocularon con un pulverizador tipo aerégrafo dentro de
una campana de extraccién de laboratorio. Luego de la inoculacidn, las pldntulas se rociaron con agua
nebulizada, se incubaron en una cdmara himeda y posteriormente se trasladaron al inverndculo bajo las mismas
condiciones mencionadas anteriormente.

El tipo de infeccidn (TI) se evalud en plantas/hojas individuales entre los 15 y 17 dias posteriores a la inoculacidn.
La primera y la segunda hoja se evaluaron por separado utilizando una escala de 0 a 9 (McNeal et al., 1971), en la
que Tl entre 7y 9 indicaron compatibilidad (virulencia) y TI iguales o menores a 6 indicaron incompatibilidad
(avirulencia).

Adicionalmente, en INIA La Estanzuela se determiné el fenotipo de virulencia de 86 y 44 aislamientos colectados
en 2021y 2022, con la misma metodologia utilizada en el GRRC.

Caracterizacion genotipica de los aislamientos

EL ADN gendmico se extrajo a partir de tejido foliar siguiendo las instrucciones del fabricante para el kit
Sbeadex® Mini Plant, utilizando un procesador automatizado de particulas magnéticas KingFisher™. El
genotipado de los 27 aislamientos se realizé utilizando 19 marcadores del tipo microsatélites (SSR) segun el
protocolo descrito por Rodriguez-Algaba et al. (2017). La separacion de los productos de PCR por tamano se llevo
a cabo en un analizador de ADN Applied Biosystems™ 3730, utilizando el servicio provisto por KIGene, Hospital
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Universitario Karolinska, Estocolmo, Suecia. Los amplicones se visualizaron con el software GeneMarker®, y los
tamanos de los alelos se determinaron manualmente utilizando el estdndar de tamaino GeneScan™ 600 Liz®.
Esta informacién permitié la agrupacion de los aislamientos en funcidn de las similitudes genotipicas, siguiendo
los criterios establecidos por Ali et al. (2017).

Identificacion de regiones genémicas asociadas a la resistencia a roya estriada

Material vegetal

El panel utilizado para el andlisis de asociacién gendmica (Genome-Wide Association Study, GWAS) consistid en
366 genotipos diversos de trigo de diferentes origenes: 172 lineas del Programa de Desarrollo de Germoplasma
de Trigo Resistente a enfermedades de INIA (INIA-RGDP), desarrolladas para introgresar RP a RH,
principalmente a partir de germoplasma del CIMMYT; 117 lineas del Programa de Mejoramiento de Trigo de INIA
(INIA-PMGT), que incluyen lineas avanzadas y élite, asi como variedades liberadas, representando un siglo de
mejoramiento genético en el pais; 73 cultivares de otros programas de mejoramiento utilizadas en Uruguay; y
cuatro lineas testigo seleccionadas por su diversidad en fecha de espigazon y susceptibilidad a RE.

Fenotipado de roya estriada y espigazén a campo

Los experimentos de campo se realizaron en INIA La Estanzuela durante dos afios (2021y 2022), con un disefo
experimental alfa lattice con blogques incompletos resolubles y tres repeticiones. La unidad experimental
(parcela) consistié en un surco de 1 m de largo, separados por 0,30 m. Se sembraron bordes de infeccién de una
mezcla de cultivares susceptibles (Morocco, Avocet"S", Fuste, Algarrobo, Ceibo y Onix) de manera perpendicular
a todas las parcelas, para asegurar la presencia y distribucion uniforme de la enfermedad. Los bordes de
infeccidn se inocularon con una mezcla de las dos razas mds prevalentes en afos anteriores (Triticale2015ay b
pertenecientes al grupo genético PstS13, Riella et al., 2024). En 2021 el experimento fue conducido en secano,
mientras que en 2022, debido a condiciones de sequia, el ensayo fue regado con un sistema de aspersion.

Se calculd el nimero de dias desde emergencia hasta espigazon, registrada segun el rasgo CO_321:0000840 de
la ontologia de cultivos (https://cropontology.org).

