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Resumen

En este trabajo se ha estudiado la resistencia de las habas (Vicia faba)
a la botritis, enfermedad causada por el hongo Botrytis fabae. Se ha partido
desde lo méas general en mejora vegetal hasta abordar aspectos mas
especificos de la respuesta a la enfermedad. Asi, mediante ensayos de campo
en multiples ambientes se han identificado genotipos con niveles interesantes
de estabilidad en la resistencia. Se ha desarrollado un método para evaluacion
de la enfermedad en condiciones controladas, lo que ha permitido estudiar el
efecto de la temperatura y de la edad del tejido del huésped en la evolucion de
la misma. Igualmente, se ha puesto a punto un protocolo para la observacion
microscopica de la interaccion planta — patdgeno mediante microscopia
confocal. Por otra parte, se han dado los primeros pasos para la mejora
asistida por marcadores, con la obtencion de un mapa genético a partir de la
F, de un cruzamiento entre un genotipo resistente y otro susceptible. Sobre
este mapa se ha localizado un QTL responsable del 40% de la resistencia.
Asimismo se ha configurado el sistema Medicago truncatula / Botrytis spp.
como modelo para V. faba / Botrytis spp., y se ha estudiado sobre dicho
sistema modelo la influencia de la infeccion en la expresion de los factores de
transcripciéon de la planta. Por ultimo, se ha incrementado la calidad del
material vegetal mediante la seleccion de genotipos resistentes no sélo a

botritis, sino también a otra enfermedad de las habas, la roya.



Summary

In this work the resistance of faba bean (Vicia faba) to chocolate
spot, a disease caused by the fungus Botrytis fabae, has been studied. It starts
from generic plant breeding and reaches specific aspects of the response to
the disease. Multi-environment field testing has allowed to identify genotypes
possessing resistance with interesting levels of stability. A method for
evaluating the disease under controlled conditions has been developed, which
has permitted to assess the influence of temperature and the age of the host
tissue on the evolution of the infection. Likewise a protocol has been
optimised for the microscopic observation of the interaction plant — pathogen
by means of confocal microscopy. On the other hand, the first steps towards
marker-assisted breeding have been taken, and a genetic map of an F;, cross
between a resistant genotype and a susceptible one has been obtained. A QTL
responsible for the 40% of the resistance has been located on that map. The
system Medicago truncatula / Botrytis spp. has been established as a model
for V. faba / Botrytis spp., and the influence of infection on the expression of
the transcription factors of the plant has been studied on that model system.
Finally, the quality of the plant material has been increased by selecting those
genotypes which are resistant not only to chocolate spot, but also to another

disease of faba bean, rust.
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Introduccion general






Introduccién

¢Por qué mejorar para resistencia a enfermedades?

El deber de publicar los informes de las investigaciones llevadas a
cabo sobre las personas que ““han muerto de hambre™ se ha vuelto ahora tan
frecuente, y son tales los nimeros que nos llegan a diario de todas las partes
del pais, que los limites de espacio no permiten su publicacién. Nuestro
reportero envia detalles de 15 tales casos en Bantry ayer, y menciona que 20
mas han ocurrido durante la semana, aunque no se han podido investigar; y
recibimos esta mafiana desde Mallow el informe de 11 investigaciones llevadas
a cabo por el sefior Richard Jones sobre personas que habian muerto por falta
de comida. Las noticias afluyen desde todos los distritos, no tenemos espacio ni

para la décima parte de ellas, todas relatando similares hechos horribles.

Estas palabras son parte de un articulo escrito el 10 de febrero de 1846
por el corresponsal en Dublin del periddico britanico The Times (Andnimo,
1846), relatando los efectos de la gran hambruna (The Great Famine) de Irlanda
de mediados del siglo XIX. La cosecha de patata, vital en un pais dependiente
de este cultivo, se vio devastada durante varios afos por el hongo patégeno
Phytophtora infestans (Mont.) de Bary, lo que conllevd consecuencias
desastrosas para la sociedad irlandesa: en un pais de aproximadamente ocho
millones y medio de habitantes se redujo la poblacién en dos millones en
apenas seis aflos, calculandose que un millén de personas perecieron y que otro

millon hubo de emigrar.

En nuestra actual sociedad occidental en la que el abastecimiento de
alimentos parece infaliblemente garantizado, la necesidad de investigar y
desarrollar estrategias para controlar las enfermedades de los cultivos puede
resultar algo de limitado interés, ajeno a las necesidades de la mayoria. Sin
embargo, las enfermedades de las plantas cultivadas han estado presentes desde
siempre en la historia de la agricultura, poniendo en peligro los rendimientos y

ocasionando serios problemas en muchas regiones del planeta, también hoy en
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dia. Es cierto que los avances tecnologicos han supuesto que el riesgo de
epidemias con graves consecuencias sea mucho menor en los paises
desarrollados que en el resto del mundo, pero no se ha de perder de vista que
cambios inesperados, como la aparicion de un patéogeno desconocido o las
alteraciones ambientales, pueden dar al traste con la fragil estabilidad de los

sistemas agricolas (Vurro et al., 2010).

La “seguridad alimentaria” se define como la existencia en todo
momento de acceso fisico y econdmico a alimentaciéon suficiente, segura y
nutritiva, que cubra las necesidades de dieta y las preferencias alimenticias para
una vida saludable y activa (Ruane y Sonnino, 2011). Es una realidad que una
parte importante de la poblacién mundial carece de seguridad alimentaria,
estimandose que cerca de mil millones de personas padecen hambre (FAO-
Hambre, 2008). La solucion a esta tragedia es compleja y requiere diferentes
estrategias que escapan al objeto de este trabajo, sin embargo, una medida obvia
y prioritaria es aumentar la produccion de alimentos. Para esto, es preciso tener
en cuenta el papel de las enfermedades de las plantas, ya que se estima que la
pérdida en el rendimiento de las cosechas a nivel mundial debido a las mismas
es del 10-16% (Strange y Scott, 2005; Oerke, 2006), lo que supone que en un
gran numero de casos las pérdidas seran mucho mayores, especialmente en los
paises menos desarrollados. La pobreza agrava los efectos de los bajos
rendimientos, y es justamente en las zonas mas desfavorecidas donde no es

admisible que se pierda tanto de lo que potencialmente podria producirse

(Flood, 2010).

La agricultura se ve afectada por el cambio climéatico, aunque sea
dificil predecir de qué modo. El niimero de variables involucradas a tener en
cuenta es muy elevado, con multiples interacciones entre unas y otras, de
manera que las hipotesis que se formulen tendran siempre una fiabilidad
limitada. En lo que se refiere a la repercusion del cambio climatico sobre las

relaciones planta/patdégeno, son también numerosos los factores a tener en
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cuenta (Garrett et al., 2006; Chakraborty y Newton, 2011), por ejemplo: la
modificacion de la arquitectura de la planta (que puede ser provocada por el
mayor nivel de CO,), lo que puede alterar las condiciones ambientales en su
entorno inmediato; el aumento de la densidad vegetal, lo que supone un
incremento de la humedad en las hojas; o, por supuesto, el modo en que las
nuevas condiciones de temperatura y humedad puedan afectar a la biologia de
los patogenos. También es de interés el efecto que la alteracion estacional del
clima puede tener en la sincronia entre la fenologia del cultivo y los patrones de
desarrollo de los patogenos, de modo que se pueden dar casos de escapes o
coincidencias no previstos (Juroszek y von Tiedemann, 2011). Otra cuestion a
tener en cuenta es el posible cambio en la distribucion geografica de los
patogenos, de modo que éstos aparezcan en zonas en las que no eran

previamente conocidos (Shaw y Osborne, 2011).

Una aproximacion interesante a esto es considerar la repercusion que el
cambio climatico tiene sobre las diferentes estrategias de lucha contra las
enfermedades. Tomemos el caso del control quimico: es sabido que los
productos fitosanitarios se ven muy influidos por las condiciones ambientales,
por lo que el cambio climatico puede tener efectos positivos o negativos en su
eficacia (Juroszek y von Tiedemann, 2011). En cuanto al empleo de variedades
resistentes, nuevamente son multiples los elementos que pueden condicionar su
eficacia. Asi, estreses debidos a altas temperaturas o sequia pueden disminuir la
resistencia de una planta debido al debilitamiento de la misma; pero igualmente
puede suceder lo contrario, que la situacion de estrés induzca rutas generales de
defensa que incrementen la resistencia (Garrett et al., 2006). Asimismo habria
que valorar los efectos de otros factores: hay genes de resistencia que se ven
influidos por el aumento de temperatura, algunos inhibiéndose (Wang et al.,
2009) y otros estimulandose (Fondevilla et al., 2006); también el CO, o el
ozono pueden modificar las respuestas de resistencia (Plessl et al., 2005;
Eastburn et al., 2011). Otro aspecto a tener en cuenta es que las modificaciones

en los ciclos de vida de los patogenos y en los ecosistemas en que se encuentran
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debido a las alteraciones ambientales pueden acelerar los procesos evolutivos
que les permitan superar en menos tiempo las resistencias que encuentren en

sus huéspedes (Garrett et al., 2006; Juroszek y von Tiedemann, 2011).

Hemos visto, pues, que las enfermedades de las plantas constituyen un
riesgo para la seguridad alimentaria mayor del que pueda parecer en una
primera consideracion. Lo es ya de hecho en las regiones mas empobrecidas del
planeta, e incluso en nuestro prospero primer mundo no es descartable que
surjan desafios imprevistos que puedan desequilibrar sistemas agricolas enteros.
A la inestabilidad propia de las interacciones planta/patogeno en los
ecosistemas actuales se unen los efectos imprevisibles que el cambio climatico
puede tener sobre los mismos, lo que aumenta el grado de inseguridad sobre la

capacidad que tenemos de controlar los patdgenos vegetales.

Una vez asumida esta situacion, el siguiente paso es poner en marcha
un conjunto de estrategias para prevenir situaciones graves, y solucionarlas lo
mas eficazmente posible cuando que se presenten. No podemos recoger en este
corto espacio todas las posibles opciones, pero si queriamos centrarnos en una
cuestion. Mas alla de las diversas medidas de higiene preventiva que se puedan
establecer, o las practicas agricolas que reduzcan el riesgo y la incidencia de las
enfermedades, a la hora de la verdad, en el momento en que el patdgeno esta
presente en el cultivo, las principales alternativas para su control son dos: el uso
de productos quimicos fitosanitarios, o el empleo de variedades resistentes al
mismo (el control bioldgico es prometedor y puede reducir el impacto y el uso
de los productos quimicos, pero en la actualidad no puede proponerse todavia
como una solucion a nivel global). Los agroquimicos, en general, son costosos
para el agricultor, y también para el medio ambiente: se considera que a pesar
del aumento de rendimiento que suele conllevar su uso, a la larga acarrean
importantes dafios medioambientales, e incluso pueden deteriorar la calidad de
los productos alimenticios (Carvalho, 2006). El uso de variedades resistentes,

por el contrario, resulta mas favorable en términos medioambientales, y es mas
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adecuado con vistas al establecimiento de una agricultura sostenible (Pretty,
2008). La mejora vegetal por resistencia a enfermedades es, por tanto, una
herramienta clave para el control de las amenazas provenientes de los
patdégenos vegetales, pudiendo resultar decisiva para una mayor seguridad

alimentaria.

Las habas, un cultivo que contribuye a la seguridad alimentaria

Las leguminosas son de gran importancia para el ser humano. Han
estado presentes en la mayoria de las civilizaciones desde que comenzé el
desarrollo de la agricultura (Graham y Vance, 2003). Se emplean para
alimentacién humana y animal, en este ltimo caso tanto para pienso como para
pasto, destacando el alto contenido proteico de sus semillas: aportan un tercio
de las necesidades de proteinas del ser humano, pudiendo llegar hasta el 50% en
condiciones de subsistencia (Graham y Vance, 2003). Se las considera también
la fuente de proteina mas barata y accesible para los pobres (Tharanathan y
Mahadevamma, 2003). Son igualmente de gran relevancia por su capacidad de
fijar nitréogeno, lo que resulta capital para el mantenimiento de los suelos
agricolas. A pesar de esto, las leguminosas son un cultivo secundario frente a
los grandes cereales (arroz, trigo y maiz), en parte debido a su mayor
sensibilidad a los estreses bidticos y abidticos y a sus menores rendimientos

(Siddique et al., 2012).

Las habas (Vicia faba L.) son unas de las leguminosas mas cultivadas,
de gran valor nutritivo y ampliamente utilizada tanto para consumo humano
como pienso para animales (Crepon et al., 2010). Segun las cifras de la FAO,
en 2010 ocuparon una superficie de cultivo de 2.559.773 hectareas, y
alcanzaron el sexto lugar en produccion entre las leguminosas, con 4.312.871
toneladas (FAOSTAT, 2010). Los principales productores son China, Europa
(principalmente Reino Unido, Francia, Espafia, Portugal y Grecia), Etiopia,

Egipto y Australia (Duc et al., 2010). Se cultivan en diferentes climas,
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pudiéndose definir tres amplios grupos: mediterraneas, de invierno y de
primavera. Requieren temperaturas moderadas, por lo que las mediterraneas y
de invierno se siembran en otofio en climas templados y subtropicales, mientras
que las que se siembran en primavera son propias de latitudes mas altas (Duc,
1997; Stoddard et al., 2010). Se distinguen cuatro subespecies en las habas:
paucijuga, major, minor y equina (Cubero, 1974). Son parcialmente alogamas,
habiéndose estimado el porcentaje medio de alogamia en torno al 30-40%,
requiriendo para la fecundacion cruzada la polinizacion mediante insectos,

fundamentalmente abejas (Suso et al., 2001).

Las habas son un cultivo de elevado interés para el desarrollo de una
agricultura sostenible (Rubiales, 2010), y pueden contribuir en gran medida a la
seguridad alimentaria en muchas regiones del mundo, tanto por su consumo
directo como por su uso como pienso para ganado. Sin embargo, las habas se
encuentran sometidas a multiples estreses bidticos: enfermedades fungicas de la
parte aérea, entre las que destacan las ocasionadas por Botrytis spp., Ascochyta
fabae Speg., Uromyces viciae-fabae (Pers.) J. Short. o Cercospora zonata G.
Winter; hongos de suelo que atacan la raiz, fundamentalmente Fusarium spp.;
plantas parasitas, sobre todo Orobanche crenata Forsk. y Orobanche foetida
Poir; varios tipos de nematodos, principalmente del tallo (Ditylenchus spp.) y
numerosos virus (Stoddard et al., 2010). Estos estreses comprometen
seriamente los rendimientos en muchos casos, limitando asi las potencialidades

del cultivo de las habas.

La botritis

La botritis es una enfermedad fingica que afecta a los cultivos de habas
en muchas partes del mundo, especialmente en las regiones himedas. Sus
sintomas caracteristicos son pequefas lesiones circulares de crecimiento
limitado y color marrén oscuro (Figura 1) que le han dado el nombre

caracteristico con el que es conocida en inglés: chocolate spot (mancha de
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Figura 1. Lesiones de botritis en hojas de habas. Las flechas sefalan lesiones agresivas en
desarrollo, mas extendidas en (A) que en (B).

chocolate). Estos sintomas se encuentran con frecuencia en las hojas y los tallos
de Vicia faba, sin que supongan una seria amenaza para la misma. Sin embargo,
cuando las condiciones ambientales se vuelven favorables para el desarrollo de

la enfermedad (temperaturas moderadas y alta humedad relativa) pueden



Introduccidon

aparecer las llamadas “lesiones agresivas”. Estas consisten en necrosis rapidas y
extendidas que no provienen del crecimiento y union de las lesiones circulares
sino que se deben a un colapso generalizado del tejido vegetal en una zona
concreta (Figura 1); en ocasiones, las lesiones pueden incluso llegar a afectar a
las vainas (Figura 2). Cuando varios ciclos de infeccion tienen lugar en un corto
espacio de tiempo, las necrosis se expanden con rapidez y pueden llevar a la
defoliacién y la muerte de toda la planta. Estos efectos devastadores hacen de
esta enfermedad una de las causas mdas importantes de disminucién de
rendimientos en las habas. Se han registrado pérdidas de hasta el 90% en
Australia, del 61% en Etiopia, del 59% en el Reino Unido y de mas del 50% en
China (Davidson et al., 2007).

Figura 2. Vainas dafiadas por botritis: el dafo llega a afectar incluso a las semillas, que
muestran una coloracion rojiza.

10



Introduccién

Los hongos necrotrofos Botrytis cinerea Pers. Fr. y Botrytis fabae Sard.
han sido considerados tradicionalmente los agentes responsables de esta
enfermedad, siendo frecuente aislarlos conjuntamente a partir de tejido con
sintomas de la misma. B. fabae es el mas importante con diferencia, ya que es el
causante de los dafios de consideracion en los cultivos, mientras que las
lesiones debidas a B. cinerea rara vez se convierten en agresivas. B. cinerea es
un patéogeno de amplio espectro que infecta mas de 200 especies,
fundamentalmente dicotiledoneas (Williamson et al., 2007). B. fabae, en
cambio, es un patdogeno especializado, que infecta principalmente a Vicia faba y
otras especies del género Vicia, aunque también puede darse en algunas otras
especies de leguminosas pertenecientes a los géneros Lens, Pisum y Phaseolus
(Staats et al., 2005). Fue Rodriguez Sardifia (1929) quien, ademas de describir
B. fabae como una nueva especie, lo caracterizO como patégeno de las habas

(Figura 3).

Harrison (1988) realizd una extensa revision sobre la biologia de B.
fabae y B. cinerea como patogenos de las habas, revisién que seguiremos para
realizar una descripcion general del desarrollo de la enfermedad. Las esporas (o
conidias) de estos hongos se dispersan por el viento hasta que se establecen en
la parte aérea de las plantas de habas, fundamentalmente sobre las hojas. La
lluvia también puede contribuir a la dispersion de las esporas, aunque en este
caso se desplazan a distancias mas cortas, dentro del mismo campo de cultivo.
Una vez que se han fijado sobre el tejido vegetal, las esporas germinan, se
desarrolla un tubo germinativo de longitud variable y se produce la penetracion.
La penetracion tiene lugar directamente a través de las células epidérmicas, y
las hifas crecen intercelularmente en el interior del mesofilo, provocando la
muerte de las células vegetales para asi nutrirse de ellas. En experimentos en
condiciones controladas se ha comprobado que este proceso tarda en comenzar
apenas 6 horas tras la inoculacion. La esporulacion se produce sobre el mismo
tejido necrotico de la planta, en unas estructuras denominadas conidioforos, y

desde ahi se inicia otro ciclo de infeccion. Las condiciones adecuadas tanto para
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Figura 3. Primera pagina del articulo de Rodriguez Sardifa en las Memorias de la Real
Sociedad Espafiola de Historia Natural (1929) en el que describié por primera vez Botrytis
fabae y la identifico como patégeno de las habas.

DE HISTORIA NATURAL g1

Una nueva especie de Botrytis que ataca a las habas
por

Juan Rodriguez Sardina.

Ingeniero Agrdnoma.

La especie nueva de micromiceto cuya descripcién es objeto del pre-
sente trabajo, fué encontrada por nosotros como causa de una enferme-
dad de las habas. Acerca de su patogenidad no nos cabe duda, pues re-
petidamente hemos hecho inoculaciones en plantas sanas con cultivos
puros del hongo en cuestién, y siempre con idénticos positivos resul-
tados.

En la figura 1 se puede apreciar el resultado de una de estas inocula-
ciones artificiales: en la planta de la izquierda la inoculacién se hizo po-
niendo una gota de una suspensién de esporas en agua esterilizada sobre
la hoja, y colocando luego encima un cubre objetos circular; en la de la
derecha se pulverizo la planta con la suspensién de esporas.

Al dia siguiente de haber hecho esta operacién aparecen ennegreci-
dos los tejidos de las hojas bajo los puntos en que quedaron situadas las
gotas, extendiéndose posteriormente las manchas asi formadas por tallos
y hojas, hasta que estos dltimos terminan por pudrirse y troncharse en
algunos puntos, como se puede apreciar en el grabado.

Como quiera que respecto a esta enfermedad tenemos pensado publi-
car otro trabajo, no seremos aqui mis extensos, limitindonos a dar la des-
cripcion de la especie del hongo que la origina, especie que, después de
consultar la bibliografia que se indica, creemos nueva.

Botrytis fabae Rz. Sardifia sp. nov.

Capitulis parce compactis, primum brunneis, deinesubalbicantibus, nun-
quam stipatis nec cineraceis; mycelio intramaticali, initio hyalino, demum
brunneo, pluriarticulato (cellulae 12-70>< 4,9-15,1 ), ramoso; conidiophoris
supra stroma brunneo obscuro congestis, erectis, 162-351 ;. longis, tri-vel
tetra-ramosis, stipes et ramuli I-3-septatis, ramulis non furcatis vel raro
2-furcatis, cum basi non inflata vel plus minusve in cono vel in sphaera

Mem. de la K. Soc. Esp. de Hist. Nat,, t, xv, 1929.
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la germinacion de las esporas, la expansion de las lesiones y la esporulacion son
temperaturas en torno a los 20 °C y humedades relativas superiores al 90%,
mejor cuanto mas cercanas a la saturacion (salvo en el caso de la esporulacion,
en que el Optimo parece alcanzarse con una humedad justo por debajo del
100%). Cuando las condiciones ambientales no les son favorables, estos hongos
pueden sobrevivir en forma de unas estructuras llamadas esclerocios, tanto en el
suelo como en los restos de cosecha, a partir de los cuales se desarrollaran una

vez que el ambiente sea propicio.

Aunque los esclerocios normalmente cuando germinan producen
micelio o esporas, en determinadas condiciones pueden dar lugar a apotecios,
que conforman el estado sexual de Botrytis, el teleomorfo Botryotinia, y que
contienen las ascosporas resultantes de la meiosis. El teleomorfo de B. cinerea
es Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzelm, y el de B. fabae es Botryotinia
fabae J.Y. Lu & T.H. Wu.

Es practicamente imposible distinguir B. fabae de B. cinerea en las
habas, ya que los sintomas son muy similares (salvo cuando se desarrollan
lesiones agresivas) y morfologicamente ambos hongos no son faciles de
diferenciar. En medios de cultivo también crecen de modo muy similar, aunque
existen criterios para su clasificacion, como el tamafio y numero de los
esclerocios o el tamafio de las esporas. Este ultimo es uno de los mas fiables y
relativamente sencillos de aplicar: las esporas de B. cinerea son mas pequefias
que las de B. fabae, midiendo unos 9-12 pm x 7-10 pum las primeras, frente a
unos 15-24 pm x 11-18 pm las segundas (Davidson et al., 2007). En cualquier
caso, como hemos dicho mas arriba, consideramos a B. fabae el principal
causante de la botritis y de los dafios de importancia para las habas. En la
Figura 4 se presentan dos aislados de B. fabae crecidos en medio PDA (patata,
dextrosa, agar): en el primero se pueden observar los esclerocios, que tienen un

distintivo color negro, debido a que su corteza externa esta constituida por
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células que contienen melanina; en el segundo se observa micelio en

esporulacion.

Figura 4. Aislados de B. fabae crecidos en medio PDA (patata, dextrosa, agar) en placas
Petri de 9 cm de didmetro, mostrando distintos habitos de crecimiento: en (A) se observan los
esclerocios, con su distintivo color negro y en (B) se presenta micelio en esporulacion.

Recientemente se ha descrito en China una nueva especie, Botrytis
fabiopsis Zhang, Wu & Li, como causante también de botritis en habas, en
principio con agresividad similar a B. fabae (Zhang et al., 2010). Se requeriran
mas estudios para conocer mejor el comportamiento de esta especie, y
determinar si estd presente en otras regiones aunque no haya sido detectada

hasta la fecha.
Estrategias para el control de la botritis
El control de las enfermedades de las plantas, encaminado tanto a la

prevencion de la enfermedad como a la erradicacion del patdgeno una vez que

ha aparecido, se suele organizar en torno a tres grandes ejes: el manejo del
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cultivo, es decir, el conjunto de las diferentes practicas agricolas; la eliminacion
del patogeno mediante el uso de productos quimicos o mediante control
biologico; y el uso de material vegetal resistente a la enfermedad. Describimos

brevemente estas estrategias para el caso de la botritis.

Practicas agricolas

Las practicas para el control de la botritis estan fundamentalmente

encaminadas a tres objetivos:

Reducir la exposicion del cultivo al patégeno

Soélo se deberian cultivar habas en el mismo campo cada cuatro afios,
de modo que se evitase el inoculo que se encuentra presente en los restos
vegetales (Bretag et al., 2010); esta rotacion deberia hacerse excluyendo otras
plantas huésped, como lenteja. Si no es posible la rotacion, suele resultar de
utilidad el enterrar los restos de cultivo profundamente. Se recomienda
asimismo no sembrar cerca de rastrojos de plantaciones de habas ni de otros

cultivos huéspedes de la temporada anterior (Anénimo, 2006).

Hacer que las plantas sean menos susceptibles a la infeccion

Cualquier factor que disminuya el vigor de las plantas favorece el
desarrollo de la enfermedad. Por tanto, se deberian evitar las deficiencias de
nutrientes como el fosforo o el potasio, asi como elevada infestacion de malas
hierbas; igualmente, se debe evitar el encharcamiento mediante el adecuado
drenaje del suelo (Anénimo, 2006). El dafio por heladas también aumenta la
susceptibilidad a botritis (Harrison, 1988), asi que se debe escoger una fecha de

siembra adecuada: normalmente, las siembras tempranas no son convenientes.
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Modificar las condiciones ambientales en el entorno inmediato de la planta de
modo que sea menos adecuado para el establecimiento y el progreso de la
enfermedad

La reduccion de la humedad relativa en el entorno de la planta es un
modo eficaz de obstaculizar el proceso de infeccion. Es crucial para esto
favorecer la aireacion del cultivo, lo que se puede conseguir disminuyendo la
dosis de siembra (disminuyendo a su vez la densidad de plantas) y manteniendo

el campo libre de malas hierbas.

Se ha propuesto la siembra intercalar (intercropping en inglés) de V.
faba con cereales como un método para reducir la incidencia de la botritis.
Algunos estudios recientes presentan resultados prometedores (Sahile et al.,
2008; Fernandez-Aparicio et al., 2011). Con esta practica se buscan dos de los
objetivos expuestos mas arriba: por un lado, el cereal funciona como barrera
frente a la extension del indculo; por otro, también favorece la aireacion y se

disminuye la densidad de las plantas de habas.

Control quimico y bioldgico

Por el momento, los fungicidas son una herramienta irreemplazable a la
hora de controlar brotes importantes de botritis. Se emplean frecuentemente en
muchos campos de cultivo en todo el mundo, y su eficacia ha sido el objeto de
diferentes estudios (Bainbridge et al., 1985; Mohamed et al., 1996; Sahile et al.,
2008). Sin embargo, presentan algunas desventajas importantes, principalmente
el alto coste y las repercusiones medioambientales. Por tanto, su uso deberia
circunscribirse a aquellas situaciones en las que fuesen imprescindibles, y
siempre en combinacion con otras medidas del tipo de las aqui comentadas. Los
elementos clave a la hora de tratar con fungicidas son la eleccion de la materia

activa y el tiempo de aplicacion.
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Existe un amplio espectro de compuestos que han sido descritos como
utiles a la hora de controlar la botritis: bencimidazoles (benomilo,
carbendazima), dicarboximidas (procimidona, iprodiona, vinclozolina),
ditiocarbamatos (mancozeb), aromaticos (clortalonil), conazoles (tebuconazol,
ciproconazol, metconazol) o estrobilurinas (azoxistrobina, pyraclostrobin).
Aunque algunas moléculas pueden tener efectos curativos (iprodiona,
vinclozolina, tebuconazol) (An6énimo, 2011), se acepta como principio general
que los tratamientos han de hacerse con un criterio preventivo, es decir, para
impedir que la enfermedad progrese una vez que ha comenzado. El posible
desarrollo de resistencias por parte del patdégeno es uno de los criterios mas
importantes a considerar a la hora de elegir el fungicida adecuado para cada
situacion. Ya se conocen resistencias para algunos productos, como en el caso
de los bencimidazoles y las dicarboximidas (Anonimo, 2009). Para evitarlas, se
deben realizar mezclas de materias activas pertenecientes a diferentes grupos,
asi como alternarlas en los tratamientos; finalmente, s6lo se deben emplear las

dosis correctas.

En cuanto al tiempo de aplicacién, la floracion es el mejor momento
para comenzar, y no suele ser necesario hacerlo antes. En cualquier caso, parece
razonable que se trate solo si se dan algunos requisitos previos. La fecha de la
primera aplicacion y de las siguientes dependera de la experiencia previa que se
tenga en la zona de cultivo. Las condiciones ambientales son decisivas para el
desarrollo de la botritis, asi que las predicciones meteorologicas se han de tener
muy en cuenta a la hora de planificar los tratamientos. Se deberia adoptar un
esquema de toma de decisiones que incluyese al menos los sintomas observados
en el campo, el prondstico meteoroldgico y el rendimiento potencial del cultivo
(MacLeod y Galloway, 2002). Hay que resaltar que el nimero de tratamientos
debe ser el minimo posible para garantizar el control de la enfermedad y la
recuperacion de la inversion, de modo que se garantice la eficiencia

medioambiental y econdmica.
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Se han investigado posibles alternativas a los fungicidas tradicionales
mas favorables para el medioambiente. Se ha encontrado que el aceite esencial
de la albahaca (Ocimum basilicum) posee propiedades antifingicas contra B.
fabae tanto in vitro como in vivo en plantas infectadas (Oxenham et al., 2005).
El control bioldgico puede ser también una opcién en el futuro. De momento,
los estudios con algunos microorganismos antagonistas del patogeno han
mostrado resultados prometedores (Jackson et al., 1997; Sharga, 1997). Sin
embargo, no se debe olvidar que desde el laboratorio al campo hay un largo
recorrido, y sucede a menudo que aquello que funciona bien en los
experimentos en condiciones controladas termina fracasando en la agricultura

real.

Empleo de resistencia genética

Se considera que el cultivo de variedades con resistencia genética es
fundamental a la hora de minimizar el dafio por botritis, ya que las practicas
agricolas recomendadas no son siempre suficientemente efectivas, y el empleo
de fungicidas suele ser demasiado costoso (en términos tanto econdmicos como
medioambientales). La disponibilidad de buenas fuentes de resistencia es el
factor limitante a la hora de desarrollar cultivares resistentes a botritis. Aunque
se ha encontrado alta resistencia en algunas especies del género Vicia (por
ejemplo, Vicia narbonensis), no es posible su uso ya que no puede cruzarse V.
faba con ninguna de ellas (Harrison, 1988). Por lo tanto, la tinica opcion es
evaluar las colecciones de germoplasma para resistencia. En los ultimos afios se
ha llevado a cabo un importante esfuerzo de investigacion encaminado a
encontrar fuentes de resistencia y a mejorar los métodos de evaluacion de la
misma (Hanounik y Robertson, 1988; Rhaiem et al., 2002; Bouhassan et al.,
2003; Bouhassan et al., 2004). El ICARDA (International Center for
Agricultural Research in the Dry Areas) ha promovido programas en diversos
paises para incorporar resistencias en sus cultivares locales, lo que ha dado

lugar a la introduccion de algunas variedades en lugares como Australia, Egipto
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o Etiopia. Hasta el momento no se ha encontrando resistencia completa, de
modo que se esta usando resistencia parcial. Si este tipo de resistencia tiene una
base multigénica, como podria suponerse, podria ser de gran utilidad, ya que su
superacion por parte de nuevas razas del patéogeno seria mas dificil. En
cualquier caso, se requieren mas esfuerzos para descubrir nuevas fuentes de
resistencia. Es significativo que la mayor parte del material resistente
encontrado proviene de las regiones andinas de Colombia y Ecuador (Tivoli et

al., 2006).

Una vez que se han conseguido fuentes de resistencia, la siguiente fase
consistiria en el desarrollo de un programa de cruzamientos que permitiese la
incorporacion de la resistencia en material de interés agricola. La integracion de
resistencias provenientes de diferentes fuentes resultaria apropiada. También
seria util el disponer de algunos marcadores que ayudasen a la seleccion de este
proceso: la sintesis del acido wyerdnico (fitoalexina propia de V. faba) y la
medida de la actividad peroxidasa se han propuesto como marcadores de
resistencia (Nawar y Kuti, 2003). Igualmente, la obtencion de marcadores
moleculares, como ya se ha hecho en los casos de otras enfermedades de habas

(Torres et al., 2010) podria facilitar el trabajo de mejora.

Investigaciones recientes sobre resistencia inducida apuntan a que
algunos compuestos quimicos podrian ejercer un efecto positivo en la
resistencia de plantas infectadas con B. fabae. Entre estos compuestos se ha
descrito que son efectivos los acidos salicilico, benzoico y oxalicos, y la
ribavirina (Hassan et al., 2006). Dado que actian como inductores, se ha
sugerido que podrian intervenir en el desarrollo de tratamientos preventivos.
Por ultimo, también se ha propuesto la induccion de resistencia mediante la
doble inoculacién con Rhizobium leguminosarum y micorrizas (Rabie, 1998).
En cualquier caso todavia es pronto para saber si alguna de estas estrategias

lograra llegar hasta el mercado agricola.
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Objetivos del presente trabajo

En las paginas previas hemos expuesto el desafio que los patdgenos
vegetales suponen para la agricultura y, por ende, para las sociedades en su
conjunto, comprometiendo la seguridad alimentaria, especialmente en aquellas
regiones menos desarrolladas o empobrecidas. Hemos indicado que la mejora
vegetal para resistencia a enfermedades es una de las herramientas mas
adecuadas para hacer frente a dicho desafio. Hemos sefialado la importancia de
las leguminosas en general y de las habas en particular a la hora de procurar
alimento en el contexto de una agricultura sostenible. Y, finalmente, hemos
identificado a la botritis como una de las enfermedades mas importantes que
amenazan los cultivos de habas en la mayoria de las regiones en que se

cultivan.

Nuestro reto, por tanto, es ofrecer desde la mejora vegetal soluciones
sostenibles que permitan reducir la merma de la produccién de los cultivos de
habas ocasionada por botritis, con la intenciébn de aportar una pequefia

contribucion a la mejora de la seguridad alimentaria en el mundo.

Con este planteamiento hemos elaborado un proyecto que intenta
cubrir diferentes aspectos de esta cuestion. En primer lugar, es preciso
identificar nuevas fuentes de resistencia validas en condiciones de cultivo a
partir de las que poder desarrollar el trabajo posterior y, en un futuro, obtener
variedades cultivadas resistentes a botritis; se debe también caracterizar la
respuesta a la enfermedad, tanto a nivel macroscopico como microscopico, por
lo que es necesario disponer de métodos adecuados y fiables para ello; por
ultimo, consideramos de gran interés la descripcion de la resistencia a escala
molecular, identificando los genes responsables de la misma y comprendiendo
su funcionamiento y regulacion. Nuestra aproximacion, pues, no es

unidireccional, sino que se realiza desde distintos frentes, con la intencion de
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aprovechar el conocimiento acumulado a partir de multiples disciplinas y

técnicas en el campo de la mejora por resistencia a enfermedades.

