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RESUMEN

El arroz ha alimentado a la humanidad por cientos de años. Actualmente es

uno de los cultivos más importantes del mundo, alimentando alrededor de un

50 % de la población mundial [Khush, 2005]. La principal limitante biológica

que presenta el cultivo de arroz es la enfermedad conocida como el quemado

de arroz o Brusone, causada por el hongo Magnaporthe oryzae [Khush, 2005].

La enfermedad puede causar pérdidas de hasta el 50 % de rendimiento depen-

diendo de las condiciones ambientales, el estado de crecimiento de la planta y

la suceptibilidad de los cultivares utilizados [Tanweer et al., 2015]. La estrate-

gia más sustentable para manejar la enfermedad es el desarrollo de cultivares

resistentes [Tanweer et al., 2015].

Este trabajo plantea mediante dos metodoloǵıas complementarias, identi-

ficar regiones genómicas que proporcionan resistencia a Brusone en el germo-

plasma nacional. Por un lado partir de una población biparental F2:3 resultado

de un cruce entre una variedad resistente (INIA Caraguatá) y una suscepti-

ble (INIA Olimar) encontrar marcadores del tipo de SSR (Simple Sequence

Repeats por sus siglas en inglés repetidos de secuencia simple) asociados con

la resistencia al patógeno. Por otro, realizar un mapeo asociativo (GWAS, del

inglés Genome-Wide Association Study) a partir de dos poblaciones de germo-

plasma localmente adaptado del programa de mejoramiento de arroz de INIA:

una formada por 240 ĺıneas de la sub especie japónica tropical y la otra por

340 ĺıneas de la sub especie indica.

En el de la población biparental F2:3 se encontraron se encontraron siete

marcadores asociados con la resistencia durable de la variedad INIA Cara-

guatá: RM72, RM164, RM201, RM208, RM7102, RM527 y RM224 . Mientras

que el análisis de GWAS dió como resultado ocho QTL en la población de

japónica tropical, uno de los cuales (q.MOR.j.9.1) colocaliza con al menos un

gen mayor (Pi5) y varios genes menores asociados a resistencia. Estos QTL y

marcadores asociados podŕıan ser rápidamente inclúıdos en los programas de
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mejoramiento.

Palabras claves:

Magnaporthe oryzae, Oryza sativa, Resistencia a Brusone, QTL, Selección

asistida por marcadores.
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ABSTRACT

Rice had fed humanity for thousands of years. Nowadays it is one of the

most important staple foods worldwide, providing food for almost half of the

world population. One of the mayor threats to the production of rice around

the world are diseases, especially Rice blast [Khush, 2005] caused by Magna-

porhe oryzae. This disease can cause yield losses of above 50 % depending on

the environmental conditions and the growth stage of the plant and and the

susceptibility of the rice cultivar used [Tanweer et al., 2015]. The most sus-

tainable way of dealing with this disease is the development of resistant rice

cultivars [Tanweer et al., 2015].

The objective of this study is the identification of genomic regions or ma-

jor genes involved in M. oryzae resistance in local germplasm. We used two

strategies using two different populations. First, we used a biparental F2:3 po-

pulation derived from a cross between a susceptible cultivar (INIA Olimar) and

a resistant one (INIA Caraguata) to identify molecular markers of the Simple

Sequence Repeats (SSR) kind associated with rice blast resistance. Second,

using two locally adapted breeding population: tropical japonica population of

240 lines and indica population of 340 lines we performed a GWAS (Genome-

Wide Association Study) to identify QTL associated with resistance.

For the F2:3 population we found five markers associated with rice blast re-

sistance: RM72, RM164, RM201, RM208 y RM7102. Also, the GWAS analysis

was able to identify eigth QTL. One of them (q.MOR.j.9.1) includes the mayor

resistance gene Pi5 and other minor genes asociated with disease resistance.

These QTLs and their associated markers could be rapidly introduced to the

breeding programs.

Keywords:

Magnaporthe oryzae, Oryza sativa, Rice blast resistance, QTL, marker

assisted selection.
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el eje x . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 20

3.2 Correlación entre AUDPC (Rojo) y AUDPS (Azul) para las

poblaciones F2:3 (A), indica (B) y japonica tropical (C) . . . . . 21

xii



3.3 Medias ajustadas e histograma de densidad para los marcadores

RM72 (A y B) y RM164 (C y D). En rojo (AA) se representa

al homocigoto Olimar, en verde al heterocigoto (AB) y en azul
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Caṕıtulo 1

Introducción

1.1. Importancia del cultivo de arroz y el efec-

to de Magnaporthe oryzae en Uruguay

El arroz es uno de los cultivos más importantes del mundo y es la fuen-

te primaria de alimento para alrededor de un 50 % de la población mundial

[Khush, 2005]. En Uruguay es uno de los principales cultivos, después de soja

y trigo, siendo principalmente un producto de exportación. El páıs ocupa el

séptimo lugar en exportación de arroz a nivel mundial [FAO, 2016] obteniendo

rendimientos de aproximadamente 8.000 kilos/ha [MGAP, 2016]. Estos ren-

dimientos se deben principalmente al manejo agronómico y a las variedades

de alto potencial de rendimiento sembradas en Uruguay. Actualmente la prin-

cipal limitante biológica que presenta el cultivo de arroz en Uruguay es la

enfermedad conocida como el quemado de arroz o brusone, causada por el

hongo filamentoso ascomiceto Magnaporthe oryzae B. C. Couch [Khush, 2005]

también conocido como Pyricularia oryzae o Magnaporthe grisea.

Brusone puede atacar a la planta de arroz desde etapas tempranas de su

desarrollo hasta la producción de grano. Puede encontrarse en todas las partes

aéreas de la planta. En la hoja como consecuencia de la infección por este

hongo se observan lesiones son de forma alargada con bordes irregulares y con

un tamaño que va desde los 3 a 15 miĺımetros. Estas son de color marrón

pálido. Su centro puede tomar una coloración gris donde aparecen los cuerpos

fruct́ıferos del hongo 1.1 [Ou, 1980].