La primera evaluacién de RE se realizé cuando el testigo susceptible Morocco mostré al menos un 50% de
severidad (DS), y luego se repitié a intervalos de 7 a 12 dias. En cada evaluacion, la severidad fue determinada
visualmente como el porcentaje de tejido infectado (0—100%). Se realizaron seis evaluaciones por parcela, que se
resumieron en un solo valor mediante el cdlculo del drea bajo la curva de progreso de la enfermedad (AUDPC).
Los datos fenotipicos se analizaron utilizando el software R (R Core Team 2024). Para evaluar la calidad de cada
ensayo y estimar con precisién las medias fenotipicas, los datos de AUDPC fueron analizados
independientemente por ano ajustando un modelo lineal mixto con la funcidén lme del paquete Ime4 (Bates et al.,
2015). El modelo estadistico utilizado para la obtencién de las medias ajustadas de AUDPC incluyé dias a
espigazdédn como covariable debido a que el panel presentaba gran variabilidad en ciclo. Debido a la alta
correlacion entre afnos y similar precision entre los mejores modelos, se estimaron las medias ajustadas (BLUESs)
para AUDPC de cada genotipo mediante un modelo combinado con datos de ambos afos.

Fenotipado de roya estriada en plantula

Se realizaron ensayos en inverndculo en 2023 en INIA La Estanzuela para determinar la resistencia en estadio
de pldntula conferida por genes ASR. Se utilizaron las mismas razas que en el campo (Triticale2015a y b; Riella
et al., 2024). Se sembraron ocho semillas por genotipo en bandejas con una mezcla de tierra, vermiculita y
sustrato comercial (Potting mix, Bioterra), 25 genotipos por bandeja, incluyendo Morocco como testigo
susceptible. A los 8-10 dias, las pldntulas se inocularon con urediniosporas suspendidas en Soltrol 170, se
incubaron a 10°C en cdmara hiumeda y luego se mantuvieron en inverndculo a 15-25°C con luz suplementaria. El
tipo de infeccidn (TI) fue registrado entre 15 y 20 dias después, segln la escala 0—9 de McNeal et al. (1971). Se
usaron dos repeticiones por genotipo y raza. Las medias ajustadas se obtuvieron ajustando un modelo lineal
simple con la funcién Im en R. En cada inoculacién se incluyé una bandeja con lineas diferenciales de RE para
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corroborar identidad y pureza de las razas utilizadas.

Genotipado

El genotipado se realizé en todos los genotipos del panel utilizando genotipado por secuenciacién (del inglés
genotyping-by-sequencing GBS) en la Universidad de Wisconsin-Madison. Para la extraccion de ADN se utilizé el
kit de extraccion de ADN Plant 96-Well Kit (MP Biomedicals), siguiendo las instrucciones del fabricante. Las
bibliotecas fueron construidas con el kit de secuenciacion Illumina TruSeq DNA PCR-Free. La secuenciacion se
realizé en el secuenciador Illumina HiSeq 2500, obteniendo lecturas de 150 pb en ambos extremos (paired-end).
Los datos de secuenciacion se procesaron utilizando el software TASSEL 5.2 (Bradbury et al., 2007), realizando
los siguientes pasos: alineacién con el genoma de referencia de Triticum aestivum (v1.0), llamado de marcadores
SNPs y filtrado de SNPs de acuerdo con los siguientes criterios: datos faltantes mayor a 80%, frecuencia minima
de 1%. Los datos faltantes fueron imputados con BEAGLE 5.4 (Browning et al., 2018).

El archivo resultante fue utilizado para realizar un andlisis de diversidad genética y estructura poblacional, y
para realizar el andlisis GWAS. Para la construccion de la matriz de distancias genéticas, se utilizé el
coeficiente de similitud de Jaccard. Se realizé una estimacién preliminar de la estructura genética del panel
utilizando andlisis de componentes principales (PCA) con el paquete prcomp en R, para evaluar la posible
estratificacion del panel y ajustar los modelos de GWAS.