Considerando todo esto, hemos estructurado nuestro proyecto en torno

a seis grandes objetivos, que son:

e Identificar en campo nuevas fuentes de resistencia a B. fabae en habas,
fuentes que sean estables en diferentes ambientes y a lo largo del
tiempo.

e Poner a punto métodos de estudio de la interaccion V. faba / B. fabae
en condiciones controladas, de modo que nos faciliten, por un lado, la
identificacion de material vegetal resistente a la enfermedad y, por
otro, el estudio de los diferentes factores que pueden afectar a dicha
interaccion.

e Poner a punto un método para el estudio de la interaccion V. faba / B.
fabae a nivel microscopico, de modo que nos permita caracterizar las
diferentes respuestas de la planta al patogeno.

» Establecer las bases para la identificacion de los genes responsables de
la resistencia y para la mejora asistida por marcadores mediante la
elaboracion de un mapa genético de un cruzamiento de interés y la
identificacion de marcadores moleculares asociados a la resistencia.

« Desarrollar el sistema patogénico Medicago truncatula / Botrytis spp.
como modelo para el sistema V. faba / Botrytis spp., y caracterizar en
dicho modelo la respuesta a los patdgenos mediante el estudio de
expresion de factores de transcripcion.

* Incrementar la calidad del material obtenido, seleccionando aquellos
genotipos que presenten resistencia estable no s6lo a botritis sino

también a otro importante estrés bidtico como es la roya de las habas.
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Introduccién

Es un principio aceptado que la mejor estrategia para combatir la
botritis es el empleo de variedades resistentes (Rhaiem et al., 2002; Bouhassan
et al., 2004). Para conseguirlas, se requiere seleccionar fuentes de resistencia
adecuadas. Los bancos de germoplasma desempefian un papel fundamental en
la conservacion de las colecciones vegetales a partir de las cuales se realizan los
procesos de seleccion (Duc et al., 2009). Aunque en los ultimos 20 afios se ha
descrito algun material resistente (Tivoli et al., 2006; Sillero et al., 2010), se
necesita mas esfuerzo para incorporar resistencia a las variedades comerciales.
Es mas, no s6lo es importante detectar resistencias sino que, una vez que se han
encontrado, es preciso comprobar su estabilidad tanto en el tiempo como en el
espacio, de ahi la importancia de llevar a cabo ensayos en multiples localidades
en diferentes afios. Sin embargo, esto no se ha hecho siempre cuando se han
estudiado fuentes potenciales de resistencia, pues las entradas de interés no se
han evaluado en diferentes ambientes (Rhaiem et al., 2002; Bouhassan et al.,
2004). La necesidad de los ensayos en diferentes ambientes (entendiendo
ambiente como una localidad en un afio determinado) se justifica por el hecho
de que las interacciones genotipo x ambiente (G X A) son comunes en los
ensayos de campo de diversos cultivos (Carson et al., 2002; Hess et al., 2002;
Pinnschmidt and Hovmoller, 2002; Brancourt-Hulmel and Lecomte, 2003;
Forbes et al., 2005; Zinsou et al., 2005). Esto es de gran importancia para los
programas de mejora, ya que interacciones G x A elevadas conllevan
discrepancias entre las respuestas a la seleccion esperadas y las obtenidas,
debido a un sesgo al alza en la estimacion de las varianzas genéticas
(Haussmann et al., 2001). Esto supone que sea dificil realizar predicciones
sobre el comportamiento de las entradas en situaciones diferentes, lo que reduce
su adaptabilidad regional (Dixon et al., 2002). Una alternativa a los ensayos en
multiples ambientes seria encontrar o crear un ambiente en el que se diesen
simultdneamente dos condiciones (Carson et al., 2002): (i) la respuesta a la

enfermedad se expresase consistentemente, de modo que representase un
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amplio abanico de ambientes; (ii) deberia permitir la maxima discriminacion

entre genotipos.

Desafortunadamente, a pesar de todo el conocimiento acumulado sobre
las interacciones G x A, apenas ha habido estudios sobre las mismas en las
evaluaciones de colecciones de germoplasma de Vicia faba para resistencia a
estreses bioticos. Hasta la realizacion de este trabajo el unico caso que
habiamos encontrado era el de Flores et al. (1996) sobre resistencia a
Orobanche crenata Forsk. Mas recientemente se ha publicado un estudio para

resistencia a Ascochyta fabae Speg. (Rubiales et al., 2012).

Objetivos

Los objetivos de este trabajo han sido:
e Identificar fuentes de resistencia a B. fabae en una coleccion de
germoplasma de V. faba.
e Evaluar la estabilidad de dichas fuentes de resistencia en diferentes

ambientes.
Materiales y métodos

Se evaluo una coleccion de entradas de V. faba frente a B. fabae
mediante nueve ensayos de campo en diferentes localidades y afios (ver

localidades en Figura 1).

Ensayos de campo

Material vegetal
El objeto de nuestro estudio ha sido una coleccion de 330 lineas de
habas. La mayoria formaban parte de la coleccion de V. faba del IFAPA

(Cordoba, Espafia), que contiene entradas provenientes de todo el mundo.
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También se emplearon entradas proporcionadas por el Dr. M. Kharrat (Ttnez) y

por el ICARDA (Aleppo, Siria).

Disefio experimental

Se llevd a cabo un proceso de evaluacion y seleccidon durante cuatro

aflos, con el objetivo de identificar aquellos genotipos que mostrasen un nivel

interesante de resistencia a botritis. El esquema de este proceso fue el siguiente:

Campaiia 2002/2003. Se evalud un total de 293 lineas de habas en un
ensayo de campo en Cérdoba (Espafia). Se sembraron diez semillas de
cada linea en surcos de 1 metro de longitud con 70 cm de separacion
entre surcos, en un ensayo sin repeticiones. El campo de ensayo se
situ6 en un umbriculo de malla contra insectos para evitar la
fecundacion cruzada entre diferentes entradas.

Campaiia 2003/2004. Sesenta y dos entradas seleccionadas por su
respuesta a la enfermedad en la temporada anterior se volvieron a
evaluar en campo en Cordoba. Se empled un disefio en bloques
completamente al azar, con tres repeticiones. La variedad Rebaya 40,
susceptible a B. fabae, se sembr6 cada dos surcos, de modo que se
encontraba adyacente a cada linea evaluada; servia asi de dispersor de
la enfermedad, asegurando la presencia uniforme de la misma en todo
el ensayo. La coleccion procedente de ICARDA “Faba International
Chocolate Spot Nursery — 2003”, compuesta de 18 entradas, se evalud
en otro ensayo de campo con el mismo disefio experimental.

Campana 2004/2005. A partir de los resultados de los ensayos
realizados en la campafia anterior se seleccionaron 46 lineas para ser
estudiadas en un experimento multiple en diferentes ambientes. Los
ensayos se establecieron en cuatro lugares: Cordoba (Espafia),
Gleisdorf (Austria), Bersée (Francia) y Kafr El-Sheik (Egipto). El

disefio experimental fue igual al descrito para la campaiia 2003/2004.
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e Campafia 2005/2006. Se repitid el experimento multiple para las
mismas 46 lineas. Las localidades fueron en esta ocasion las siguientes:

Cérdoba (Espafia), Kafr El-Sheikh (Egipto) y Temuco (Chile).

Figura 1. Localidades en las que se realizaron los ensayos para el estudio en multiples
ambientes.

Inoculacion

En la mayoria de los casos la infeccion natural dio lugar a un nivel
aceptable de enfermedad. So6lo se decidio recurrir a la inoculacion artificial en
los ensayos de Cordoba y Bersée, ya que el historial de estos lugares mostraba
que la incidencia de la enfermedad podia variar mucho de un afio a otro, no
garantizando en algunos casos un nivel de enfermedad suficiente para realizar

una seleccion adecuada del material vegetal.
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El procedimiento para preparar el indculo y realizar las inoculaciones
artificiales fue el siguiente: se sembraron 200 placas petri (de 9 cm de diametro)
con medio PDA (patata, dextrosa, agar) con un aislado local del patdogeno
correspondiente (de Cordoba o de Berseé¢) y se mantuvieron en oscuridad a 19
°C durante tres dias. Después fueron sometidas a un ciclo de 12 horas de luz
visible (150 pumol m™ s de densidad de flujo de fotones) y 12 horas de
oscuridad a la misma temperatura durante tres semanas. En el caso de Coérdoba,
el contenido de las placas se mezcld con arena estéril, previamente esterilizada
dos veces en autoclave (120 °C durante una hora) y debidamente secada (40 °C
durante 48 h). En el caso de Bersée, se sigui6 el protocolo descrito por Tivoli et
al. (1986): se cortaron discos del medio donde habia crecido el hongo, se
mezclaron con granos de cebada y todo se incubd a 20 °C con luz natural
durante un mes; los granos de cebada se habian introducido previamente en
bolsas de plastico (250 ml de granos de cebada + 200 ml de agua) y esterilizado
dos veces en autoclave (120 °C durante una hora). Las inoculaciones se
realizaron distribuyendo el indculo en el suelo del campo de experimentacion.
Tanto las mezclas de arena de Cordoba como la de granos de cebada de Bersée
se distribuyeron uniformemente por sus respectivos campos experimentales,
vertiéndolas a lo largo de cada surco de plantas, entre cuatro y ocho semanas

después de la siembra.

Evaluacion

La severidad de la enfermedad en cada linea se midid como el
porcentaje del total de la superficie de la planta cubierta con lesiones de botritis.
Se realizd una uUnica evaluacion cuando las plantas estaban en el estadio

fenologico de llenado de vainas.
Analisis estadistico

Se realizd un analisis de la varianza (ANOVA) con los datos de

severidad del experimento multiple en diferentes ambientes, siendo los factores
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fijos entrada y ambiente. El “ambiente” se definié como la combinacion de una
localidad y una campafia agricola: cada ensayo en una campafia dada se
considerd realizado en un ambiente independiente, de modo que el experimento
multiple constd de siete ambientes (Tabla 1). Al objeto de poder realizar una
adecuada comparacion visual de los resultados de los distintos ensayos del
estudio multiple, se obtuvo la “severidad estandarizada”, calculada como el
porcentaje de la severidad de cada linea con respecto a la de la linea de mayor

severidad en cada ensayo.

Para identificar aquellas entradas con mejores resultados en todos los
ambientes, tanto en términos de severidad como de estabilidad, se realizaron
analisis “biplot” de genotipo y genotipo por ambiente (GGA) (Yan et al., 2000),
de los ensayos de las campaiias 2004/2005 y 2005/2006. El biplot GGA es un
método de andlisis grafico de datos procedentes de ensayos en multiples
ambientes: representa en un eje el efecto principal del genotipo, y en el otro el
de la interaccion genotipo x ambiente. Una de sus ventajas es que puede

eliminar del analisis el factor ambiental.

El biplot se construye representando las dos primeras componentes
principales (CP1 y CP2, también denominadas como efectos primario y
secundario, respectivamente) derivadas de la descomposicion singular de los
datos centrados por ambiente (Yan, 2002). La descomposicion singular se
obtiene usando un factor de escala (f) para obtener los valores de las entradas y
los ambientes. Escogimos la variante mas directa de este método, llamada
escala simétrica (f = 0,5), ya que recoge la mayoria de las propiedades
asociadas a otros métodos (Yan, 2002). Para evaluar la estabilidad de las
entradas se utiliz6 la coordenada ambiental media (CAM), que se calcula como
la media de CP1 y CP2 en todos los ambientes. Al unir este valor de CAM con

el origen del biplot se obtiene el 1lamado “eje de abscisas CAM”. Los efectos
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Tabla 1. Descripcion de los ambientes (cada ambiente definido como una combinacion de la localidad y la campafa) de los ensayos del estudio
multiambiental. Se incluyen los datos climaticos tanto para toda la campaiia como para los 30 dias anteriores a la evaluacion. (Max. T, temperatura maxima;
Min. T, temperatura minima; Precip., precipitaciones).

Ambiente Localidad Campaiia Latitud  Longitud Campaiia 30 dei\?;I?JgE:eif’)r?e la
Max. Min.  Precip. Max. T  Min.  Precip.
T(C) T(C) (mm) () T(C) (mm)
ESPNO5 Espaiia, Cérdoba 2004/2005 37°51° N 4°47° 0 36,0 -8,3 200,2 32,6 5,0 4,2
EGPTO05 Egipto, Kafr El-Sheikh ~ 2004/2005 31°06° N 30°56’ E 34,0 2,0 121,6 34,0 5,0 0,0
FRNCO05 Francia, Bersée 2004/2005 50°28° N 3°08” E 31,7 0,5 123,8 28,6 9,9 78,0
AUSTO0S5 Austria, Gleisdorf 2004/2005 47°05° N 15°42° E 32,5 -2,8 3439 32,0 7.4 122,7
ESPNO06 Espaiia, Cordoba 2005/2006 37°51’ N 4°47° 0 38,8 -2,0 362,0 28,9 7,5 59,0
EGPTO06 Egipto, Kafr El-Sheikh ~ 2005/2006 31°06° N 30°56° E 34,0 1,0 61,8 33,0 6,0 24,8

CHILO06 Chile, Temuco 2005/2006 38°43° S 72°32°0 23,6 -2,8 1197,2 23,6 83 54
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principales de los genotipos se representan mediante la proyeccion de los
mismos sobre este eje. Esta proyeccion nos indica la contribucion de cada
genotipo a G, de modo que los genotipos se pueden ordenar a lo largo del eje de
abscisas CAM, en orden creciente de severidades medias de izquierda a
derecha. La perpendicular a este eje abscisas por el mismo origen define el eje
de ordenadas CAM; la proyeccion de cada genotipo sobre este eje de ordenadas
nos indica la contribucion del mismo a la interaccion G x A, lo que nos da
informacién sobre su estabilidad o inestabilidad: aquéllos con la proyeccion
mayor (en valor absoluto) son los menos estables. Por tanto, el mejor genotipo
seria aquél que mostrase la menor severidad (o sea, el mayor valor negativo en
su proyeccion sobre el eje de abcisas CAM) y la mayor estabilidad (es decir, un

valor de su proyeccion sobre el eje CAM de ordenadas cercano a cero).

En cuanto al analisis de los ambientes, el ambiente “ideal” seria aquél
que, por un lado, fuese mas discriminante de los efectos principales de los
genotipos, y por otro, fuese mas representativo del conjunto de ambientes
ensayados. Lo primero se corresponde con un valor de abscisa CAM elevado, y
lo segundo con un valor pequefio (absoluto) de ordenada CAM (Yan, 1999;

Yan et al., 2000).

Los andlisis se han realizado con el programa estadistico SAS (SAS,

1996) utilizando la corriente de control desarrollada por Burguefio et al. (2003).

Resultados

Los ensayos de campo llevados a cabo durante las campafias agricolas
2002/2003 y 2003/2004 en Cordoba, pusieron de manifiesto la existencia de un
amplio rango de respuestas en el material evaluado (Figura 2), lo que permitié
la seleccion de 46 entradas de interés. Estas entradas fueron evaluadas en

ensayos en diferentes localidades a lo largo de las campafias 2004/2005 y
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Figura 2. Distribucion de las 282 entradas de V. faba evaluadas en campo en Espafia por
rangos de severidad en la campafia 2002/2003 (A) y de las 47 en la campaiia 2003/2004 (B).
Se indica la posicion de las entradas BPL 710 y 441 para facilitar las comparaciones, ya que
estas entradas presentaron medias de severidad muy diferentes en el ensayo en miultiples
ambientes.
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2005/2006. Al final de este proceso, se dispuso de resultados de 40 entradas en
todos los ensayos. Estos resultados se presentan en la Tabla 2, en la que se dan
tanto los valores de severidad de cada linea como su clasificacion (la posicion
que ocupa cuando se ordenan segun severidades crecientes). Las medias de los
valores de severidad de todos los ensayos reflejan nuevamente un alto grado de

variacion. El comportamiento de cada entrada no es siempre el mismo en todos
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Tabla 2. Severidad (Sev.), clasificacion en orden creciente de severidad (Clas.) y error estindar (EE) de 40 entradas de V. faba en los 7 ambientes en los que

fueron evaluadas por su respuesta a la enfermedad.

Entrada Sev. Clas. Sev. Clas. Sev. Clas. Sev. Clas. Sev. Clas. Sev. Clas. Sev. Clas. Media
AUST05 AUSTO05 | ESPN05  ESPN05 | EGPT05 EGPTO05 | FRNC05 FRNCO05 | CHIL06 CHIL06 | ESPNO6  ESPN06 | EGPT06 EGPTO06 | sev.
BPL 1763 12,5 9 2,3 4 15,0 12 74 9 8,3 1 9,5 3 13,3 3 9,8
132-1 @ 12,5 5 3,0 7 10,0 3 0,0 2 16,7 2 15,3 7 23,3 12 11,5
132-3@ 4,2 2 3,5 10 23,3 23 11,1 13 33,3 5 17,0 9 11,7 1 14,9
135-1 @ 12,5 6 3,2 8 21,7 21 3,7 4 50,0 14 8,0 1 11,7 2 15,8
ILB 4726 0,0 1 0,8 21,7 22 11,1 17 50,0 17 17,2 10 13,3 4 16,3
158-1 @ 25,0 26 7.3 28 16,7 14 11,1 14 33,3 6 14,3 5 17,5 7 17,9
BPL 710 42 3 2,8 6 10,0 6 25,9 31 50,0 16 14,8 6 30,0 23 19,7
LPF 120 20,8 22 5,0 17 13,3 9 0,0 3 41,7 11 19,3 12 40,0 33 20,0
ILB 4709 20,8 19 1,7 2 8,0 1 14,8 20 33,3 7 47,5 26 20,0 9 20,9
ILB 5284 20,8 20 3,5 11 16,0 13 7,4 10 66,7 28 16,3 8 28,3 20 22,7
1809 12,5 4,5 14 32,3 31 18,5 24 33,3 4 35,0 20 25,0 13 23,0
174-1® 12,5 7 3.2 9 35,7 34 14,8 19 66,7 26 8,8 2 25,0 15 23,8
144 16,7 10 2,3 3 9,0 2 29,6 33 50,0 12 19,2 11 41,7 34 24,1
BG 977 25,0 28 5,5 18 10,0 5 74 7 58,3 21 42,7 23 26,7 19 25,1
BPL 1179 20,8 18 43 13 16,7 16 7.4 8 91,7 40 10,3 4 33,3 24 26,4
BG 1250 16,7 13 6,7 24 10,0 4 33,3 38 41,7 8 46,3 25 30,0 22 26,4
237 333 36 6,0 19 15,0 10 333 37 50,0 13 26,7 16 21,7 10 26,6
BG 1093 25,0 27 7,5 30 11,7 7 11,1 15 50,0 15 59,7 31 25,0 16 27,1
324 20,8 14 6,0 20 20,0 18 0,0 1 66,7 23 423 22 35,0 28 273
LPF 05 333 38 5,0 16 26,7 27 25,9 32 41,7 10 24,7 14 36,7 31 27,7
1647 25,0 24 43 12 26,7 25 14,8 18 66,7 24 20,7 13 43,3 35 28,8
095-3 ® 16,7 11 10,7 35 45,0 39 29,6 35 58,3 19 29,3 18 15,0 5 29,2




Entrada Sev. Clas. Sev. Clas. Sev. Clas. Sev. Clas. Sev. Clas. Sev. Clas. Sev. Clas. Media
AUSTO05 AUSTO05 | ESPNO5 ESPNO05 | EGPT05 EGPTO05 | FRNC05 FRNCO05 | CHIL06 CHIL06 ] ESPN06 ESPN06 | EGPT06 EGPTO6 | sev.

BPL 261 33,3 37 6,2 21 11,7 8 22,2 29 75,0 32 252 15 333 25 29,6
LPF 113 20,8 21 8,2 32 28,3 28 14,8 21 50,0 18 52,3 28 33,3 26 29,7
BG 1122 16,7 12 2,8 5 45,0 40 7,4 66,7 27 50,7 27 20,0 8 29,9
BG 1095 12,5 8 10,3 34 15,0 11 7.4 5 83,3 37 573 29 25,0 17 30,1
BG 932 29,2 33 9,7 33 31,7 30 18,5 27 75,0 31 29,0 17 25,0 18 31,1
095-1 ™ 20,8 15 7,5 29 38,3 35 11,1 12 83,3 36 36,0 21 25,0 14 31,7
BG 1261 29,2 32 7,8 31 16,7 15 25,9 30 58,3 20 443 24 433 37 32,2
BG 924 20,8 17 7,0 27 26,7 26 11,1 16 41,7 9 83,7 38 38,3 32 32,8
898 29,2 30 7,0 26 20,0 19 11,1 11 75,0 30 68,3 33 21,7 11 332
1196 25,0 23 6,8 25 33,3 32 22,2 28 83,3 35 343 19 30,0 21 33,6
LPF 95 29,2 35 6,5 22 16,7 17 14,8 23 58,3 22 62,0 32 50,0 40 33,9
1646 29,2 31 15,0 38 33,3 33 29,6 34 333 3 77,3 37 36,7 30 36,4
097-2® 25,0 25 6,7 23 31,7 29 18,5 25 91,7 38 68,3 34 15,0 6 36,7
LPF 44 25,0 29 10,8 36 20,0 20 14,8 22 75,0 34 76,0 36 433 38 37,9
LPF 39 29,2 34 4,5 15 23,3 24 29,6 36 75,0 33 86,0 39 33,3 27 40,1
441 37,5 39 14,2 37 45,0 38 40,7 39 75,0 29 58,7 30 36,7 29 44,0
107-1© 41,7 40 19,0 39 40,0 37 18,5 26 66,7 25 90,3 40 433 36 45,6
179-1 49 20,8 16 19,8 40 38,3 36 40,7 40 91,7 39 73,7 35 50,0 39 47,9
Media sev. 21,7 6,7 23,2 16,9 57,9 40,5 29,3 28,0
EE 8,7 12,3 13,6 9,2 18,1 8.8 13,3

Nombres completos de aquellas entradas cuyos nombres se muestran abreviados: ' Sel.97 Lat.97 132-1; @ Sel.97 Lat.97 132-3; ® Sel.97 Lat.97 135-1; “ Sel.97 Lat.97

158-1; © Sel.97 Lat.97 174-1; © Sel.97 Lat.97 095-3; 7 Sel.97 Lat.97 095-1; ® Sel.97 Lat.97 097-2; © Sel.97 Lat.97 107-1; ¥ Sel.97 Lat.97 179-1
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los ambientes, lo que se puede apreciar mejor al estudiar el valor de
clasificacion que el valor de severidad, ya que los niveles de presion de
enfermedad variaron de unos ambientes a otros. Esto también se ve confirmado
por las diferentes distribuciones de frecuencia de las entradas en cada
experimento, apuntando a una posible interaccion genotipo x ambiente (Figura
3).

El ANOVA para el experimento en multiples ambientes reveld que
existen efectos significativos de genotipo, ambiente y de su interaccion para la
variable severidad (Tabla 3). De este modo, el 41% de la suma total de
cuadrados se debio a los efectos ambientales, el 13% a los efectos de genotipo,

y el 22% a la interaccidn entre ambos.

Al ajustar el modelo GGE, las dos primeras componentes principales
(CP) explicaron el 76% de la variacion (Figura 4), lo que sugiere que un biplot
con CP1 y CP2 resulta una aproximacion adecuada de los datos centrados por
ambiente. Las entradas que se sitian mas alejadas del origen del grafico
delimitan los vértices de un poligono. Estos genotipos son aquéllos que mas
contribuyen a la interaccién, es decir, aquéllos que muestran la mayor o menor

severidad ante la enfermedad.

Figura 3 (pagina siguiente). Distribucion de las 40 entradas de V. faba evaluadas en 7
ambientes (definidos en la Tabla 1) por rangos de severidad estandarizada. Los diferentes
patrones sugieren una interaccion genotipo x ambiente. Se indica la posicion de las entradas
BPL 710 y 441 para facilitar las comparaciones, ya que estas entradas presentaron medias de

severidad muy diferentes
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Comportamiento y estabilidad de los genotipos

Se dibujé una perpendicular al eje de abscisas CAM que dejaba a la
izquierda a aquellos genotipos con un valor medio de severidad en todos los
ambientes inferior a 23% (Figura 4). Se pueden distinguir cuatro grupos
diferentes de genotipos, segun su comportamiento promedio y su estabilidad. El
grupo 1 estd constituido por dos genotipos (las severidades medias se indican
entre paréntesis): BPL 1763 (9,8%) y 132-1 (11,5%). Estos dos genotipos
muestran las menores severidades medias, pero también una moderada
interaccion negativa con los ambientes CHIL06 y EGPTO3, tal y como indican
sus signos opuestos, y una moderada interaccion positiva con el resto de
ambientes. El grupo 2 se compone de aquellos genotipos que muestran una
respuesta proporcional a través de todos los ambientes, es decir, serian los
genotipos mas estables: 132-3 (14,9%), 158-1 (17,9%) y LPF 120 (20%). La
entrada 132-3 destaca por su baja severidad, constante en todos los ambientes.
El grupo 3 incluye las entradas 135-1 (15,8%), ILB 4726 (16,3%) y BPL 710
(19,7%), mientras que en el grupo 4 se encuentran ILB 4709 (19,8%) y 1809
(23%); ambos grupos muestran efectos principales similares, y una moderada
interaccion positiva: el grupo 3 presenta las severidades mas bajas en aquellos
ambientes (CHILO6 y EGPTO05) en los que el grupo 4 tiene las mayores

severidades, y viceversa.

Tabla 3. Analisis de varianza de los efectos de ambiente y genotipo en las severidad de las
40 entradas de V. faba evaluadas frente a Botrytis en 7 ambientes (GL: grados de libertad;
SS: suma de cuadrados; CM: cuadrados medios; F: fraccion de la suma de cuadrados
asociada a cada término o interaccion).

Fuente GL SC CM F
Ambiente (A) 6 200899,49 33483,25%** 40,72
Repeticion 14 11452,54 818,04

Genotipo (G) 39 62604,71 1605,25%** 12,68
GxA 234 108450,76 463,46%** 21,98
Error 542 109957,00 202,87

Total 835 493364,50

*** indica efectos significativos a 0,0001 niveles de probabilidad
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Figura 4. Biplot GGA de la primera y segunda componente principal (CP1 y CP2
respectivamente) basado en la severidad a Botrytis de 40 genotipos de Vicia faba en 7
ambientes. Los ambientes se muestran en azul, subrayados y en cursiva, con los vectores
como lineas azules continuas. El porcentaje de la variacion GGA explicado por cada
componente principal se encuentra en la esquina inferior izquierda (22% y 54%). Los
genotipos que mas contribuyen a la interaccion delimitan los vértices de un poligono (lineas
discontinuas en naranja) que encierra al resto de las entradas. Las perpendiculares (lineas
discontinuas rosas) desde el origen hasta los lados del poligono lo dividen en diferentes
sectores; el genotipo en el vértice de cada sector es el que present6 la mayor severidad en los
ambientes incluidos en ese sector. CAM es el eje de la “Coordenada ambiental media”, que
une el origen con la media ambiental. Se ha trazado una perpendicular a este eje, que deja a
la izquierda aquellos genotipos con una severidad inferior a 23%. Estos genotipos se han
clasificado en cuatro grupos, seglin su severidad media y su estabilidad.
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Evaluacion de los ambientes

Cuando los datos no estan escalados, es decir, divididos por Ia
desviacion estandar de cada ambiente, la variabilidad genotipica de cada
ambiente queda representada por la longitud de su vector en el biplot (la linea
que lo conecta con el origen) y de esta forma se puede observar cuin
discriminante es dicho ambiente entre los genotipos ensayados. De este modo,
un vector corto (ambiente cercano al origen) significaria un ambiente poco
discriminante en el que todos los genotipos presentarian un comportamiento
similar. Por tanto, basandose en esto, los ambientes CHIL06 y ESPNO06 fueron
los mas discriminantes. En lo concerniente a la representatividad de un
ambiente, aquellos cuyos vectores formen un angulo pequefio con el eje AEC
seran mas representativos que los que tienen angulos mayores. De este modo,
los ambientes FRNCO05 y AUSTOS fueron los mas representativos (ya que
tenian proyecciones sobre el eje de abscisas CAM proximas a cero). La figura 4
muestra que las localidades evaluadas en la campafia 2004/2005 fueron mas
representativas y menos discriminantes que las evaluadas en la campafa

2005/2006.

Discusién

La evaluacion de colecciones de germoplasma en el proceso de mejora
por resistencia a enfermedades es una tarea que debe integrar diferentes
estrategias. Entre las opciones disponibles, los ensayos de campo constituyen
una de las herramientas mas poderosas para identificar fuentes de resistencia, ya
que reflejan las condiciones naturales a las que el material evaluado se vera
sometido si llega a alcanzar los campos de cultivo. No obstante, este tipo de
ensayos también acarrea la desventaja de la variacion ambiental, de modo que
las respuestas de las plantas pueden diferir de una situacion a otra (Portapuglia
et al.,, 1994; Pinnschmidt y Hovmoller, 2002). Como esto no es deseable, la
estabilidad fenotipica se convierte en uno de los principales aspectos que habria

que tener en cuenta en estos procesos de seleccion.
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Esto ha constituido la légica de este trabajo. Partiendo de un nimero
relativamente alto de entradas, el primer objetivo fue obtener tan pronto como
fuese posible una coleccion base de material de interés, que pudiera ser
evaluada en ensayos en multiples localidades en diferentes afios. De este modo,
mientras que el ensayo de la primera campafia de campo, 2002/2003, fue sélo
una primera aproximacion para eliminar aquellas lineas que eran claramente
susceptibles a la enfermedad, el de la campafia 2003/2004 resultd crucial para
establecer esa coleccion base. Por lo tanto, el disefio experimental de esta
segunda campafia estuvo encaminado a obtener una presion y distribucion de
enfermedad homogénea que facilitara la discriminacion entre las diferentes
reacciones de huésped que pudieran presentarse. Para lograr este proposito se
emplearon herramientas como la inoculacion artificial, la intercalacion de una

variedad susceptible, y el disefio en bloques completamente al azar.

El modo de inoculacion empleado en los ensayos de Espafia y de
Francia, distribuyendo el indculo en el suelo del campo de experimentacion, no
es muy comun en las evaluaciones de habas frente a hongos fitopatdgenos
aéreos. Aunque este tipo de inoculacion habia sido descrito y usado con
anterioridad (Tivoli et al., 1986; Tivoli et al., 1988), en la mayoria de las
evaluaciones de colecciones de V. faba para resistencia a botritis, la inoculacion
se he realizado pulverizando las plantas con una suspension de esporas del
patégeno (Hanounik y Robertson, 1988; Rhaiem et al., 2002; Bouhassan et al.,
2004; Tivoli et al., 2006). Cuando se emplea este procedimiento de
pulverizacion en el campo puede haber gran variacion entre las dosis de indculo
que cada planta recibe. El método que hemos usado en nuestros ensayos,
asegura por un lado una distribucion del inéculo mas homogénea en el campo.
Por otro lado, también refleja mejor la manera en que tiene lugar la infeccion en

la naturaleza.
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El experimento en multiples localidades en diferentes afios se concibid
como el ultimo paso en el proceso de seleccion. El analisis individual de cada
ensayo de campo puso de manifiesto diferencias en la respuesta de las entradas
a la enfermedad, habiendo algunas que mostraban interesantes niveles de
resistencia. Las variaciones en los valores de clasificacion y los diagramas de
distribuciéon de frecuencias indican, sin embargo, que es necesario estudiar la
estabilidad del material y su interaccidén con el ambiente. Se considerd que la
diversidad tanto temporal como geografica de los siete ensayos era suficiente
para este tipo de investigacion. El alto valor (41% de la suma de cuadrados
total) de la variacion debida al ambiente (A) demostrd que los ambientes fueron
diferentes y contrastantes, con variaciones importantes en sus severidades
medias. De gran importancia es el valor de la interaccion G x A (22%), 1,7
veces mas alto que el de la variacion debida al genotipo (G). Esto significa que
hubo diferencias substanciales en la respuesta de los genotipos en los ambientes
evaluados. Esta inconsistencia de la expresion fenotipica en diferentes
ambientes es un problema frecuente en la busqueda de resistencias, habiendo
diferentes explicaciones posibles para el mismo: (i) razas del patégeno, es decir,
existencia en las poblaciones locales del patogeno de virulencias especificas
que se corresponden con genes de resistencia especificos en el material vegetal,
(ii) sensibilidades particulares de las diferentes entradas al nivel total de
severidad de cada ensayo, o a otros factores como las condiciones atmosféricas,
propiedades del suelo o practicas agricolas (Pinnschmidt y Hovmoller, 2002).
Aunque a partir de nuestros datos no es posible deducir la existencia de razas
patogénicas, es una posibilidad que no deberia descartarse, especialmente en
aquellos lugares que han mostrado las mayores diferencias. En el modelo que
hemos empleado para nuestro estudio, cuanto mayor es el angulo entre dos
ambientes en el biplot, mas diferentes se los considera. Teniendo esto en
cuenta, en nuestro caso los ambientes en los que el comportamiento global de
los genotipos es mas diferente son CHIL0O6 y ESPNO06. Seria entonces
interesante evaluar en experimentos en condiciones controladas los genotipos

que muestran las mayores diferencias frente a aislados de estos lugares. Estos
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estudios también podrian realizarse para los casos de otros ambientes, siempre
que los genotipos evaluados sean aquellos que presenten la mayor interaccion
para ellos (mayor interaccion opuesta G x A). Por ejemplo, las entradas 179-1 y
237 muestran diferentes comportamientos en los ensayos de Egipto y Austria:
los valores de posicion para 179-1 en Egipto son 36 y 39 (campafias 2004/2005
y 2005/2006, respectivamente), en contraste con su posicion en Austria, que es
16. Por otra parte, la linea 237 es la nimero 10 en Egipto (en ambas campaiias),
mientras que cae hasta el final de la lista en Austria, alcanzando la posicion 36.
Lo mismo podria decirse de las entradas BG 1809 y LPF 05 en Austria y
Espafia, y en algunos otros ejemplos al hacer comparaciones de las diferentes
localidades estudiadas. Este tipo de trabajos podria resultar de gran utilidad ya
que, aunque se ha sugerido la existencia de razas de Botrytis fabae (Hanounik y
Maliha, 1986), no tenemos constancia de que por el momento se haya llevado a
cabo ninguna descripcion exhaustiva de las mismas. Por lo que se refiere a los
factores ambientales, la resistencia parcial (que es la encontrada en este estudio)
puede ser sensible a los mismos, independientemente de su naturaleza génica:
se sabe que la resistencia parcial poligénica se ve afectada por el ambiente

(Hammerschmidt, 2006)

La estabilidad de la resistencia, por tanto, resulta ser clave para el
proceso de mejora, incluso mas importante que el valor medio de severidad de
cada genotipo. Teniendo esto en cuenta, las mejores entradas serian, 132-3,
158-1 y LPF 120 (en este orden): todas presenta un nivel de severidad igual o
menor al 20%, y muestran una alta estabilidad. Los otros grupos mencionados
en la seccion de resultados también deberian ser tenidos en cuenta para estudios
futuros, pero considerando que sus buenos resultados frente a la enfermedad no
resultan consistentes en todas las situaciones. Este es el caso de la linea BPL
710, una fuente de resistencia a B. fabae bien conocida (Bond et al., 1994), pero
que muestra una interaccion moderada con algunos ambientes. Las lineas 132-1
y BPL 1763 también deberian ser consideradas, ya que son las que poseen los

valores de severidad mas bajos, aunque carecen de un nivel de estabilidad
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satisfactorio. Una estrategia posible podria ser emplear estos genotipos menos
estables en aquellas regiones en las que se han obtenido los mejores resultados,
pero deberia hacerse con precauciones, ya que existe el riesgo de pérdida de la
resistencia. Este tipo de evaluaciones en multiples ambientes ayuda a
seleccionar material cuya resistencia es mas estable, probablemente poligénica,
descartando aquella resistencia que podria estar basada en s6lo uno o unos
pocos genes, previniendo asi una superacion rapida de la resistencia por el
patégeno (Pinnschmidt y Hovmoller, 2002). Posiblemente, la mejor opcién
seria combinar las mejores fuentes de resistencia en el mismo material, lo que
ampliaria la base genética de la resistencia y, por ende, aumentaria su
estabilidad. Esta aproximacion también podria lograr que se aumentase el nivel
de resistencia, dado que todas las entradas seleccionadas han mostrado una

resistencia incompleta.