En Uruguay una de las causas principales del aumento de la incidencia

de la enfermedad es la homogeneidad genética de cultivares. Aunque existe
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Figura 1.1: Śıntomas de brusone en hoja

una tendencia en los últimos años a incorporar nuevos cultivares por parte

de los productores [MGAP, 2016], aproximadamente 65 % del área está cul-

tivada por tan solo tres variedades: El Paso 144 (susceptible en hoja), INIA

Olimar (susceptible en hoja) y INIA Tacuaŕı (moderadamente resistente en ho-

ja) [PerezdeVida et al., 2014]. Esta enfermedad puede propagarse rápidamente

cuando se dan las condiciones ambientales apropiadas y producir pérdidas que

pueden llegar al 100 %, en el caso de desarrollarse una epidemia en siembras

con cultivares muy susceptibles [Sharma et al., 2012].

La enfermedad se encuentra presente en la mayor parte de las áreas de

cultivo de arroz alrededor del mundo, y es considerada internacionalmente co-

mo una amenaza para la seguridad alimentaria [Sharma et al., 2012]. En los

últimos años M. oryzae ha afectado alrededor de la mitad de la superficie

sembrada en Uruguay aumentando significativamente la aplicación de fungi-

cidas y disminuyendo consecuentemente los márgenes de ganancia del cultivo

[MGAP, 2010]. Además, la aplicación de fungicidas para controlar la enfer-

medad puede representar un riesgo para la sostenibilidad del medio ambiente

[Tanweer et al., 2015]. Por lo tanto, la estrategia más sostenible económica y

ambientalmente para combatir dicha enfermedad es la liberación de cultivares

2



resistentes [Tanweer et al., 2015].

En los últimos años la secuenciación completa del genoma del patógeno M.

oryzae [Dean et al., 2005] y su huésped Oryza sativa [Goff et al., 2002] han

permitido desarrollar una variedad de herramientas genómicas para compren-

der y combatir el avance de la enfermedad. El genoma del arroz es realitiva-

mente pequeño en comparación con otros cereales, 420 Mbp aproximadamente

[Goff et al., 2002], lo que facilita aún más su manejo.

El cambio climático puede alterar tanto el comportamiento del patógeno

como el de su hospedero. Las temperaturas elevadas pueden aumentar el

estrés abiótico en plantas, lo que tiende a favorecer la incidencia de enfer-

medad es [Garrett et al., 2006]. A su vez algunos patógenos pueden aumentar

su tasa reproductiva en respuesta a mayor temperatura o cambiar su repro-

ducción de asexual a sexual lo que puede aumentar su potencial evolutivo

[Garrett et al., 2006]; lo que podŕıa permitirles quebrar la resistencia genética

de las plantas. Dicha resistencia está dada por genes y regiones genómicas que

regulan las defensas de la planta frente a un ataque por parte del patógeno

[Ballini et al., 2008].

1.2. Resistencia genética a Magnaporthe ory-

zae

Existen dos tipos de resistencia genética en plantas: horizontal y vertical.

La resistencia vertical (espećıfica, mayor, monogénica o cualitativa) está con-

trolada por un solo gen o un grupo pequeño de genes, conocidos como genes

mayores. Estos genes son llamados genes R y son parte de un sistema de reco-

nocimiento de la planta que activa la defensa vegetal. Esta resistencia puede

desencadenar una respuesta hipersensible, inmunidad o detener el desarrollo

del patógeno y la multiplicación del mismo [Agrios, 2005]. Esta resistencia es

espećıfica para una raza del patógeno, ya que involucra un sistema de reco-

nocimiento entre el gen de resistencia de la planta y un gen de avirulencia

del patógeno descripto por Flor en 1946 [Agrios, 2005], pudiéndose distin-

guir a las plantas según su suceptibilidad a una raza particular de patógeno

[Agrios, 2005]. Una estrategia es apilar diferentes genes de resistencia mayores

(piramidación de genes) para dar a la planta un mayor espectro de defensa

[Agrios, 2005]; [Kumar Joshi and Nayak, 2010]; [Tacconi et al., 2010].
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La resistencia dada por genes mayores ha sido utilizada durante varios

años en arroz, sin embargo tiende a ser quebrada rápidamente. Esto se relacio-

na con la gran capacidad adaptativa de M. oryzae que favorece la virulencia

[Ballini et al., 2008] [Tacconi et al., 2010]. Por lo tanto, encontrar nuevas fuen-

tes de genes de resistencia y estrategias para su implementación en cultivares

de elite es un esfuerzo constante. El uso de los marcadores moleculares facilita

la identificación y selección de estos genes para su introducción en los progra-

mas de mejoramiento [Tacconi et al., 2010]. Para ello es esencial contar con

marcadores estrechamente ligados a los genes de interés.

Por otro lado, la resistencia horizontal (general, menor, poligénica o cuan-

titativa) está controlada por varios genes, los cuales son efectivos contra los

patógenos como grupo y no individualmente. Estos controlan diferentes pasos

de las v́ıas metabólicas de la planta involucradas en la defensa. Algunos de

ellos pueden ser idénticos a los relacionados con la resistencia vertical. En ge-

neral, el efecto de estos genes está relacionado con el control de la expansión

y desarrollo de la enfermedad más que con la inmunidad de la planta. En este

caso, no se puede distinguir a la plantas diferencialmente por su reacción a los

patógenos como ocurre con la resistencia vertical. En general los genes mayo-

res enmascaran la actividad de estos genes y pueden ser dif́ıciles de detectar.

Este tipo de resistencia tiende a ser más duradera ya que están involucra-

dos varios mecanismos de defensa diferentes, regulados por numerosos genes

[Agrios, 2005].

Actualmente se entiende que la resistencia de las plantas se divide en

dos ramas: La primera utiliza protéınas transmembrana (PRRs por sus si-

glas en inglés Transmembrane Pattern Recognition Receptors) que recono-

cen moléculas asociadas con los patógenos (PAMPs por sus siglas en inglés

Pathogen-Associated Molecular Patterns) como la flagelina o la quitina. Estas

activan una primera respuesta de defensa conocida como respuesta inducida

por PAMPs (PTI por sus siglas en inglés PAMP-Triggered Immunity), que

intenta detener el avance del patógeno con estrategias como la liberación de

sustancias antimicrobianas o el engrosamiento de la cut́ıcula cerosa de las hojas

[Jones and Dangl, 2006] [Vasudevan et al., 2014].