Andlisis de asociacién de todo el genoma entre fenotipo y genotipo

Se realizé un andlisis GWAS para identificar regiones gendmicas asociadas con la resistencia a RE, utilizando
una matriz de 156,032 SNPs y 366 genotipos. Se utilizé el paquete de R GWASpoly (Rosyara et al., 2016) para
llevar a cabo el GWAS, utilizando un modelo mixto con las mejores estimaciones lineales no sesgadas (BLUE)
para AUDPC (a partir del andlisis conjunto de ambos afios) como variable respuesta, y un efecto poligénico
aleatorio para controlar la estructura de la poblacién, conocido como el modelo K (Yu et al., 2006). Los resultados
se resumieron con grdficos de Manhattan para visualizar las asociaciones entre SNPs y el AUDPC. La estructura
de la poblacion se controlé incorporando una matriz de parentesco, tal como se implementa en GWASpoly, para
evitar asociaciones espurias. Se utilizaron graficos cuantil—cuantil (QQ) como criterio visual para evaluar el
ajuste del modelo del GWAS. Para minimizar el riesgo de falsos positivos, GWASpoly aplica correcciones como la
tasa de descubrimiento falso (FDR). Se utilizé un umbral de significancia de FDR=0.1.

Los QTL identificados se nombraron de acuerdo a Boden et al. (2023), complementando con el brazo del
cromosoma (corto: S, largo: L) donde fueron identificados. Se considerd una region como un QTL si contenia al
menos dos marcadores en desequilibrio de ligamiento (LD) por encima del umbral. Todos los marcadores
significativamente asociados dentro de cada regién se consideraron para definir haplotipos. La posicién fisica
del primer y ultimo marcador por encima del umbral se definid como el inicio y el final del QTL, respectivamente.
El valor p, el efecto y el porcentaje de varianza explicada para cada QTL se obtuvieron ajustando un modelo de
regresion lineal separado para cada QTL.

Para determinar si los SNP significativos detectados en este estudio se encontraban en la misma posicidn que
los genes Yr y QTL de resistencia previamente reportados, se compararon las ubicaciones fisicas de las
regiones gendmicas identificadas con los datos posicionales de la base de datos mds actualizada de genes de
resistencia a royas del trigo y QTL disponibles en la literatura (McIntosh, 2024; Tong et al., 2024).

Para determinar el efecto de la acumulaciéon de alelos favorables de QTL en AUDPC, las lineas de trigo se
agruparon segun su numero de alelos favorables de QTL. Se compararon las medias de AUDPC para cada grupo
utilizando una prueba de comparaciones multiples de Tukey (P < 0.05).

Efecto y estabilidad de loci de resistencia parcial previamente reportados, en Uruguay

Material vegetal

Se utilizaron dos poblaciones de lineas recombinantes (RILs), Apav x Arableu y Apav x Mucuy, previamente
desarrolladas y mapeadas por RP a RE en México y Kenia. Estas poblaciones derivan de cruzamientos entre la
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linea susceptible Apav y fuentes de RP Arableu y Mucuy, y han sido utilizadas en estudios previos para la
identificacién de loci asociados con resistencia cuantitativa (Liu et al., 2022; Yuan et al., 2020).

Fenotipado de roya estriada a campo
El fenotipado de las poblaciones se realizé bajo las mismas condiciones experimentales utilizadas para el panel
de GWAS

Genotipado y analisis estadistico

Las poblaciones contaban con mapas genéticos previamente construidos (Liu et al., 2022; Yuan et al., 2020). El
andlisis de QTL y del efecto de loci de RP fue realizado en colaboracién con el grupo de la Dra. Lan,
investigadora principal de la Huazhong Agricultural University, College of Plant Science & Technology, Hongshan
District, Wuhan, Hubei Province, lider de las publicaciones Liu et al. (2022) y Yuan et al. (2020).

Resultados, andlisis y discusién

Resultados y discusién

Estudio de la diversidad del patdgeno

El andlisis preliminar de 124 aislamientos del hongo Pst recolectados en Uruguay entre 2017 y 2021 permitio
identificar 11 fenotipos de virulencia distintos, diferenciados en base a diez genes de resistencia. A partir de
esta caracterizacion, se seleccionaron 27 aislamientos representativos por su diversidad de virulencia, origen
geografico, ano de recoleccidn y cultivar hospedero, para un andlisis genético y fenotipico en profundidad.