Los ambientes CHILO6 y ESPNO06 resultaron ser los mas
discriminantes de la coleccion de entradas, aunque también los menos
representativos del conjunto de ambientes. Parece que esto esta relacionado con
el nivel de presion de enfermedad alcanzado en cada ambiente, ya que CHIL06
y ESPNO6 fueron las localidades con una severidad media total mayor. Esto
tiene sentido ya que un nivel de enfermedad mayor ayudaria a discriminar
mejor los genotipos, segun se ha descrito con anterioridad (Carson et al., 2002),
siempre que ese nivel de enfermedad no sea tan alto como para suprimir las
diferencias entre ellos. En ninglin ambiente, pues, coinciden alta discriminacion
y representatividad, confirmando que el ensayo en multiples ambientes es la

herramienta apropiada para seleccionar por resistencia frente a esta enfermedad.

En conclusion, este trabajo ha permitido la identificacion de fuentes de
resistencia a botritis con un gran potencial para su uso en programas de mejora.
Todas ellas presentan una resistencia incompleta que, al menos en algunos
casos, tiene probablemente una base poligénica, lo que deberia facilitar la

obtencion de una resistencia durable en el material definitivo (Parlevliet, 2002).
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El esquema empleado de ensayos de campo podria ser usado como modelo para
futuras evaluaciones. El trabajo futuro deberia orientarse a la confirmacién de la
resistencia en condiciones controladas y, una vez que esto se hubiese hecho, el
siguiente paso seria la combinacion de las diferentes fuentes de resistencia en el
mismo fondo genético. Ademads, se ha obtenido informacién de utilidad para la

posible identificacion de razas de B. fabae.
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Introduccién

La mayoria de las busquedas de resistencia se llevan a cabo mediante
ensayos de campo. Esto es 16gico, ya que estos ensayos someten al material
vegetal a las condiciones naturales que encontrara si finalmente forma parte de
una variedad comercial cultivada. Como hemos visto en el capitulo 1, si se
desean obtener resultados fiables, es conveniente realizar experimentos en
varias localidades en diferentes afios, de modo que se identifique el material
més estable: la variacion debida al ambiente es normalmente demasiado alta, y
los experimentos en multiples ambientes sirven para eliminar esta variacion,
centrandose en los efectos del genotipo y de la interaccion genotipo x ambiente
(Yan, 2002). Sin embargo, la busqueda de resistencia no se apoya
exclusivamente en la experimentacion en campo: los ensayos de laboratorio son
un complemento necesario e imprescindible a las pruebas en campo. En el
laboratorio se pueden hacer evaluaciones en condiciones controladas, de modo
que se minimizan los efectos del ambiente frente a los efectos de los genotipos.
Otra ventaja es que los resultados se obtienen en un periodo de tiempo mucho
mas corto que en el caso de los ensayos de campo. En concreto, los principales
objetivos de los experimentos en condiciones controladas en el laboratorio son
dos: (i) comparar las reacciones de las diferentes entradas a la enfermedad en
las mismas condiciones microclimaticas, eliminando los efectos ambientales;
(i) ayudar en la identificaciéon de fuentes de resistencia tutiles cuando los
ensayos de campo no pueden llevarse a cabo; en este caso, los resultados de los
experimentos de laboratorio deberian ser predictivos de y consistentes con los
de los ensayos de campo. Esto puede parecer contradictorio: por una parte, se
desea aislar el material vegetal tanto como se pueda de las impredecibles
condiciones ambientales que se dan en el campo; por otra parte, se considera
que las evaluaciones en ambientes controlados son realmente practicas y
beneficiosas para los mejoradores vegetales cuando reproducen con exactitud
las evaluaciones en campo (Ricard and Johnston, 2005), es decir, cuando hay

una buena correlacion estadistica entre los resultados en ambientes controlados

59



Capitulo 11

y los de campo. Esta aparente contradiccion se resuelve al comprender que los
ensayos de laboratorio deben reflejar de un modo fiable el desarrollo de la
infeccién en la naturaleza, pero haciéndolo bajo condiciones controladas y
conocidas. Por ello, este tipo de experimentos se consideran como un
complemento a los ensayos de campo, que aportan informacién adicional sobre

la expresion de la resistencia o la susceptibilidad de los diferentes materiales.

Es obvio que los resultados de los experimentos de laboratorio en
condiciones controladas no se corresponden siempre adecuadamente con los de
los ensayos de campo. Desde un punto de vista practico, se considera que los
coeficientes de correlacion entre los ensayos de laboratorio y los de campo son
una buena medida de la idoneidad de los experimentos en condiciones
controladas en diferentes sistemas patogénicos, permitiendo diferenciar los que
son utiles (Kuntze et al., 1997; Foolad et al., 2000; Tahi et al., 2006;
Twizeyimana et al., 2007) de los que no (Smith et al., 2003; Ricard and
Johnston, 2005). El umbral de decisiéon puede variar de un sistema a otro, pero,
como regla general, se podria aceptar que coeficientes de correlacion mayores
de 0,7 indican correlaciones altas, mientras que los que estuviesen entre 0,5 y
0,7 indicarian correlaciones moderadas (Kuntze et al., 1997; Kim et al., 2000;
Driscoll et al., 2009). Desde nuestro punto de vista, cualquier coeficiente

inferior a 0,5 deberia considerarse como correspondiente a una baja correlacion.

En el caso de la botritis, el ensayo en hoja cortada es el empleado
mayoritariamente para los estudios en laboratorio. No sélo ha permitido evaluar
el material, sino también llevar a cabo otros tipos de investigaciones sobre la
respuesta de Vicia faba a Botrytis fabae: por ejemplo analizar los componentes
de las distintas respuestas de resistencia o establecer el modo en que diferentes
factores influyen en la interaccion planta-patégeno (Hutson and Mansfield,
1980; Hanounik and Robertson, 1988; Cole et al., 1996; Bouhassan et al., 2003;
Bouhassan et al., 2004a; Staats et al., 2007). No obstante, este tipo de ensayo

presenta algunas desventajas, como el hecho de que no siempre discrimina
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correctamente entre los diferentes grados de resistencia o susceptibilidad a la
infeccion por el patégeno (Bouhassan et al., 2004a). Existe, sin embargo, otro
tipo de ensayos en planta completa, que, aunque ampliamente utilizados en
otros patosistemas de leguminosas (Tivoli et al., 2006), apenas se han empleado
en el caso de V. faba / B. fabae (Tivoli et al., 1986). La ventaja principal de
estos ensayos en planta completa sobre los de hoja cortada es que permite
estudiar la planta como un organismo completo que interacciona con el

patogeno, en lugar de limitarse a algunas hojas aisladas.

Por otra parte, se sabe que un gran numero de factores, desde
fisioldgicos a ambientales, influyen en los sistemas patogénicos vegetales, ya
sea porque afectan al huésped, al patégeno, o a la interaccion entre ambos. En
el caso de V. faba / B. fabae, es conocido que la edad de la planta es un factor
destacado, de modo que en una planta las hojas mdas jovenes son menos
susceptibles a la infeccion por B. fabae que las mas viejas (Deverall and Wood,
1961; Creighton et al., 1986; Harrison, 1988; Heilbronn and Harrison, 1989;
Bouhassan et al., 2004b). Los estudios realizados, sin embargo, se llevaron a
cabo con un pequefio nimero de entradas de V. faba, de modo que seria
conveniente confirmar sus conclusiones en un conjunto mas amplio de
genotipos. La influencia de la edad de la planta, por el contrario, ha sido poco
investigada (Bouhassan et al., 2004b), a pesar de ser un elemento relevante en
el estudio de las resistencias a enfermedades (Develey-Riviere and Galiana,
2007). Lo mismo puede decirse del efecto de la temperatura, que a pesar de su
importancia en el proceso de infeccion (Harrison, 1988), apenas ha sido

estudiada su relacion con la resistencia (Bouhassan et al., 2007).
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Objetivos

Los objetivos de este trabajo han sido:

e Realizar una comparacidon critica de los diferentes métodos de
evaluacion y su conveniencia para la selecciéon en mejora y para la
caracterizacion de los componentes de resistencia.

o Identificar y validar fuentes de resistencia a B. fabae con utilidad
potencial en el sur de Espaiia.

e Estudiar la influencia de la edad de la hoja, la edad de la planta y de la

temperatura en la respuesta de diferentes genotipos a la enfermedad.

Materiales y métodos

Para este estudio se eligieron las 42 entradas de V. faba que fueron
comunes a los ensayos de campo en Cordoba de las campaifias 2004/2005 y
2005/2006 descritos en el capitulo 1. Fueron evaluadas tanto en ensayo en hoja
cortada como en ensayo en planta completa en condiciones controladas en
laboratorio. Finalmente, la influencia de la edad de la planta y de la temperatura
se abordd mediante un ensayo en planta completa, estudiando la respuesta a la
infeccion de un grupo de entradas con dos diferentes edades de planta a tres

temperaturas distintas.

Ensayos de campo

La metodologia seguida con los ensayos de campo ya ha sido descrita
en el capitulo anterior. Aun cuando para ese estudio s6lo se tomaron para los
analisis los datos de una sola evaluacion final, en el caso particular de estos
ensayos de Cordoba las evaluaciones comenzaron dos semanas después de la
inoculacion, cuando los primeros sintomas de botritis eran visibles. Estas
evaluaciones se repitieron cada 12-14 dias, hasta un total de 4, terminando en el

estadio fenologico de llenado de vaina.
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Ensayo en hoja cortada

Material vegetal

Se sembroé una semilla de cada entrada en una maceta de plastico de un
litro de volumen llena con una mezcla de arena y turba (1:1, v:v). El nimero de
repeticiones por entrada varié entre 3 y 4. Las macetas se situaron en una
camara en condiciones controladas de temperatura (20 °C) y luz visible (150
umol m™ sec” de intensidad de luz). El fotoperiodo fue de 14 horas de luz y 10

de oscuridad.

Material patoldgico

Para este experimento se empled un aislado monospdrico de B. fabae
procedente de Cordoba (Bf-CO-05), recogido en campaias anteriores en un
campo de habas infectado naturalmente, y debidamente purificado y
multiplicado. Se sembro en placas Petri (9 cm de didmetro) que contenian
medio PDA (patata, dextrosa, agar) y se mantuvo durante 3 dias en oscuridad
en un incubador a 19 °C. Posteriormente se expuso a un ciclo de 12 horas de luz
(visible + ultravioleta cercano) y 12 horas de oscuridad a la misma temperatura
durante 3 semanas, tras las cuales el contenido de cada placa se cortd en
pequefios trozos con un bisturi. Estos trozos se incorporaron a un matraz en el
que habia medio V8 (270 ml de zumo V8, 30 ml de agua desionizada y 3 g de
agar, a pH 5,5) esterilizado en autoclave y todavia liquido (cada placa Petri se
distribuy6 en dos matraces). Esta mezcla se vertié sobre placas Petri estériles y
se cultivd durante 7 dias en las mismas condiciones de luz y temperatura
anteriores. Tras ese periodo, una capa de micelio en esporulacion cubria todas

las placas.

Inoculacion
Se cort6 un foliolo de cada una de las hojas completamente expandidas
de cada planta dos semanas después de la siembra, y se situaron en placas Petri

cuadradas (15 x 15 cm) que contenian medio agar-agua (0,4% p/v). El nimero
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de foliolos tomados de cada planta vari6 entre 2 y 4, dependiendo del grado de
desarrollo. Cada placa Petri cuadrada contenia todos los foliolos tomados de

una misma planta.

Se prepar6 una suspension de esporas en medio liquido a partir de los
cultivos de B. fabae en V8. Se verti6é una solucion de glucosa (1,2% p/v) en
cada placa (10 - 15 ml por placa), y se liberaron las esporas haciendo pasar por
la superficie de la misma un asa de siembra. Esta suspension se filtré a través de
una malla de nylon (200 micras de paso) para eliminar restos de micelio. La
concentracion de esporas se calculé con un hematocimetro, y se diluyé con la
solucion de glucosa hasta alcanzar una concentracion de esporas de 170.000

esporas/ml. Finalmente, se afadio Tween-20 a la suspension (0,03% v/v).

La inoculacién se llevd a cabo depositando una gota de 5 pl de la
suspension de esporas en cada foliolo, cerca del nervio central. Las placas Petri
se cubrieron con sus tapas, y se incubaron en una camara de crecimiento a 20
°C con un fotoperiodo de 14 horas de luz visible (150 pmol m™ s de intensidad
de luz) y 10 horas de oscuridad. Tras 24 horas, se anadido 1 ml de agua a cada
placa Petri, sin tocar los foliolos, para garantizar alta humedad en el interior de

la misma.

Evaluacion

A las 24 horas de la inoculacion ya se distinguian claramente puntos
oscuros en el lugar en que se depositaron las gotas. Estos puntos dieron lugar a
lesiones unicas 24 horas mas tarde. Las longitudes de los diametros de las
mismas se midieron a los 2, 3 y 6 dias tras la inoculacion, y se calcularon las
correspondientes areas (ver Figura 1). Se calculd para cada planta el tamafio
medio de lesidon como la media de las areas de las lesiones de todos sus foliolos
en un tiempo de evaluacion dado. Con estos datos, se obtuvo el tamafio medio
de lesion final (siendo el area media de las lesiones a los 6 dias después de la

inoculacion).
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Figura 1. Ensayo de hoja cortada en placa Petri. Las hojas mostradas pertenecen a una planta
del genotipo susceptible ILB 365, seis dias después de la inoculacion. Estan dispuestas en
orden decreciente de edad, siguiendo el sentido de las agujas del reloj. Las flechas sefialan el
lugar donde se deposito la gota con la solucion de esporas.

Ensayo en planta completa

Material vegetal
Las entradas seleccionadas para este experimento fueron las mismas
que para el ensayo en hoja cortada, y el material vegetal se manej6 del mismo

modo.
Material patolégico

Se usé el mismo aislado monospdrico empleado para el ensayo en hoja

cortada. Los cultivos se obtuvieron como se ha descrito mas arriba.

65



Capitulo 11

Inoculacion
La suspension de esporas se prepard de igual manera que en el ensayo

de hoja cortada, aunque la concentracion final fue de 450.000 esporas/ml.

Cuando las plantas tenian tres semanas de edad (estadio: 4-6 hojas
plenamente expandidas), se les pulverizo la suspension de esporas
(aproximadamente 1,5 ml de suspension por planta), con la ayuda de un
atomizador. Luego las plantas se mantuvieron en una camara de incubacion
durante toda la noche, en oscuridad y a temperatura ambiente, con una humedad
relativa superior a 95%. Posteriormente se las trasladé a la camara en la que
habian crecido, donde la humedad relativa se mantuvo por encima del 90%

(Figura 2).

Evaluacion

Como criterio de evaluacion se consideré la severidad de la
enfermedad en planta completa y en hojas individuales, y el dafio en tallos. La
severidad de la enfermedad en cada entrada se estimo como el porcentaje de la
superficie de la planta cubierta por lesiones de botritis. También se estim¢ la
severidad individual de cada hoja expandida, como porcentaje de superficie de
la misma cubierta con lesiones. El dafio en los tallos fue igualmente evaluado,
segun la escala descrita por Rhaiem et al. (2002) y que comprende 4 estados,
numerados del 0 al 3: 0, sin infeccion visible; 1, unas pocas lesiones dispersas;
2, numerosas lesiones; 3, lesiones muy numerosas y coalescentes. Todas las

evaluaciones se realizaron a los 2, 4 y 6 dias tras la inoculacion.

Otro objetivo de este experimento era detectar la variacion, si la
hubiera, de la severidad con la edad del foliolo. Para hacer esto, los datos de
cada planta se procesaron de la siguiente manera: se calcul6 la severidad de las
hojas situadas en la mitad inferior de la planta (hojas mas viejas), y lo mismo se
hizo con las de la mitad superior (hojas mas jovenes). De este modo, se

disponia de dos datos por planta, un valor de severidad para cada mitad.
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Figura 2. Ejemplo de ensayo en planta completa en camara en condiciones controladas. Los
humidificadores permiten mantener una humedad relativa superior al 90%, lo que favorece el
desarrollo de la enfermedad tras la inoculacion.

Influencia de la edad de la planta v la temperatura

Material vegetal

Los genotipos para este experimento se seleccionaron en funcion de su
comportamiento en el ensayo en planta completa: BPL 710, ILB 365, ILB
4709, 237, 324, 544 y 1809. Se escogieron porque habian cubierto un amplio
rango de respuestas a la infeccion de botritis en el ensayo en planta completa, y
mostrado buena correlacion con los ensayos de campo; ademds, habian
presentado diferentes respuestas para el efecto de la edad de la hoja. Las

condiciones de cultivo fueron las mismas que en los anteriores experimentos.
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La siembra se hizo en dos tiempos, para asi tener plantas de dos edades
diferentes: primero se sembraron 63 semillas (9 de cada entrada), y, tres
semanas mas tardes, otras 63, de modo que hubiese tres repeticiones de cada
tratamiento; para simplificar, las denominaremos de aqui en adelante como

plantas adultas y jovenes, respectivamente.

Material patoldgico, inoculacion y evaluacion

Los procedimientos fueron los mismos que en el previo ensayo en
planta completa, con algunos cambios. La inoculacion se hizo 7 semanas
después de la siembra de las primeras semillas, cuando las plantas adultas
tenian entre 13 y 20 hojas expandidas (de modo que las plantas jovenes eran de
4 semanas y tenian entre 8 y 10 hojas expandidas). A cada planta se le pulverizo
aproximadamente 2 ml de una suspension de esporas (320.000 esporas/ml).
Después de la inoculacion las plantas fueron distribuidas en tres camaras de
crecimiento, cada una a una temperatura diferente: 13, 20 y 25 °C. En cada una
de ellas se colocaron 6 plantas de cada entrada (3 adultas y 3 jovenes), se
incubaron en oscuridad y con una humedad relativa superior al 90% durante
toda la noche y después se mantuvieron con un fotoperiodo de 12 horas de luz

visible y 12 horas de oscuridad con la misma humedad relativa.

La evaluacion se realizé 8 dias después de la inoculacion. La severidad
se evalud como en el ensayo de planta completa anterior. Las medias de las
severidades de las mitades inferior y superior de cada planta fueron calculadas
como se ha explicado en el apartado anterior. En este caso no se evalué el dafio

en los tallos.

Analisis estadistico

Se realizaron andlisis de varianza (ANOVA) para los diferentes
parametros evaluados en los distintos experimentos. Los datos de los ensayos

de campo y de planta completa se transformaron mediante la expresion arcsen
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Vx antes de realizar con ellos ningin calculo estadistico, con el fin de
compensar el sesgo en la evaluacion al emplear porcentajes, y para incrementar
la normalidad de la distribucion de los datos. En los casos en que fue necesario,
el area bajo la curva de progreso de la enfermedad (AUDPC por sus siglas en
inglés) se calculd mediante la siguiente formula:

AUDPC =3 % {(yir1 + yi)(Xir1 — Xi)}

i=1
yi = valor del parametro evaluado en el dia 1
X; = tiempo en dias

n = numero total de observaciones

En los ensayos de campo, los resultados de las diferentes entradas
fueron comparados a los del testigo susceptible ILB 365 mediante el test de
Dunnett. En los ensayos en condiciones controladas, cuando fue necesario las
medias de los diferentes parametros se separaron mediante pruebas LSD (p =

0,05).

En el caso del ensayo de hoja cortada, los diametros de las lesiones se
correlacionaron con el tiempo mediante el analisis de Pearson, para comprobar
si el crecimiento de las lesiones sigue un patrén lineal. Posteriormente se
realizaron las correspondientes regresiones lineales por el método de minimos
cuadrados, y la pendiente de las mismas constituyo el indice de crecimiento de

cada lesion, que es un importante componente epidémico (Berger et al., 1997).
Las comparaciones entre los ensayos de laboratorio y los de campo se
hicieron igualmente mediante analisis de correlacion de Pearson entre los

diferentes parametros empleados.

Todos los analisis estadisticos se realizaron con el programa Statistix 8

(Analytical Software, Tallahassee, FL, EEUU).
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Resultados

Ensayos de campo

El analisis de los datos de los dos ensayos de campo puso de manifiesto
la existencia de un amplio rango de respuestas en los valores de AUDPC de las
diferentes entradas, y de diferencias significativas entre las mismas (ANOVA, p
< 0,001). El nivel de enfermedad fue menor en la campafia 2004/2005 que en la
2005/2006 (valores de AUDPC de 255 y de 1544,8 para el testigo susceptible
ILB 365 respectivamente). A la hora de realizar la comparacion con los
métodos de laboratorio se calcul6 la media de los resultados de ambos ensayos

de campo, para asi minimizar la variacion ambiental (Tabla 1).

Ensayo en hoja cortada

El andlisis de varianza mostré diferencias significativas entre las
entradas para el tamafio medio de lesion final y para los valores de AUDPC del
tamafio medio de lesion (p < 0,0001 para ambos parametros). Los resultados del
tamafio medio de lesion final se muestran en la Tabla 1 (los valores abarcaron
desde 135,2 mm” en el caso de la linea 132-1 hasta 3.162,4 mm’ para la

variedad Brocal).

Los analisis de correlacion de Pearson permitieron concluir que el
crecimiento de las lesiones sigue un patron lineal (datos no mostrados). El
indice de crecimiento de la lesion, expresado como la pendiente de la recta de
regresion (“m”), se muestra en la Tabla 1. El analisis de varianza también

detecto diferencias significativas para este parametro (datos no mostrados).
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Tabla 1. Respuesta a Botrytis fabae de 42 entradas de Vicia faba, en campo y en camaras de crecimiento en condiciones controladas.

Ensayos de campo Ensayos en condiciones controladas
Hoja cortada Planta completa
Entrada . rTML
2005V 2006  Media® Clas.?) (%)@ AUDPC® m®  Clas.?| rs(%)® AUDPC® Clas.'®

135-14Y 16,7* 13,9% 14,3 1 10,6 736,8% 1,3 5 9,0% 19,1% 3
BPL 1763 10,3* 15,9% 15,1 2 16,3* 858,5%* 1,7 12 19,4% 47,7% 12
174-142 30,6% 16,3* 18,3 3 34,8% 1715,0* 2,4 23 10,4* 24,1%* 5
BPL 710 14,1% 20,4* 19,5 4 45,6* 2115,8* 3,0 32 8,9% 21,8% 2
132-1%3 22,6% 22,2% 22,3 5 4,9% 388,0% 0,9 1 16,6* 36,6* 10
ILB 4726 15,0% 24,9% 23,5 6 6,8* 516,9* 1,1 2 8,7%* 21,2% 1
ILB 5284 38,6% 22,9% 25,1 7 21,2% 1118,5% 1,9 15 14,7* 34,7% 8
LPF 120 37,2% 24,9% 26,6 8 24,5% 1244,6* 2,0 17 42,7% 76,1 27
132-349 36,8* 25,0% 26,7 9 17,7% 959,7* 1,8 13 33,6% 77,7 21
144 32,3% 25,9% 26,8 10 44 4% 2090,0* 2,8 31 77,1 120,5 34
158-149 78,3 24,0* 31,6 11 11,1* 702,9% 1,5 6 16,4* 37,9% 9
1647 36,3* 31,2% 32,0 12 42,5% 1999,5* 2,9 29 62,6 127,1 30
LPF 05 44, 8% 31,4* 33,3 13 15,1% 812,7* 13 9 37,4% 56,1%* 24
152-109 60,4 29,7* 34,0 14 10,1* 587,1%* 1,2 4 11,1%* 26,7* 6
BPL 261 50,3 33,6% 36,0 15 58,3 27348 3,7 35 26,8% 60,0* 16




Tabla 1. Continuaciéon

Ensayos de campo

Ensayos en condiciones controladas

Hoja cortada Planta completa
Entrada . rTML
2005V 2006  Media® Clas.? (%)@ AUDPC® m®  Clas.?| rs(%)® AUDPC® Clas.®®

ILB 4709 10,5% 40,6* 36,4 16 39,4% 1905,4* 2,7 28 9,1% 23,9% 4
1809 33,9% 39,5% 38,7 17 9,8% 606,2* 1,3 3 32,2% 47,5% 20
237 61,3 37,9% 412 18 25,7% 1314,6* 2,5 19 90,7 1394 39
324 52,6 40,5% 422 19 13,0% 805,9* 1,6 7 28,1% 57,4% 18
BG 257 89,4 36,1% 43,7 20 67.8 3245.,6 4,1 37 87,6 193,0 38
095-347 106,2 33,7% 439 21 33,2% 1693,7* 2,6 22 41,3% 80,4 26
097-208 53,0 44.6* 45,8 22 39,0% 1857,7* 2,6 27 33,8 74,7 22
BG 977 42,3% 46,8% 46,2 23 44,0% 2083,0* 32 30 14,5% 33,8% 7
BG 1222 26,5% 52,1% 485 24 68.8 3154,9 3,9 38 72,9 159,1 33
095-149 68,5 47,7 50,6 25 25,3* 1324,6* 2,1 18 31,5% 62,4 19
BG 1261 66,1 48 8% 51,2 26 59,0 27172 33 36 35,4% 59,7 23
BG 1250 66,6 48,9% 51,4 27 87,9 3926,4 4,0 39 20,7* 46,7* 13
BG 1095 67,8 49 5% 52,1 28 35,6% 1711,2* 2,6 25 86,2 163,5 36
LPF 95 56,0 56,2% 56,2 29 15,3% 847,3* 1,6 10 79,1 170,0 35
898 58,1 56,6* 56,8 30 23 2% 1282,7* 2,1 16 27,7% 50,7* 17
BG 1093 58,1 57,2% 57,3 31 32,8% 1501,7* 2,4 21 17,5% 32,7% 11
LPF 39 437% 60,3* 58,0 32 13,6% 769,2% 1,5 8 22,8% 47,1% 15
Brocal 68,2 60,5* 61,6 33 115,0 5037,7 5.2 41 48,1 98,7 28
441 114,2 55,3% 63,6 34 20,1% 1178,2* 2,0 14 489 88,4 29




Tabla 1. Continuacion

Ensayos de campo Ensayos en condiciones controladas
Hoja cortada Planta completa

Entrada a ) @ ® rT'\/(I4I)" ©) ©) ™ ® © (10)

2005 2006 Media Clas. (%) AUDPC m Clas. rS (%) AUDPC"™ Clas.
BG 924 54,8 65,3% 63,8 35 49,2% 2282,7* 3,2 33 40,8* 65,8* 25
Protab6n 69,6 63,4* 64,3 36 52,8 2471,7 3,5 34 21,9* 45,2% 14
544 49,9 70,1* 67,2 37 29,9% 1494,3* 2,0 20 87,0 162,5 37
1646 92,9 73,8% 76,5 38 36,7* 1784,5% 2,7 26 93,3 190,9 40
Disco 122,1 92,0* 96,3 39 15,7* 946,5* 1,7 11 64,2 1244 31
Baraka 88,3 98,3 96,9 40 35,6* 1807,8* 2,5 24 65,4 118,7 32
ILB 365 100,0 100,0 100,0 41 100,0 44919 44 40 100,0 173,6 41
BG 1251® 44,3* 2168,7 2,8 33,3 65,2

) AUDPC relativa de los valores de severidad, expresado como el porcentaje del valor alcanzado por el testigo susceptible ILB 365 (255 en el afio 2005, 1544,83 en
el afio 2006); ® media de los valores de AUDPC relativo en los dos ensayos de campo, expresado como el porcentaje del valor medio alcanzado por el testigo
susceptible ILB 365 (904,92); @ clasificacion de las entradas segin los valores medios de AUDPC relativa; ) tamaiio medio de lesion relativo (TML), expresado
como el porcentaje del valor alcanzado por el testigo susceptible ILB 365 (68,24); © AUDPC de los valores de TML; © indice de crecimiento de lesion en mm dia™;
™ ¢lasificacién de las entradas segin los valores de TML; ® severidad relativa, expresada como el porcentaje del valor alcanzado por el testigo susceptible ILB 365
(2749, 56); @ AUDPC de los valores de severidad; "'” clasificacion de las entradas segin los valores de severidad.

Nombres completos de aquellas entradas cuyos nombres se muestran abreviados: D' Sel.97 Lat.97 135-1; 02 Se1.97 Lat.97 174-1; (13 8el.97 Lat.97 132-1; (9 Sel.97
Lat.97 132-3; " Sel.97 Lat.97 158-1; "9 Sel.97 Lat.97 152-1; ” Sel.97 Lat.97 095-3; '® Sel.97 Lat.97 097-2; ” Sel.97 Lat.97 095-1.

@9 1 entrada BG 1251 no fue evaluada en los ensayos de campo; no se ha incluido en las clasificaciones de las entradas de ninguno de los tres experimentos.

* significativamente diferente del valor del testigo susceptible ILB 365 (test de Dunnet con p = 0,05), empleando datos transformados mediante la expresion arcsen
Vx
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Ensayo en planta completa

El andlisis de varianza para la severidad total de cada planta a las 96
horas tras la inoculacion, con entrada como factor fijo, mostraron diferencias
significativas entre las entradas (p < 0,0001). En la Tabla 1 se presentan los
resultados de cada entrada: el valor mas bajo fue el de ILB 4723 (5,98%),

mientras que el mas alto lo alcanzd el testigo susceptible ILB 365 (68,24%).

Con el objetivo de averiguar si la edad de la hoja tiene influencia en el
tamafio de la lesion, se llevo a cabo un analisis de varianza de la severidad, en
el que los factores eran “mitad de planta” (segun se ha definido en Materiales y
Métodos) y entrada. Los resultados mostraron interacciones significativas para
entrada, mitad y la interaccion entrada x mitad (p < 0,0001 para las tres fuentes
de variacion). La existencia de una interaccion entrada x mitad nos llevé a
realizar un ANOVA individual para cada linea, para averiguar cudles eran las
entradas que presentaban diferencias significativas entre sus mitades (siendo
“mitad” el factor fijo). Para estos andlisis el valor de cada mitad se expresé
como la proporcién entre la severidad de cada mitad y la severidad del conjunto
de la planta. Las significaciones de estos analisis se encuentran en la Tabla 2. El
numero de entradas que no presentan diferencias significativas entre mitades es
de 19 (del total de 42 evaluadas). Ademas, buscando una posible relacion entre
la influencia de la edad de la hoja y la severidad de cada entrada, se llevo a cabo
un analisis de varianza adicional: el factor fijo “influencia de la edad de la hoja”
se definid consiguientemente como la existencia o no de diferencias entre las
mitades de la planta, por tanto, con solo dos niveles: si y no. Se detectaron
diferencias significativas (p = 0,0008) para dicho factor; el analisis LSD mostro
que la severidad media en aquellas entradas en las que existe diferencia entre
mitades es mayor que en aquéllas en las que dicha diferencia no se da (Tabla 3).
Esta diferencia entre mitades estuvo presente en todas las entradas con una
severidad mayor que 40%, salvo una. Cuando el andlisis de varianza se repitid

pero solo para las entradas cuya severidad fue menor de 40%, no se encontrd
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Tabla 2. Clasificacion de las entradas evaluadas mediante el ensayo en planta completa,
segun exista o no un efecto significativo (p < 0,05) de la edad de la hoja en sus respuestas a

la infeccidn de B. fabae.

Significativo No significativo
095-31 095-1®
132-1® 097-2©
132-3® 152-17
135-1¥ 158-1®
144 174-1©
1646 1809
1647 237
324 BG 1093
441 BG 1250
544 BG 1261
898 BG 924
BARAKA BG 977
BG 1095 BPL 1763
BG 1222 BPL 710
BG 1251 BROCAL
BG 257 ILB 4723
BPL 261 LPF 05
DISCO LPF 39
ILB 365 PROTABON
ILB 4709
ILB 5284
LPF 120
LPF 95

Nombres completos de aquellas entradas cuyos nombres se muestran abreviados: ” Sel.97 Lat.97
095-3; @ Sel.97 Lat.97 132-1; ¥ Sel.97 Lat.97 132-3; ¥ Sel.97 Lat.97 135-1; ® Sel.97 Lat.97 095-
1; @ Sel.97 Lat.97 097-2; 7 Sel.97 Lat.97 152-1; ® Sel.97 Lat.97 158-1;” Sel.97 Lat.97 174-1.

ninguna diferencia significativa (datos no mostrados). En la Figura 3 se puede

observar esta distribucion de las entradas segin su severidad y la existencia o

no de la influencia de la edad de las hojas.

El andlisis de varianza para el dafio en tallos no mostr6é diferencias

significativas entre entadas (datos no mostrados). Cuando se compararon los
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resultados con los de la severidad en hojas mediante el analisis de correlacion

de Pearson, no se encontré correlacion significativa (datos no mostrados).

Tabla 3. Severidades medias de las entradas seglin exista influencia de la edad de la hoja o
no (prueba LSD para datos transformados mediante la expresion arcsen Vx; p < 0,05).

Severidad
Influencia edad hoja 354a
No influencia edad hoja 16,6 b

Figura 3. Distribucion de las 42 entradas evaluadas en el ensayo de planta completa por
rangos de severidad, segiin muestren o no influencia de la edad de la hoja en la respuesta a la

infeccion.

12
10 o B Influencia edad hoja
B No influencia edad hoja
8

N° de entradas

15-30 30-45 45-60 >60

Severidad
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Comparacion de los métodos de evaluacidén

En la Tabla 4 se presentan los valores de las correlaciones de Pearson
entre los resultados de todos los experimentos. Puede verse que existe una
correlacion positiva y significativa en todos los casos. Cuando los ensayos de
laboratorio en condiciones controladas se comparan con la media de los
ensayos de campo, el valor para el ensayo en planta completa es mayor que
para el ensayo en hoja cortada: 0,60 (severidad final) y 0,38 (tamafio medio de
lesion final), respectivamente. El empleo de los valores de AUDPC para los
ensayos de laboratorio en condiciones controladas en vez de los de las
evaluaciones finales (severidad final y tamafio medio de lesion final) no supuso
mejora de los coeficientes de correlacion con los ensayos de campo; el indice

de crecimiento de la lesion tampoco mejord dicho coeficiente.

Tabla 4. Coeficientes de correlacion de Pearson para los diferentes parametros de evaluacion
empleados en los experimentos de laboratorio y en los ensayos de campo (AUDPC-Cmp.:
media de los valores de AUDPC de ambos ensayos de campo; EPC: ensayo en planta
completa; EHC: ensayo en hoja cortada; S: severidad final; TML: tamafio medio de lesion
final; m: indice de crecimiento de lesion).