Los patógenos pueden pasar estas barreras utilizando efectores, molécu-

las que liberan para aumentar su capacidad de infección, también conocidos

como, factores de virulencia, que desencadenan una suceptibilidad inducida

por efectores (effector-triggered susceptibility ETS por sus siglas en inglés)
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[Jones and Dangl, 2006] [Vasudevan et al., 2014].

La segunda rama de defensa utiliza las protéınas codificadas por los genes

R, en su mayoŕıa del tipo de sitio de unión a nucleótidos rico en repetidos de

leucina NB-LRR [Jones and Dangl, 2006], que se caracterizan por un sitio de

unión a nucléotidos (NBS por sus siglas en inglés ”Nucleotide Binding Site”) y

una zona con en repetidos ricos en el aminoácido Leucina (LRR por sus siglas

en inglés ”Leucine Rich Repeat”). En estas protéınas los dominios carboxilo y

amino terminal pueden ser variables, contienen entre 860 y 1,900 aminoácidos,

lo que las convierte en algunas de las protéınas más grandes conocidas en las

plantas [McHale et al., 2006]. Los genes NBS-LRR tienden a formar grupos

funcionales en los cromosomas de las plantas [Marone et al., 2013].

Estas protéınas pueden detectar los efectores de los patógenos o los efectos

del daño celular causados por el patógeno para desencadenar las diversas v́ıas

de defensa de las plantas como la respuesta hipersensible [McHale et al., 2006]

[Jones and Dangl, 2006]. Uno de los modelos propuestos para su acción es el

modelo ’navaja’ en el cual un efector del patógeno causa un cambio en la pro-

téına NBS-LRR que libera alguno de sus dominios (ya sea el carboxilo terminal,

el sitio de unión a nucléotidos, la zona de repetidos de leucina o una combina-

ción de estos) cambiando de conformación a la molécula para que entre en un

estado de reconocimiento que permite que sus dominios interactúen con otras

protéınas, activando las v́ıas de respuesta de la planta [Marone et al., 2013].

Las respuestas de defensa desencadenadas por estos genes se conoce como in-

munidad inducida por efectores (ETI por sus siglas en inglés effector-triggered

immunity) [Jones and Dangl, 2006].

Gen AVR Gen Pi correspondiente

AVR-Pita [Orbach et al., 2000] Pita [Bryan et al., 2000]

AVR1-CO39 [Ribot et al., 2013] Pi-CO39 (=Pia) [Cesari et al., 2013] [Okuyama et al., 2011]

AVR-Pizt [Li et al., 2009] Pizt [Zhou et al., 2006]

AVR-Pi9 [Wu et al., 2015] Pi9 [Qu et al., 2006]

AVR-Pia [Yoshida et al., 2009] Pia [Okuyama et al., 2011]

AVR-Pii [Yoshida et al., 2009] Pii [Takagi et al., 2013]

AVR-Pik [Yoshida et al., 2009] Pik [Ashikawa et al., 2008]

AVR-Pib [Zhang et al., 2015] Pib [Wang et al., 1999]

AVR-Pi54 [Devanna et al., 2014] Pi54 [Devanna et al., 2014]

ACE1 [Berruyer et al., 2003] Pi33 [Berruyer et al., 2003]

Tabla 1.1: Genes AVR y sus genes Pi correspondientes. Adaptado de
[Berruyer et al., 2003] y [Terauchi et al., 2016]
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En el mundo se han identificado más de 100 genes y alrededor de 350 QTL

relacionados con la resistencia M. oryzae en arroz [Tanweer et al., 2015]. Estos

últimos son regiones genómicas que pueden contener más de un gen y regulan

caracteres cuantitativos. Los QTL pueden poseer tanto genes de resistencia

parcial como completa.

Los genes mayores que confieren resistencia a M. oryzae en arroz se deno-

minan genes Pi y fueron descritos por primera vez en 1923 por Sasaki. Estos

confieren resistencia completa. Según [Terauchi et al., 2016] se han clonado 9

genes de avirulencia (AVR) en M. oryzae relacionados a genes Pi en arroz. Es-

tos se detallan en la tabla 1.1. El 80 % de los genes Pi corresponden a protéınas

del tipo NBS-LRR [Ballini et al., 2008], el otro 20 % corresponde a genes de na-

turaleza variada. En el caso del arroz la mayoŕıa de los genes Pi se encuentran

localizados en los cromosomas 6, 11 y 12 (Figura 1.2) [Ballini et al., 2008].

Gran parte de los genes Pi o QTL de resistencia a M. oryzae fueron identi-

ficados con razas del patógeno de origen tropical y debido a la especificidad en

las interacciones entre genes R y genes de avirulencia, pueden no conferir resis-

tencia a razas locales. A partir del proyecto “Desarrollo de una estrategia para

la obtención de resistencia durable a Pyricularia grisea de arroz en el cono sur”

[Livore et al., 2001] en el que participó Uruguay se identificaron los genes Pi1

[Hittalmani et al., 2000]; [Campbell et al., 2004], Pi2 [Hittalmani et al., 2000];

[Liu et al., 2002], y Pi33 [Berruyer et al., 2003] como los más efectivos frente

a las cepas locales del patógeno. Estos genes son utilizados actualmente por

CIAT (Centro Internacional de Agricultura Tropical) y el programa de me-

joramiento de INIA (Instituto Nacional de Investigación Agropecuaria) para

generar materiales con resistencia durable.

En Uruguay la variedad “INIA Caraguatá”, desde que fue liberada en 1995,

ha demostrando resistencia a M. oryzae en ensayos anuales de inoculación en

viveros trampa [Livore et al., 2001]. Este comportamiento evidencia la presen-

cia de genes de resistencia (resistencia vertical) y/o QTL (resistencia horizon-

tal) que confieren resistencia a las razas de M. oryzae presentes actualmente

en Uruguay. De esta manera, INIA Caraguatá puede ser una fuente de resis-

tencia genética a M. oryzae para los programas de mejoramiento de la región

del Cono Sur.