El andlisis genético mediante 19 marcadores SSR reveld la presencia de tres grupos genéticos previamente
descritos a nivel mundial: PstS13 (78% de los aislamientos), PstS7 (15%) y PstS10 (8%). El grupo PstS13 se
encontro en todos los anos de muestreo, mientras que PstS7 aparecid por primera vez en 2018 y nuevamente en
2020y 2021. PstS10 fue detectado Uunicamente en 2020. Cada grupo presentd fenotipos de virulencia especificos.
Dentro de PstS7 se identificaron aislamientos con virulencia similar a la raza “Warrior”, mientras que dos
aislamientos de PstS10 coincidieron con la raza “Benchmark”. En el grupo PstS13 se detectaron cuatro fenotipos,
incluyendo la raza “Triticale2015”, ya reportada en Europa y Argentina, y tres nuevas variantes identificadas
entre 2019 y 2021, que mostraron un incremento progresivo en la virulencia respecto a la raza original: raza
"Triticale2015b" (detectada en 2019), virulenta sobre Yr17 e Yr32; raza "Triticale2015c", (detectada en 2020)
virulenta sobre Yr17, Yr27 e Yr32; raza "Triticaled" (detectada en 2021), virulenta sobre Yr3, Yr17, Yr25 e Yr32
(Riella et al., 2024). Estas ultimas tres razas no habian sido reportadas anteriormente. En base al fenotipado
realizado localmente de muestras de 2021y 2022 se determind la presencia de los mismos fenotipos
identificados previamente. Prevalecid el fenotipo correspondiente al grupo genético PstS13, particularmente la
variante virulenta sobre Yr17 e Yr32, seguido por la variante virulenta sobre Yr17, Yr27 e Yr32.

Estos resultados proporcionan evidencia del establecimiento en Uruguay de razas que migraron de otros
continentes, asi como del surgimiento de nuevas variantes locales con mayor amplitud de virulencia. Este patrén
sugiere la ocurrencia de evoluciéon regional del patégeno.

La aparicion de estos grupos genéticos en el Cono Sur, previamente identificados en Europa, podria explicarse
tanto por actividades humanas (Zadoks 1961; Stubbs 1985; Brown and Hovmaeller, 2002; Wellings 2007; Ali et al.,
2014) como por dispersion aérea a larga distancia (Zadoks 1961; Brown and Hovmaeller 2002). La continuidad
geogrdfica entre Argentina y Uruguay, ambos pertenecientes a la misma zona epidemioldgica de royas (Rajaram
and Campos, 1974), facilita la dispersidn de urediniosporas, lo cual puede explicar la aparicién simultdnea de
epidemias severas en ambos paises a partir de 2017 (Campos et al., 2016; Carmona et al., 2019; Germdn et al.,
2018). Antes de ese ano, Pst no era un patdégeno predominante en esta regién, en parte porque no sobrevivia al
verano en las dreas agricolas (Germadn et al., 2007). Sin embargo, desde 2017 se observa un cambio en la
dindmica epidemiolégica, atribuido a una mayor capacidad del patédgeno para sobrevivir fuera del ciclo del
cultivo, facilitando infecciones tempranas y epidemias severas.

PstS7 y PstS10, aungue menos frecuentes en este estudio, han sido responsables de importantes epidemias a
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nivel mundial desde 2011 (Sgrensen et al., 2014; Ali et al., 2017). El grupo genético predominante en Uruguay,
PstS13, se detecto por primera vez en Europa en 2015 (Hovmaller et al., 2018) y se ha diseminado rapidamente a
otros continentes. En Sudamérica, se identificé en Argentina y Chile en 2017 y 2018 (Carmona et al., 2019;
Hovmaller et al., 2018, 2020), y mds recientemente en Paraguay (Ferndndez-Gamarra et al,, 2023). En Uruguay se
identificaron nuevas variantes que demuestran evolucién local del patégeno. Las tres nuevas variantes
encontradas en Uruguay entre 2019 y 2021 adquirieron virulencia sobre Yr3, Yr17, Yr25, Yr27 e Yr32, siguiendo un
patrén compatible con mutaciones secuenciales de ganancia de virulencia.