S-EPC  AUDPC-EPC TML-EHC AUDPC-EHC m-EHC

AUDPC-Cmp.  0,60%** 0,57*** 0,37* 0,38* 0,36*
S-EPC 0,37* 0,35* 0,36*
AUDPC-EPC 0,37* 0,36* 0,38*

**% y * indican efectos significativos a 0,0001 y 0,05 niveles de probabilidad, respectivamente

Influencia de la edad de la planta y de la temperatura

El analisis de varianza factorial para severidad puso de manifiesto
diferencias significativas para genotipo, temperatura, y para la interaccion edad
x temperatura (Tabla 5). Ya que no se encontré ninguna interaccion entre
genotipo y cualquier otro factor, los genotipos evaluados se pueden comparar
por sus valores medios para todas las edades de planta y temperaturas. Por

tanto, las medias de las diferentes entradas han sido separadas mediante una
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prueba LSD (Tabla 6). Estos valores reflejan bien los resultados alcanzados por
estas lineas en el ensayo previo en planta completa. En aquel ensayo, este grupo
de 7 genotipos mostraron alta correlacion con los ensayos de campo (r = 0,92; p
< 0,01). En este caso los resultados del ensayo para edad de la planta y
temperatura muestran buena correlacion tanto con el ensayo en planta completa

(r=10,84; p <0,05), como con el ensayo de campo (r = 0,85; p <0,05).

Tabla 5. Andlisis de varianza de los efectos de genotipo, edad y temperatura en la severidad
de 7 entradas evaluadas en ensayo en planta completa (GL: grados de libertad; SS: suma de
cuadrados; CM: cuadrados medios).

Fuente GL SC CM
Repeticion 3 209,77 69,92
Genotipo 6 3529,93 588,32%*%*
Edad 1 0,89 0,89
Temperatura 2 6022,55 3011,27***
Genotipo x Edad 6 591,27 98,54
Genotipo x Temperatura 12 1774,73 147,89
Edad x Temperatura 2 912,48 456,24*
Genotipo x Edad x Temperatura 12 999,17 83,26
Error 71 5973,01 84,13
Total 115 20013,80
*** y * indican efectos significativos a 0,0001 y 0,01 niveles de probabilidad,

respectivamente

También se llevo a cabo una prueba LSD para estudiar la interaccion
edad x temperatura (Tabla 7). La severidad media es mayor en las plantas
jovenes que en las adultas a 20 °C, mientras que lo contrario sucede a 25 °C; a
13 °C no hay diferencias entre edades, siendo los valores de severidad los mas

bajos de todos los casos.

Con la intencion de comprobar el posible efecto de la edad de la hoja
en el experimento, otro andlisis factorial de varianza se llevd a cabo, afiadiendo
el factor “mitad de planta” a los anteriormente analizados. Los resultados se

muestran en la Tabla 8. Los términos de interés en este caso son aquellos en los
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Tabla 6. Severidades medias de las entradas evaluadas en el experimento sobre influencia de
la edad de la planta y la temperatura. Los valores seguidos por la misma letra no son
significativamente diferentes (prueba LSD para datos transformados mediante la expresion
arcsen Vx; p <0,05).

Entrada Severidad

544 249 a
ILB 365 19,6 a
324 13,8 ab
237 9,2 bc
1809 7,7 cd
ILB 4709 4,1 cd
BPL 710 2,7 d

Tabla 7. Severidades medias de las diferentes combinaciones de edad de planta y
temperatura evaluadas en el experimento de influencia de la edad de la planta y la
temperatura. Los valores seguidos por la misma letra no son significativamente diferentes
(prueba LSD para datos transformados mediante la expresion arcsen Vx; p < 0,05).

Edad de planta

Temperatura ”
Jbvenes Adultas
13 1,17d 1,92d
20 22,63 a 12,34 be
25 12,15¢ 20,49 ab

que aparece el factor mitad. Se encontraron diferencias significativas para
mitad, genotipo X mitad, mitad x edad, mitad x temperatura y mitad x edad x
temperatura. A partir de estos resultados, se realizé una prueba LSD para la
interaccion mitad x edad x temperatura (Tabla 9). Se observa que a 20 °C la
severidad de las hojas antiguas es mayor que la de las nuevas tanto en las
plantas jévenes como para las adultas; a 25 °C sucede igual en las plantas
adultas, mientras que en el caso de las jovenes no hay diferencias entre hojas
antiguas y nuevas; finalmente, a 13 °C no hay diferencias de severidad entre

hojas antiguas y nuevas ni en plantas adultas ni en jovenes.
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Tabla 8. Analisis de varianza de los efectos de genotipo, mitad, edad y temperatura en la
severidad de las 7 entradas evaluadas en el experimento sobre la influencia de la edad de la
planta y la temperatura. S6lo se muestran aquellas interacciones en las que el término mitad
esta presente (GL: grados de libertad; SC: suma de cuadrados; CM: cuadrados medios; T:
temperatura).

Fuente GL SC CM
Repeticion 3 448,1 149,36
Edad 1 201,0 200,97
Genotipo 6 9922.0 1653,67***
Mitad 1 33444 3344 41 %**
T 2 16814,2 8407,09%**
Edad x Genotipo 6 1313,7 218,96
Edad x Mitad 1 1131,8 1131,84%**
Edadx T 2 628,9 314,47
Genotipo x Mitad 6 2638,2 439,70**
Genotipo x T 12 4646,4 387,20%*
Mitad x T 2 1327,0 663,48**
Edad x Genotipo x Mitad 6 1003,6 167,27
Edad x Genotipo x T 12 1737,0 44,75
Edad x Mitad x T 2 751,8 375,92*
Genotipo x Mitad x T 12 14432 120,27
Edad x Genotipo x Mitad x T 12 1214,5 101,21
Error 147 17064,5 116,08
Total 233

**% k¥ y * indican efectos significativos a 0,0001, 0,001 y 0,01 niveles de probabilidad,

respectivamente

Discusion

La identificacién de los genotipos apropiados es un paso fundamental
para la mejora por resistencia a enfermedades. Lo deseable es que dicha
identificacion se realice en el tiempo mas corto posible, pero asimismo con
suficiente precision como para asegurar que el material seleccionado sea el
mejor para nuestros objetivos; el disponer de buenos métodos de evaluacion es
por tanto esencial para esta tarea. Sin embargo, el proceso de mejora incluye

otras estrategias como el estudio de los diferentes factores que pueden influir
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Tabla 9. Severidades medias de las diferentes combinaciones de edad de planta,
mitad de planta (para edad de hoja) y temperatura evaluadas en el experimento de
influencia de la edad de la planta y la temperatura. Los valores seguidos por la
misma letra no son significativamente diferentes (prueba LSD para datos
transformados mediante la expresion arcsen Vx; p < 0,05).

Temperatura Edad hojas Edad de planta

Jovenes Adultas

13 Antiguas 1.17d 340d
Nuevas 1.20d 0.95d

20 Antiguas 26.92 a 30.27 a
Nuevas 15.55b 9.56 bc

25 Antiguas 13.36 be 3411a
Nuevas 10.81 be 6.97 c

sobre la interaccion huésped-patogeno y, consiguientemente, afectar Ia
respuesta de resistencia. El conocimiento de estas influencias se considera clave

para garantizar la estabilidad de la resistencia a largo plazo.

Esos son los criterios que hemos seguido para este trabajo. En primer
lugar quisimos identificar el mejor método para evaluar el material vegetal
contra botritis en condiciones controladas en el laboratorio y emplearlo para la
seleccion de entradas resistentes a la enfermedad. En segundo lugar, buscamos
determinar la posible influencia de la edad del tejido (edades de hoja y de

planta) y de la temperatura en el sistema patogénico V. faba / B. fabae.

Comparacion _de los métodos de evaluacién vy seleccion de fuentes de

resistencia

Cuando los ensayos de laboratorio se compararon con la media de los
resultados de los ensayos de campo, el coeficiente de correlacion para el ensayo
en planta completa fue mayor (0,60) que el de el ensayo en hoja cortada (0,37).

Esto era de esperar, ya que es la respuesta de todo el sistema de la planta la que
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es evaluada, y no s6lo la de hojas aisladas. Ademas, el método de inoculacion
es mas parecido al modo en que la infeccion tiene lugar en la naturaleza. Los
resultados, pues, arrojan serias dudas sobre el método de hoja cortada para
evaluar las respuestas de las habas a botritis. Aunque ha sido ampliamente
utilizado (Hanounik and Robertson, 1988; Cole et al., 1996; Bouhassan et al.,
2003; Bouhassan et al., 2004a; Staats et al., 2007), por lo que sabemos sélo
Bouhassan et al. (2004) habian llevado a cabo con anterioridad un estudio sobre
la correlacion de los resultados del ensayo de hoja cortada con los de los
ensayos de campo. En ese trabajo, diferentes componentes de resistencia fueron
evaluados en un ensayo de hoja cortada, y los resultados correlacionados con el
valor de la AUDPC del indice de enfermedad de un ensayo de campo. Los
coeficientes de correlacion variaron entre 0,26 y 0,32. Nuestros resultados
confirman esta baja correspondencia entre ambos tipos de ensayos, y no apoyan
la suposicion de que los ensayos de hoja cortada son mas coherentes con los
ensayos de campo en el caso de los genotipos altamente susceptibles y
altamente resistentes, y que las discrepancias sélo se dan en aquellos que
muestran reacciones intermedias a la enfermedad (Bouhassan et al., 2004a). En
nuestra opinion, pues, el ensayo en planta completa deberia usarse en lugar del

de hoja cortada siempre que fuese posible.

Los resultados de la evaluacion en los tallos han mostrado que no
existe relacion entre el dafio en los tallos y el que se produce en las hojas, como
ya habia sido previamente apuntado (Rhaiem et al., 2002). Por tanto, el valor de
severidad en hojas deberia prevalecer a la hora de seleccionar el material, salvo
en el caso de tallos muy susceptibles que pudiesen comprometer a la planta en
su conjunto, y por tanto afectar al rendimiento, algo que nosotros no hemos

encontrado.
Seis entradas se encuentran entre las diez mejores posiciones, tanto en

la media de los resultados de campo como en el ensayo de planta completa

(132-1, 135-1, 174-1, BPL 710, ILB 4726, ILB 5284). Pueden, pues, ser
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propuestas como fuentes de resistencia prometedoras para esta zona de Espaiia.
Soélo cuatro de ellas (132-1, 135-1, BPL 710, ILB 4726) habian sido incluidas
entre el grupo de diez entradas identificadas como fuentes de resistencia
interesantes en el ensayo en multiples ambientes que hemos expuesto en el
capitulo anterior. De este modo, se puede concluir que el ensayo en planta
completa ha permitido afinar ese proceso previo de seleccion, y escoger
aquellas entradas que son mas idoneas para el ambiente concreto de Coérdoba.
Ademas nos ha permitido identificar dos nuevas fuentes de resistencia para esta

zona que habriamos pasado por alto.

Influencia de la edad de la hoja, de la planta v de la temperatura

Se ha publicado que la edad del tejido del huésped puede afectar al
desarrollo de la enfermedad en muchos sistemas patogénicos (Panter and Jones,
2002). En nuestro trabajo nos centramos primero en el efecto de la edad de la
hoja tanto en el ensayo en planta completa como en el de hoja cortada. Segun
varios estudios, en una misma planta las hojas mas jovenes son menos
susceptibles a la infeccién de B. fabae que las mas viejas (Harrison, 1988;
Heilbronn and Harrison, 1989; Bouhassan et al., 2004b). Esto también sucede
con otros sistemas patogénicos: patata / Phytophtora infestans (Visker et al.,
2003), patata / Alternaria solani (Rodriguez et al., 2006), taro / Phytophtora
colocasiae (Brooks, 2008), o perejil / Septoria petroselini (Kurt and Tok,
2006). Sin embargo, nuestros resultados, obtenidos sobre un numero de
entradas mucho mayor que las empleadas en los estudios previos sobre botritis
antes citados, muestran que esta influencia de la edad de la hoja depende del
genotipo, ya que la mayor susceptibilidad de las hojas mas viejas no esta
presente en un numero importante de las entradas evaluadas. La relacion que
parece haber entre la severidad de la enfermedad y la influencia de la edad de
las hojas es muy llamativa: en las entradas con los mayores valores de
severidad, las hojas de mds edad mostraron mas susceptibilidad a botritis,

mientras que en el resto de las entradas la respuesta fue mas variada. Esto
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podria sugerir que las hojas mas jovenes de V. faba presentan constitutivamente
mas resistencia a la infeccion por B. fabae que las hojas mas viejas; cuando se
superponen mecanismos adicionales de resistencia, este efecto de la edad puede
quedar enmascarado o no, dando lugar a la diversidad de reacciones que hemos
encontrado. En cualquier caso, esto es s6lo una hipotesis, y los mecanismos que
subyacen a estas diferentes reacciones deberian ser investigados en profundidad
en el futuro, ya que un conocimiento mas amplio de estos procesos seria de
gran valor a la hora de comprender la compleja interaccion entre la planta y el

patogeno.

Ya que no pudimos estudiar la influencia de la edad de la planta en la
coleccion completa, seleccionamos 7 entradas con ese propdsito. El efecto de la
temperatura se estudié a la vez en el mismo experimento para detectar, si la
hubiere, alguna relacion con la edad de la planta, como en el caso de la
resistencia de planta adulta a alta temperatura a la roya amarilla del trigo
(Qayoum and Line, 1985). Los resultados de este experimento muestran que no
hay interaccion del factor genotipo ni con la edad de la planta ni con la
temperatura, de modo que la respuesta diferencial de los genotipos es
independiente de estos dos factores. Esto es de gran importancia, especialmente
en el caso de las entradas resistentes. La estabilidad de la resistencia es una
cuestion de gran importancia en la mejora e, idealmente, no deberia cambiar ni
con la edad ni con las condiciones ambientales. Aunque obviamente estos
resultados no pueden generalizarse para cada todos los posibles genotipos, es
significativo que estas siete entradas, tan diferentes entre ellas, muestren el
mismo comportamiento independientemente de la edad de la planta o de la
temperatura. Se conocen casos de genotipos resistentes que se vuelven
susceptibles con la edad, como en el sistema garbanzo / Ascochyta rabiei
(Basandrai et al., 2007), y también casos en los que sucede lo contrario, por
ejemplo, en repollo / Hyaloperonospora parasitica (Coelho et al., 2009).
Asimismo, hay ejemplos de genes responsables de resistencias que se ven

influidos por la temperatura (Skinner and Stuteville, 1989; Wang et al., 2009)
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En V. faba se ha encontrado que la resistencia a Uromycies viciae-fabae no
depende de la edad de la planta, mientras que el incremento de temperatura si
induce resistencia en algunos genotipos (Sillero et al., 2000). Con respecto a
habas / B. fabae, por lo que sabemos, solo se han llevado a cabo dos estudios
relativos a la relacion entre resistencia y edad de la planta (Bouhassan et al.,
2004b) o temperatura (Bouhassan et al., 2007). Estos trabajos se ejecutaron
mediante ensayos en hoja cortada, asi que sus resultados se deben tomar con
ciertas reservas. En el primer articulo no se encontr6 ninguna interaccion entre
la edad de la planta y el genotipo, como en nuestro trabajo (estudiaron tres
edades de planta: 4 y 7 semanas, como nosotros, y 14 semanas). En el segundo
articulo si se detectd interaccion entre temperatura y genotipo, pero no
conllevaba influencia de la temperatura sobre la resistencia. Estos autores
evaluaron 5 entradas, s6lo una en comin con nuestro experimento (BPL 710), y
esta diferencia en el material vegetal podria explicar la discrepancia en los
resultados de los estudios de temperatura. También es posible que las
diferencias se expliquen por los diferentes tipos de ensayos empleados, hoja
cortada frente a planta completa. En cualquier caso, todos estos trabajos

apuntan a la estabilidad de las resistencias estudiadas.

En nuestro trabajo si detectamos una interaccion entre la edad de la
planta y temperatura. A 13 °C, la severidad tanto en las plantas adultas como en
las jovenes fue similar y bastante baja, lo que se corresponde con Ia
ralentizacion de la expansion de las lesiones a temperaturas inferiores a 15 °C
que describié Harrison (1988). A 20 °C, la severidad en las plantas jovenes fue
mayor que en las adultas, mientras que a 25 °C sucedia lo contrario. Esto se
debe a una disminucion de la severidad en las plantas jovenes a 25 °C, ya que la
severidad en las plantas adultas no es significativamente diferente ni a 20 ni a
25 °C. Se podria formular la hipétesis de que las plantas de V. faba se vuelven
menos susceptibles a botritis a medida que crecen, pero que a 25 °C se
desencadenan algunos mecanismos de resistencia que solo se encuentran

presentes en las plantas jovenes y que no se expresan en las de mas edad. Se
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sabe que la respuesta a la enfermedad en plantas jovenes o adultas puede ser
controlada por sistemas genéticos diferentes (Coelho et al., 2009), asi que éste
podria ser también el caso de botritis. Estariamos, pues, ante un posible caso de
resistencia en planta joven a alta temperatura. Esta hipdtesis, sin embargo,
deberia ser investigada adecuadamente. Bouhassan et al. (2004) no encontraron
diferencias entre plantas de 4 y 7 semanas, pero en el estadio de llenado de
vainas (14 semanas) las plantas resultaron ser menos susceptibles (sus
experimentos se realizaron a 15 °C). Aunque su trabajo presenta algunas
discrepancias con el nuestro, ambos estudios parecen apuntar a una tendencia
hacia menores susceptibilidades a botritis a medida que aumenta la edad de las

plantas.

También detectamos en este experimento la interaccion entre el efecto
de la edad de la hoja y el genotipo. El comportamiento de todas menos una de
las entradas fue el mismo que el encontrado en el anterior ensayo de planta
completa, lo que confirma la dependencia genotipica de este fendmeno. Esta
dependencia queda subrayada por el hecho de que ni la edad de la planta ni la
temperatura ha alterado el patron de influencia de la edad de la hoja en cada
entrada en particular. El inico caso en el que no se confirmé el resultado del
ensayo de planta completa fue en el de la entrada ILB 4709: mientras que en
aquel ensayo esta entrada fue incluida entre las que presentaban diferencias
entre mitades (es decir, con las hojas mas viejas siendo mas susceptibles que las
mas jovenes), en este experimento no se detecto esa diferencia. Lo cierto es que
en el ensayo en planta completa la diferencia entre mitades fue minima, aunque
significativa, por lo que en este caso no podemos establecer ninguna conclusion

definitiva.

Finalmente, la interaccion mitad x edad x temperatura nos permite una
mejor comprension del fendémeno de menor susceptibilidad de las plantas
jovenes a 25 °C: se debe a una disminucion de la susceptibilidad en la mitad

inferior de estas plantas, es decir, en las hojas mas viejas, en comparacion con
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lo que sucede con las plantas jovenes a 20 °C, o con las plantas adultas a
cualquier temperatura; estas diferencias no se encuentran en la mitad superior
(hojas mas jovenes) en cualquier circunstancia. Asi, esto permitiria completar la
hipotesis que habiamos formulado mas arriba: podria existir algin mecanismo
de resistencia en las plantas jovenes a 25 °C, mecanismo que solo estaria

presente en las hojas mas viejas.

En conclusion, este trabajo ha mostrado que el ensayo en planta cortada
en condiciones controladas es una herramienta prometedora para estudiar la
respuesta de las plantas de V. faba a B. fabae, resultando de utilidad no sélo
para discriminar genotipos, sino también para estudiar diversos aspectos de la
enfermedad. La mayor susceptibilidad de las hojas méas viejas en comparacion
con las mas jovenes no es un fenomeno generalizado, sino que depende del
genotipo. La respuesta global de los genotipos no parece estar influida ni por la
edad de la planta ni por la temperatura, aunque la temperatura si afecta de modo
diferencial a las reacciones de las plantas adultas y las jovenes. Asimismo, se
seleccionaron seis entradas como fuentes de resistencia de interés para
programas de mejora en el sur de Espafia. El trabajo futuro deberia centrarse,
por un lado, en incorporar las mejores fuentes de resistencia en fondos
genéticos de interés comercial y, por otro, en investigar mas a fondo los
mecanismos que subyacen a los efectos de la edad de la hoja y de las

interacciones entre edad de la planta y temperatura.
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Introduccién

La identificacion de material vegetal que presente resistencia genética a
patdégenos es fundamental para llevar a cabo la mejora por resistencia a
enfermedades. Sin embargo, el proceso de mejora no deberia limitarse al
empleo de este material para la obtencion de nuevas variedades, sino que seria
conveniente conocer la naturaleza de la resistencia utilizada, ya que las plantas
disponen de multiples mecanismos de resistencia con los que hacer frente a los
estreses bioticos. La caracterizacion de los diferentes tipos de resistencia
disponibles ayuda a la correcta orientacion de los programas de mejora, de
modo que los genes se puedan combinar del modo mas adecuado a cada

situacion.

La caracterizacion de la resistencia se puede llevar a cabo tanto a nivel
macroscopico como microscopico. A nivel macroscopico incluye la
determinacioén de una serie de pardmetros que varian segun la enfermedad en
cuestion, y que constituyen los llamados componentes macroscopicos de
resistencia. A nivel microscopico se intenta establecer mediante estudios
histolégicos en qué momento del proceso de infeccion se desencadenan los
mecanismos de resistencia, y qué efectos tienen éstos sobre el patogeno.
Existen varios ejemplos de caracterizacion de la resistencia a diferentes

enfermedades en leguminosas (Sillero et al., 2006; Tivoli et al., 2006).

Por lo que se refiere a la botritis, algunos de los componentes
macroscopicos de resistencia usados ya han sido vistos en el capitulo anterior,
como la severidad o el indice de crecimiento de las lesiones; hemos hecho
también mencion a estudios en los que se han empleado otros componentes
(Bouhassan et al., 2003; Bouhassan et al., 2004), por ejemplo el periodo de
incubacion (tiempo hasta que aparecen los primeros sintomas de la enfermedad)
o el periodo de latencia (tiempo hasta que se produce la esporulacion, o sea,

hasta que se desarrollan los conidi6foros). Sin embargo, no existe hasta la fecha
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ningun trabajo en el que se haya caracterizado a nivel microscopico dicha
resistencia. Si se ha estudiado, por el contrario, el proceso de infeccion de
Botrytis fabae a nivel histologico, describiendo la evolucion del hongo tanto en
pre- como en post-penetracion, pero siempre en genotipos susceptibles a la
enfermedad. Estos estudios se han llevado a cabo fundamentalmente mediante
microscopia electronica, aunque también se ha hecho uso de la
inmunofluorescencia indirecta (Mansfield y Richardson, 1981; Cole et al.,

1996; Cole et al., 1998a; Cole et al., 1998Db).

La inmunofluorescencia indirecta requiere la utilizacion de dos
anticuerpos. El llamado anticuerpo primario actia contra el antigeno objetivo
en un animal como puede ser un ratén o un conejo. El anticuerpo secundario
reconoce la region conservada del anticuerpo primario, y esta conjugado con un
compuesto fluorescente. Se construye, pues, una estructura en tres niveles, con
el anticuerpo primario unido s6lo a aquellas zonas donde se encuentra presente
el antigeno, y el anticuerpo secundario marcandolas con fluorescencia. En el
caso de B. fabae se dispone de anticuerpos primarios que lo reconocen,

obtenidos contra la matriz extracelular de B. cinerea (Bossi y Dewey, 1992).

La microscopia confocal laser es una técnica para la obtencion de
imagenes de alta resolucion de muestras fluorescentes. Con microscopia optica
normal, la mayor parte de la fluorescencia observada estd fuera de foco (ya que
proviene de diferentes planos de la muestra). La microscopia confocal permite
obtener la luz solamente de la parte de la muestra que se encuentra en el plano
focal del objetivo del microscopio. El laser ilumina sélo un area pequefia cada
vez, escaneando la muestra entera. Se pueden tomar diferentes secciones
opticas, con lo que, al final, se dispone de una imagen nitida en profundidad, no
exclusivamente plana; es posible, ademas, la reconstruccion de imagenes en tres
dimensiones a partir de las secciones Opticas, de modo que se pueden visualizar
mejor las estructuras de interés (Ruzin, 1999; Genre, 2008). La aplicacion de

esta técnica a la interaccion V. faba / B. fabae resultaria de gran interés, pues
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facilitaria un estudio mas detallado de la misma, aplicacion de la que no

tenemos conocimiento se haya realizado hasta la fecha.

Objetivos

Los objetivos de este trabajo han sido:
e Poner a punto protocolos de microscopia para el estudio a nivel
histologico de la infeccion de B. fabae en V. faba.
e Caracterizar microscOpicamente la resistencia a B. fabae de un

genotipo de V. faba.

Material y métodos

Se llevaron a cabo dos experimentos: uno para caracterizar
histolégicamente el proceso de infeccidbn en un genotipo resistente y otro
susceptible, y otro para estudiar la germinacion de las esporas de B. fabae sobre
ambos genotipos. En los dos experimentos se realizé también una evaluacion de

la respuesta de los genotipos a la infeccion.

Caracterizacion histoldgica de la infeccidon

Material vegetal

Se emplearon la entrada BPL 710, descrita como resistente en trabajos
previos (Sillero et al., 2010) y la entrada susceptible Rebaya 40. Los
comportamientos de ambas entradas han sido confirmados por nosotros tanto en
campo como en condiciones controladas, como se ha visto en los capitulos

anteriores.
Se sembro6 una semilla de cada entrada en una maceta de plastico de un

litro de volumen llena con una mezcla de arena y turba (1:1, v:v), con 5

repeticiones para BPL 710 y 4 repeticiones para Rebaya 40, siendo cada maceta
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una repeticion (el diferente numero de repeticiones entre genotipos se debid a
diferencias de germinacion entre ambos). Las macetas se colocaron en un
incubador en condiciones controladas de temperatura (20 °C) y luz visible (150
pmol m™ sec” de intensidad de luz), con un fotoperiodo de 14 horas de luz y 10

de oscuridad.

Material patoldgico

Se utiliz6 un aislado monosporico de B. fabae procedente de Tunez
(IBf24). Se sembro6 en placas Petri (9 cm de didmetro) con medio PDA (patata,
dextrosa, agar) y creci6 en un incubador con una temperatura de 19 °C y un
ciclo de 12 horas de oscuridad y 12 horas de luz (visible + ultravioleta cercano),
empezando en oscuridad. Las placas estaban cubiertas de una densa capa de

conidi6foros 12 dias después.

Inoculacion
Cuando las plantas tenian 5 hojas (2 semanas después de la siembra),
se cortaron los dos foliolos de la tercera hoja de cada planta y cada uno de ellos

se colocd sobre una placa Petri (9 cm. de didmetro) con agar-agua (0,4% p/v).

Se prepard una suspension de esporas en medio liquido a partir de los
cultivos de B. fabae en PDA. Se verti6 una solucion de glucosa (1,2% p/v) en
cada placa (10 - 15 ml por placa), y se liberaron las esporas haciendo pasar por
la superficie de la misma un asa de siembra. Esta suspension se filtré a través de
una malla de nylon (200 micras de paso) para eliminar restos de micelio. La
concentracion de esporas se calculé con un hematocimetro, y se diluy6é con la
solucion de glucosa hasta alcanzar una concentraciéon de esporas de 80.000
esporas/ml. Finalmente, se afiadio Tween-20 a la suspension (0,03% v/v), para

facilitar la retencion de la solucion sobre la superficie de la hoja.

La inoculacién se realizd depositando dos gotas de 5 pl de la

suspension de esporas en cada foliolo. Las placas que contenian los foliolos se
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situaron en el interior de una cdmara de flujo laminar en funcionamiento, con el
fin de secar la gota. Una vez seca, las placas se cubrieron con sus tapas y se
trasladaron al incubador en el que habia crecido el hongo, manteniendo las

mismas condiciones (comenzando con el periodo de oscuridad).

Preparacion de las muestras

Tras probar en ensayos previos diferentes protocolos de montaje y
tincién para la observacion de muestras en el microscopio, se optd por la
técnica de inmunofluorescencia indirecta. Los otros procedimientos probados
fueron la tincioén con azul tripan (segin Sillero y Rubiales [2002]), tincion con
azul de anilina (descrita por Hood y Shew [1996]) y la tincion con Uvitex 2B
(segun Rohringer et al. [1977]), con diferentes modificaciones de los protocolos

publicados.

Para el protocolo de inmunofluorescencia se procedio del siguiente
modo. A las 24 horas de la inoculacion se sacaron las placas del incubador. A
los foliolos se les quitd a la epidermis del envés y con un sacabocados se les
cortaron discos de 5 mm de didmetro tomando como centro de los mismos el
lugar en el que se habia depositado la gota con el indculo. Estos discos se
sumergieron en una solucion de paraformaldehido en PBS (3% p/v) con Tween-
20 (0,05%) durante 3 horas, al objeto de fijar los tejidos. Se lavaron 4 veces en
PBS (durante 10 minutos cada vez) para eliminar los restos del fijador. La
composicion del PBS es NaCl (0,8% p/v), KCl (0,02% p/v), Na,HPO4
(0,115%), KH,PO4 (0,02%) y NaN;3 (0,02%), a pH 6,9. Posteriormente se
sumergieron en tampoén de bloqueo durante una hora. El tampdn de bloqueo es
una solucion de BSA (albimina de suero bovino) al 1% (p/v) en PBST (PBS
mas Tween-20, 0,1% p/v). Nuevamente se procedid a lavar, tres lavados de 10
minutos cada uno, esta vez en PBST. Posteriormente se incubaron las muestras
con el anticuerpo primario durante 2 horas; se empleo el anticuerpo BC-KH4,
obtenido en raton contra la matriz extracelular de Botrytis cinerea (Bossi y

Dewey, 1992). Luego se volvieron a lavar con PBST (4 lavados de 10 minutos
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cada uno), y se incubaron durante una hora en oscuridad con el anticuerpo
secundario. Este es una inmunoglobulina de cabra contra raton (IgG),
conjugada con isotiocianato de fluoresceina, y diluida en el tampoén de bloqueo
a 1:30 (v/v). Para finalizar, se les dieron otra vez 4 lavados de 10 minutos con
PBST. Luego se montaron las muestras en portaobjetos con Citifluor, se

colocaron los cubreobjetos y se sellaron con esmalte de ufias.

Observaciones y evaluacion

Antes de preparar las muestras para inmunofluorescencia, se realizo
una evaluacion visual de la severidad de la infeccion. Este parametro se definio
como el porcentaje del area del circulo que abarcaba la gota de indculo cubierta

por lesiones de botritis.

Las observaciones se realizaron con un microscopio Zeiss Axioplan,
con un filtro de excitacion para epifluorescencia de 450 a 490 nm, y con un
microscopio confocal Zeiss de escaneo por laser (longitud de onda del laser de

excitacion de 488 nm).

Se evaluo el grado de presencia en la superficie de la hoja de micelio
del hongo. Para ello se definid la siguiente escala de 1 a 4, donde 1 = presencia
de menos de 10 hifas del hongo en cada campo de observacion del microscopio
a x200 aumentos; 2 = entre 10 y 20 hifas, o presencia de alguna agrupacion
(entendida ésta como un conjunto denso de hifas que no pueden distinguirse
individualmente); 3 = entre 20 y 30 hifas y alguna agrupacién; 4 = numero
elevado de hifas que hace imposible su contabilizacion, o agrupaciones

abundantes (Figura 1).
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Figura 1. Ejemplos de los extremos de la escala empleada para evaluar la presencia de B.
fabae sobre la superficie de las hojas de habas en el ensayo de inmunofluorescencia: (A)
valor 1 en la escala; (B) valor 4 en la escala. Las barras horizontales blancas indican la escala
en micras.

Estudio de la germinacién de B. fabae

Material vegetal

Las entradas seleccionadas para este experimento fueron las mismas
que para el ensayo de histologia, y el material vegetal se manejo del mismo
modo. Se contd con 16 plantas del genotipo BPL 710, y 13 de Rebaya 40: 5
repeticiones de BPL 710 y 4 de Rebaya 40 para cada uno de los dos tiempos del
estudio de germinacion, y 6 repeticiones de BPL 710 y 5 de Rebaya 40 para la
evaluacion de la respuesta a la infeccion (una planta por maceta, cada maceta

una repeticion).
Patdégeno

Se usé el mismo aislado monospoérico empleado para el ensayo

anterior. Los cultivos se obtuvieron como se ha descrito anteriormente.
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Inoculacion
El procedimiento de inoculaciéon fue el mismo que en el ensayo
anterior, con la unica diferencia de que solo se deposité una gota de indculo (5

ul) en cada foliolo de la hoja cortada.

Preparacion de las muestras

El estudio de germinacion se realizo para las 6 y las 12 horas tras la
inoculacion (en plantas diferentes en cada tiempo). El protocolo de tincion fue
el descrito por Sillero y Rubiales (2002). Se tomaron los dos foliolos inoculados
de cada planta, se cortaron las zonas que incluian los sitios de inoculacion y se
situaron en placas Petri cuadradas (15 x 15 cm) que contenian pafiuelos de
papel empapados en solucion fijadora (etanol absoluto / acido acético glacial
1:1 v/v). La solucion de fijacion se cambid varias veces cada 24 horas, hasta
que los tejidos estuvieron totalmente decolorados. Posteriormente se cambiaron
los pafiuelos por otros empapados en agua, y se mantuvieron las muestras sobre
ellos 2 horas para lavar el fijador y ablandar los tejidos. Después, se pusieron
sobre otros pafiuelos con lactoglicerol (4cido lactico / glicerol / agua, 1:1:1
v/v/v), donde se mantuvieron al menos durante dos horas. Para tefiir las
muestras se coloco una gota de azul Trypan en lactoglicerol (0,1% p/v) en un
cubreobjetos y la muestra se depositd con cuidado sobre el mismo, con el haz

hacia el cubreobjetos; luego se mont6 con lactoglicerol en un portaobjetos.

Observaciones y evaluacion

Las muestras se observaron con un microscopio de contraste de fase
Leica DM LS de x200 aumentos. Se contaron aproximadamente 100 esporas
por cada sitio de inoculacidn, y se determiné el numero de esporas germinadas

y no germinadas, calculando el porcentaje de ambas respecto al total.
Asimismo, se evalué la respuesta a la infeccion, mediante la

determinacion del area inoculada cubierta con lesiones de botritis. Para ello, se

midio el area del sitio de inoculacion y se calculd visualmente el porcentaje de
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la misma que presentaba lesiones. Esta evaluacion se realiz6 a las 24 y a las 48
horas tras la inoculacion, en plantas diferentes de las empleadas para el estudio

de germinacion.

Analisis estadistico

Para cada pardmetro estudiado se dispuso de un solo valor por planta
en todos los ensayos, obtenido al realizar la media de los diferentes valores
medidos en esa planta (2 o 4, segin el experimento). Se realizaron andlisis de
varianza (ANOVA) para los diferentes pardmetros evaluados en los distintos
experimentos. Cuando fue necesario, las medias se compararon mediante el test
de separacion de medias LSD. Se empled para estos calculos el programa

Statistix 8 (Analytical Software, Tallahassee, FL, EEUU).