6



1.3. Mapeo de QTL de Resistencia a Magna-

porthe oryzae en arroz

Los QTL son regiones genómicas que pueden contener más de un gen y

regulan caracteres cuantitativos como el rendimiento, la altura de la planta, o

resistencia horizontal a una enfermedad [Tanweer et al., 2015].

Los estudios de mapeo son análisis estad́ısticos que permiten relacionar el

fenotipo de interés con las regiones del genoma que podŕıan ser responsables

del mismo. Para encontrar asociaciones es necesario contar con datos sólidos de

fenotipo y genotipo, en este caso marcadores moleculares, que cubran el geno-

ma en la mayor medida posible. Aquellos marcadores que se encuentren ligados

a las zonas del genoma responsables del fenotipo evaluado segregarán en la po-

blación junto con estos y mostrarán una asociación; por el contrario no se ob-

servará dicha asociación con marcadores no ligados [Miles and Wayne, 2008].

Tradicionalmente se utilizan poblaciones biparentales para el mapeo de

QTL, pero esta estrategia sólo es capaz de capturar la diversidad que se en-

cuentra en cruzamientos espećıficos [Korte and Farlow, 2013]. Otra estrate-

gia es el mapeo asociativo (o GWAS del inglés, Genome-Wide Association

Study) que en general utiliza una población de alta diversidad de indivi-

duos con diverso grado de parentesco entre śı. Estos estudios han probado

ser una herramienta eficaz para el estudio de diversos caracteres en diferentes

organismos desde ratones y humanos, hasta plantas de cultivo como el arroz

[Korte and Farlow, 2013], [Begum et al., 2015], [McCouch et al., 2016]. En ge-

neral, con el fin de aumentar el poder de resolución del mapeo, estos estudios

utilizan poblaciones altamente diversas de individuos. Sin embargo, la estrate-

gia de GWAS puede utilizarse sobre poblaciones de mejoramiento, que aunque

son menos diversas, son de ĺıneas o cultivares que ya poseen las caracteŕısticas

agronómicas deseadas por los mejoradores. De esta forma los QTL identificados

pueden ser rápidamente introgresados en material adaptado en el programa de

mejoramiento [Begum et al., 2015].

Los estudios de GWAS son afectados por la estructura poblacional, dan-

do lugar a falsos positivos al considerar significativo un alelo no causal.

Las poblaciones muy estructuradas aumentan el número de falsos positivos

[Malosetti et al., 2008]. Si los estados alélicos de un marcador se correlacio-

nan con las sub poblaciones que componen la población de mapeo asociativo,

pueden producirse asociaciones en regiones cromosómicas que no tienen una
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relación causal con el fenotipo [Yu et al., 2006], [Zhang et al., 2010]. Este pro-

blema puede solucionarse implementando modelos mixtos que tomen en cuenta

el grado de parentesco entre los individuos, incluyendo la familiaridad entre

ellos como un cofactor aleatorio en el modelo. El uso de este tipo de modelos

reduce significativamente la cantidad de falsos positivos mejorando la calidad

de la predicción [Korte and Farlow, 2013].

1.4. Evaluación fenot́ıpica de las enfermeda-

des

El fenotipado o evaluación fenot́ıpica de la enfermedad es crucial para la

correcta implementación de las estrategias de mapeo. Existen diversos métodos

para evaluar la severidad de una enfermedad en plantas. Un método cualitativo

de evaluar la enfermedad es utilizar una escala que mida la severidad de los

śıntomas provocados y repetir medidas a intervalos de tiempo regulares. De

esta manera se obtiene una idea general del progreso de la enfermedad durante

un peŕıodo de tiempo.

Para convertir las medidas cualitativas obtenidas en una única variable

cuantitativa es posible utilizar varios métodos, dos de estos son: el área bajo

la curva del progreso de la enfermedad (AUDPC por sus siglas en inglés: Area

Under the Disease Progress Curve) [Agrios, 2005] y el área bajo la escalera del

progreso de la enfermedad (AUDPS por sus siglas en inglés: Area Under the

Disease Progress Stairs) [Simko and Piepho, 2012].

El AUDPC es un método para resumir el progreso de una enfermedad en el

tiempo, ya que incluye en el cálculo la cantidad de veces que ha sido evaluada

la enfermedad, la severidad de la enfermedad en cada medida y el tiempo total

de evaluación. De esta manera se combinan varias observaciones en un único

valor [Agrios, 2005]. La forma más común de calcular el AUDPC es a través de

una fórmula que divide el área bajo la curva en trapecios, calculando el área

de cada uno para luego combinarlas [Simko and Piepho, 2012]. La fórmula es

la siguiente:

AUDPC =
i=1∑
n−1

yi + yi+1

2
× (ti+1 − ti)
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yi = La medida de enfermedad tomada en la i-ésima observación

ti = El tiempo (en d́ıas) a la i-ésima observación

n = El número total de observaciones

El AUDPS es un método similar, cuya fórmula es:

AUDPS = AUDPC +

[
y1 + yn

2
× tn − t1

n− 1

]

yi = La medida de enfermedad tomada en la i-ésima observación

yn = La medida de enfermedad tomada en la n-ésima observación

n = El número total de observaciones

tn = El tiempo (en d́ıas) a la n-ésima observación

t1 = El tiempo (en d́ıas) a la primera observación

La mayor diferencia entre ambos es que el AUDPS le otorga mayor pe-

so a la primera y última observación, que en AUDPC poseen menor peso

que las observaciones intermedias. De esta manera iguala el peso de todas

las observaciones, estimando mejor el progreso general de la enfermedad. Es-

te método tiende a ser más efectivo que el AUDPC, excepto en casos en los

que la varianza en la primera y la última observación es relativamente grande

[Simko and Piepho, 2012].

1.5. Hipótesis del trabajo

Existen regiones genómicas asociadas a la resistencia frente a el patógeno

Magnaporthe oryzae en la población de mejoramiento de INIA las cuales pue-

den ser identificadas.

1.6. Objetivos de la tesis

Objetivo general

Identificar regiones genómicas asociadas a resistencia el aislamiento uti-

lizado del patógeno M. oryzae en la población de mapeo representativa del

germoplasma de arroz de INIA

Objetivos espećıficos
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1. Identificar marcadores moleculares de tipo SSR asociados a resistencia

a M. oryzae en la población biparental F2:3 resultante del cruce entre

INIA Caraguatá (japónica tropical, altamente resistente a M. oryzae) e

INIA Olimar (indica, altamente suceptible a M. oryzae)

2. Identificar las regiones genómicas responsables de la resistencia a M.

oryzae en el germoplasma avanzado de arroz de INIA.