Esta evolucidon gradual sugiere una presion de seleccion ejercida por los genes de resistencia desplegados en
los cultivares locales. Sin embargo, el surgimiento de estas nuevas variantes no se tradujo necesariamente en
un aumento dramdtico de la susceptibilidad en e cultivares utilizados por los agricultores. Algunas variedades
mostraron un cambio de nivel de resistencia de bajo a intermedio (Génesis 6.87, Génesis 4.33, SYN 211) o de
intermedio a alto (Algarrobo), probablemente como consecuencia de la aparicién de estas nuevas variantes.
Aunque este estudio permitié detectar tres grupos genéticos ampliamente distribuidos, no puede descartarse la
presencia de otros grupos no detectados, como PstS14, reportado en Argentina en 2017 (Carmona et al., 2019)
pero ausente en esta coleccidn. Esto sugiere la necesidad de continuar con monitoreos mds amplios y
sistematicos a escala regional para mejorar el conocimiento de la distribucién y evolucién de Pst en el Cono Sur.

Identificacion de regiones gendmicas asociadas a la resistencia a roya estriada

Se evalud la resistencia a RE en un panel de 366 lineas de trigo en ensayos de campo (2021-2022) y en pldntula
en inverndculo frente a dos razas del patédgeno. En los ensayos de campo se observaron altos niveles de
infeccidon en los testigos susceptibles y una amplia variabilidad en los valores de AUDPC (0—-5491) del panel
completo. Los modelos estadisticos ajustados mostraron alta precision, y los BLUEs de AUDPC estuvieron
fuertemente correlacionados entre afos (r = 0.74), lo que permitié combinar los datos en un Unico andlisis. La
heredabilidad amplia para AUDPC fue muy alta en ambos afos (0.98), con altas correlaciones entre repeticiones,
lo cual respalda la solidez del conjunto de datos para estudios de asociaciéon genémica (GWAS). El andlisis de
estructura poblacional reveld una estratificacién genética débil, permitiendo controlar asociaciones espurias
usando un modelo K.

El andlisis genotipico retuvo 156,034 SNPs distribuidos homogéneamente en el genoma, aunque con menor
cobertura en el subgenoma D. No se detectd estructura poblacional, y el desequilibrio de ligamiento decayé
rapidamente (<0.2 en 0.12 Mb).

Se identificaron regiones gendmicas asociadas a resistencia a RE a campo, que no se deben a diferencias en
ciclo a espigazén, dado que el QTL para dias a espigazdn encontrado (cromosoma 2D) no colocalizé con QTL de
resistencia. EL GWAS identificé ocho QTL asociados a resistenciaa RE a campo con dos haplotipos cada uno. Los
QTL estdn localizados en los cromosomas 1BL, 2BL (tres QTL), 5BS, 5BL, 5DL y 7BL. QYr.uy-2BL.3 explicé la mayor
proporcién de varianza fenotipica (21.2%) con una reduccion del 61% del AUDPC en lineas con el alelo favorable,
seguido por Qyr.uy-2BL.2 (12.1%). Qyr.uy-5BS, Qyr.uy-5BL, Qyr.uyt-5DL, Qyr.uyt-7DL, Qyr.uyt-2BL.1y Qyr.uy-1BL
explicaron progresivamente menor proporcié de la variancia fenotipica. Entre los QTL encontrados, sélo QYr.uy-
2BL.3 co-localizé con genes previamente reportados (cluster Yr5, Yr7, YrSp), pero se demostré que no es ninguno
de estos genes. QYr.uy-5BS es probablemente novedoso ya que la regién mds cercana asociada a resistencia a
RE previamente reportada estd ubicada a 40 Mb. QYr.uy-5BL podria ser QYrdr.wgp-5BL.2 (Hou et al., 2015)
ubicado a menos de 1 Mb. Los otros QTL identificados estdn localizados cercanos (10 Mb o menos) de QTL
previamente reportados, por lo que se requieren estudios adicionales para determinar si estos QTL
corresponden a loci conocidos o son novedosos.