Resultados

Caracterizacion histolégica de la infeccidon

Los protocolos con azul tripan, azul de anilina y Uvitex 2B no
permitieron la observacion del hongo tras la penetracion, es decir, en el interior
del tejido vegetal, tifiéndose solo el micelio que se encontraba en la superficie
de la hoja. Con la técnica de inmunofluorescencia, sin embargo, si se consiguio
observar el hongo tanto en pre- como en post-penetracion, obteniendo asi una
vision completa del proceso de infeccion. Tras la germinacion de las esporas,
las hifas recorren una distancia variable sobre la superficie de la hoja antes de
penetrar en la misma. La penetracion se hace directamente a través de la
epidermis; las hifas suelen engrosarse, y es frecuente ver alta densidad de
matriz extracelular en el sitio de penetracion. En el punto en el que se atraviesa
la epidermis tiene lugar un estrechamiento de la hifa, pudiendo observarse un
anillo denso de matriz extracelular, para recuperar su grosor normal en el

interior del tejido vegetal. Una vez en el mismo, las hifas siguen creciendo,
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extendiéndose, ramificandose y provocando el colapso y la muerte de las
células de la planta. En ocasiones se alcanza una alta concentracion de hifas en
una zona determinada, tanto en superficie como en el interior de la hoja. No se
observaron estructuras especializadas del hongo, tan sélo el engrosamiento de
la hifa en el sitio de penetracion se podria considerar como un pseudoapresorio.
En la Figura 2 se presenta un conjunto de imagenes representativas de las

observaciones mas relevantes.

El ANOVA para severidad detectd diferencias significativas entre
genotipos (Tabla 1), con BPL 710 presentando valores de severidad inferiores a
los de Rebaya 40 (Tabla 2). También se encontraron diferencias significativas
para el grado de presencia de micelio del hongo en la superficie vegetal, siendo

esta presencia mucho mayor en Rebaya 40 que en BPL 710 (Tablas 3 y 2).

Estudio de la germinacién de B. fabae

A las 6 horas después de la inoculacion, el ANOVA puso de relieve
diferencias significativas entre genotipos para la germinacion de las esporas,
que resultdo algo superior en BPL 710 (Tabla 4). A las 12 horas tras la
inoculacion, sin embargo, estas diferencias habian desaparecido (no se
muestran los resultados del ANOVA). Los valores de germinacién a ambos

tiempos se presentan en la Figura 3.

Tabla 1. Analisis de varianza de los efectos de genotipo en la severidad de las entradas BPL
710 y Rebaya 40 a las 24 horas de la inoculacioén para el ensayo de inmunofluorescencia
(GL: grados de libertad; SS: suma de cuadrados; CM: cuadrados medios).

Fuente GL SC CM
Genotipo 1 2001,73 2001,73*
Error 6 1720,76 286,78
Total 7 3722,40

* indica efectos significativos a 0,05 niveles de probabilidad
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Figura 2. Imagenes de la infeccion de V. faba por B. fabae en el ensayo de
inmunofluorescencia. (A) y (B) obtenidas con microscopia de epifluorescencia, el resto con
microscopia confocal laser. Las hifas del hongo aparecen de color verde (las esporas no
muestran color al no unirse a ellas el anticuerpo primario); los cloroplastos presentan color
rojo debido a la fluorescencia de la clorofila, delimitando asi las células vegetales. Las
flechas sefialan los puntos de penetracion; e: espora; tg: tubo germinativo; hi: hifa de
infeccion. Las barras horizontales blancas indican la escala en micras. (A) espora doblemente
germinada, un tubo germinativo bien desarrollado y otro corto; (B) puntos de penetracion de
dos hifas, con alta densidad de matriz extracelular en torno a los mismos; (C) penetracion
reciente, con hifa de infeccion corta, se observa ademas la espora, el tubo germinativo y el
punto de penetracion (la flecha sefiala el anillo de alta densidad de matriz extracelular) ; (D)
penetracion avanzada, con la hifa de infeccion profundizando en el interior del tejido vegetal.

-

20 pm
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Figura 2 (continuacion). Imagenes de la infeccion de V. faba por B. fabae en el ensayo de
inmunofluorescencia. (E) dos tubos germinativos crecidos a partir de una sola espora, uno ha
penetrado y se observa como la hifa de infeccion se ha ramificado en dos tras la penetracion,
el otro se ha fijado ya sobre el punto de penetracion; (F) ramificacion en T en el interior del
tejido vegetal; (G) alta concentracion de hifas, tanto en la superficie como en el interior de la
hoja, con hifas de infeccion extendiéndose para colonizar otras zonas (s6lo se han sefialado
algunas de éstas); (H) células vegetales colapsadas por la infeccion de B. fabae (las hifas del
hongo se han eliminado para facilitar la observacion de las células de la planta).

—
20

106



Capitulo 111

Tabla 2. Valores de severidad y de presencia de micelio de B. fabae (segun escala de 1-4
descrita en el texto) en las entradas BPL 710 y Rebaya 40 a las 24 horas tras la inoculacion
para el ensayo de inmunofluorescencia. Para cada parametro evaluado, los valores seguidos
por la misma letra no son significativamente diferentes (prueba LSD para datos
transformados mediante la expresion arcsen Vx; p < 0,05).

Entrada Severidad  Presencia de micelio
BPL 710 1,07 a 1,10 a
Rebaya 40 33,75b 3,00b

Tabla 3. Analisis de varianza de los efectos de genotipo en la escala de presencia de micelio
de B. fabae sobre las entradas BPL 710 y Rebaya 40 a las 24 horas de la inoculacion para el
ensayo de inmunofluorescencia (GL: grados de libertad; SS: suma de cuadrados; CM:
cuadrados medios).

Fuente GL SC CM
Genotipo 1 6,77 6,77%*
Error 6 0,70 0,12
Total 7 7,47

** indica efectos significativos a 0,001 niveles de probabilidad

Tabla 4. Analisis de varianza de los efectos de genotipo en la germinacion de las esporas de
B. fabae sobre las entradas BPL 710 y Rebaya 40 a las 6 horas de la inoculacion (GL: grados
de libertad; SS: suma de cuadrados; CM: cuadrados medios).

Fuente GL SC CM
Genotipo 1 188,74 188,74*
Error 8 150,44 18,30
Total 9 339,18

* indica efectos significativos a 0,05 niveles de probabilidad, respectivamente

Tabla 5. Analisis de varianza de los efectos de genotipo en area de las lesiones de las
entradas BPL 710 y Rebaya 40 a las 48 horas de la inoculacion para el ensayo de
germinacion de las esporas de B. fabae (GL: grados de libertad; SS: suma de cuadrados;
CM: cuadrados medios).

Fuente GL SC CM
Genotipo 1 2259,75 2259,75%*
Error 9 2212,72 245,86
Total 10 4472,47

* indica efectos significativos a 0,05 niveles de probabilidad, respectivamente
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Figura 3. Germinacion de las esporas de B. fabae sobre las entradas BPL 710 y Rebaya 40 a
las 6 y 12 horas tras la inoculacion. A cada tiempo, los valores que presentan la misma letra
no son significativamente diferentes (prueba LSD, p < 0,05).
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La evaluacion de la respuesta a la infeccion no mostrd diferencias
significativas entre genotipos para el area infectada a las 24 horas después de la
inoculacion (no se muestran los resultados del ANOVA); a las 48 horas estas
diferencias ya eran patentes, con valores de area medios de 55,17 mm’ en

Rebaya 40 frente a los 26,38 mm? de BPL 710 (Tabla 5 y Figura 4).

Discusion

A la hora de estudiar la resistencia en V. faba a B. fabae consideramos
de gran importancia observar a nivel microscopico el proceso de infeccion. Se
ha dicho que el proceso de tincion de tejidos es tanto un arte como una ciencia,
resultado de la sinergia entre el producto de tincion y otros factores, como la
duracién del tiempo de tincidn, la temperatura de tincion, el destefiido, y, por

supuesto, el mismo tejido objeto de tincion (Ruzin, 1999). Aunque existen

108



Capitulo 111

Figura 4. Area de las lesiones en las entradas BPL 710 y Rebaya 40 a las 24 y 48 horas tras
la inoculacion con B. fabae para el ensayo de germinacion. A cada tiempo, los valores que
presentan la misma letra no son significativamente diferentes (prueba LSD, p < 0,05).
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abundantes protocolos para el estudio de los hongos fitopatogenos, este objetivo
se convirtio en la practica en una tarea de dificil realizacion. El empleo de azul
tripan, azul de anilina y Uvitex 2B no dio los resultados deseados, a pesar de las
diversas modificaciones que se hicieron sobre los protocolos originales, ya que
no permitian ver el hongo en el interior del tejido vegetal. Esto contrasta con el
caso de otro patdgeno de las habas, Uromyces viciae-fabae, que ha podido ser
estudiado con éxito con los protocolos anteriores (Sillero y Rubiales, 2002).
Ascochyta fabae, en cambio, tampoco ha podido ser tefiido con estos protocolos
para los estudios histologicos (Sillero, comunicacion personal). Tanto B. fabae
como A. fabae son necrotrofos, mientras que U. viciae-fabae es un hongo
biotrofo, por lo que podemos suponer que los necrotrofos presentan dificultades
para su tincioén para microscopia, al menos en leguminosas. En concordancia
con esto, otro hongo necrotrofo, Mycosphaerella pinodes, patdgeno de guisante,
resulta igualmente problematico para ser tefiido (Fondevilla, comunicacién

personal).
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La técnica de inmunofluorescencia, en cambio, permitié finalmente el
estudio del proceso de infeccion desde la germinacion hasta la postpenetracion.
La utilizaciéon de un compuesto con alta intensidad de fluorescencia como la
fluoresceina, asi como la eliminacion de la epidermis del envés de la hoja para
facilitar la entrada de los anticuerpos, parece haber sido determinante para
conseguir el resultado deseado. La marcacion con anticuerpos ya habia sido
usada con anterioridad en la interaccion V. faba / B. fabae (Cole et al., 1996;
Cole et al., 1998a; Cole et al., 1998b). Estos estudios se habian llevado a cabo
fundamentalmente para microscopia electronica, y se centraron en el papel de la

matriz extracelular del hongo tanto en pre- como en post-penetracion.

La microscopia confocal ha permitido una vision tridimensional del
proceso de infeccion, facilitando el estudio de cada una de sus etapas. Por lo
que sabemos, es la primera vez que se han obtenido imagenes de este tipo en el
sistema patogénico V. faba / B. fabae. Se ha podido observar la distribucion
espacial de las hifas al crecer y ramificarse en el interior del tejido vegetal,
crecimiento que resulta en principio erratico y sin patron determinado. Resulta
igualmente destacable la vision de las células vegetales colapsadas tras la
infeccion, colapso citoplasmatico que ya habia sido descrito en estudios previos

de microscopia electronica (Mansfield y Richardson, 1981).

Es asimismo de gran interés la concentracion de matriz extracelular
tanto en el sitio de infeccion como en el mismo punto de penetracion, donde es
visible el anillo de alta densidad; este anillo ya habia sido observado con
anterioridad en la interaccion V. faba / B. fabae (Cole et al., 1998b). La matriz
extracelular se ha relacionado con la patogénesis, teniendo un papel
determinante en la penetracion y la muerte de células vegetales. Se ha sugerido
que la matriz extracelular sirve para fijar la posicion del tubo germinativo en el
sitio de penetracion, y que incluso podria servir de punto de apoyo para facilitar
el impulso necesario para que se inicie la penetracion propiamente dicha (Cole

et al., 1996). Igualmente, se considera que la matriz puede capturar los fenoles
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toxicos producidos por la planta contra el patdgeno, y que puede contener
enzimas que facilitan la degradacion de la cuticula y de la pared celular de las
células vegetales (Cole et al., 1998b). Se ha encontrado que las matrices
extracelulares del hongo invaden las células del mesofilo que se sitian
alrededor del punto de infeccion, y se ha propuesto que la matriz podria
contener enzimas necesarias para la nutricion del hongo a costa de estas células

(Cole et al., 1998a).

Nuestros estudios han confirmado la respuesta resistente de los
genotipos estudiados en los dos ensayos realizados. La naturaleza del proceso
infectivo de un hongo necrotrofo como es B. fabae hace dificil determinar con
claridad en qué consiste la resistencia. A diferencia de otro patdgeno de habas
como Uromyces viciae-fabae, que forma estructuras especializadas como
apresorios y haustorios y presenta colonias bien definidas, el proceso de
infeccion de B. fabae se reduce a la penetracion a través de la epidermis y su
crecimiento por el interior del tejido vegetal. Se puede intentar caracterizar la
resistencia comparando cuantitativamente la presencia del hongo (tanto en pre-
como en post-penetracion) en el genotipo resistente con el susceptible. También
se puede intentar determinar el nimero de células vegetales muertas en uno y

otro genotipo (Truernit y Haseloff, 2008).

En nuestro caso, hemos encontrado que la presencia del hongo en la
superficie de la hoja del genotipo resistente (BPL 710) era inferior que en la del
susceptible (Rebaya 40). Esta menor cantidad de patdégeno podria explicar en
gran medida la respuesta resistente de este genotipo. Dado que el niimero de
esporas depositadas fue el mismo en ambos genotipos, en principio la
disminucion del patégeno se habria producido o bien antes de la germinacion
(es decir, que las esporas de B. fabae presentasen menor tasa de germinacion en
BPL 710 y/o no se fijasen sobre el mismo), o bien tras la germinacion, lo que
sugeriria que el tubo germinativo del hongo no habria logrado adherirse a la

superficie vegetal. Tanto en un caso como en otro, dado que el protocolo de
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inmunofluorescencia requiere la inmersion de las muestras en diferentes
soluciones y consecutivos lavados de las mismas, se habria producido la

eliminacion superficial del indculo no adherido.

La primera de las opciones, la del lavado del indculo antes de la
germinacion de las esporas, parece quedar descartada por el ensayo de
germinacion: a las 12 horas después de la inoculacion no encontramos
diferencias entre las tasas de germinacion entre el genotipo resistente y el
susceptible, habiendo germinado en ese momento en torno al 80% de todas las
esporas. Podemos, pues, formular la hipotesis de que la menor presencia del
hongo sobre la epidermis en el genotipo resistente se debe a problemas en la

adhesion del tubo germinativo sobre el mismo.

Los hongos patogenos de plantas se adhieren a la superficie de las
mismas  mediante  sustancias  adhesivas que estan  constituidas
fundamentalmente por glicoproteinas insolubles en agua, aunque también
suelen contener lipidos y polisacaridos; la matriz extracelular que presentan
muchos hongos, como B. fabae, también juega un papel determinante en la
adhesion (Braun y Howard, 1994; Tucker y Talbot, 2001). La adhesion y la
progresion de la infeccion vendran determinadas por el reconocimiento que el
hongo haga de las condiciones adecuadas en el entorno y en el huésped: el tubo
germinativo es una estructura especializada que permite al patdogeno detectar las
sefales adecuadas provenientes para esto. Se ha sefialado que en este proceso
intervienen numerosos factores, que abarcan desde la topologia de la hoja hasta
la interaccion de moléculas como las proteinas integrinas (Tucker y Talbot,
2001) o la composicién de las ceras cuticulares (Zelinger et al., 2006). Se puede
suponer, por tanto, que la interaccion entre B. fabae y BPL 710 resulta en la no
adhesion del hongo sobre la superficie vegetal, lo que puede indicar falta de
reconocimiento de este genotipo por parte del hongo como hospedador, lo que

le impediria proseguir con el proceso de infeccion. Resultaria de gran interés
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determinar qué factores estan presentes en BPL 710 para impedir la adhesion,

dando lugar (al menos en parte) a su resistencia frente a botritis.

En conclusion, este trabajo ha permitido poner a punto un protocolo
para la observacion a nivel microscopico de la interaccion B. fabae / V. faba en
todas las etapas del proceso de infeccion, tanto en pre- como en post-
penetracion. Este protocolo resultard de utilidad para futuros estudios, como
puede ser la caracterizacion de la respuesta de diferentes genotipos a botritis.
En el caso del genotipo BPL 710, su respuesta resistente parece estar
relacionada con una falta de adhesion del patdgeno a la superficie vegetal. Sera
preciso profundizar en esta cuestion, determinando cuéles son los mecanismos
involucrados en este tipo de respuesta. Su conocimiento podria ayudar al

desarrollo de estrategias de lucha frente a B. fabae.
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Introduccién

En la mejora de las especies cultivadas, la seleccion del material se ha
realizado tradicionalmente mediante la eleccion de aquellos individuos que
presentan el rasgo o rasgos de interés. Se garantiza asi que los genes idoneos
son escogidos. Es preciso, pues, que se den las condiciones para que las
caracteristicas deseadas se pongan de manifiesto, ya sea el porte de la planta, el
rendimiento, o la resistencia a un estrés determinado, por ejemplo. Esto supone
en muchas ocasiones una inversion elevada de tiempo y/o recursos, lo que hace

dificil y costoso el proceso de mejora.

Un marcador es un rasgo que se puede detectar en el fenotipo,
bioquimicamente, o mediante un patréon molecular de ADN, y que esta asociado
a un caracter de interés; un marcador es ventajoso en mejora cuando su
deteccion resulta mas facil o rapida que la expresion del caracter asociado en
cuestion, o sea, que la determinacién del fenotipo del gen o genes de interés.
Los marcadores permiten, pues, una seleccion mas eficiente de los individuos

mas idoneos en un proceso de mejora.

Los primeros marcadores empleados fueron los morfologicos, basados
en alguna caracteristica facilmente detectable (color de flor o de grano, por
ejemplo), pero, entre otros problemas, presentan la limitacion de su escaso
nimero. Posteriormente se usaron los marcadores bioquimicos, como las
isoenzimas (variantes de una misma enzima); estos son mas abundantes y se ha
logrado asociar alguno de ellos a genes de interés (Legouis et al., 1995; Abe et
al., 1997). Finalmente, el gran salto en el desarrollo de los marcadores genéticos
vino con la introduccién de los marcadores de ADN, es decir, aquéllos basados
en polimorfismos a nivel de secuencia de ADN. Estos marcadores presentan
numerosas ventajas, como su gran abundancia (nimero de polimorfismos), el
poder ser detectados en cualquier estado del desarrollo, y la deteccion de las

variaciones con cantidades minimas de material (Cubero, 2003).
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El desarrollo de los marcadores ha estado unido a la elaboracion de los
mapas genéticos. Estos representan la posicion relativa de los marcadores, con
las distancias genéticas que los separan (distancias basadas en las frecuencias
de recombinacion entre los mismos). Los mapas presentan gran utilidad a la
hora de localizar genes de interés, cuya ubicacion en el mapa se lleva a cabo

mediante analisis de ligamiento con los marcadores ya situados.

La seleccion asistida por marcadores (MAS por sus siglas en inglés) es
la seleccion de individuos portadores de caracteres de interés en funcion del
genotipo para uno o varios marcadores asociados con el caracter. Es una
estrategia de gran utilidad para la mejora, ya que facilita y acelera la
transferencia de genes de interés a variedades comerciales. En los ultimos afios
se han desarrollado diferentes tipos de marcadores de ADN, y se han aplicado a
la seleccion de caracteres muy diversos en muchos cultivos. La resistencia a
enfermedades no ha sido una excepcidn, y esta técnica se ha empleado en
muchos sistemas patogénicos (algunos ejemplos recientes: (Faino et al., 2012;
Moghaddam et al., 2012; Truong et al., 2012; Zhang et al., 2012)). Dado que la
resistencia es a menudo de naturaleza cuantitativa, estos trabajos estan
normalmente orientados a la identificacion de loci de caracteres cuantitativos
(QTL por sus siglas en inglés). Estos se consideran regiones de actividad
cuantitativa (Cubero, 2003), es decir, regiones de los cromosomas que son
importantes en la manifestacion de un caracter cuantitativo. En este caso, los

marcadores que flanquean estas regiones serian los utilizados para la MAS.

En los ultimos afios se han obtenido importantes avances en este campo
para algunos de los mas importantes estreses bioticos que afectan a V. faba: se
han construido diferentes mapas de ligamiento, y se han identificado
marcadores asociados con genes o QTLs de resistencia. Son los casos de
Uromyces viciae-fabae (Avila et al., 2003), Ascochyta fabae (Avila et al., 2004;
Diaz-Ruiz et al., 2009) y Orobanche crenata (Diaz-Ruiz et al., 2010).

Desafortunadamente, no se ha llevado a cabo hasta el momento ningtn trabajo
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de este tipo para el sistema patogénico B. fabae / V. faba; en realidad, no existe
mucha informacién sobre el empleo de marcadores moleculares en las
interacciones de Botrytis spp. con cualquiera de sus huéspedes (Denby et al.,
2004; Finkers et al., 2008; Rowe y Kliebenstein, 2008; Davis et al., 2009). El
poder disponer de marcadores para alguna de las fuentes de resistencia para
botritis ya encontradas en V. faba sin duda incrementaria las oportunidades de

hacer llegar a los agricultores cultivares resistentes a medio plazo.

Objetivos

Los objetivos de este trabajo han sido:

e Construir un mapa genético de ligamiento para una poblacion F,
derivada de un cruzamiento entre una entrada de habas que presenta
resistencia parcial a B. fabae y otra susceptible.

e Identificar y localizar en dicho mapa de ligamiento QTLs asociados

con la mencionada resistencia.

Material y métodos

Se us6 para este trabajo el cruzamiento entre la linea BPL 261, que ha
sido descrita como parcialmente resistente a botritis y a roya (Sillero et al.,
2010), y la linea VF 274, que en nuestros estudios previos ha mostrado ser
susceptible a ambas enfermedades. Estas lineas parentales son parte de la
coleccion que existe en el IFAPA de Cordoba. Este cruzamiento se llevo hasta
la generacion F3 mediante multiplicacion en el campo, proviniendo cada familia
F3 de una planta F;; estas plantas crecieron en un umbraculo con malla contra
insectos para evitar la fecundacion cruzada entre diferentes familias, buscando
de este modo la autofecundacion. El mapa de ligamiento se construyd a partir
de 114 plantas F, y en las plantas F; se evalud la respuesta a la infeccion con B.

fabae mediante un experimento en condiciones controladas.
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Construccion del mapa de ligamiento

Material vegetal y extraccion de ADN

Para la obtencion del material vegetal se recogieron hojas de las 114
plantas F, del cruzamiento BPL 261 x VF 274 que crecian en el campo, se
congelaron en nitrégeno liquido inmediatamente tras su recoleccion y se

mantuvieron a -80 °C hasta su utilizacion.

El ADN se extrajo siguiendo el protocolo de Torres et al. (1993). El
ADN obtenido de cada planta se conservd como muestra independiente a -20

°C.

Analisis de marcadores RAPD

Para la amplificacion del ADN mediante la técnica PCR (polymerase
chain reaction: reaccion en cadena de la polimerasa) se emplearon marcadores
RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA: amplificacion al azar de
ADN polimérfico) con las condiciones descritas por Williams et al. (1990) y
los cambios propuestos por Torres et al. (1993). De cada muestra se usaron

unos 20-40 ng, con un volumen de reaccion de 25 pl.

Los productos de amplificacién se separaron mediante electroforesis
horizontal a 105 V (amperaje maximo) en geles de agarosa al 2% (1% de Nu
Sieve y 1% de Seakem) con tampon TBE (Tris, Borato y EDTA); a las
muestras se les afadieron 5 ul de azul de bromofenol para marcar el frente de la
electroforesis. Para determinar el peso molecular de los diferentes fragmentos
se afiadié como referencia el bacteridfago @ x 174, cortado con la enzima de
restriccion Haelll. El gel se tifid6 con bromuro de etidio y las fotografias
correspondientes se tomaron con una camara digital; para su procesamiento se

empled el programa informatico Kodak Digital Science 1D (version 3.5).
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Los cebadores RAPD fueron suministrados por la empresa Sigma-
Aldrich. Se realizé un cribado previo de los mismos con el objetivo de
identificar aquéllos que garantizasen la obtencioén de bandas polimorficas ttiles
para el analisis. Se escogieron, pues, 7 muestras de la poblacion y se probaron
sobre ellas 781 cebadores, lo que permitio seleccionar 48 con los que analizar la

poblacién completa.

Analisis de datos

Para cada banda polimdrfica se obtuvo un conjunto de datos de acuerdo
con su presencia o ausencia en las distintas muestras. Con la prueba chi-
cuadrado (xz) se comprobo si estos datos se ajustaban a la segregacion 3:1

esperada, descartandose aquellas bandas en las que no era asi.

El mapa de ligamiento se construyé con la ayuda del programa
MAPMAKER version 3.0 (Lincoln et al., 1993). Se considerd un valor de LOD
(logarithm to base 10 of odds: logaritmo en base 10 de las probabilidades) de 3
y una r (fraccion de recombinacion) de 0,40. Las fracciones de recombinacion
se expresaron en centiMorgans (cM) mediante la funciéon de Kosambi

(Kosambi, 1943).

Evaluacion de la respuesta a B. fabae

Material vegetal

Se emplearon un total de 108 familias F; derivadas del cruzamiento
BPL 261 x VF 274, evaludndose 12 plantas por familia. La evaluacion se llevo
a cabo en tres tandas independientes, ya que no se disponia de espacio para
realizarla de una sola vez, incluyendo 4 plantas de cada familia por tanda. Se
sembraron dos semillas de cada familia en una maceta de plastico de un litro y
medio de volumen llena con una mezcla de arena y turba (1:1, v:v). Como
testigos, se emplearon el parental BPL 261 y la linea ILB 365 (usada por el

ICARDA para sus programas de mejora de resistencia a botritis como testigo

123



Capitulo IV

susceptible). Crecieron en una camara climatica a 20 °C con un fotoperiodo de

14 horas (150 pmol m™ sec™ de intensidad de luz) y 10 horas de oscuridad.

Material patolégico

Se utiliz6 un aislado monosporico de Botrytis fabae procedente de
Thnez (IBf24). Se sembr6 en placas Petri (de 9 cm de diametro) con medio
PDA (patata, dextrosa, agar) y crecid en un incubador con una temperatura de
19 °C y un ciclo de 12 horas de oscuridad y 12 horas de luz (visible +
ultravioleta cercano). Tras 12 dias las placas estaban cubiertas por una densa

capa de conidioforos.

Inoculacion

Para recoger las esporas se vertid una solucion de glucosa (1,2% p/v)
en cada placa Petri (unos 10-15 ml por placa) y las esporas se liberaron
empleando un asa de siembra. La suspension resultante se filtrd a través de una
malla de nylon (200 micras de paso) y la concentracion se ajusté a 350.000
esporas/ml con la ayuda de un hematocitometro. Finalmente, se afiadi6 Tween-

20 a la suspension (0,03% v/v).

Las plantas se inocularon cuando tenian entre 4 y 6 hojas
completamente expandidas (dos semanas después de haber sido sembradas). Se
uso un pulverizador, cubriendo cada planta con aproximadamente 1,5 ml de la
suspension de esporas. Se transfirieron seguidamente a una camara de
inoculacion, donde se mantuvieron durante 12 horas a 20 °C en oscuridad.
Posteriormente se trasladaron de nuevo a la cdmara climatica, en las mismas
condiciones de crecimiento pero manteniendo la humedad relativa por encima

del 90%.
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Evaluacion y andlisis de los datos
Transcurridos 6 dias desde la inoculacion, se evalu6 la severidad de la
enfermedad en cada planta. La severidad se define como el porcentaje de la

superficie de la planta cubierta por lesiones.

Para comprobar la homogeneidad de las tandas se realizaron analisis de
la varianza (ANOVA) para las severidades de los genotipos BPL 261 e ILB
365, siendo tanda el factor fijo. Asimismo, se llevd a cabo otro ANOVA para
severidad con el objeto de detectar si existian diferencias significativas entre
familias. Cada maceta se consider6 como una repeticion (tomando el valor
medio de las severidades de las dos plantas) y las tandas como bloques. La
normalidad de los datos se comprobd mediante el test de Shapiro-Wilk, y se
calcularon los correspondientes parametros de simetria y de Kurtosis para

determinar las caracteristicas de la distribucion (Lynch y Walsh, 1998).

Identificacion de QTLs de resistencia a B. fabae

Para el analisis de QTLs se emplearon los datos del mapa de ligamiento
y los datos de severidad de la evaluacion de las familias F5. Se uso el programa
QTL CARTOGRAPHER (Wang et al., 2005), que incluye tres métodos
diferentes de analisis: el analisis de regresion lineal, el analisis de intervalos
simple (SIM: Simple Interval Mapping) y el analisis de intervalos compuesto
(CIM: Composite Interval Mapping). Para este ultimo caso, la seleccion de los
marcadores que se usaron como cofactores se hizo mediante el método
Forward-Backward Stepwise Regression, tomando un valor para p (Fin) y p
(Fout) de 0,05. Los valores de LR (likelihood ratio: ratio de probabilidad)
obtenidos se convirtieron en valores de LOD mediante la expresion: LR = LOD

(2xIn10).

Tras realizar el analisis CIM, el valor critico de LR para aceptar la

existencia de un QTL se obtuvo por el método de permutaciones propuesto por
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Churchill y Doerge (1994) y Doerge y Churchill (1996). Se llevaron a cabo
1.000 permutaciones de los datos originales obteniéndose un valor umbral de
LR de 15,84 o lo que es igual: un LOD para la aceptacion de existencia de un
QTL de 3.44. El intervalo de confianza (IC) con el 95% de probabilidad de
localizacion de un QTL se calculd el método propuesto por Vanooijen (1992).
Segun este método, los extremos de cada intervalo son aquellos puntos a
derecha e izquierda del maximo de la curva de LOD que se corresponden con
una reduccion de dos unidades de dicho valor maximo. La accion génica se
determiné mediante el cociente dominancia/aditividad (d/a), siguiendo el
criterio de (Stuber et al., 1992): aditividad, |d/a] < 0,2 o d no significativamente
distinto de cero; dominancia parcial, 0,2 < |d/a]< 0,8; dominancia, 0,8 < |d/a|<

1,2; stiperdominancia, |d/a| > 1,2.

Resultados

Construccion del mapa de ligamiento

Los 48 cebadores dieron lugar a 109 marcadores polimorficos,
obteniéndose una media de 2,3 marcadores por cebador (un ejemplo de
polimorfismo se muestra en la Figura 1). De éstos, 92 se mapearon en 17
grupos de ligamiento (Figura 2). Los grupos mayores incluian 13 marcadores,
mientras que los mas pequefios estaban compuestos de tan sélo dos. En
conjunto los 17 grupos cubren 718,7 ¢cM del genoma de V. faba, con una

distancia media entre marcadores de 7,81 cM.

Evaluacion de la respuesta a B. fabae

Se obtuvo un amplio rango de respuesta a la infeccion por botritis
(Figura 3). La severidad media fue de 25,17, con 9,95 de desviacion estandar.

El valor méaximo de severidad por familia alcanzado fue 47,8, mientras que el
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minimo fue 7,2 (las severidades de BPL 261 y del testigo susceptible ILB 365

fueron 17,8 y 36,9, respectivamente). Los analisis de varianza para BPL 261 e

Figura 1. Patron RAPD obtenido al amplificar con el cebador OPAGO5 el ADN gendmico
de 15 plantas F, del cruzamiento BPL 261 x VF 274. Se muestran también los patrones de
los parentales (separados del resto de muestras por una linea vertical). Las flechas sefialan
bandas polimorficas. A la derecha de BPL 261 aparece el patrén de peso molecular.
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ILB 365 pusieron de manifiesto que las tandas fueron homogéneas entre si
(datos no mostrados). Si se encontraron diferencias significativas entre familias
para la severidad (ANOVA en Tabla 1). El test de Shapiro-Wilk mostr6 que los
datos de severidad se ajustaban a una distribucién normal (p = 0,07); el valor de

simetria fue 0,22, y el de kurtosis -0,66.

Identificacion de QTLs de resistencia a B. fabae

El método de regresion lineal detectd significacion en 5 marcadores
(Tabla 2). El de mayor significacion (p < 0,001) se situdé en el GL 15. El
analisis de intervalos simple mostré una region asociada a la resistencia,
igualmente en el grupo de ligamiento 15, con un valor de LOD de 4,23 (Tabla
3). También el analisis de intervalos compuesto (con dos marcadores elegidos

como cofactores, Tabla 4) encontré una region asociada a la resistencia en el
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Figura 2. Mapa de ligamiento de la F2 obtenida del cruzamiento BPL 261 x V 274. Se indica la localizacion del QTL Bf 1. (GL: grupo de ligamiento).
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Figura 2. Continuacion.
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grupo de ligamiento 15, pero en este caso con un LOD de 3,91 (Figura 4). Este
maximo de LOD se situé en un intervalo de 20,1 cM, entre los marcadores
OPACO0649; y OPAC0937,, 2 6 cM del primero (Tabla 5). E1 QTL asi localizado,
denominado Bf 1 (Figura 4), explico el 40,31% de la variacion del caracter,

presentando un efecto de superdominancia (|d/a| = 8,49).

Figura 3. Distribucion por rangos de severidad de las 108 familias evaluadas para infeccion
por B. fabae en condiciones controladas. Se muestran las posiciones del parental BPL 261 y
del testigo susceptible ILB 365.
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Tabla 1. Analisis de varianza de los efectos de familia en la severidad por infeccion con B.
fabae de las 108 familias F; obtenidas del cruzamiento BPL 261 x V 274 (GL: grados de
libertad; SC: suma de cuadrados; CM: cuadrados medios; F: fraccion de la suma de
cuadrados asociada a cada término o interaccion).

Fuente GL SC CM
Familia 107 112756 1053,79%*%**
Repeticion 2 17959 8979,54
Error 1076 328771 305,55
Total 1185

*** indica efectos significativos a 0,0001 niveles de probabilidad
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Tabla 2. Regresion simple para severidad frente a infeccion por B. fabae (y = by + bjx + e).
La hipotesis para el estadistico F es que el marcador no esta ligado a la severidad (GL: grupo
de ligamiento).

GL Marcador b0 b1l LOD F

9 OPR11gs9 25,127 3,500 1,148 5,316*

9 OPJO1 494 25,114 3,832 1,413 6,578%*
11 OPUl6g;5 25,062 -3,437 1,078 4,987*
15 OPACO0649, 25,298 5,420 2,581 12,306%**
15 OPAC0937, 25,219 3,463 0,992 4,578%*

Tabla 3. Analisis de intervalos simple (SIM) para severidad a B. fabae (GL: grupo de
ligamiento).

Longitud Marcadores  Regresion Posicién
GL intervalo €9 LOD
(cM) adyacentes  simple (p) de QTL

OPACO0649, < 0,001
15 20,1 6 4,23
OPAC09;37, <0,05

Tabla 4. Marcadores seleccionados como cofactores por el método Forward-Backward
stepwise regresion para el caracter severidad a botritis (GL: grupo de ligamiento; gl: grados
de libertad).

GL Marcador Orden F gl
15 OPACO0649, 1 13,97 105
9 OPJO1 1494 2 7,28 103

Tabla 5. Analisis de intervalos compuesto (CIM) para severidad a botritis (GL: grupo de
ligamiento; LI: longitud de intervalo; Pos. QTL: distancia del QTL al primer marcador del
intervalo (en cM); a: aditividad; d: dominancia; AG: accion génica; SD: superdominancia;
R?: porcentaje de la varianza fenotipica explicada por el QTL; IC: intervalo de confianza).