1.7. Estrategias

Se realizó la búsqueda de QTLs asociados a la resistencia a M. oryzae en el

germoplasma del programa de mejoramiento de INIA siguiendo dos metodo-

loǵıas. Para el primer objetivo espećıfico se realizó un mapeo de QTLs en una

población F2:3 resultante del cruzamiento entre una variedad susceptible INIA

Olimar y una resistente INIA Caraguatá. Para el segundo objetivo espećıfico

se realizó un GWAS en la población del programa de mejoramiento de INIA.

10



Figura 1.2: Mapa f́ısico de arroz mostrando los genes y QTL asociados con la
resistencia a M. oryzae. Se observa la escala del tamaño de los cromosomas (en
millon de pares de bases) basada en la información de Gramene. La posición y
nombre de marcadores moleculares y genes de resistencia se indican a la derecha
de cada cromosoma. A la izquierda las barras representan MetaQTL de resistencia
parcial en negro y otros tipos de resistencia en blanco. Las letras F, G y P en cada
QTL representa el tipo de ensayo del que se obtivieron. F para ensayos a campo, G
ensayos de invernadero y P ensayos parciales (Adaptado de [Ballini et al., 2008])11



Caṕıtulo 2

Materiales y métodos

2.1. Material vegetal usado en las poblaciones

de mapeo

La población biparental F2:3 la conforman 162 ĺıneas resultantes del cru-

zamiento entre INIA Olimar (altamente susceptible a M. oryzae) e INIA Ca-

raguatá (altamente resistente a M. oryzae).

La población de mapeo asociativo cuenta con 580 genotipos de ĺıneas avan-

zadas seleccionadas del programa de mejoramiento de arroz de INIA de entre

las que en 2012 teńıan más de un año de evaluación en campo. Se divide en 240

genotipos de la subespecie japonica tropical (incluyendo los cultivares comer-

ciales Parao, INIA Tacuaŕı e INIA Caraguatá) y 340 genotipos de la subespecie

indica que incluyen los cultivares comerciales El Paso 144 e INIA Olimar.

2.2. Inóculo

Se utilizó la cepa Po188 de M. oryzae aislada de hoja de la variedad Samba

de ’Casarone Agroindustrial’ en Rio Branco en el año 2014. La cepa se encuen-

tra depositada en la colección del Laboratorio de Patoloǵıa Vegetal de INIA

Treinta y Tres en papel a -20◦C. Se eligió debido a su gran virulencia (com.

pers. Sebastián Mart́ınez). El inóculo se produjo en placas de Petri contenien-

do medio agar/salvado de arroz (20g agar, 20g salvado de arroz en un litro de

agua destilada) inoculados en el centro con micelio fresco. Las placas fueron

incubadas en estufa a 25◦C por 15 d́ıas. Se expusieron a las placas a la luz solar

indirecta 4 d́ıas previos a la cosecha para estimular la esporulación. Se recogie-

12



ron los conidios mediante raspado superficial del medio de cultivo con espátula

metálica. El resultado del raspado se filtró con gasa y se centrifugó dos veces

durante 30 minutos a 8000 rpm. Se obtuvo el pellet que se re suspendió en 10

mL de agua destilada. Los conidios se contaron en cámara de Neubauer para

calcular su concentración. La solución se preparó mezclando los conidios obte-

nidos con agua destilada estéril conteniendo 4,0 % de gelatina sin sabor de tipo

comercial (1,6 % de gelatina pura por paquete de 7g) para facilitar la adhesión

de los mismos a las hojas. Se realizó una primera inoculación con un aspersor

manual con una concentración de inoculo de 3x105. En plantas con un mes de

sembradas. A los 7 d́ıas se realizó una segunda inoculación con concentración

de inoculo de 8x104, mediante la misma técnica.

2.3. Modelos estad́ısticos para el ensayo de fe-

notipado

2.3.1. Población F2:3

Se utilizó la siguiente fórmula para el diseño experimental del sembrado e

inoculación:

Yij = µ+Gi + Aj + εij

Donde Yij es la variable de respuesta (AUDPC), µ la Media general, Gi

el efecto del i-ésimo genotipo, Aj el efecto de la j-ésima almaciguera y εij

corresponde al error para el que se asume una varianza homogénea y media =

0.

2.3.2. Población de mapeo asociativo

Para esta población se utilizó la siguiente fórmula para diseño experimental

del sembrado e inoculación:

Yi = µ+Gi + εi

Donde Yi es la variable de respuesta (AUDPC), µ la Media general, Gi el

efecto del i-ésimo genotipo y εij corresponde al error para el que se asume una

varianza homogénea y media = 0.
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2.4. Evaluación de la enfermedad

Para evaluar el fenotipo de las poblaciones se adaptó una escala de lectura

que toma en cuenta la severidad de las lesiones producidas en las hojas de

las plantas de arroz. Se tomaron medidas en una misma hoja marcada en tres

medidas independientes a intervalos de 8 d́ıas aproximadamente comenzando

a 7 d́ıas a partir de la segunda inoculación. En la figura 2.1 puede verse una

ĺınea de tiempo que esquematiza estos eventos.

Figura 2.1: Ĺınea de tiempo de eventos para evaluación de la enfermedad. Arriba
se pueden ver los d́ıas y abajo los distintos eventos con el d́ıa en el que se hicieron
tomando como d́ıa 1 la fecha de siembra

La escala utilizada fue adaptada a partir de los trabajos de

[Moytri RoyChowdhury, 2012] y [Campbell et al., 2004], puede verse en la fi-

gura 3.1 (A). En base a esta se evaluó una planta como 0 si no presentaba

śıntomas. Se evaluaron como tipo 1 las plantas que presentaron lesiones pun-

tuales, de menos de 1 mm de diámetro, en general evidencia de resistencia

de tipo reacción de hipersensibilidad. Las plantas con manchas tipo 2 fueron

aquellas que presentaban lesiones puntuales de mayor tamaño que 1mm y con

una zona de clorosis alrededor. Las plantas con manchas tipo 3 presentaron

lesiones circulares de mayor tamaño y tejido necrosado no esporulante en el

centro. Las plantas con mancha tipo 4 teńıan manchas similares pero de forma

romboidal de 4 mm o más de largo y con tejido necrosado capaz de esporular.