En el estado de plantula se identificaron dos QTL asociados a resistencia frente a Triticale2015a (2DS y 3AL) que
no fueron detectados para la raza Triticale2015b con mayor rango de virulencia. Los QTL detectados para
resistencia en plantula para una de las razas no coincidieron con las detectadas a campo, lo que indica que los
QTL detectados en campo confieren resistencia expresada en el estado de planta adulta. El apilamiento de QTL
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redujo significativamente el AUDPC, confirmando efectos aditivos, por lo que probablemente los QTL identificados
confieren RP.

La presencia de alelos favorables fue variable entre germoplasma de distinto origen. El germoplasma de INIA-
RGDP, seleccionado por RP a RH, mostré menores valores de AUDPC para RE, lo que sugiere pleiotropia entre
genes de RP para distintas royas. Once lineas que presentaron los alelos favorables de todos los QTL
encontrados y tuvieron muy baja infeccion de RE a campo son las mejores candidatas para ser utilizadas como
fuente de resistencia a RE. Estos recursos genéticos representan una oportunidad para desarrollar cultivares
con resistencia duradera y de amplio espectro.

Efecto y estabilidad de loci de resistencia parcial previamente reportados, en Uruguay

Varios loci identificados originalmente en otros ambientes internacionales también expresaron efectos
significativos en condiciones locales, Se evaluaron QTL reportados en otros paises por conferir RP en dos
poblaciones biparentales y se confirmé la contribucién de algunos loci en Uruguay, aunque su expresion estuvo
modulada por el ambiente. En la poblacién Apav x Arableu (Yuan et al., 2020) probada en México y Kenia, los QTL
QYr.cim-1BL.1y QYr.cim-1BL.2, ambos localizados en el brazo largo del cromosoma 1B y asociados al gen de RP
Yr29, mostraron efecto en Uruguay. En la poblacién Apav x Mucuy (Liu et al., 2022), probada en México, Kenia e
India, los loci QYr.cim-1BL y QYr.cim-2AS también expresaron efectos consistentes; este ultimo colocaliza con el
gen YrMu, previamente caracterizado como un nuevo gen de resistencia en Mucuy. En ambas poblaciones, se
observé una mejora significativa en la resistencia a RE cuando se acumularon multiples alelos favorables,
destacando la importancia de las interacciones génicas aditivas. Estos resultados confirman la utilidad de estos
loci para el mejoramiento genético de resistencia a RE en Uruguay.

Conclusiones y recomendaciones

La presencia en nuestro pais y otros paises del Cono Sur de América de razas de Pst orignarias de otros
continentes confirma la hipdtesis de migracion intercontinental del patdgeno. Estas razas agresivas de Pst estdn
asociadas a las actuales epidemias observadas en la regidn. La deteccidn de estas razas exclusivamente en
relevamientos realizados desde 2017 indica que se establecieron en la regidn, permiten sobrevivencia en el
verano en zonas donde se realizan cultivos o cercanas a estos, generando infecciones tempranas y el desarrollo
de epidemias anualmente.

La identificacion en Uruguay de razas de Pst no descritas previamente evidencia de evolucion reciente del
patdgeno en Uruguay, adquiriendo virulencia sobre alguos de los genes de resistencia previamente efectivos. La
aparicién de estas nuevas razas de Pst tiene implicancias importantes para el manejo de la enfermedad y para
los programas de mejoramiento genético enfocados en resistencia en Uruguay y paises vecinos. A corto plazo, el
manejo local de epidemias en variedades susceptibles de trigo se limita a la aplicacién de fungicidas. Sin
embargo, la utilizacion de cultivares resistentes es la estrategia mds amigable con el medio ambiente y no
involucra costos adicionales para los productores. El desarrollo de cultivares resistentes implica un monitoreo
permanente de las razas de Pst para generar materiales con resistencia efectiva frente a las razas presentes
en una zona epidemiolégica especifica, principalmente si se utilizan genes de resistencia raza-especificos. La
ocurrencia de dispersién a larga distancia de razas desde continentes distantes resalta la importancia de la
coordinacidn global en los esfuerzos de monitoreo. Las nuevas variantes raciales reportadas en este trabajo
podrian migrar hacia otras dreas y potencialmente causar pérdidas de rendimiento importantes en regiones
donde se cultivan variedades que poseen genes de resistencia que han sido superados por dichas razas.