LI Marcadores  Pos. 2 IC
GL (cM)  adyacentes QTL LOD a d ld/a]  AG R (cM)
OPAC0649,
15 20,1 6 3,91 1,52 12,91 8,49 SD 40,31 15
OPAC0937,

Figura 4. Grafica de LOD del método de analisis de intervalos compuesto (CIM) para el
caracter severidad a B. fabae en el grupo de ligamiento 15. La linea roja discontinua indica el
valor umbral de LOD (3,44) para aceptacion de la existencia de un QTL. Se sefiala asimismo
la posicion de los marcadores flanqueantes (cM: centimorgan).
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Discusién

La mejora por resistencia a enfermedades es una tarea compleja y de
larga duracion, que abarca desde encontrar los genes apropiados entre las
fuentes potenciales de resistencia, hasta la incorporacion de los mismos en
fondos genéticos de interés comercial. A lo largo de este proceso se requiere
evaluar el material vegetal frente a la infeccion, ya sea para estudiar las
colecciones de germoplasma o para localizar los genes de resistencia en las
poblaciones segregantes. Para facilitar esta ultima tarea se viene proponiendo
ya desde hace afios la seleccion asistida por marcadores (MAS). La evaluacion
de enfermedades suele ser costosa, tanto en términos de recursos como de
tiempo y, ademas, no siempre se dispone de métodos adecuados y fiables para
la misma. Por lo tanto, el empleo de marcadores podria resultar una estrategia

mas eficiente para este tipo de mejora.
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Ese es el planteamiento que hemos seguido en este trabajo. La MAS
puede ser una herramienta util en el caso particular de botritis. Dado que s6lo se
han identificado resistencias parciales a botritis, la MAS seria una estrategia
muy Util para mejorar la eficiencia de seleccion de los individuos resistentes en
el programa de mejora y ademas, facilitaria la acumulacion de genes a partir de
distintas fuentes de resistencia. La entrada BPL 261 es apropiada para este tipo
de estudio: presenta resistencia parcial tanto a botritis como a roya (Sillero et
al., 2010). Si se desease introducir ambas resistencias en variedades
comerciales, la MAS resultaria muy ventajosa.

La evaluacion de enfermedades se realiza normalmente en ensayos de
campo. Sin embargo, los ensayos en condiciones controladas en el laboratorio
pueden resultar de gran utilidad en este tipo de trabajos: permiten reducir la
variabilidad ambiental, poniendo de relieve mas claramente la respuesta
fisioldgica de la planta al patdgeno; de este modo, los loci de resistencia que se
detecten se corresponderan con los mecanismos biologicos que estan
involucrados en la defensa del huésped, al prescindir de los factores
ambientales que se encuentran en los ensayos de campo. La linea BPL 261 ha
presentado buena correlacion entre los resultados de los ensayos en campo y los
de condiciones controladas, como se ha visto en el capitulo 2, por lo que se

decidio llevar a cabo la evaluacion de la poblacion F; en el laboratorio.

En cuanto al desarrollo del mapa cabe destacar que aunque la media de
marcadores polimorficos por cebador es sélo algo inferior a la obtenida en otros
trabajos similares de nuestro grupo (2,3 frente a 2,9 y 2,6 (Roman, 2000; Avila,
2002)), ha existido una gran dificultad a la hora de encontrar marcadores
polimérficos. De hecho hemos tenido que probar mas de 700 cebadores en
comparacion con los algo mas de 400 probados en dichos trabajos. Sera
necesario tener en cuenta este bajo polimorfismo encontrado a la hora de
trabajar en el mapeo de esta poblacion sobre todo de cara a la saturacion de

regiones portadoras de QTLs de interés para la mejora de la especie.

133



Capitulo IV

La evaluacion de las familias F3 ha mostrado una distribucién normal y
continua de los diferentes valores de severidad; esto se corresponde con el
hecho de estar trabajando con un caracter cuantitativo, es decir, un caracter que
en principio se supone que esta controlado por multiples genes que suman sus
efectos pequefios para dar lugar a la respuesta final. En este trabajo s6lo hemos
detectado un QTL, lo que no es sorprendente ya que, debido al modesto nimero
de marcadores empleado, grandes regiones del genoma han quedado sin
mapear. Llama en principio la atencion que este QTL explique casi la mitad de
la respuesta de resistencia. Sin embargo, es bastante frecuente que la mayoria
de la variacion en las interacciones planta-patdogeno se deba a unos pocos

QTLs, con uno o dos predominantes (Young, 1996).

Parece que este podria ser también el caso de nuestra poblacion
experimental. La entrada BPL 261 no presenta una respuesta a B. fabae
consistente y estable en todos los ambientes donde se ha evaluado, de modo que
la reaccion de resistencia parcial s6lo tiene lugar en algunos casos (Capitulo 1).
Se sabe que las resistencias estables son normalmente multigénicas, ya que
cuanto mayor es el nimero de genes que controlan la resistencia, mas dificil es
para el patogeno superar la misma (Parlevliet, 2002). Aunque es cierto que con
nuestro estudio todavia queda un elevado porcentaje de variacion sin explicar,
se podria formular la hipotesis de que la menor estabilidad de la resistencia en
la entrada BPL 261 se debe al hecho de que esta controlada por un nimero
limitado de loci. En cualquier caso, esta cuestion deberia ser el objeto de

futuros trabajos.

No obstante lo anterior, algunas consideraciones si deberian hacerse.
Por lo que se refiere a la variacion fenotipica atribuible al QTL, Beavis (1994)
concluy6 que los trabajos llevados a cabo con poblaciones de entre 100 y 200
individuos presentan un sesgo hacia la sobreestimacion de los efectos de los
QTLs detectados, aunque esos QTLs si serian reales, s6lo que responsables de

una variacion menor. Esto, por un lado, subraya el hecho de que nuestros
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resultados son preliminares pero, por otro, confirma la importancia del QTL
localizado, que aporta informacion de gran utilidad para el trabajo futuro
orientado a la mejora. También se ha de considerar que el QTL detectado
podria en realidad estar constituido por grupos de genes muy proéximos unos a
otros: Austin y Lee (1996) sefialaron que los QTLs que se encuentran en las
poblaciones F, pueden separarse en multiples QTLs ligados entre si (cada uno
responsable de efectos fenotipicos menores) cuando se mapean en lineas puras
recombinantes (RIL por sus siglas en inglés) en las que han tenido lugar
recombinaciones adicionales (Austin y Lee, 1996). En la actualidad se dispone
de una RIL del cruzamiento BPL 261 x V 274, por lo que esta cuestion podria

resolverse en el futuro.

Finalmente, debemos sefialar que nuestros resultados contrastan con los
de trabajos previos llevados a cabo en Botrytis cinerea. Esos estudios se
limitaron a la planta modelo Arabidopsis thaliana (Denby et al., 2004) y a
tomate, en este caso con fuentes de resistencia provenientes de tomates
silvestres (Finkers et al., 2007; Davis et al., 2009). En todos estos casos se
detectaron varios QTLs, aunque la mayoria de ellos responsables de una
proporcion muy pequeila de la variacion fenotipica (alrededor del 10% o
menos, con s6lo alguna excepcion en torno al 20%). En vista de esto, Bfl
resulta ser de gran interés para trabajos futuros encaminados a una mejor

comprension de la interaccion de Botrytis spp. con sus huéspedes.

En conclusion, este trabajo ha permitido, por una parte, construir un
mapa de un cruzamiento util para el estudio de dos enfermedades importantes
de habas, botritis y roya; por otra parte, se ha identificado por primera vez un
QTL responsable de la resistencia a B. fabae. Todo esto abre la puerta a
diferentes proyectos para el futuro, tales como: saturar el mapa, incrementando
el numero de marcadores; identificar los loci responsables de la variacion
todavia no asignada; validar los QTLs detectados en diferentes ambientes y

fondos genéticos; y emplear la seleccion asistida por marcadores para introducir

135



Capitulo IV

esta resistencia en variedades de interés comercial. El hecho de disponer de una

RIL de este cruzamiento facilitara el desarrollo de estos trabajos.
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Introduccién

Se ha visto en capitulos anteriores que en la mejora por resistencia a
enfermedades no sélo es importante encontrar material vegetal con altos niveles
de resistencia, sino que también es conveniente investigar los mecanismos
responsables de esa resistencia. Esto es de utilidad para comprender el modo en
que la planta se defiende de la infeccion, lo que puede facilitar la seleccion de
los genes de interés y, en su caso, la combinacion e integracion de los mismos
en nuevas variedades. La caracterizacion de los mecanismos de resistencia es
una tarea compleja que abarca desde el nivel macroscopico hasta el molecular.
Desafortunadamente, en el caso de V. faba los estudios moleculares han sido
escasos en comparaciéon con otras especies, por lo que existen carencias
importantes tanto en términos de conocimiento como de disponibilidad de

técnicas (Varshney et al., 2009).

Medicago truncatula Gaertn. se ha convertido en los tltimos afios en
una planta modelo para las leguminosas, y existe una cantidad importante de
informacién fisioldgica y molecular sobre la misma (Rose, 2008; Young y
Udvardi, 2009). Se la considera de gran utilidad para llevar a cabo estudios
sobre las interacciones planta-patdgeno, y se han elaborado trabajos interesantes
al respecto (Tivoli et al., 2006; Rispail et al., 2010). En lo que se refiere a
Botrytis spp., es posible conseguir la infeccién en condiciones controladas en el
laboratorio (Ellwood et al., 2007) aunque por lo que sabemos estos patdégenos
no infectan M. truncatula en la naturaleza. El estudio de esta interaccion entre
M. truncatula y Botrytis spp. podria aportar informacion util para comprender
mejor el sistema patogénico V. faba / B. fabae. También resultaria de interés
disponer de genotipos de M. truncatula con respuesta diferencial a Botrytis
spp., aunque, por lo que sabemos, no se ha informado hasta la fecha de la

existencia de los mismos.
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Los factores de transcripcion (FTs) son proteinas que se unen a
secuencias de ADN especificas que se encuentran en los promotores o en los
intensificadores de los genes y que, interaccionando con otros reguladores de la
transcripcion (como proteinas que modifican la cromatina), facilitan o bloquean
el acceso del ARN al molde de ADN para formar el complejo de transcripcion.
De este modo regulan la transcripcion, pudiendo ser activadores o inhibidores
de la misma. Cada ruta metabodlica consta de multiples pasos en los que
intervienen enzimas, y los genes de cada enzima estin regulados por FTs
(Iwase et al., 2009). Se calcula que en torno al 7% de las secuencias
codificadoras del genoma vegetal se corresponde con FTs (Udvardi et al.,
2007). Los factores de transcripcion se clasifican en familias, las cuales se
suelen definir por el dominio de unién al ADN que poseen. Es frecuente
encontrar en la descripcion de las familias referencias a dominios estructurales

tales como dedo de zinc, cremallera de leucina o hélice-giro-hélice.

Los factores de transcripcion son cruciales para el desarrollo y la
diferenciacion vegetal, y participan en la regulacion de las diferentes respuestas
de la planta al ambiente, incluidas las respuestas de resistencia a las
enfermedades (Singh et al., 2009). La identificacion de aquellos que estén
involucrados en estas Ultimas supondria un paso importante para desvelar los
complejos mecanismos responsables de las resistencias, y abriria puertas para,
en el futuro, poder llegar a manipular las rutas metabolicas implicadas en las
mismas (Iwase et al., 2009). Los estudios de expresion son una herramienta 1til
para esta identificacion, ya que permiten comparar la cantidad de transcritos de
ARN presentes en diferentes situaciones biologicas, como pueden ser
respuestas de resistencia y susceptibilidad a patogenos. Los FTs suelen
presentar niveles de expresion muy bajos en comparacion con los de otros
genes; por lo tanto, para su estudio se requiere una técnica muy sensible, como
la PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR por sus siglas en inglés), que se
calcula que es al menos 100 veces mas sensible que los “arrays” de ADN a la

hora de detectar los transcritos, pudiendo llegar a detectar hasta un transcrito
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por cada 1.000 células (Czechowski et al., 2004). Esta técnica permite
cuantificar la acumulacion del producto de PCR con cada ciclo de
amplificacion, lo que posibilita estimar la cantidad inicial de transcrito de cada
gen. En el caso de M. truncatula se ha desarrollado una plataforma basada en la
qPCR para el estudio de los factores de transcripcion. Dicha plataforma consiste
en una coleccion de 1.084 cebadores de genes putativos de factores de
transcripcion cuya amplificaciéon ha sido sistematizada para que se pueda
realizar de modo rapido y eficiente, facilitando asi la cuantificacion de los
mismos (Kakar et al., 2008). Esta plataforma ha sido ya empleada para varios

estudios (Verdier et al., 2008; Gao et al., 2010; Madrid et al., 2010).

Objetivos

Los objetivos de este trabajo han sido:
e Identificar entradas de M. truncatula con respuesta diferencial a la
infeccion por Botrytis spp.
e Elaborar el perfil de expresion de los factores de transcripcion de dos
genotipos de M. truncatula en su interaccion diferencial con B. fabae y

B. cinerea.

Material y métodos

Evaluacion de los genotipos de Medicago truncatula

Se estudié en condiciones controladas la respuesta de dos entradas de
M. truncatula a B. fabae y a B. cinerea. Se realizaron dos experimentos
independientes, con cuatro repeticiones en el primero y diez en el segundo
(cada repeticion consistia en una planta individual). También se llevo a cabo
otro ensayo para observar a nivel microscopico los primeros estadios de la

infeccion a dos tiempos diferentes, con tres repeticiones por tiempo. El manejo
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del material vegetal y de los patéogenos fueron los mismos para los tres

experimentos.

Material vegetal

Tras estudios previos en los que se determino la respuesta de diferentes
genotipos de M. truncatula a Botrytis spp., se escogieron para este estudio dos
entradas de M. truncatula, ambas facilitadas por el Dr. J. M. Prosperi (INRA,
Montpellier, Francia): la linea A17 (cultivar Jemalong) y la linea Esp162. Se
sembro una semilla de cada entrada en una maceta de plastico de medio litro de
volumen llena con una mezcla de arena y turba (1:1, v:v). Las plantas se
cultivaron en una cadmara de crecimiento a 20 °C con un fotoperiodo de 14
horas de luz visible (150 pmol m™ sec” de intensidad de luz) y 10 horas de

oscuridad.

Material patolégico

Se utiliz6 un aislado monosporico de B. cinerea (Bc-CA-06) y otro de
B. fabae (Bf-CO-05). El aislado de B. cinerea se sembr6 en una placa Petri (9
cm de didmetro) con medio PDA (patata, dextrosa, agar) y se mantuvo a 19 °C
con un ciclo de 12 horas de luz (visible + ultravioleta cercano) y 12 horas de
oscuridad durante 10 dias, tras los cuales una capa de micelio en esporulacion
cubria todas las placas. El aislado de B. fabae crecio en las mismas condiciones,
pero después de la incubacion el contenido de cada placa se cortd en pequefios
trozos con un bisturi. Estos trozos se incorporaron a un matraz en el que habia
medio V8 (270 ml de zumo V8, 30 ml de agua desionizada y 3 g de agar, a pH
5,5) esterilizado en autoclave y todavia liquido (cada placa Petri se distribuy6
en dos matraces). Esta mezcla se vertid sobre placas Petri estériles y se cultivd
durante 7 dias en las mismas condiciones de luz y temperatura anteriores, hasta

que igualmente se consigui6 abundante micelio en esporulacion.
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Inoculacion

Se obtuvo una suspension de esporas de cada aislado vertiendo una
solucion de glucosa (1,2% p/v) en cada placa (10-15 ml por placa), y se
liberaron las esporas haciendo pasar por la superficie de la misma un asa de
siembra. Esta suspension se filtr6 a través de una malla de nylon (200 micras de
paso) para eliminar restos de micelio. La concentracion de esporas se calculd
con un hematocimetro, y se diluy6 con la solucion de glucosa hasta alcanzar
una concentracion de 1.000.000 esporas/ml. Finalmente, se afiadio Tween-20 a

la suspension (0,03% v/v).

Las plantas se pulverizaron con la suspension de esporas
(aproximadamente 2,5 ml por planta). Después se llevaron a un incubador y se
mantuvieron en oscuridad durante 48 horas a 20 °C y con una humedad relativa
cercana al 100%. Después se transfirieron a una camara de crecimiento con las
mismas condiciones en las que habian crecido, aunque la humedad relativa se
mantuvo por encima del 95%. Para ello, las macetas se colocaron en bandejas
cubiertas con una estructura cerrada de plastico cuyas paredes interiores se

pulverizaban diariamente con agua.

Evaluacién de la respuesta a la enfermedad

Se hizo una evaluacion a los dos dias después de la inoculacion y otra a
los ocho, dando por finalizado el experimento. El pardmetro evaluado fue
“severidad”, entendida como el porcentaje de superficie foliar de cada planta
cubierta por lesiones, con una correccion para incrementar en un 50% el peso

de las lesiones en las que habia esporulacion:

Severidad = (% de lesiones sin esporular) + 1,5 x (% de lesiones con

esporulacion)

147



Capitulo V

Determinacion de la germinacion de las esporas de Botrytis spp.

La germinacion de las esporas de los patdgenos se determind a nivel
microscopico. Las muestras se tomaron a dos tiempos diferentes: 24 y 48 horas
tras la inoculacion. Se cort6 una hoja completa de cada planta, se separaron sus
tres foliolos, y se fijaron y se tifieron de acuerdo con el protocolo descrito en
Rubiales y Moral (2004). Se observaron un minimo de 100 esporas por foliolo,
contando aquéllas con tubo germinativo y aquéllas sin él, y se calculd la
proporciéon correspondiente. La observacion de las esporas se realizd con un

aumento de x100.

Anélisis estadistico

Para los célculos estadisticos se empled el programa Statistix §
(Analytical Software, Tallahassee, FL, EE.UU.). Se llevaron a cabo analisis de
varianza (con genotipo y patégeno como factores fijos) para los parametros
estudiados (severidad y porcentaje de germinacion) a los diferentes tiempos.
Los datos se transformaron mediante la transformacion arcoseno cuando se
considerd conveniente. Las medias se separaron mediante una prueba LSD (p =

0,05).

Estudio del perfil de expresiéon génica de los factores de transcripcion

Se 1llevé a cabo un estudio a gran escala del perfil de los factores de
transcripcion involucrados en la interaccion M. truncatula / Botritys spp. Los
genotipos evaluados fueron Al17 y Espl62. Se aplicaron tres tratamientos
diferentes a seis plantas de cada genotipo (tres repeticiones por tratamiento, dos
plantas por repeticion): (1) inoculacion con un aislado de B. fabae; (2)

inoculacion con un aislado de B. cinerea y (3) control, sin inoculacion.
Material vegetal, inoculacion y recogida de muestras

El material vegetal y los patdgenos se manejaron del mismo modo que

se ha descrito para el ensayo de evaluacion frente a la enfermedad. A las plantas
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no inoculadas se les pulverizé también la soluciéon de glucosa con Tween-20.
La recogida de muestras se realizd 48 horas después de la inoculacion. Se
cortaron todas las hojas de cada grupo de seis plantas sometidas al mismo
tratamiento y se mezclaron de modo que constituyesen una muestra individual.
Cada una de estas muestras se congeld inmediatamente en nitrogeno liquido y

posteriormente se almaceno a -80 °C.

Extraccion del ARN total y sintesis del ADNc

El ARN total se extrajo con TRIZOL (Invitrogen, Carlsbad, CA,
EE.UU.). La integridad se comprobé mediante electroforesis en geles de
agarosa (2% p/p) en condiciones de desnaturalizacion, y la concentracion y la
calidad se determinaron mediante espectrofotometro. Para eliminar cualquier
resto de ADN genomico presente en las muestras, se tomaron 200 pg de ARN
total y se trataron con el kit RNAse free DNAse RQ ™ (Promega, Madison,
USA); tras este tratamiento, la integridad, la concentracion y la calidad se
determinaron de nuevo. Se emplearon cebadores especificos para el gen de
ubiquitina de M. truncatula para confirmar que no quedaba ADN gendmico
(Kakar et al., 2008). Se sintetizO ADN complementario (ADNc) de cadena
simple usando la transcriptasa SuperScript™ Il reverse transcriptase
(Invitrogen, Carlsbad, USA).

PCR en tiempo real

Se empled una coleccion de parejas de cebadores correspondientes a
1.084 factores de transcripcion putativos (Kakar et al., 2008). Las reacciones
PCR se llevaron a cabo como se describe en Kakar et al. (2008) en una placa
optica de 384 pocillos con un sistema de deteccion de secuencias ABI PRISM®
7900HT (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA); para el seguimiento de
la sintesis de ADN de cadena sencilla se us6 SYBR® Green. Se emplearon
cuatro genes control (MtUbi, MtGapdh, MtPdf2, MtEf1) repetidos dos veces en

cada placa.
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Analisis de datos

Para analizar los datos se utiliz6 el programa informatico SDS 2.0
(Applied Biosystems). Los valores de Cq fueron aquellos que se correspondian
con un umbral de fluorescencia de 0,3. Se descartaron aquellas reacciones de
amplificacion en las que se obtuvo mas de una curva de disociacion. La
eficiencia de la PCR se determind mediante el programa LinReg (Ramakers et
al., 2003), eliminandose del andlisis aquellas reacciones cuyas eficiencias
fueron inferiores a 1,6. El programa Bestkeeper (Pfaffl et al., 2004) permitio
identificar a los genes de referencia mas estables, que fueron escogidos para los

calculos posteriores.

El valor de la expresion génica se calculé mediante la expresion E<9.
Se defini6 un indice de normalizacion para cada placa como la media
geométrica de los valores de expresion de los genes de referencia en esa placa;
el nivel de expresion de cada gen se normalizé dividiendo los valores de
expresion entre ese indice. Por ultimo, se llevaron a cabo andlisis de varianza
para estos valores de expresion normalizados; los factores fueron genotipo y
patogeno (con tres niveles: inoculacién con B. fabae, inoculacion con B.
cinerea, y sin inoculacion). Las medias se separaron mediante tests LSD (p =
0,05). Estos andlisis estadisticos se llevaron a cabo con el programa Statistix 8

(Analytical Software, Tallahassee, Florida, EE.UU.).

Aquellos FTs que presentaban diferencias significativas solo para el
factor patogeno se clasificaron de acuerdo con un anélisis de conglomerados de
medias k. Se emple6 una matriz de datos con los log, de los ratios inoculado/no
inoculado de los valores de expresion para obtener una matriz de distancias
euclideas. La clasificacion en grupos se llevd a cabo utilizando el programa
Cluster v3.0 (Eisen et al., 1998) y se representd graficamente con el programa

TreeView v1.05.
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Resultados

Evaluacion de los genotipos de Medicago truncatula

Los primeros sintomas de la infeccion por botritis eran visibles a las 48
horas tras la inoculacion, al sacar las plantas de la incubacion en oscuridad, y la
severidad fue aumentando a medida que pasaban los dias. El andlisis de
varianza para la severidad mostré efectos significativos para genotipo en ambos
tiempos de evaluacion, siendo A17 mads resistente que Espl162 (Tablas 1 y 2).
En la Figura 1 se pueden ver los sintomas de la enfermedad en el genotipo
susceptible; se observan necrosis similares a las lesiones agresivas que produce
B. fabae en V. faba y lesiones con esporulacion. Los aislados no difirieron uno
de otro en agresividad a los dos dias después de la inoculacién (2ddi), pero si lo
hicieron a los 8ddi. Igualmente, no se encontrd interaccion entre los factores
genotipo y patogeno a los 2ddi, y si la hubo a los 8ddi. Los mayores valores de
severidad se dieron al inocular Espl62 con B. fabae. Este genotipo fue
significativamente mas susceptible a los dos patdogenos que Al7. En la Figura 2

se presentan los resultados de cada combinacion de genotipo y patdgeno.

Los analisis de varianza para la germinacion de las esporas tanto a 24
como a 48 horas después de la inoculacién encontraron diferencias
significativas para el factor patdogeno, no asi para genotipo ni para la interaccion
entre ambos (Tablas 3 y 4). El indice de germinacioén de B. cinerea es mayor

que el de B. fabae a ambos tiempos (Figura 3).

Estudio del perfil de expresion génica de los factores de transcripcioén

Se pudieron amplificar 874 de los 1084 transcritos de factores de
transcripcion (un 80,6%). En la Figura 4 se muestra un ejemplo de las curvas de
amplificacion obtenidas. Tras el analisis con Bestkeeper se eligieron MtGapdh,

MtPdf2 y MtEf1 como los genes de referencia, y se usaron para calcular el
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indice de normalizacion. Tras calcular los valores de expresion normalizados, el
analisis estadistico de los mismos reveld que 170 transcritos presentaban
diferencias significativas solo para el factor genotipo (Tabla 5), 126 para
patogeno (Tabla 6) y 37 tanto para genotipo como para patoégeno (Tabla 7). En
la Tabla 8 se recoge informacion sobre las proporciones de las familias de los

FTs de M. truncatula presentes en estos tres grupos.

Tabla 1. Analisis de varianza de los efectos de genotipo (A17 y Espl62) y patogeno (B.
fabae y B. cinerea) sobre la severidad dos dias después de que las plantas fuesen inoculadas
(GL: grados de libertad; SS: suma de cuadrados; CM: cuadrados medios).

Fuente GL SC CM
Genotipo 1 291652 291652
Patogeno 1 2565 2565
Genotipo * Patogeno 1 2346 2346
Error 48 136359 2841
Total 52

*** indica efectos significativos a 0,0001 niveles de probabilidad

Tabla 2. Analisis de varianza de los efectos de genotipo (A17 y Espl162) y patogeno (B.
fabae y B. cinerea) sobre la severidad ocho dias después de que las plantas fuesen inoculadas
(GL: grados de libertad; SS: suma de cuadrados; CM: cuadrados medios).

Fuente GL SC CM
Genotipo 1 10614,2 10614,2%%*
Patogeno 1 4873,8 4873,8%*
Genotipo * Patogeno 1 2794,0 2794,0*
Error 46 13692,4 297,77
Total 50

*** k% y * indican efectos significativos a 0,0001, 0,001 y 0,01 niveles de
probabilidad, respectivamente
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Se realiz6 un analisis de conglomerados mediante el método de las
medias k con los 126 genes que mostraban diferencias para el factor patogeno,

lo que llevo a su clasificacion en siete grupos diferentes (Figura 5). Estos

Figura 1. Hojas del genotipo Esp162 de M. truncatula infectadas por B. fabae. A: hoja con
abundantes lesiones; las flechas blancas sefalan zonas necroéticas, similares a las lesiones
agresivas que provoca este patdgeno en V. faba. B: hoja completamente necrotica, las flechas
sefialan zonas donde se observan conidioforos del patogeno.

grupos se corresponden con diferentes patrones de respuesta a la inoculacion
con los patogenos. Los grupos 1 y 5 contienen aquellos FTs que se inhiben tras
la inoculacion, sin diferencias entre patdgenos (siendo la inhibicién mayor en el
grupo 1 que en el 5); en el grupo 2, por el contrario, estan los FTs cuya
expresion aumenta después de la inoculacion con cualquiera de los dos
patogenos, y en el grupo 3 aquellos en las que s6lo aumenta al inocular con B.
fabae; el grupo 4 incluye a los FTs que sufren mayor inhibicién al ser
inoculados con B. fabae que con B. cinerea; el grupo 6 reune los FTs en los que
disminuye la expresion con la infeccion por B. cinerea, y el 7 aquellos en los
que sucede lo contrario, es decir, que se inhiben con B. fabae. Estos diferentes
comportamientos estan representados en la Figura 4. En cuanto a la distribucion
por familias, en el grupo 2 hay tres genes que pertenecen a la familia de dedos

de Zn (tipo C;H;), dos que pertenecen a la familia WRKY, uno a la familia

153



Capitulo V

AP2/EREBP, uno a la BHLH y otro a la familia semejante a HD; en el grupo 3
se encuentran, entre otros, cinco genes AP2/EREBP, cuatro MYB, dos dedos de
Zn (uno del tipo C,H, y otro del tipo semejante a CO), uno GRAS y otro NAC;
en el grupo 4 hay cinco AP2/EREBP, dos Myb, dos BHLH, un dedo de Zn (del

Figura 2. Valores de severidad para los dos genotipos de M. truncatula (A17 y Esp 162) a
los dos (A) y a los ocho dias (B) tras la inoculacion con B. cinerea o B. fabae. Los valores

que presentan la misma letra no son significativamente diferentes (prueba LSD para datos
transformados mediante la expresion arcsen Vx; p <0,05).
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tipo YABBY), un bZIP, un PHD y un TCP; finalmente, los grupos 1, 6 y 7
estan constituidos por FTs pertenecientes a diferentes familias, no destacando

ninguna de ellas en particular.

Tabla 3. Analisis de varianza de los efectos de genotipo (A17 y Espl162) y patogeno (B.
fabae y B. cinerea) sobre la germinacion de las esporas 24 horas después de que las plantas
fuesen inoculadas (GL: grados de libertad; SS: suma de cuadrados; CM: cuadrados medios).

Fuente GL SC CM
Genotipo 1 8,27 8,27
Patogeno 1 8561,09 8561,09%***
Genotipo * Patdégeno 1 4,15 4,15
Error 8 442,72 55,34
Total 11

*** indica efectos significativos a 0,0001 niveles de probabilidad

Tabla 4. Anélisis de varianza de los efectos de genotipo (A17 y Espl162) y patogeno (B.
fabae y B. cinerea) sobre la germinacion de las esporas 48 horas después de que las plantas
fuesen inoculadas (GL: grados de libertad; SS: suma de cuadrados; CM: cuadrados medios).

Fuente GL SC CM
Genotipo 1 16,36 16,36
Patogeno 1 1389,08 1389,08***
Genotipo * Patdégeno 1 0,39 0,39
Error 7 107,79 15,40
Total 10

*** indica efectos significativos a 0,0001 niveles de probabilidad
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Figura 3. Valores de germinacion de las esporas de B. fabae y de B. cinerea sobre dos
genotipos de M. truncatula (Al17 y Espl62) a las 24 y las 48 horas después de la
inoculacion. Las lineas verticales representan el error estandar de la media.
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En este trabajo hemos estudiado la interaccion entre M. truncatula y
dos importantes patogenos de leguminosas a nivel de transcripcion. M.
truncatula no es un huésped natural de estos hongos, y aunque los
procedimientos para conseguir la infecciéon en condiciones controladas ya han
sido descritos con anterioridad (Ellwood et al., 2007) hasta ahora no se conocia
ninguna diferencia genotipica en la respuesta de M. truncatula a Botrytis spp.
Nosotros hemos identificado un genotipo de M. truncatula (A17) que puede
clasificarse como parcialmente resistente y otro (Esp 162) como susceptible a
Botrytis spp. en las condiciones descritas. Es de resefiar que B. fabae ha
resultado ser mas agresivo que B. cinerea. El primero es un patdgeno especifico
de unas pocas especies de la familia Fabaceae, principalmente de V. faba
(Staats et al., 2005), mientras que el segundo es un patégeno de amplio
espectro, responsable de enfermedades en leguminosas como Lens culinaris y

Medicago sativa (Tivoli et al., 2006; Williamson et al., 2007), sin llegar a
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Figura 4. Curvas de amplificacion mediante qPCR de 384 genes de factores de
transcripcion de M. truncatula, tal y como las presenta el programa SDS 2.0.
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suponer una amenaza seria para V. faba. El comportamiento de M. truncatula,
por tanto, se parece mas al de V. faba que el de otras leguminosas en el caso de
estos patdgenos, de modo que se puede considerar como una buena planta

modelo para el estudio del patosistema V. faba / Botrytis spp.

Los estudios de microscopia han mostrado que las esporas de B.
cinerea muestran ya el maximo nivel de germinacion a las 24 horas tras la
inoculacion; las de B. fabae necesitan mas tiempo para germinar, y siempre
mantienen un indice de germinacion inferior al de B. cinerea en los tiempos que
hemos estudiado. Esto podria explicar los valores de severidad similares que se
observan para ambos patogenos 24 horas después de la inoculacién; a las 48
horas, sin embargo, cuando el nimero de esporas germinadas de B. fabae ha

aumentado, este patdgeno resulta ser el mas agresivo.
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Figura 5. Diagrama de intensidades de los perfiles de expresion (log, de los ratios
inoculado/no inoculado) de los factores de transcripcion que presentaron diferencias
significativas para patdgeno, separados en los grupos obtenidos mediante al analisis de
conglomerados de medias k. Se muestra la escala de color: verde para inhibicion, rojo para
sobreexpresion y negro para valores cercanos a 0. El nimero de genes de cada grupo aparece
a su izquierda. La media de los ratios de cada grupo se representa a su derecha, siendo la
barra azul para B. fabae y la roja para B. cinerea.
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La disponibilidad de este material bioldgico ha permitido orientar
nuestro trabajo hacia la consecucion de dos objetivos: por un lado, la
identificacion de genes de M. truncatula involucrados en el proceso de
infeccion de Botrytis spp., haciendo hincapié en las reacciones especificas a
cada uno de los patogenos, que han resultado tan diferentes en su agresividad;
por otro lado, la identificacion de los factores de transcripcion que caracterizan
la respuesta diferencial de los genotipos frente a cada patdgeno. El momento
para la recogida de las muestras se escogidé basandose en la informacion
microscopica y macroscopica, considerando que a las 24 horas tras la
inoculacion la infeccion acaba de comenzar, y la planta estara reaccionando

frente a ella.

Casi el 20% de los 874 genes amplificados cambiaron sus niveles de
expresion después de la infeccion con B. fabae o con B. cinerea (37 de los
cuales mostraron diferencias tanto para genotipo como para el patdogeno, y 136
lo hicieron s6lo para el patégeno, independientemente del genotipo). Esta
proporcion es mayor que la que encontraron Madrid et al. (2010) en el caso de
Uromyces striatus J. Schrot (en el que es el tnico estudio hasta la fecha que ha
hecho uso de la plataforma de factores de transcripcion de M. truncatula para
estudiar la respuesta a infecciones flungicas) que fue del 13%. Podemos
formular la hipotesis de que esta diferencia es debida en parte al hecho de que
B. fabae y B. cinerea son patdgenos necrotrofos que penetran rapidamente en el
interior del tejido vegetal, creciendo dentro de él y matando las células de la
planta para alimentarse de ellas, mientras que U. striatus es un hongo biotrofo
que requiere mas tiempo para expandirse por dentro de la planta y causarle
dafio, de ahi la mayor alteracion fisioldgica al comienzo de la infeccion por

Botrytis spp.
El analisis de conglomerados ha permitido agrupar los FTs que han

respondido de diferente modo a la infeccion. La mayoria de ellos experimentan

una disminucion de la expresion (99 FTs de los 126 encontrados, 57 de ellos
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independientemente del patdgeno). Estos factores de transcripcion son de muy
diferentes tipos y pertenecen a diferentes familias, y aunque su inhibicion
podria deberse a una perturbacion de los procesos bioldgicos por el patdogeno,
también es cierto que la reduccion de la expresion puede ser una parte integral
de la respuesta defensiva por parte de las plantas (Bustos et al., 2010). Sera
necesario llevar a cabo mas estudios para esclarecer esta cuestion, y establecer
el papel de cada uno de estos FTs en estas circunstancias. Por lo que se refiere a
los 9 genes sobreexpresados tras la infeccion con cualquiera de los dos
patogenos, 6 de ellos pertenecen a familias que se han relacionado con la
respuesta al estrés: AP2/EREBP, que es una familia exclusiva de las plantas,
caracterizada por contener el dominio de unién al ADN AP2 y que se ha
vinculado con la respuesta a estreses tanto abidticos como bidticos (Dietz et al.,
2010); C,H, (proteinas de dedo de Zn del tipo Cysy/His;), que han sido
relacionadas con la respuesta a diferentes estreses, igualmente biodticos y
abioticos (Kielbowicz-Matuk, 2012); y WRKY, una familia también propia de
las plantas, y cuyos miembros han sido descritos como constituyentes de una
“red de reguladores de la defensa” contra patogenos (Eulgem, 2006). Estos
genes podrian constituir el nicleo de la reaccion defensiva de M. truncatula a la

infeccion por botritis.