Las plantas con manchas tipo 5 fueron aquellas que presentaron manchas si-

milares al tipo 4 pero con un daño sustancial en la hoja, con varias manchas

se fusionan destruyendo parcial o totalmente la hoja.
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Todo el manejo de los datos de fenotipo se realizó mediante software R

[R Core Team, 2013]. Para ambas poblaciones el AUDPC se calculó utilizando

el paquete Agricolae [de Mendiburu, 2016].

2.5. Extracción de ADN

Las extracciones de ADN de la población F2:3 se realizaron mediante ex-

tracción con CTAB adaptado del manual “Mutant Germoplasm Characteriza-

tion using Molecular Markers” preparado por FAO/IAEA [FAO/IAEA, 2002].

De 0.5 a 1 gramos de tejido se picaron con nitrógeno ĺıquido y se mezclaron

con 20 µl 1.5 % de CTAB con 25 µl de beta mercaptoethanol. Luego se incu-

baron por 45 minutos a 60◦C. Se permitió que la mezcla retomara temperatura

ambiente y se le agregaron 20 µl de cloroformo alcohol isolamı́nico (1:4). Se

centrifugó por 5 minutos a 3000 rpm a 10◦C. Se transfirió el sobrenadante a un

tubo nuevo y se agregregaron 2/3 del volumen de isopopanol y se mezcló. Se

colocó a -20◦C durante 1 hora. Se centrifugó a 5000 rpm durante 15 minutos. Se

lavó el pellet con etanol 70 %, se dejó secar y se resuspendióe en 100 µl de agua

destilada. A la población de mapeo asociativo se le extrajo ADN de 100 mg

de tejido fresco obtenidas de plántulas de arroz usando el kit Qiagen DNeasy

kit (www.giagen.com). La concentración y calidad de ambas extracciones se

evaluó mediante Nanodrop (Themo Scientific), Qubit 2.0 (life technologies) y

gel de agarosa 1,8 %.

2.6. Genotipado de la población F2:3

Esta población fue genotipada con marcadores flanqueantes a genes Pi pre-

viamente reportados. Los marcadores utilizados fueron microsatélites o repe-

ticiones de secuencias únicas (single sequence repeat, SSR). Las PCR para

los marcadores descriptos se realizaron en un mix de 25 µl, con 2,5 mM de

MgCl2, 1X Taq Buffer con KCl (Themo Scientific), 0,12nM dNTPs (Themo

Scientific), 0,22µM de cada cebador, 0,8 unidades de Taq Polimerasa (Themo

Scientific) por µl y 50 ng/µl de ADN. El programa comprendió un ciclo de 5

minutos a 94◦C, 35 ciclos de 1 minuto a 95◦, 1 minuto a 56◦, 1 minuto a 72◦

y finalmente un ciclo de 7 minutos a 72◦C. Los marcadores utilizados y sus

primers pueden verse en la tabla 2.1. La ubicación de estos marcadores en el
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genoma se representa en la figura 2.2

Figura 2.2: Mapa de marcadores utilizados en la población F2:3 se muestran los
nombres de los marcadores y su localización aproximada en los cromosomas de arroz

2.7. Genotipado de la población de mapeo

asociativo

La secuenciación fue realizada por “Biotechnology Resource Center, Geno-

mic Diversity Facility” de la Universidad de Cornell en Estados Unidos. Las

muestras se presentaron en placas de 96 pocillos y las bibliotecas se prepararon

utilizando el protocolo descrito por [Elshire et al., 2011].La búsqueda de SNPs

se realizó a partir de archivos FASTQ utilizando la pipeline de TASSEL3.0

[Bradbury et al., 2007] como se encuentra descripta en [Spindel et al., 2013].

La alineación se realizó utilizando BWA-0.7.5 a la referencia del genoma ver-
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Marcador Cebador directo Cebador reverso

RM 72 CCGGCGATAAAACAATGAG GCATCGGTCCTAACTAAGGG

RM 107 AGATCGAAGCATCGCGCCCGAG ACTGCGTCCTCTGGGTTCCCGG

RM 164 TCTTGCCCGTCACTGCAGATATCC GCAGCCCTAATGCTACAATTCTTC

RM 166 GGTCCTGGGTCAATAATTGGGTTACC TTGCTGCATGATCCTAAACCGG

RM 185 AGTTGTTGGGAGGGAGAAAGGCC AGGAGGCGACGGCGATGTCCTC

RM 201 CTCGTTTATTACCTACAGTACC CTACCTCCTTTCTAGACCGATA

RM 208 TCTGCAAGCCTTGTCTGATG TAAGTCGATCATTGTGTGGACC

RM 212 CCACTTTCAGCTACTACCAG CACCCATTTGTCTCTCATTATG

RM 224 ATCGATCGATCTTCACGAGG TGCTATAAAAGGCATTCGGG

RM 226 AGCTAAGGTCTGGGAGAAACC AAGTAGGATGGGGCACAAGCTC

RM 246 GAGCTCCATCAGCCATTCAG CTGAGTGCTGCTGCGACT

RM 249 GGCGTAAAGGTTTTGCATGT ATGATGCCATGAAGGTCAGC

RM 404 CCAATCATTAACCCCTGAGC GCCTTCATGCTTCAGAAGAC

RM 527 GGCTCGATCTAGAAAATCCG TTGCACAGGTTGCGATAGAG

RM 1233 GTGTAAATCATGGGCACGTG AGATTGGCTCCTGAAGAAGG

RM 7102 TTGAGAGCGTTTTTAGGATG TCGGTTTACTTGGTTACTCG

Tabla 2.1: Marcadores utilizados en la población F2:3

sión 7.0 MSU Nipponbare.

Los SNPs con frecuencia del alelo minoritario (MAF) por debajo de 1 %, se

retiraron de los conjuntos de datos. Para facilitar los análisis estad́ısticos, los

conjuntos de datos genot́ıpicos finales fueron transformados de codificación de

nucleótidos (es decir, A, C, G, T) a la codificación numérica (0 para la clase I

homocigotos, 1 para la clase II homocigotos).