Los resultados sobre identificacién de regiones genémicas asociadas a la resistencia a RE sientan las bases
para comprender el fundamento genético de la resistencia a la RE presente en un panel diverso de trigo y
pueden aplicarse directamente al desarrollo de nuevos cultivares localmente adaptados con mejor resistencia a
la enfermedad. Reportamos ocho regiones gendmicas asociadas con resistencia a campo; ninguna de estas
regiones fue identificada en el estado de pldntula. Los dos QTL identificados en pldntula frente a la raza
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Triticale2015a no fueron detectados frente a la raza Triticale2015b ni tampoco a campo. Por lo tanto, todos los loci
detectados a campo confieren resistencia en planta adulta. Ninguno de los QTL correspondié a genes Yr
conocidos. QYr.uy-5BS es probablemente un nuevo locus de resistencia a RE ya que el QTL reportado mds
cercano se encuentra a mds de 40 Mb. La posicidn de los otros siete QTL fueron cercanas a QTL previamente
reportados, por lo tanto se requieren mds estudios para determinar si representan QTL conocidos o novedosos.
Es relevante identificar si los QTL detectados son novedosos dado que su utilizacién en el desarrollo de
cultivares resistentes permite incrementar la diversidad genética en la base de resistencia, a nivel local y
global, lo que representa un seguro frente a la capacidad de variacién que posee Pst.

La disminucién significativa del nivel de infeccidn de RE al incrementar el nimero de QTL presentes en los
genotipos indica que poseen efecto aditivo. Esta caracteristica sumada a la expresién de la resistencia en planta
adulta sugieren que el tipo de resistencia conferida por los loci encontrados es de tipo cuantitativa (RP). En el
caso de las royas de trigo, este tipo de resistencia se considera raza no-especifica y por lo tanto duradera. La
mayoria de los genes conocidos de resistencia a royas con esta caracteristica poseen ademds efecto
pleiotrépico, ya que confieren resistencia a varias enfermedades, lo que tiene gran implicancia para el
mejoramiento genético por resistencia. Una vez validados, los QTL identificados podrdn ser utilizados para
desarrollar y seleccionar variedades con altos niveles de resistencia a RE, como es el caso de las lineas que
combinan todos los QTL encontrados. Estos QTL deben ademds ser combinados con otros genes o QTL diferentes
para ampliar la variabilidad genética de la resistencia frente a la enfermedad.

Por otro lado, los andlisis de validacién local del efecto y la estabilidad de loci previamente reportados en otro
paises permitieron confirmar que varios de estos loci que confieren RP, también confieren resistencia
significativa a RE bajo las condiciones agroecoldgicas de Uruguay. Estos resultados respaldan su potencial
incorporacién en programas nacionales de mejoramiento genético para el desarrollo de cultivares con
resistencia duradera y adaptada regionalmente.

La metodologia utilizada para analizar tanto los datos fenotipicos de campo como los datos genotipicos permitié
identificar regiones genémicas asociadas a la resistencia a RE, los cuales pueden ser aplicables a proyectos
sobre otras enfermedades del trigo y en otras especies cultivadas. Ademds, esta metodologia demostré ser
altamente robusta y capaz de generar datos de alta calidad, los cuales constituyen la base de cualquier
estrategia de mejoramiento sélida. Estos hallazgos brindan informacién valiosa sobre la base genética de la
resistencia a la RE y ofrecen herramientas robustas para fortalecer los esfuerzos de mejoramiento en trigo.
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