De especial interés es la respuesta diferencial segun el patégeno sea B.
fabae o B. cinerea. Aparte de los 9 genes arriba mencionados, cuando la
infeccion es causada por B. fabae hay 18 genes que incrementan sus niveles de
expresion. Encontramos de nuevo entre ellos a genes que pertenecen a familias
relacionadas con el estrés: AP2/EREBP y C,H,, como hemos visto mas arriba;
GRAS, una familia de proteinas que aunque no se les conoce una unioén directa
al ADN se las clasifica como reguladores de la transcripcion, y que alguna de
ellas ha sido considerada esencial para la activacion de los promotores que se
inducen por el estrés (Fode et al., 2008); NAC, que resulta clave en Ia
regulacion de la percepcion del estrés (Jensen et al., 2010); y Myb (uno de ellos

del tipo semejante a homeodominio), una familia que estd ampliamente
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representada en las plantas y a cuyos miembros se han asignado muchos
papeles, en algunos casos relacionados con la regulacion de la defensa (Dubos
et al., 2010). Todo esto indica un aumento de las respuestas defensivas en M.
truncatula cuando se confronta con B. fabae en vez de con B. cinerea. Nuestros
resultados muestran que B. fabae es mas agresivo que B. cinerea, asi que
podemos suponer que la planta desencadena mecanismos de defensa
adicionales para hacer frente a un oponente de mas entidad. Todo esto es
incluso mas notable cuando se considera que a las 24 horas tras la inoculacion
hay mas esporas germinadas de B. cinerea que de B. fabae, asi que el numero
de puntos de infeccién es en principio mayor para el primero; sin embargo,
parece que la planta reconoce en B. fabae un enemigo mas peligroso incluso en
estos primeros momentos de la infeccion. En el caso de sistema patogénico
Vicia faba / Botrytis spp., se ha sugerido que B. fabae es mas agresivo que B.
cinerea porque es capaz de metabolizar el acido wyerdnico, que es la
fitoalexina que produce la planta (Harrison, 1988). Podemos formular la
hipétesis que algo similar podria suceder en el caso de M. truncatula / Botrytis
spp., y que por eso la planta necesitaria recurrir a mecanismos adicionales de
defensa en el intento de detener la infeccion. Finalmente, también es digna de
mencion la existencia de genes cuya expresion disminuye o no dependiendo de
cudl es el patogeno (20 para B. cinerea, 9 para B. fabae). Como sucedia antes,
es dificil decir si esto es también parte del sistema de defensa, o si refleja la
obstaculizacion por cada patégeno de procesos fisioldgicos diferentes. Estos
resultados ponen de manifiesto que a las 24 horas después de la inoculacion,
aunque macroscopicamente no se aprecian diferencias, a nivel molecular la
interaccion planta-patdégeno es especifica para cada especie de Botrytis, y
anticipa la diversidad en las reacciones que resulta patente algunos dias mas

tarde, cuando la diferencia en la agresividad de cada patogeno es notoria.
Por lo que se refiere a la respuesta diferencial de los genotipos frente a

la infeccidn, es destacable que la mayoria de los genes que presentan diferentes

comportamientos tanto para genotipo como para patdgeno experimenten un
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descenso de la expresion. Aunque determinar si esta inhibicion es parte de una
reaccion defensiva es un asunto complejo, hay algunos casos que parecen
seflalar en esa direccion: los factores de transcripcion 1443.m00022,
1699.m00013 y 939.m00019 estan todos inhibidos tras la infeccion en el
genotipo resistente Al7, mientras que se encuentran sobreexpresados en el
susceptible Esp162. Lo mismo podria decirse de otros genes como 980.m00009
0 989.m00004, que muestran niveles de expresion menores en A17 sin inocular
que en Espl62 sin inocular, y experimentan mayor inhibicién en A17 tras la
inoculacion con los dos patogenos; en este caso la expresion reducida parece
estar también relacionada con una respuesta defensiva mas efectiva. Por el
contrario, hay algunos genes que, a pesar de disminuir su expresion, tienen
niveles superiores de expresion en Al7 infectado que en Espl62 infectado.
Podemos suponer que en este caso el descenso de expresion es consecuencia de
un malfuncionamiento debido a la presencia del patéogeno, y que el genotipo
resistente ha conseguido mitigar este efecto. Por otra parte, solo tres genes estan
sobreexpresados, dos tanto para la infeccion con B. fabae como con B. cinerea
(1103.m00014 y 1323.m00024), y uno exclusivamente para B. fabae
(1524.m00006). Todos ellos alcanzan después de la inoculacion niveles de
expresion superiores en Al17 que en Espl62, de modo que podemos suponer
que forman parte de la reaccion de defensa contra Botrytis spp. en el genotipo

resistente.

Aparte de estas respuestas inducidas por la infeccion, deberiamos
también considerar las defensas constitutivas. M. truncatula presenta en
principio resistencia de tipo no-huésped a Botrytis spp. y, aunque hemos
logrado superarla y conseguir la infeccion, es probable que la reaccion
resistente de Al17 esté en gran medida basada en ese tipo de resistencia.
Generalmente se acepta que la resistencia no-huésped consta de dos
componentes: resistencia inducida y resistencia constitutiva. Esta tltima esta
basada en una variada serie de elementos, que abarcan desde las defensas

estructurales (por ejemplo, las barreras fisicas) hasta proteinas o metabolitos
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inhibidores (Ferreira et al., 2006). Hemos encontrado un gran numero de FTs
(170) que presentan diferencias constitutivas entre los dos genotipos,
independientemente de la inoculaciéon con los patogenos. Este resultado
contrasta con el de Madrid et al. (2010), quienes so6lo describieron 9 FTs con
diferencias constitutivas entre los genotipos evaluados, lo que sugiere que los
genotipos que hemos seleccionado para nuestro trabajo difieren grandemente
uno del otro. Es probable que alguno de estos 170 FTs estén involucrados en la
resistencia constitutiva a la infeccion. Entre ellos hay miembros de familias que
han sido relacionadas con la resistencia en plantas, tales como C,H,,
AP2/EREBP, WRKY o NAC; esta tltima ha sido descrita como participante en

la resistencia no-huésped (Uma et al., 2011).

Finalmente, resulta de interés comprobar que solo 2 de los 13 genes
relacionados con la defensa sefialados por Madrid et al. (2010) han resultado
también influidos por la infeccion en nuestros resultados. El factor de
transcripcion 1082.m00015 estd sobreexpresado en la respuesta resistente a U.
striatus, mientras que 1063.m00010 esta inhibido. El comportamiento de estos
dos genes es bastante similar en nuestro caso, dado que 1082.m00015 esta
sobreexpresado y 1063.m00010 inhibido después de la inoculacion tanto como
B. fabae como con B. cinerea (sin diferencias entre los genotipos). En cualquier
caso, no es sorprendente que la mayoria de los genes implicados en las
reacciones a cada una de las enfermedades no sean los mismos: los sistemas
estudiados son muy diferentes, tanto por el tipo de patégeno como por los
genotipos de M. truncatula empleados (A17 es susceptible a U. striatus y sin

embargo presenta resistencia a Botrytis spp.).

Como conclusién, podemos afirmar que con este trabajo se ha
establecido un sistema para el estudio de las interacciones entre Medicago
truncatula y Botrytis spp. que puede servir como modelo para el sistema
patogénico Vicia faba / Botrytis spp. El analisis de los factores de transcripcion

ha permitido identificar, por un lado, aquellos involucrados en las respuestas
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diferenciales a B. fabae y a B. cinerea y, por otro lado, aquellos que participan
en la resistencia a estos patogenos. El trabajo futuro deberia encaminarse a
asignar un papel mas definido a cada uno de estos FTs, describiendo e
integrando las rutas metabolicas en las que pueden tomar parte, y
complementando estos resultados con los de estudios patoldgicos y moleculares
adicionales. Esto aumentaria el conocimiento funcional del genoma de M.
truncatula, y también resultaria de interés para los programas de mejora de V.

faba frente a botritis.

Tabla 5. Factores de transcripcion cuyos valores de expresion han presentado diferencias
significativas para genotipo independientemente de la inoculacion con Botrytis spp. Se indica
la pertenencia a las diferentes familias de factores de transcripcion de Medicago truncatula y
se muestran los ratios entre los valores del genotipo resistente A17 y el susceptible Esp162.
(ID: nimero de identificacion para cada factor de transcripcion; S-HD: semejante a HD; S-
nin: semejante a nin).

Ratio Ratio
ID Familia Al17/Esp162 1D Familia Al17/Espl62

1000.m00002  WRKY 0,22 1468.m00014  bzip 7,22
1002.m00007  Myb 37,44 1475.m00009 FHA 1,77
1011.m00003  S-HD 1,90 1511.m00011 NAC 4,53
1013.m00007 HB 0,44 1513.m00017 Myb 1,75
1023.m00007  Jumonji 1,41 1542.m00002  AS2 0,26
1024.m00027 HB 1,94 1581.m00005  AS2 0,50
1028.m00006  TCoA 0,36 1648.m00026 RR 0,09
1038.m00022  A20-like 0,67 1649.m00029  S-HD 0,34
1039.m00012  Myb 12,53 1650.m00019  C2H2 11,82
1041.m00008 PHD 1,93 1671.m00014  S-HD 0,22
1044.m00008 PHD 1,61 1699.m00022 C2H2 0,31
1046.m00024 CCHC(Zn) 0,09 1701.m00007  C2C2-DOF 0,24
1047.m00030  CCHC (Zn) 10,43 1707.m00003  SBP 0,22
1056.m00017  Jumonji 2,00 1713.m00026 ~ AP2/EREBP 1,33
1072.m00006  Jumonji 2,11 1735.m00007  EIL 0,10
1078.m00009  S-HD 2,79 1739.m00013  S-Nin 0,37
1081.m00009 NAC 1,72 1749.m00019 HB 0,69
1084.m00021  C2C2-GATA 1,99 1751.m00013  C3H 2,03
1091.m00037 Myb 1,89 207.m00221 C2C2-DOF 1,51
1100.m00023  S-HD 2,55 244.m00212 BHLH 0,40
1100.m00026  S-HD 2,81 29.m00204 SNF2 2,04
1102.m00005  AP2/EREBP 0,29 56.m00218 PHD 0,10
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Tabla 5. Continuacion.

Ratio Ratio
1D Familia Al7/Espl62 1D Familia Al7/Esp162

1102.m00008  AP2/EREBP 0,29 60.m00188 ZF DHHC 6,58
1110.m00005 CCHC(Zn) 0,17 65.m00241 BHLH 0,20
1112.m00027 BHLH 0,64 659.m00130 C2H2 0,58
1113.m00023 RR 0,31 67.m00243 C2H2 16,47
1121.m00011  LRR 0,09 695.m00127 E2F-DP 0,55
1121.m00022 FHA 3,58 708.m00111 C2C2-GATA 0,74
1126.m00010  ZF DHHC 5,52 718.m00078 Myb 1,53
1129.m00001  CCHC (Zn) 6,57 722.m00030 LIM 1,40
1132.m00008  Myb 1,69 732.m00026  BZIP 0,46
1135.m00016 ~ CCHC(Zn) 0,28 738.m00007 C2H2 1,92
114.m00223 BED-type (Zn) 0,20 738.m00008 C2H2 1,82
1144.m00031 RR 0,25 748.m00017 NAC 0,76
1147.m00003  C3H 1,96 749.m00145 PHD 1,54
1159.m00003  S-HD 0,51 751.m00012 HB 1,89
1160.m00016 ~ CCHC (Zn) 1070,41 | 754.m00011 Myb 2,33
1164.m00013  SNF2 1,70 766.m00007 HMG 1,88
1170.m00006  C2C2-GATA 0,75 773.m00017  Myb 3,71
1171.m00012  FHA 6,97 779.m00009  Myb 0,04
1183.m00014 CCHC(Zn) 0,24 779.m00013 Myb 0,17
1183.m00022 CCHC(Zn) 0,07 779.m00168 Myb 2,40
1189.m00012  ARF 1,30 781.m00010 EIL 0,21
1207.m00016 ~ AP2/EREBP 0,32 791.m00025 Myb 3,12
1207.m00019  AP2/EREBP 0,13 803.m00030  CAMTA 1,62
1207.m00022  AP2/EREBP 0,17 806.m00078 Myb 1,50
1210.m00004  ABI3-VP1 1,53 812.m00007  Myb 2,66
1215.m00017 NAC 3,58 814.m00011 ARF 1,89
1232.m00009  S-HD 1,85 819.m00022 CCHC(Zn) 0,23
1242.m00012  S-HD 1,58 822.m00026 Lambda-DB 0,55
1244.m00028 DDT 1,48 822.m00032 HMG 1,86
1246.m00001  CCHC (Zn) 2,04 824.m00011 Myb 0,16
1249.m00020 RR 2,89 833.m00018 CCHC (Zn) 1,86
1253.m00007  WD-40 1,84 833.m00024  CCHC (Zn) 3,28
1258.m00007  Myb 0,53 843.m00018 Jumonji 2,15
1272.m00013  SNF2 1,66 850.m00002 PHD 1,62
1284.m00009 Myb 1,75 860.m00001 BD 22,06
1287.m00031 WRKY 2,18 872.m00014 SNF2 1,71
1295.m00011  CCHC(Zn) 0,19 881.m00004  HTH-FIS 0,37
1298.m00006  CCHC (Zn) 8,15 888.m00029  CCHC (Zn) 2,74
1320.m00015  CCHC (Zn) 6,83 893.m00003 PHD 1,61
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Tabla 5. Continuacion.

Ratio Ratio
1D Familia Al7/Esp162 ID Familia Al7/Esp162

1327.m00014  C2H2 2,06 896.m00014 SBP 1,73
1337.m00001  ARF 0,04 897.m00019 WRKY 1,51
1340.m00029 PHD 1,88 899.m00002 Myb 2,07
1342.m00021 BZIP 0,03 899.m00016 Myb 0,70
135.m00197 GRAS 1,61 900.m00018 PHD 1,42
1372.m00012  ARF 1,61 902.m00019 E2F-DP 0,63
1373.m00004 CCHC (Zn) 2,19 904.m00009 HB 0,25
1388.m00003  bzip 3,93 904.m00024  HMG 446,00
1390.m00010 HTH-FIS 0,35 905.m00015 GRAS 1,69
1394.m00001 CCHC(Zn) 0,10 910.m00020 CCAAT 3,08
1395.m00011  WRKY 1,48 913.m00005 C2C2-DOF 0,21
1400.m00008  Myb 4,52 913.m00020 C3H 2,30
1404.m00027  S-HD 2,01 916.m00001 CCHC (Zn) 9,59
1407.m00022  AP2/EREBP 0,69 920.m00011 WRKY 0,64
1422.m00009  Myb 0,21 920.m00017 WRKY 0,41
1422.m00015  Myb 0,17 933.m00022 PHD 1,42
1423.m00005 HTH-FIS 0,36 933.m00025 C2H2 1,56
1431.m00018 LIM 2,73 935.m00020 CCHC (Zn) 1,55
1433.m00032 S-HD 0,04 951.m00007 S-HD 2,16
1438.m00005 WRKY 0,47 953.m00014 HB 19,85
1440.m00003  Jumonji 0,24 957.m00005 AP2/EREBP 4,58
1440.m00004  Jumonji 1,84 963.m00015 S-HD 2,43
1459.m00021  WRKY 1,51 969.m00019  NAC 1,78
1463.m00027 BHLH 0,66 972.m00001 bzip 1,34
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Tabla 6. Factores de transcripcion cuyos valores de expresion han presentado diferencias
significativas para patogeno después de la inoculacién con Botrytis spp. Se indica la
pertenencia a las diferentes familias de factores de transcripcion de Medicago truncatula y se
muestran los ratios entre los valores al inocular con cada patdgeno y los valores sin inocular.
(ID: numero de identificacion para cada factor de transcripcion; Bf: inoculado con B. fabae;
Be: inoculado con B. cinerea; ni: no inoculado; S-HD: semejante a HD; S-Alfin: semejante a
Alfin).

Ratio  Ratio Ratio Ratio
1D Familia Bf/ni  Bc/ni 1D Familia Bf/ni  Bc/ni
1021.m00009 C.H,(Zn) 0,69 0,62 |1568.m00029 FHA 1,19 085
1027.m00015 ?ZIS{C 064 060 | 1578:m00016 S:Sif%]) 086 0,65
1579.m00028 AP% 010 021

1042.m00016  bZIP 052 0,50 EREBP : :
1062.m00002 HTH 0,79 068 |1581.m00019 GRAS 786 231
1063.m00010 g/fﬁ% 032 035 |1582.m00017 ABB-VPI 056 051
1064.m00002 MADS 093 053 |1582.m00018 ABI3-VPI 055 061
1072.m00022 ?Zﬁ)HC 061 o0sg |1621mo0or2 QI]:E/BP 017 043
1074.m00017 HB 0,50 066 |1622.m00017 HB 056 055
1082.m00015 QRP]zE/BP 282 227 | 1635.m00005 SBP 1,16 0,66
1088.m00004 TCP 053 031 |164.m00205 GRAS 047 082
1100.m00024  S-HD 214 191 |1641.m00002 ABB-VPI 1,64 051
1102.m00007 glzé/BP 031 067 |1652.m00003 GRAS 047 0,66
1121.m00009 C.C>(Zn) 047 028 |1669.m00001 BHLH 034 0,54
1122.m00011  bZIP 047 043 |1690.m00019 HB 044 034
1123.m00023 HTH 081 070 |1698.m00019 GRAS 048 051
1124.m00015 C.C>(Zn) 3,85 243 |1703.m00020 HMG 058 0,6l
1136.m00002 HMG 149 1,04 [1712.m00017 C.H,(Zn) 075 057
1136.m00019 HB 0,55 044 |1720.m00010 Myb 0,76 0,59
1143.m00015  Myb 069 071 |1724.m00021 ZF-HD 043 058
1149.m00015 BHLH 047 028 |1731.m00029 TCoApl5s 072 061
1156.m00003 ZF/TReg 047 033 |1734.m00001 Myb 058 0,63
1170.m00010 HB 0,60 058 |1734.m00020 C2H2(Zn) 042 044
1186.m00014 BTB/POZ 0,64 0,60 |192.m00189 Myb 006 024
1194.m00013  C.Cy(Zn) 0,60 048 | 126m00198 SRP]%/BP 021 051
1198.m00032  Euk TF 0,51 053 |648.m00098 Myb 1,74 147
120m00170  HB 0,56 0,63 |657.m00091 bZIP 033 0,59
1210.m00008 ABI3-VPI 047 043 |719.m00128 C2H2(Zn) 0,63 091
1220.m00003  TrpR 272 162 |726.m00018 CCHC (Zn) 066 083
1220.m00016 DDT 1,79 085 737.m00008 Ankirina 057 0,69
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Tabla 6. Continuacién

Ratio  Ratio Ratio Ratio
1D Familia Bf/ni Be/ni 1D Familia Bf/ni  Bc/ni
1222.m00001 BHLH 566 621 |747.m00011 WRKY 13,10 6,06
APY/
1228.m00005 CoHy(Zn) 0,68 096 | '0m00018  prppp L7 LI3
1235.m00005 HB 0,57 070 |751.m00006 BHLH 027 040
1240.m00018  bZIP 067 076 |762.m00010 DHHC (Zn) 097 0,72
APY/
1243.m00018 o ppp 293 136 1960 m00005  C.Cr(Zn) 0,50 0,52
1254.m00006  Myb 190 130 |780.m00021 C.H,(Zn) 1570 1096
1269.m00032  TCP 090 083 |780.m00022 CH,(Zn) 3,97 2,55
1270.m00015 WRKY 092 076 |790.m00017 LIM 044 0,60
1272.m00023  Myb 093 067 |807.m00012 DHHC (Zn) 054 0,73
Myb/ Myb/
1202.m00014 37 049 036 | 808m00017 SO0 396 1,89
1319.m00021  TCP 017 040 |812.m00002 CiCr(Zn) 2,15 148
1321.m00034 GRAS 041 038 |821.m00017 Gy (Zn) 044 040
1334.m00024 ssDBTR 053 0558 |824.m00010 Myb 037 046
BTB/
1360.m00022 5y 043 020 | g3 m00028  S-UI(Zn) 072 065
1365.m00026  HB 065 084 |835.m00002 Jumonii 024 025
1373.m00011  TAZ 122 062 |838m00014 ARID 042 0,59
1376.m00015  AS2 030 035 |845.m00016 C.C,(Zn) 078 061
1394.m00022  SBP 028 032 |853.m00021 BHLH 051 036
1408.m00021  HMG 095 0,54 |862.m00001 S-HD 038 020
AP/
1412.m00014 Lo ppp 271 1,53 |881.m00020 CH,(Zn) 1843 1121
APY/
1432.m00019  pppgp 029 035 lggimo0021  CoHy(zm) 583 2,64
AP2/
1433.m00010 NAC 073 066 | S84m00022 ppppp 2,00 1,00
1435.m00023  Myb 047 047 |892.m00017 bZIP 040 027
AP/
1460.m00007  ppppp 041 031 1695 m00003  RR 042 055
1463.m00024  Myb 073 0,60 |896.m00021 Myb 045 036
CCHC
1475.m00011  NAC 055 045 |904.m00019 (Zn) 063 06l
S-Alfin/
I518:m00019 4 jopup 126 082|908 mo0018  PHD 033 055
APY/
1534.m00008 CoCr (Zn) 0,08 0,19 | 219m00002 ppppp 152 1,00
1546.m00001 WRKY 308 2,10 |930.m00011 WRKY 067 057
1552.m00002  SBP 038 050 |957.m00003 LFY 195 1,00
1554.m00004 Myb 240 143 |967.m00016 R3H 126 073
1557.m00028  NAC 438 113 |976.m00006 Myb 032 051
1567.m00018  Myb 285 1,08 |985.m00005 Myb 122 080
1568.m00017 FHA 093 062 |993.m00001 RR 032 029
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Tabla 7. Factores de transcripcion cuyos valores de expresion han presentado diferencias
significativas tanto para genotipo como para patgeno tras la inoculacion con Botrytis spp.
Se indica la pertenencia a las diferentes familias de factores de transcripcion de Medicago
truncatula y se muestran los ratios entre los valores de cada genotipo al ser inoculado con
cada patdgeno y los valores sin inocular. (ID: nimero de identificacion para cada factor de
transcripcion; R: genotipo resistente, A17; S: genotipo susceptible, Esp162; Bf: inoculado
con B. fabae; Bc: inoculado con B. cinerea; ni: no inoculado; las barras “/”” indican los ratios
entre cada caso).

1D Familia R(ni)/S(ni) [ R(Bf)/R(ni)  S(Bf)/S(ni) [ R(Bc)/R(ni)  S(Bc)/S(ni)

1040.m00021 MADS 0,82 0,36 0,29 0,39 0,58
1061.m00001 MADS 0,29 0,51 0,33 0,48 0,55
1084.m00001  ARID 0,46 0,39 0,56 0,34 0,50
1103.m00014  CCHC (Zn) 12,71 3,47 1,13 3,22 0,79
1161.m00029  Tc/PD 15,71 0,62 0,88 0,61 0,96
1221.m00017 BHLH 1,77 0,13 0,05 0,23 0,27
1241.m00015  C,C, (Zn) 2,07 0,11 0,14 0,28 0,27
1323.m00024  S-S1Fa 0,95 6,06 3,92 3,12 1,74
1392.m00018 HMG 0,67 0,40 0,41 0,58 0,52
1405.m00027 BTB/POZ 1,43 0,46 0,44 0,59 0,68
1564.m00034 ECA/;?T_ 0,72 0,47 0,67 0,25 0,27
1733.m00014  AS2 0,80 0,28 0,49 0,36 0,52
221.m00129 MADS 0,25 0,44 0,53 0,53 0,68
891.m00010 C,C; (Zn) 0,19 0,26 0,41 0,39 0,93
924.m00009 MADS 0,32 0,38 0,52 0,44 0,63
925.m00001 HLH 1,02 0,42 0,64 0,47 0,72
939.m00019 HB 0,98 0,49 1,25 0,51 1,13
956.m00012 TrpR 0,85 0,48 0,78 0,56 0,62
980.m00009 C,H; (Zn) 0,24 0,56 0,46 0,63 0,38
986.m00012 MADS 0,77 0,19 0,72 0,23 0,87
989.m00004 AS2 0,43 0,50 0,43 0,58 0,45
1011.m00010 NAC 2,99 0,61 0,70

1365.m00012  Myb 0,64 0,68 0,65

1443.m00022 NAC 1,41 0,61 1,31

1524.m00006  Myb 3,12 1,12 2,48

1684.m00031 Myb 1,17 0,32 0,59

1699.m00013  C,H, (Zn) 1,59 0,53 1,23
201.m00219 C,C, (Zn) 0,62 0,75 0,52
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Tabla 7. Continuacién

ID Familia R(ni)/s(i) | RBHIR(NI)  SBRIS(I) | R(BEYR(NI)  S(BC)/S(ni)
1325.m00003 PHD 0,82 0,41 0,69
1381.m00017 Myb 0,69 0,40 0,65
1429.m00034  C,C, (Zn) 0,55 0,57 0,66
1588.m00008 HB 0,50 0,54 0,71
1701.m00020 AS2 0,40 0,67 0,52
225.m00189  Myb 0,71 0,49 0,64
944.m00008  BHLH 0,81 0,52 0,68

Tabla 8. Porcentajes de los genes cuyos valores de expresion han presentado diferencias
significativas para genotipo, patogeno, o ambos tras la inoculacion con Botrytis spp., que
pertenecen a las diferentes familias de factores de transcripcion de Medicago truncatula.

Genotipo Patégeno Genotipo y patégeno

Familia % Familia % Familia %
Myb 12,94 | Myb 11,90 | C,H, (Zn) 17,14
CCHC (Zn) 11,76 | AP2/EREBP 9,52 | MADS 14,29
Semejante a HD 7,65 | CH, (Zn) 7,94 | Myb 14,29
PHD 5,29 | HB 6,35 | AS2 8,57
AP2/EREBP 4,71 | C,C; (Zn) 5,56 | BHLH 5,71
C,H, (Zn) 4,71 | BHLH 3,97 | HB 5,71
WRKY 4,71 | BZIP 3,97 | NAC 5,71
HB 3,53 | GRAS 3,97 | CCHC 2,86
Jumonyji 3,53 | ABI3-VPI 3,17 | PHD 2,86
BZIP 2,94 | DHHC (Zn) 3,17

NAC 2,94 | WRKY 3,17

BHLH 2,35 | NAC 2,38

ARF 2,35 | HMG 2,38

Otras 30,59 | Otras 32,55 | Otras 22,86
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Introduccion

Los cultivos sufren normalmente el ataque de diferentes patogenos a lo
largo de la campafia, muchas veces simultineamente. Lo ideal seria que las
variedades cultivadas poseyesen resistencia a multiples enfermedades, que se
ha definido como resistencia del huésped a dos o mas enfermedades (Nene,
1988). Aunque existen ejemplos de evaluaciones multiples a distintas
enfermedades (Fininsa y Tefera, 2006; Pande et al., 2006; Hussain et al., 2008;
Gurung et al., 2009), la situacion mas comun es que se realicen las evaluaciones
para una sola enfermedad. Esta estrategia de “una cada vez” conlleva un
empleo ineficiente de los recursos y del tiempo a la hora de obtener variedades
comerciales con resistencia a multiples enfermedades. Por un lado, hay que
multiplicar el nimero de evaluaciones y, por otro, cuando se han identificado
los genotipos adecuados, es preciso combinar genes procedentes de distintas
fuentes en el mismo fondo. La reduccién del nimero de fuentes simplificaria en

gran medida todo el proceso.

Las habas no constituyen una excepcidn, y estdn expuestas a suftrir
diversas enfermedades durante su ciclo de cultivo. La roya, causada por el
hongo Uromyces viciae-fabae (Pers.) Schrét., es una de ellas. Esta enfermedad
se encuentra muy extendida en las regiones de produccion de habas, siendo
importante en Europa, Oriente Proximo, el norte de Africa y China. Suele
atacar hacia el final de la temporada, cuando las vainas ya se estan llenando, por
lo que los componentes de rendimiento no se ven muy afectados y las pérdidas
oscilan entre el 5 y el 20%. Sin embargo, si la infeccion se produce antes, las

pérdidas pueden llegar hasta el 70% (Sillero et al., 2000).

U. viciae-fabae es un hongo biotrofo obligado. Los primeros sintomas
de infeccion son unas manchas pequeias redondeadas de color claro en las
hojas, que posteriormente dan lugar a los uredio o pustulas (Figura 1). Estas
contienen gran cantidad de urediosporas de color marrén rojizo. La dispersion

de las esporas se produce por la accion del viento fundamentalmente (Hanounik
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y Bisri, 1991). Las condiciones mas adecuadas para la infeccion son

temperaturas templadas, en torno a los 20 °C, y alta humedad relativa.

Figura 1. Pastulas de roya en hoja (A) y vainas (B) de V. faba.

Apenas existe informacion sobre entradas que posean resistencia tanto
a roya como a botritis: por lo que sabemos, s6lo se conocen tres de esas
entradas, aunque la respuesta a la infeccion simultdnea de los dos patéogenos no

se ha estudiado (Sillero et al., 2010).

Un problema adicional a la hora de llevar a cabo un programa de
mejora para resistencia a enfermedades es que la resistencia que se obtenga
puede que no sea durable (Parlevliet, 2002). Por lo tanto, las resistencias que se
empleen han de ser lo mas estables que sea posible, lo que supone que las
potenciales fuentes de resistencia han de ser evaluadas en diferentes ambientes
y en diferentes afios, como hemos visto en el capitulo 1. En el caso de la roya,

no se ha publicado a fecha de hoy ningun estudio similar.
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Objetivos

El objetivo de este trabajo ha sido:
e Seleccionar genotipos de V. faba con resistencia multiple a botritis y a

roya.
Materiales y métodos

La coleccion de germoplasma que se evalud para resistencia a botritis
(capitulo 1) fue también evaluada para su resistencia simultanea a roya. Un
subconjunto de 11 entradas fueron igualmente evaluadas en dos experimentos

en condiciones controladas.

Ensayos de campo

La resistencia a roya se evaluo en tres de los ensayos de campo en los
que también se evalud la respuesta a botritis: dos en Kafr El-Sheikh, Egipto
(campafias 2004/2005 y 2005/2006) y uno en Coérdoba, Espafia (campafia
2005/2006). Una seleccion de 11 entradas se evalud en campo en Coérdoba en la
campafia 2009/2010. Se empleo en todos los casos un disefio de bloques al azar
con tres repeticiones. Se sembraron diez semillas de cada entrada en surcos de
un metro separados 70 cm. Las variedades Rebaya 40 y Baraka se sembraron
cada dos lineas como dispersores de las enfermedades en los ensayos de
Cérdoba (camparias 2005/2006 y 2009/2010, respectivamente) y el cv. Sidiqui
en el caso de Kafr El-Sheikh.

Para los ensayos de Kafr El-Sheikh y el de Cordoba de la campana
2005/2006 no se realiz6 inoculacion de las plantas, confiando en la infeccion
natural. Como el nivel de presion de enfermedad no fue muy elevado en el de
Cordoba, se recurrid a la inoculacion artificial para el ensayo de la campafia de

2009/2010. Con este fin se preparé una suspension acuosa de urediosporas de
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una poblacion de roya que se habia recogido en la zona en campafias anteriores
y se habia conservado a -80 °C. Las urediosporas se suspendieron en agua del
grifo hasta una concentracion final de 250.000 esporas ml”, afiadiéndose
después Tween-20 (0,03% v/v). Se pulverizaron las plantas con esta suspension
después de la puesta de sol, para aprovechar la oscuridad y la mayor humedad
relativa de la noche. Se emplearon 2,3 litros de la suspension de esporas para

todo el ensayo.

La severidad de la enfermedad en cada linea se midi6 como el
porcentaje del total de la superficie de la planta cubierto con pustulas de roya.
Se realizdO una uUnica evaluacién cuando las plantas estaban en el estadio

fenologico de llenado de vainas.

Ensayos en planta completa en condiciones controladas

Evaluacion de la resistencia a los aislados de Espafia y de Egipto

Las 11 entradas mas resistentes seleccionadas en los ensayos de campo
fueron evaluadas en condiciones controladas frente a dos aislados recogidos en
Cordoba y Kafr El-Sheikh. El cultivar susceptible Baraka se incluyé como
control. Se emplearon 8 plantas de cada entrada (4 repeticiones para cada
aislado, siendo una planta una repeticion). Las plantas crecieron en macetas de
1 litro (una planta por maceta) llenas con una mezcla de arena y turba durante
18 dias en una camara de cultivo a 20 °C con un fotoperiodo de 14 horas de luz

visible (150 pumol m” sec”! de intensidad de luz) y 10 horas de oscuridad.

Estas plantas se inocularon con una mezcla de urediosporas de roya (3
mg de esporas por planta) con talco puro (1:10 p/p), con la ayuda de un difusor.
Cada grupo de 48 plantas (12 entradas x 4 repeticiones) se inoculd por separado
con cada aislado. Las plantas se incubaron durante 24 horas en una camara de
incubacion a 20 °C en oscuridad y con 100% de humedad relativa; después se

pasaron a una camara de crecimiento a 20 °C con el mismo fotoperiodo que

180



Capitulo VI

durante el crecimiento. La severidad de la enfermedad se estimd visualmente en

cada planta a los 13 dias después de la inoculacion.

Evaluacion de la interaccién roya-botritis

El objetivo de este ensayo era estudiar el efecto de una infeccion previa
de botritis sobre el desarrollo de la infeccion por roya. Las entradas fueron las
mismas que en el ensayo anterior, y se cultivaron del mismo modo. Se
dividieron en dos grupos (3 repeticiones de cada entrada en cada grupo): las que

se iban a inocular con B. fabae y las que no.

Se multiplicé un aislado monospoérico de B. fabae (Bf-CO-05) en
placas Petri (9 cm de didmetro) con medio PDA (patata, dextrosa, agar), y se
incub6 en oscuridad durante un dia a 19 °C; luego se sometid a un ciclo de 12
horas de luz (visible + ultravioleta cercano) y 12 horas de oscuridad a la misma
temperatura durante dos semanas. Después, el contenido de las placas Petri se
cortd en pequeios trozos con un bisturi. Estos trozos se incorporaron a un
matraz en el que habia medio V8 (270 ml de zumo V8, 30 ml de agua
desionizada y 3 g de agar, a pH 5,5) esterilizado en autoclave y todavia liquido.
Esta mezcla se vertio sobre placas Petri estériles y se cultivé durante 7 dias en
las condiciones de luz y temperatura anteriores. Tras ese periodo, una capa de
micelio en esporulacion cubria todas las placas. Cuando las plantas tuvieron tres
semanas, se pulverizé uno de los dos grupos de plantas con una suspension de
300.000 esporas ml”' obtenidas a partir de las placas Petri con una solucién de
glucosa (1,2% v/v) con Tween 20 (0,03% v/v); se uso aproximadamente 1,5 ml
por planta. El otro grupo se pulverizé con la misma solucidn, sin las esporas.
Todas las plantas se incubaron del mismo modo que en el experimento anterior.
Después las plantas se pasaron a una camara de crecimiento a 20 °C con un
fotoperiodo de 14 horas de luz visible (150 pmol m™ sec” de intensidad de luz),
y humedad relativa por encima del 90% durante seis dias, hasta que los
sintomas de botritis eran visibles en las plantas inoculadas; entonces la

humedad relativa se bajoé a alrededor del 60%. Ocho dias después todas las
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plantas se inocularon conjuntamente con el aislado de roya proveniente de
Cordoba. La inoculacion y la incubacion se realizaron del mismo modo que en
el ensayo anterior. La evaluacion de la severidad de roya se realizd 14 dias

después de la inoculacion.