2.8. GWAS

El análisis de GWAS se realizó ajustando un modelo mixto para corregir

por la estructura de la población. Se seleccionó el modelo de eigenstrat Y =

Xβ +Qv + e [Price et al., 2006]; [Malosetti et al., 2008], que modela al efecto

genot́ıpico como un factor aleatorio, donde: Y es la variante fenot́ıpica, X

la matriz de marcadores moleculares, β el vector de efectos alélicos, Q es la

matriz de incidencia de efectos aleatorios, v es el vector de efectos aleatorios

(genotipos) v ∼ N(0, Kσ2
G) y e es el vector de efectos residuales con e ∼

N(0, Iσ2
e).

Para la identificación de QTL, se implementó un procedimiento de venta-

na deslizante. El marcador con la más alta asociación marcador-fenotipo fue

elegido como un ancla y a continuación, se utilizó una ventana deslizante de
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un millón de pares de bases para identificar todos los marcadores significativos

dentro de esa ventana. Un QTL se definió cuando tres o más SNPs significati-

vos (p-valor 1×10−4) se encontraron dentro de la ventana de 1 Mb. El umbral

de significancia fue ajustado por el número efectivo de pruebas independientes

[Li and Ji, 2005]. Para japonica tropical el umbral de Li & Ji es 2, 8 × 10−5 y

2, 7 × 10−5 indica. Los análisis de QTL se completaron usando el paquete de

R lmem.gwaser [Gutierrez et al., 2016].

2.9. Estudio de la estructura poblacional

La estructura poblacional fue analizada via PCA y algoritmos de agru-

pación basados en modelos implementados con el programa informático AD-

MIXTURE v1.2362. [Alexander et al., 2009]. Los análisis de PCA se realiza-

ron sobre las matrices genot́ıpicas. La estructura poblacional fue realizada

por separado para las sub poblaciones de indica y japonica tropical utilizando

el programa programa Structure [Pritchard et al., 2000]; [Falush et al., 2003];

[Falush et al., 2007]; [Hubisz et al., 2009] cuyos resultados se analizaron con la

herramienta structure harvester [Earl and VonHoldt, 2012].

2.10. Haplotipos y genes candidatos

Para el estudio de genes candidatos se subió el genoma en formato gff3 de

arroz del proyecto MSU (www.rice.plantbiology.msu.edu/) a una base de datos

MySQL (www.mysql.com). Se utilizó lenguaje de consulta estructurado SQL

para cada SNP dentro de los QTL encontrados y la posición que ocupa en el

genoma. Y si el SNP se encontró en una región dentro de un gen se obtuvo la

información del mismo.

El análisis de los haplotipos se realizó utilizando el paquete clusterhap

en R software [Quero et al., 2016]. Este agrupa los individuos que tienen una

probabilidad diferente a 0 de tener el mismo alelo en la secuencia de SNPs.

Este programa no imputa los datos faltantes.
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Caṕıtulo 3

Resultados

3.1. Fenotipo

El uso de las herramientas bioestad́ısticas disponibles de mapeo asociativo

y de poblaciones segregantes requiere preferentemente, aunque no de manera

excluyente, de la obtención de datos cuantitativos de fenotipo, los que no han

sido reportados para la enfermedad en estudio.

Existen dos métodos similares para la conversión de datos cualitativos de

avance de la enfermedad (tomados con la escala de la figura 3.1 A) en cuanti-

tativos: AUDPC o AUDPS. Se realizó una comparación entre ambos métodos

para los datos obtenidos.

En el caso de las poblaciones utilizadas los resultados de ambos métodos

correlacionan, obteniéndose un coeficiente de correlación de 0.99 como se ob-

serva en la figura 3.2. De esta manera, se considera que son igualmente válidos

a la hora de medir el progreso de la enfermedad. En este trabajo es utilizado

AUDPC debido a que es el más reportado en la bibliograf́ıa.

Las dos poblaciones de GWAS fueron fenotipadas por AUDPC. Las me-

dias ajustadas de los 240 genotipos de japonica tropical presentaron valores

de AUDPC comprendidos entre el 0 y 66.50. El porcentaje de genotipos con

AUDPC 0 fue 8,75 %. Por otro lado, las medias ajustadas de los 304 genotipos

indica presentaron valores comprendidos entre 0 y 81. El porcentaje de geno-

tipos con AUDPC 0 fue 12,5 %. En el caso de la población biparental F2:3, los

162 genotipos F2:3 presentaron un máximo de AUDPC de 103.3 y un mı́nimo

de 4.4. Ninguna de las medias ajustadas de AUDPC para la población F2:3

fue 0. Cabe recordar que cada experimento y el cálculo de AUDPC asociado
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a cada uno fueron realizados por separado y los valores no son comparables

entre las poblaciones. El resumen de los datos puede observarse en la tabla 3.1.

Figura 3.1: Escala utilizada para medir la enfermedad (A). Gráfico de Burbujas
para las medidas tomadas con la escala de enfermedad para las poblaciones F2:3 (B),
japonica tropical (C) y indica (D). El diámetro de la burbuja representa la cantidad
de plantas que tuvieron la medida señalada en el eje y en la fecha señalada en el eje
x

Población Min Max Media Desviación standart Coeficiente de variación
F2:3 4.4 103.3 43.64 22.89 0.52

japonica tropical 0 66.5 21.76 17.04 0.78
indica 0 81 19.94 16.26 0.82

Tabla 3.1: Medidas resumen de las medias ajustadas de AUDPC para las tres
poblaciones estudiadas

20



Figura 3.2: Correlación entre AUDPC (Rojo) y AUDPS (Azul) para las poblaciones
F2:3 (A), indica (B) y japonica tropical (C)

21



3.2. Población F2:3

Se estudiaron las medias ajustadas de AUDPC para cada marcador para

los individuos homocigotos INIA Caraguatá (BB), homocigotos INIA Olimar

(AA) o heterocigotos (AB), y se realizó una comparación de las medias para

cada uno en un histograma de distribución.