Analisis estadistico

Se llevaron a cabo analisis de varianza (ANOVA) para los parametros
evaluados en los diferentes experimentos. Los datos de los ensayos de campo
de las campaiias 2004/2005 y 2005/2006 se sometieron a analisis biplot de
genotipo y genotipo por ambiente (GGA) (Yan et al., 2000). El “ambiente” se
defini6 como la combinaciéon de una localidad y una campafia agricola (cada
ensayo en una campafia dada se considerd un ambiente independiente, Tabla 1).
Se eligié un factor de escala (f) de 0,5 para llevar a cabo la descomposicion
singular de los datos centrados por ambiente (Yan, 2002) y para obtener los dos
primeros componentes principales (CP1 y CP2). El eje de abscisas de la
coordenada ambiental media (CAM) es la linea que une el origen del biplot y la
media ambiental, es decir, la media de CP1 y CP2 en todos los ambientes. La
proyeccion de los genotipos sobre este eje representa la contribucion de cada
genotipo a G, de modo que los genotipos se pueden clasificar a lo largo del
mismo, en orden de severidades crecientes de izquierda a derecha. El eje de
ordenadas de la CAM, por el contrario, recoge la contribucion de cada genotipo
a la interaccion G x A, de modo que los genotipos mas estables (es decir,
aquellos que son mas consistentes en todos los ambientes) seran aquellos con
los valores mas bajos (positivos o negativos) de sus proyecciones sobre el
mismo. Cada ambiente esta caracterizado por su vector (el segmento que lo une
con el origen del biplot): la longitud de ese vector representa la variabilidad
genotipica en ese ambiente; el &ngulo que forman los vectores de dos ambientes
nos da la medida de cémo son de similares (cuanto mayor el angulo, mas

diferentes entre ellos).
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Tabla 1. Descripcion de los ambientes (cada ambiente definido como una combinacion de la localidad y la campafia) de los ensayos realizados en este
trabajo. Se incluyen los datos climaticos tanto para toda la campafia como para los 30 dias anteriores a la evaluacion. (Max. T, temperatura maxima; Min. T,
temperatura minima; Precip., precipitaciones).

Ambiente Localidad Campafia Latitud  Longitud Campafia 30 dias antes de la evaluacion

Max. T Min. T Precip. Max. T Min. T Precip.

(°C) (S (mm) (°C) (°C) (mm)

EGPT05  Egipto, Kafr  2004/2005 31°06° N 30°56’ E 34,0 2,0 121,6 34,0 5,0 0,0
El-Sheikh

EGPT06  Egipto, Kafr  2005/2006 31°06° N 30°56’ E 34,0 1,0 61,8 33,0 6,0 248
El-Sheikh

ESPNO06 Espafia, 2005/2006 37°51°’ N 4°47° O 38,8 -2,0 362,0 29,1 7,5 58,8
Cordoba

ESPN10  Espaiia, 2009/2010 37°51’N 4°47° 0 36,4 -0,8 577,5 36,4 7,1 32,7

Cérdoba
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Para estos tres primeros ensayos de campo se calculd la “severidad
estandarizada”, que consistia en expresar cada valor de severidad como el
porcentaje sobre el valor mas alto en ese ensayo; esto se hizo con el proposito
de poder realizar una adecuada comparacion visual de los resultados de los

distintos ensayos del estudio multiple.

Los analisis se han realizado con los programas estadisticos SAS (SAS,
1996) utilizando la corriente de control desarrollada por Burguefio et al. (2003)
y Statistix 8 (Analytical Software, Tallahassee, FL, EEUU).

Resultados

Ensayos de campo

Las 43 entradas que se evaluaron en los ensayos de campo en las
camparfias 2004/2005 y 2005/2006 presentaron un amplio rango de respuestas a
roya, incluidas algunas con valores de severidad bajos (Tabla 2). Las
distribuciones de frecuencias para la severidad estandarizada de estos tres
ensayos sugiere la existencia de una interaccion genotipo x ambiente (Figura 2).
El andlisis de varianza para la severidad a roya (Tabla 3) mostr6 efectos

significativos del genotipo, el ambiente y de la interaccion genotipo x ambiente.

Las dos primeras componentes principales del modelo GGA explicaron
el 96% de la variacion GGA, lo que supone que el biplot CP1 y CP2 (Figura 3)
explica adecuadamente los datos centrados por ambiente. Las entradas que se
sitian mas alejadas del origen del grafico delimitan los vértices de un poligono
(lineas discontinuas en la Figura 3). Estos genotipos son aquéllos que mas
contribuyen a la interaccion, es decir, aquéllos que muestran la mayor o menor

severidad ante la enfermedad.
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Tabla 2. Valores de severidad de las entradas V. faba evaluadas para roya. El area sombreada delimita el subconjunto de 11 entradas seleccionadas para el
ensayo de Cordoba de la campaiia 2009/2010. Los valores de severidad, tomados del capitulo 1, se muestran también para los tres primeros ensayos (EE:
error estandar).

Entrada EGPTO5 EGPT06 ESPNO6 ESPN10 Media de

Roya Botritis Roya Botritis Roya Botritis Roya roya
LPF 120 8,3 13,3 11,7 40,0 43 19,3 5,7 7,5
BPL 710 16,7 10,0 8.3 30,0 52 14,8 11,0 10,3
132-3® 10,0 233 11,7 11,7 9,5 17,0 13,2 11,1
158-1@ 15,7 16,7 17,4 17,5 33 14,3 9,3 11,4
095-3% 8,3 45,0 15,0 15,0 7,5 29,3 15,3 11,5
ILB 4709 8,3 8,0 21,7 20,0 8,2 40,0 10,7 12,2
152-1® 12,3 18,3 27,4 10,0 6,3 21,3 4,7 12,7
BPL 1763 26,0 15,0 20,0 13,3 7,0 9,5 32 14,0
135-1® 9,0 21,7 20,0 11,7 13,3 8,0 15,2 14,4
174-1© 10,0 35,7 253 25,0 11,7 8.8 19,3 16,6
ILB 5284 10,0 16,0 35,0 28,3 6,7 16,3 17,5 17,3
090-17 9,00 46,7 15,0 20,0 1,8 30,0 8,6
095-1@ 11,7 38,3 13,3 25,0 8,2 36,0 11,1
097-20 5,7 31,7 20,0 15,0 8.8 68,3 11,5
BG 1261 9,0 16,7 20,0 433 73 443 12,1




Tabla 2. Continuacion.

Entrada EGPTO05 EGPTO06 ESPNO6 ESPN10 Media de
Roya Botritis Roya Botritis Roya Botritis Roya roya
BG 1093 8,3 11,7 20,0 25,0 8,7 59,7 12,3
BG 932 18,3 31,7 20,0 25,0 52 29,0 14,5
LPF 95 16,7 16,7 26,7 50,0 2,8 62,0 15,4
324 7,3 20,0 333 35,0 6,0 423 15,6
1809 7,3 32,3 28,3 25,0 14,3 35,0 16,7
132-109 5,0 10,0 30,0 233 16,3 15,3 17,1
LPF 39 16,7 233 28,3 33,3 6,4 86,0 17,1
ILB 4726 11,7 21,7 26,7 13,3 16,2 17,2 18,2
BG 1122 26,7 45,0 20,0 20,0 8,7 50,7 18,4
BG 977 8,3 10,0 30,0 26,7 19,3 42,7 19,2
BPL 261 16,67 11,7 36,7 33,3 5,2 25,2 19,5
BG 924 20,0 26,7 28,3 38,3 12,1 83,7 20,1
1196 21,7 33,3 333 30,0 6,5 34,3 20,5
898 10,0 20,0 45,0 21,7 7,5 68,3 20,8
144 7,3 9,0 45,0 41,7 10,5 19,2 20,9
LPF 113 18,3 28,3 41,7 33,3 10,7 52,3 23,6
LPF 44 30,0 20,0 35,0 433 8,8 76,0 24,6
441 31,7 45,0 35,0 36,7 8,2 58,7 24,9
BPL 1179 7,3 16,7 50,0 33,3 19,5 10,3 25,6




Tabla 2. Continuacion.

Entrada EGPTO05 EGPTO06 ESPN06 ESPN10 Media de
Roya Botritis Roya Botritis Roya Botritis Roya roya
BG 1250 233 10,0 45,0 30,0 11,5 46,3 26,6
544 36,6 12,3 38,3 60,0 53 86,0 26,8
1646 33,3 33,3 433 36,7 5,7 71,3 27,4
BG 1095 46,6 15,0 33,3 25,0 13,2 57,3 31,1
179-140 60,0 38,3 38,3 50,0 8,6 73,7 35,6
237 56,7 15,0 35,0 21,7 16,8 26,7 36,2
1647 60,0 26,7 38,3 43,3 17,7 20,7 38,7
107-142 75,0 40,0 433 433 9,7 90,3 42,7
LPF 05 66,7 26,7 63,3 36,7 5,0 24,7 45,0
Baraka 30,7
Media 21,3 23,4 29,6 29,3 9,2 40,7 13,0
EE 13,3 13,7 12,5 13,1 2,8 8,6 59

Nombres completos de aquellas entradas cuyos nombres se muestran abreviados: (" Sel.97 Lat.97 132-3; ¥ Sel.97 Lat.97 158-1; ) Sel.97 Lat.97 095-3; ) Sel.
97 Lat.97 152-1; ©® Sel.97 Lat.97 135-1; © Sel.97 Lat.97 174-1; " Sel.97 Lat.97 090-1; ® Sel.97 Lat.97 095-1; © Sel.97 Lat.97 097-2; ' Sel.97 Lat.97 132-1;
(D 8el.97 Lat.97 179-1; ' Sel.97 Lat.97 107-1.
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Segun se puede ver por sus respectivos vectores, los ambientes
EGPTO05 y EGPTO06 resultaron ser muy discriminantes en comparacion con

ESPNO6. Por otra parte, EGPT06 se diferencié mucho de EGPT05 y ESPNO6,

que eran mas parecidos entre si.

En la Figura 3 se ha dibujado una perpendicular al eje de abscisas
CAM (linea con dos flechas) que deja a la izquierda a 17 genotipos con una
severidad igual o inferior a 18% en todos los ambientes. Estos genotipos se
pueden clasificar en tres grupos, segin sus niveles de severidad. El grupo 1 esta
constituido por las entradas con valores medios de severidad iguales o
inferiores al 10%. Se puede definir en €l un gradiente de estabilidad, que abarca
desde las entradas mas estables, 095-3 y 090-1, a la menos estable, BPL 710,
con las entradas LPF 120, 095-1, 132-3 y 158-1 mostrando una interaccion
moderada. El grupo 2 incluye las entradas con severidades del 10 al 15%. Entre
ellas, las entradas 135-1, 174-1, BG 1261 y 152-1 presentan un nivel alto de
estabilidad; las entradas 097-2 e ILB 4709 muestran una baja interaccion,
mientras que la de BG 932 es moderada y de signo opuesto. Finalmente, en el
grupo 3 se encuentran las entradas con valores de severidad del 16 al 18%: ILB
5284 es mas bien estable, con una interaccion moderada; las entradas 132-1 y

BPL 1763 presentan interacciones opuestas y mayores.

De estas entradas resistentes a roya seleccionamos aquellas 11 que
mostraban las resistencias mas altas a botritis (Tabla 2). La resistencia a roya de
estas entradas se confirmo en el ensayo de campo de Coérdoba de la campafia
2009/2010 (Tabla 2). Finalmente, el andlisis de varianza para la severidad de
estas 11 entradas en los cuatro ensayos de campo en los que se evaluaron no
mostro diferencias significativas ni para los factores entrada ni ambiente, ni

para su interaccion (datos no mostrados).
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Figura 2. Distribucién de las 43 entradas de V. faba evaluadas en 3 ambientes (definidos en
la Tabla 1) por rangos de severidad estandarizada. Los diferentes patrones sugieren una
interaccion genotipo x ambiente. Se indica la posicion de las entradas BPL 710 y 1647 para
facilitar las comparaciones, ya que estas entradas presentaron medias de severidad muy
diferentes.
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Ensayos en planta completa en condiciones controladas

Evaluacion de la resistencia a los aislados de Espafia y de Egipto

El analisis factorial de la varianza para la severidad de enfermedad,
siendo genotipo y aislado los factores fijos, detecté diferencias significativas
para genotipo, pero no para aislado ni para su interaccion (Tabla 4). Asi, como
se puede ver en la Figura 4, no hubo diferencias en la respuesta individual de

cada entrada a los dos aislados.

Tabla 3. Analisis de varianza de los efectos de ambiente y genotipo en las severidad de las
43 entradas de V. faba evaluadas frente a roya en 3 ambientes (GL: grados de libertad; SC:
suma de cuadrados; CM: cuadrados medios; F: fraccion de la suma de cuadrados asociada a
cada término o interaccion).

Fuente GL SC CM F
Ambiente (A) 2 26462,31 13231,15%* 19
Repeticion 6 3720,96 620,16
Genotipo (G) 42 31825,62 757,75%** 23
GxA 84 30853,31 367,30%** 23
Error 250 43253,53 171,64
Total 386 136115,73
**% y #* indican efectos significativos a 0,0001 y 0,001 niveles de probabilidad,
respectivamente

Evaluacion de la interaccion roya-botritis

Se llevd a cabo un andlisis factorial de varianza, siendo en este caso los
factores fijos genotipo e inoculacion previa con B. fabae. Nuevamente, hubo
diferencias significativas solo para genotipo, pero no para inoculaciéon con B.
fabae ni para su interacciéon (Tabla 5). La Figura 5 muestra que el
comportamiento de cada entrada es independiente de que haya sido previamente

inoculada con B. fabae o no.
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Figura 3. (A) Biplot GGA de la primera y segunda componente principal (CP1 y CP2
respectivamente) basado en la severidad a roya de 43 genotipos de Vicia faba en 3
ambientes. Los ambientes se muestran en azul, subrayados y en cursiva, con los vectores
como lineas azules continuas. El porcentaje de la variacion GGA explicado por cada
componente principal se encuentra en la esquina inferior izquierda (19% y 77%). Los
genotipos que mas contribuyen a la interaccion delimitan los vértices de un poligono (lineas
discontinuas en naranja) que encierra al resto de las entradas. CAM es el eje de la
“Coordenada ambiental media”, que une el origen con la media ambiental. Se ha trazado una
perpendicular a este eje, que deja a la izquierda aquellos genotipos con una severidad inferior
a 18%. Estos genotipos se han clasificado en tres grupos (rodeados con un circulo y
numerados).
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Figura 3. (B) Ampliacion de la zona delimitada por el cuadro de lineas rosas en (A) La

leyenda es la misma que en (A).
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Tabla 4. Analisis de varianza de los efectos de genotipo y de aislado de roya (uno de
Cordoba y el otro de Kafr El-Sheikh) en la severidad de 12 entradas de V. faba (GL: grados
de libertad; SC: suma de cuadrados; CM: cuadrados medios).

Fuente GL SC CM
Genotipo 11 3374,36 306,76***
Aislado 1 73,87 73,87
Genotipo * Aislado 11 845,38 76,85
Error 69 2975,55 43,12
Total 92 7269,16

*** indica efectos significativos a 0,0001 niveles de probabilidad
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Figura 4. Valores de severidad para las 12 entradas de V. faba evaluadas frente a dos
aislados de roya (uno de Cordoba y el otro de Kafr El-Sheikh). No se observan diferencias
apreciables en las respuestas individuales de cada entrada a los dos aislados. Las lineas
verticales representan el error estandar de la media.
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Accession

Discusién

Con este trabajo completamos el proceso de identificacion de genotipos
de V. faba de interés potencial por su resistencia a roya y a botritis. En el marco
de una evaluacion en multiples ambientes para resistencia a botritis, la respuesta
a roya se evalud en tres ensayos de campo en los que esta enfermedad se
encontraba presente. Esto permitio afinar la seleccion para dos zonas concretas
en lugares tan distantes como Espaiia y Egipto, de modo que se pudo restringir
el nimero de entradas que hay que seguir considerando para la mejora. Ya que
es conveniente tener datos de al menos dos campaifias para cada localidad,
llevamos a cabo un ensayo de campo adicional en Espafia, pero ya con la
ventaja de evaluar solo las entradas mas prometedoras. El resultado de todo este
proceso ha sido la identificacion de una coleccidon de entradas en las que se
combina la resistencia tanto a roya como a botritis, sin haber tenido que
establecer un ensayo en multiples ambientes independiente para cada

enfermedad.
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Tabla 5. Analisis de varianza de los efectos de genotipo y de inoculacion previa con B. fabae
en la severidad de 12 entradas de V. faba (GL: grados de libertad; SS: suma de cuadrados;
CM: cuadrados medios; F: fraccion de la suma de cuadrados asociada a cada término o
interaccion).

Fuente GL SC CM F
Genotipo 11 403,20 36,65%** 54,36
Botritis 1 1,49 1,48 0,20
gzg‘l’ttl‘f" : 11 52,62 4,78 7,10
Error 48 284,42 5,92

Total 71 741,73

**%* indica efectos significativos a 0,0001 niveles de probabilidad

Figura 5. Valores de severidad para las 12 entradas de V. faba evaluadas frente a roya
previamente inoculadas o no con botritis. No se observan diferencias apreciables entre las
plantas de cada entrada inoculadas con B. fabae y las que no lo fueron. Las lineas verticales
representan el error estandar de la media.
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El analisis GGA permiti6 la identificacion de un grupo de entradas que
presentaban baja severidad y buena estabilidad en su respuesta a roya. Esta
estabilidad es destacable puesto que los tres ambientes evaluados resultaron ser
muy diferentes entre ellos. La severidad media fue mas baja en ESPNO06 que en
los dos ambientes de Egipto: esto apunta a una menor virulencia del aislado de
Coérdoba, lo que confirma estudios previos que indicaban mayor virulencia de
los aislados de Egipto (Emeran et al., 2001). Por otra parte, los ambientes
EGPTO05 y EGPT06 fueron muy diferentes, como muestra el angulo entre sus
vectores. Podemos suponer que las mas altas precipitaciones durante los 30 dias
previos a la evaluacion en EGPT06 serian responsables de la mayor severidad
en ese ambiente, ya que la humedad es un factor clave para el desarrollo de la
enfermedad (Sillero et al., 2000). Esto pone de manifiesto la importancia de las

condiciones climaticas en la respuesta de los cultivos a las enfermedades.

Tras comparar los resultados del biplot GGA con los que presentd la
misma coleccidn frente a botritis, se realizo una seleccion de 11 entradas con
buen comportamiento para ambas enfermedades; de las 3 entradas previamente
descritas como resistentes a las dos enfermedades, BPL 261, BPL 1179 y BPL
710 (Sillero et al., 2010), solo se selecciono esta Gltima, ya que las otras dos no
presentaron una buena respuesta ni en términos de severidad ni de estabilidad.
BPL 710 mostr6 una respuesta mas bien inestable, como también le sucedid a
otra de las lineas seleccionadas, BPL 1763, pero ambas se escogieron porque se
han mostrado en varias ocasiones como buenas fuentes de resistencia a botritis
(Sillero et al., 2010), y en nuestros ensayos han tenido bajos niveles de
severidad por roya. El hecho de que el analisis de los resultados de estas 11
entradas para los cuatro ensayos de campo (dos en Egipto y dos en Espafa) no
detectase diferencias significativas ni para la entrada, el ambiente, o la
interacciébn entrada x ambiente, confirma que este grupo constituye una
coleccion prometedora, tanto por sus severidades bajas como por su respuesta

estable en los distintos ambientes estudiados.
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Los experimentos en condiciones controladas permiten estudiar el
material vegetal manteniendo las condiciones ambientales bajo control (Sillero
et al., 2006). En el primero de nuestros ensayos, se evaluaron las reacciones
especificas de 11 entradas seleccionadas frente a las dos razas del patdogeno
presentes en Coérdoba y en Kafr El-Sheikh, respectivamente. Los resultados
muestran que no existen diferencias genotipicas en la respuesta a estos aislados,
lo que confirma la estabilidad de la resistencia encontrada en estas entradas en

los ensayos de campo.

Con el segundo experimento en condiciones controladas pretendiamos
averiguar si la infeccion previa con B. fabae podria alterar de algin modo la
respuesta de estas entradas a U. viciae-fabae, ya que, en la temporada agricola,
la roya normalmente aparece después de la botritis. Se sabe que la existencia de
una enfermedad previa puede afectar al desarrollo de una segunda, ya sea
induciendo resistencia o reduciendo el vigor de la planta (Herath et al., 2001;
Metraux et al., 2002). Sin embargo, no ha sido asi en nuestro caso, y los
resultados permiten establecer que la resistencia encontrada a roya es
independiente de la existencia de una infeccion previa de botritis. Se sabe que
Botrytis cinerea es un caso raro de un patéogeno necrotrofo que no induce
resistencia sistémica adquirida en Arabidopsis thaliana (Govrin y Levine,
2002); se puede formular la hipotesis de que lo mismo sucede en el caso de B.
fabae y V. faba. En cualquier caso, estos resultados corroboran el valor de estas

entradas como fuentes de resistencia multiple a estas enfermedades.

Es de destacar que estos genotipos presenten resistencia simultanea a
unos patdgenos tan diferentes como son U. viciae-fabae y B. fabae, siendo el
uno biotrofo y el otro necrotrofo. Surge la cuestion de si los genes responsables
de estas resistencias estardn relacionados de algiin modo, o son simplemente
parte de diferentes sistemas de defensa que han evolucionado en los mismos
genotipos. Para dar una respuesta adecuada se deberian llevar a cabo

correlaciones genéticas de estas resistencias. Existen casos de interacciones
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negativas entre resistencias a patdgenos biotrofos y necrotrofos (Glazebrook,
2005), aunque también se han descrito ejemplos de correlaciones positivas en
genotipos que presentan resistencia a ambos tipos de patogenos (Poland et al.,
2009). Si se hallasen correlaciones, habria que dilucidar si se deben a
desequilibrios de ligamiento, pleiotropia o ligamiento estrecho entre los genes

de resistencia (Mitchellolds et al., 1995).

En conclusion, este trabajo muestra que la evaluacion multiple para
diferentes enfermedades es una practica ventajosa que permite ahorrar tiempo y
recursos en el proceso de mejora. Hemos identificado 11 entradas con
resistencia estable tanto a roya como a botritis, las cuales constituyen un
material prometedor para desarrollar variedades comerciales con esta
resistencia multiple. El trabajo futuro deberia centrarse en la incorporacion de
dichas resistencias a germoplasma de interés, asi como en establecer la relacion,
si existiese, entre los genes responsables de la resistencia a estas dos

enfermedades.
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Deciamos en la introduccion de este trabajo que nuestro reto era
ofrecer desde la mejora vegetal soluciones sostenibles que permitiesen reducir
la merma de la produccion de los cultivos de habas ocasionada por botritis, con
la intencién de aportar una pequefia contribucion a la mejora de la seguridad
alimentaria en el mundo. Es ahora el momento de valorar cémo hemos

respondido a este reto.

Nuestro proyecto se estructurd en torno a seis objetivos. La logica que
seguimos en el planteamiento de los mismos fue la de partir de lo mas basico y
general en mejora para profundizar posteriormente en aspectos mas especificos
y concretos de la respuesta de resistencia a la enfermedad. Asi, comenzamos
por la seleccion de fuentes de resistencia en campo, sin las cuales la mejora
frente a enfermedades seria imposible. Sin embargo, ademas del objetivo
inmediato de aportar material de utilidad para la obtencion de variedades
resistentes, considerabamos también necesario aumentar nuestro conocimiento
sobre como funciona la resistencia a varios niveles, abarcando desde lo
macroscopico hasta lo molecular. Por eso han resultado de interés los
experimentos en condiciones controladas, que permiten estudiar aisladamente la
influencia de diferentes factores en la interaccion planta / patogeno, las
observaciones microscopicas que ayudan a definir en qué consiste Ia
resistencia, y los estudios de biologia molecular, pues identificar los genes que
intervienen en la resistencia es llegar a desvelar una de las claves
fundamentales de la misma. A la luz de los resultados y las conclusiones
extraidas de los mismos, podemos considerar que los objetivos se han

cumplido.

Gracias a trabajos de este tipo se pueden ofrecer desde soluciones
bastante concretas (como poner a disposicion de la comunidad cientifica nuevas
fuentes de resistencia con vistas a su incorporacion en variedades cultivadas),

hasta nuevo conocimiento tedrico de limitada aplicacion practica inmediata.
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Este es, de hecho, uno de los dilemas que hay que afrontar a la hora de abordar
un proyecto como este. ;Se apuesta por conseguir cuanto antes resultados
practicos que puedan llegar en el menor tiempo posible a los campos de cultivo,
o se decide incrementar el conocimiento teorico sobre la cuestion aun cuando
suponga un retraso en la propuesta de soluciones? Es, en cierto modo, el clasico
debate entre investigacion aplicada y basica. Nosotros no creemos que este
dilema tenga una respuesta definitiva. Las circunstancias y los recursos
disponibles son los que condicionaran en gran medida la estrategia a adoptar.
En ocasiones la urgencia del problema exigira la busqueda inmediata de
soluciones, y en otras, tanto por disponibilidad de tiempo como de recursos,
sera factible permitirse un estudio mas profundo y sosegado del mismo. En
cualquier caso, creemos que, a la larga, la acumulacion de conocimiento que
permita comprender en toda su profundidad un fenomeno como el que ha sido

objeto de nuestro estudio resulta altamente beneficiosa.

Asi, en nuestro caso concreto, somos conscientes de que falta mucho
tiempo antes de que la identificacion de QTLs asociados con la resistencia a
botritis en habas pueda llegar a concretarse en medidas practicas. Lo mismo
puede decirse del estudio de expresion de los factores de transcripcion en el
sistema M. truncatula / Botrytis spp. Pero entendemos que es una informacion
unica y valiosa de por si, y que establece las bases para seguir avanzando en

unas lineas que podran dar resultados de gran interés a medio o largo plazo.

Por todo esto no hemos planteado nuestro trabajo como algo cerrado,
sino proyectado hacia el futuro. De hecho, hemos seguido desarrollando alguna
de las lineas ya comenzadas. Asi, disponemos en la actualidad de varios
cruzamientos para incorporar las fuentes de mayor resistencia a genotipos de
interés, estando alguno de ellos en estado de seleccién bastante avanzado;
hemos desarrollado dos lineas puras recombinantes entre genotipos

identificados como parcialmente resistentes y susceptibles; y estamos
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trabajando en la caracterizacion de los genotipos con resistencia multiple a

botritis y a roya.

También entendemos que hemos hecho aportaciones metodologicas de
relevancia. Encontramos de mucha utilidad el haber determinado que los
ensayos en planta completa son los mas adecuados hasta la fecha para los
experimentos en condiciones controladas: si se emplean en lugar de los ensayos
en hoja cortada se incrementara la calidad y la fiabilidad de la nueva
informacién que la investigacion vaya aportando. Igualmente es de destacar la
puesta a punto del protocolo para observaciones microscopicas del proceso de
infeccion, con una técnica tan poderosa como es la microscopia confocal.
Finalmente, el establecimiento de Medicago truncatula como planta modelo
para la interaccion V. faba / Botrytis spp. es de gran importancia, ya que pone a
disposicion de la lucha contra la botritis todos los recursos que se encuentran
desarrollados para M. truncatula. Creemos que con estos avances aportamos
herramientas eficaces para que los investigadores de esta enfermedad de las
habas puedan llevar a cabo futuras investigaciones que permitan conocerla

mejor y contribuir a su control.

Consideramos, pues, que con nuestro trabajo hemos contribuido a la
resolucion del problema de la infeccion de V. faba por parte de B. fabae. Es una
contribucion modesta e inconclusa, pero nos parece que, mas alla de nuestros
resultados y conclusiones, hemos puesto de manifiesto que desde la mejora
vegetal existe todavia un amplio campo de trabajo para hacer nuevas
aportaciones al control de esta enfermedad. Muchas de esas aportaciones
podran enlazar con los resultados de este trabajo, continuandolos, ampliandolos
e incluso aplicandolos a estrategias que ahora mismo no somos capaces de
prever. Somos, pues, de la opinion de que el valor de nuestras investigaciones
no esta tanto en tal o cual resultado particular que hayamos obtenido con ellas,

sino en las opciones de futuro a las que dan lugar. Como se suele decir, la
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actividad investigadora lleva a abrir nuevas puertas: es el momento de pasar por

ellas y seguir avanzando.
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Se han identificado fuentes de resistencia a botritis con un gran
potencial para su uso en programas de mejora. Todas ellas presentan
una resistencia incompleta que, al menos en algunos casos, tiene
probablemente una base poligénica, lo que deberia facilitar Ia
obtencion de una resistencia durable en el material definitivo. El
siguiente paso, pues, seria la combinacion de las diferentes fuentes de
resistencia en el mismo fondo genético, con vistas a la obtencion de

variedades con alto grado de resistencia.

El ensayo en planta completa en condiciones controladas es una
herramienta bastante eficaz para evaluar la respuesta de las plantas de
V. faba a B. fabae, siendo mas adecuado que el ensayo en hoja cortada.
Resulta también de utilidad para estudiar la influencia de diferentes

factores en el desarrollo de la enfermedad.

La mayor susceptibilidad a botritis de las hojas mas viejas en
comparacion con las mas jovenes no es un fenémeno generalizado,
sino que parece ser dependiente del genotipo. Sin embargo, ni la edad
de la planta ni la temperatura influyen en principio en la respuesta
global de las habas a botritis, aunque la temperatura afecta de manera
diferencial a las reacciones de las plantas jovenes y adultas, habiéndose

detectado una resistencia en planta joven a alta temperatura.

Se ha puesto a punto un protocolo para la observacion a nivel
microscopico de la interaccion B. fabae / V. faba en todas las etapas del
proceso de infeccion, tanto en pre- como en post-penetracion. Este
protocolo resultara de utilidad para futuros estudios, como puede ser la
caracterizacion de la respuesta de diferentes genotipos a botritis. En el
caso del genotipo BPL 710, su resistencia parece estar relacionada con

una falta de adhesion del patogeno a la superficie vegetal.
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Se ha construido un mapa genético de un cruzamiento en F, util para el
estudio de dos enfermedades importantes de habas, botritis y roya. Sera
necesario avanzar en la saturacion del mapa, incrementando el niimero

y la variedad de marcadores situados en el mismo.

Se ha identificado un QTL responsable en principio de un 40% de la
resistencia a B. fabae en el genotipo parcialmente resistente BPL 261.
Los siguientes pasos que llevar a cabo consistiran en: la identificacion
los loci responsables de la variacion todavia no asignada; la validacion
los QTLs detectados en diferentes ambientes y fondos genéticos; y el
empleo de la seleccion asistida por marcadores para introducir esta
resistencia en variedades de interés comercial. La disponibilidad de una

RIL de este cruzamiento facilitara el desarrollo de estos trabajos.

Se ha establecido un sistema para el estudio de las interacciones entre
Medicago truncatula y Botrytis spp. que puede servir como modelo
para el sistema patogénico Vicia faba / Botrytis spp. Esto permitira
poner a disposicion del estudio de la botritis los abundantes recursos y

herramientas desarrollados para M. truncatula.

El analisis de los factores de transcripcion de M. truncatula en su
interaccion con Botrytis spp. ha permitido identificar, por un lado,
aquellos involucrados en las respuestas diferenciales a B. fabae y a B.
cinerea y, por otro lado, aquellos que participan en la resistencia a
estos patégenos. Queda por asignar un papel mas definido a cada uno
de estos FTs, describiendo e integrando las rutas metabolicas en las que
pueden tomar parte, y complementando estos resultados con los de

estudios patologicos y moleculares adicionales.

Se ha comprobado que la evaluacion multiple para diferentes

enfermedades es una practica ventajosa que permite ahorrar tiempo y
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recursos en el proceso de mejora. Mediante ella se han identificado
entradas con resistencia estable tanto a roya como a botritis, las cuales
constituyen un material prometedor para desarrollar variedades de
interés con esta resistencia multiple. El trabajo futuro deberia centrarse
en la incorporacion de dichas resistencias a germoplasma de interés, asi
como en establecer la relacion, si existe, entre los genes responsables

de la resistencia a estas dos enfermedades.
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Sources of resistance with great potential for breeding have been
identified. All of them present an incomplete resistance that, at least
in some cases, has quite probably a multi-gene basis, which should
facilitate obtaining a durable resistance in the final material. The next
step would involve the combination of the different sources of
resistance into the same genetic background, aiming to obtain

varieties with a high level of resistance.

The whole-plant test under controlled conditions is quite an efficient
tool for assessing the response of V. faba plants to B. fabae, being
more appropriate than the detached-leaf test. It is also useful for
studying the influence of different factors on the development of the

disease.

The greater susceptibility to chocolate spot of older leaves in
comparison to younger ones is not a general phenomenon but seems
to be genotype dependent. The response of faba bean to chocolate
spot does not appear to be influenced either by plant age or
temperature, although temperature affects differentially the reactions
of young and adult plants, having detected a partial high-temperature

young-plant resistance.

A protocol has been developed for the microscopic observation of the
interaction B. fabae / V. faba through all the stages of the infection
process, both in pre- and post-penetration. This protocol will be of
interest for future studies, such as characterising the differential
genotypic responses to chocolate spot. The resistance of genotype
BPL 710 seems to be related to a lack of adhesion of the pathogen to

the plant surface.
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A genetic map of an F, cross useful for the study of two important
diseases of faba bean, chocolate spot and rust, has been constructed.
It will be needed to increase the saturation of the map, by adding

more and more diverse markers to it.

A QTL responsible in principle of a 40% of the resistance to B. fabae
of genotype BPL 261 has been identified. Further work will include:
identifying the loci responsible for the variation still unassigned,;
validating the detected QTLs on different genetic backgrounds and
environments; and employing marker assisted selection to introduce
this resistance into accessions of commercial interest. An existing

RIL of this cross will facilitate these works.

A system has been established to study the interactions between
Medicago truncatula and Botrytis spp. It may be a useful model for
the Vicia faba / Botrytis spp. pathosystem. This will allow to use in
the study of chocolate spot the abundant resources and tools

developed for M. truncatula.

The profiling of transcription factors has permitted to identify, on the
one hand, those involved on the differential responses to B. fabae and
B. cinerea and, on the other hand, those participating in the resistance
to these pathogens. It is now necessary to assign a clearer role to
these TFs, describing and integrating the pathways in which they
may take part, and complementing these results with those of

additional molecular and pathological studies.

Multiple evaluation for different diseases when screening germplasm
for resistance has proven to be an advantageous practise that saves
time and resources in the process of breeding. We have identified

accessions with stable resistance to both rust and chocolate spot that
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constitute a promising material for developing commercial varieties
with multiple-disease resistance. Future work should focus on
incorporating these resistances into germplasm of interest, as well as
on establishing the relationship, if any, between the genes

responsible for resistance to these diseases.
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