De los marcadores utilizados no se obtuvieron resultados para RM166,

RM107, RM 246, RM 226 y RM 212, ya que estos no pudieron ser amplificados

mediante PCR. Mientras que los marcadores RM 155 y RM 1233 resultaron

monomórficos para esta población. El resumen de estos datos puede verse en

la tabla 3.2. Los 10 marcadores restantes fueron polimórficos y se reportan los

resultados para estos en la tabla 3.3 y las figuras 3.3, 3.4, 3.5, 3.6 y 3.7.

Marcador Resultado
RM72 Existe una diferencia de medias a favor de INIA Caraguatá
RM164 Existe una diferencia de medias a favor de INIA Caraguatá
RM185 Existe una diferencia de medias a favor de INIA Caraguatá
RM201 Existe una diferencia de medias a favor de INIA Caraguatá
RM208 Existe una diferencia de medias a favor de INIA Caraguatá
RM7102 Existe una diferencia de medias a favor de INIA Caraguatá
RM249 No se observa diferencia de medias de AUDPC
RM404 No se observa diferencia de medias de AUDPC
RM224 Datos no concluyentes
RM527 Datos no concluyentes
RM 155 Monomórfico
RM 1233 Monomórfico
RM166 No hubo amplificación por PCR
RM107 No hubo amplificación por PCR
RM 246 No hubo amplificación por PCR
RM 226 No hubo amplificación por PCR
RM 212 No hubo amplificación por PCR

Tabla 3.2: Tabla resumen de los resultados de todos los marcadores utilizados en
la población F2:3

Se observa una diferencia de medias de AUDPC para los marcadores RM72,

RM164, RM185, RM201, RM208 y RM7102. No se observa en los marcadores

RM249 y RM404. Mientras que RM224 y RM527 muestran una diferencia de

medias entre los homocigotos con los alelos de INIA Olimar (AA) y el hetero-

cigoto (AB), pero para los homocigotos con los alelos de INIA Caraguatá (BB)

es dif́ıcil de determinar con exactitud, ya que el ADN de las muestras mostra-
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ba un alto grado de degradación y algunas de estas no reportaron resultados

concluyentes (Figuras 3.5 y 3.7).

Marcador Media ajustada de AUDPC Tamaño del alelo
RM72 AA 43,59 ± 3,44 150
RM72 AB 44,53 ± 2,57
RM72 BB 36,56 ± 5,38 183

RM164 AA 45,64 ± 3,21 287
RM164 AB 43,79 ± 3,06
RM164 BB 36,07 ± 5,05 314
RM185 AA 44,01 ± 2,95 209
RM185 AB 42,37 ± 3,04
RM185 BB 37,14 ± 4,82 212
RM201 AA 45,42 ± 4,09 173
RM201 AB 46,41 ± 3,57
RM201 BB 35,50 ± 4,84 159
RM208 AA 44,61 ± 3,13 153
RM208 AB 44,84 ± 2,58
RM208 BB 33,75 ± 5,13 142
RM224 AA 48,09 ± 2,22 150
RM224 AB 27,88 ± 4,61
RM224 BB 26,80 ± 22,59 172
RM249 AA 42,12 ± 4,50 229
RM249 AB 45,56 ± 3,81
RM249 BB 42,31 ± 3,40 218
RM404 AA 40,62 ± 3,91 177
RM404 AB 42,61 ± 4,62
RM404 BB 45,77 ± 4,22 188
RM527 AA 47,54 ± 2,07 177
RM527 AB 31,44 ± 3,56
RM527 BB 26,80 ± 21,96 188

RM2702 AA 48,44 ± 4,12 207
RM2702 AB 44,07 ± 2,68
RM2702 BB 35,16 ± 4,52 193

Tabla 3.3: Medidas resumen de las medias ajustadas de AUDPC para cada mar-
cador según alelo
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Figura 3.3: Medias ajustadas e histograma de densidad para los marcadores RM72
(A y B) y RM164 (C y D). En rojo (AA) se representa al homocigoto Olimar, en
verde al heterocigoto (AB) y en azul al homocigoto INIA Caraguatá (BB)

Figura 3.4: Medias ajustadas (izquierda) e histograma de densidad (derecha) para
los marcadores RM185 (A y B) y RM201 (C y D). En rojo (AA) se representa al
homocigoto Olimar, en verde al heterocigoto (AB) y en azul al homocigoto INIA
Caraguatá (BB)
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Figura 3.5: Medias ajustadas (izquierda) e histograma de densidad (derecha) para
los marcadores RM208 (A y B) y RM224 (C y D). En rojo (AA) se representa al
homocigoto Olimar, en verde al heterocigoto (AB) y en azul al homocigoto INIA
Caraguatá (BB)
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Figura 3.6: Medias ajustadas (izquierda) e histograma de densidad (derecha) para
los marcadores RM249 (A y B) y RM404 (C y D). En rojo (AA) se representa al
homocigoto Olimar, en verde al heterocigoto (AB) y en azul al homocigoto INIA
Caraguatá (BB)
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Figura 3.7: Medias ajustadas (izquierda) e histograma de densidad (derecha) para
los marcadores RM527 (A y B) y RM7102 (C y D). En rojo (AA) se representa al
homocigoto Olimar, en verde al heterocigoto (AB) y en azul al homocigoto INIA
Caraguatá (BB)

3.3. Análisis de GWAS en dos poblaciones de

mejoramiento

3.3.1. Estructura genética de las poblaciones de mapeo

Ambas poblaciones de mapeo asociativo fueron analizadas por su estructura

poblacional 3.8 mediante un análisis de componentes principales o PCA, de

manera de incluir dichos resultados en el modelo de mapeo por asociación y

evitar de esta forma el hallazgo de asociaciones espurias.

En el caso de la población de japonica tropical, los dos primeros componen-

tes principales explican el 16 % de la variación de la población (3.8 A). En el

caso de la población indica los dos primeros componentes principales explican

el 24 % de la variación (3.8 B).
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Figura 3.8: Análisis de componentes principales de las poblaciones de japonica
tropical (A) e indica (B). Resultados de Structure para japonica tropical (C) e indica
(D). Graficó de probabilidad Ln de los datos (LnP(D)) en función del número de
poblaciones (K)japonica tropical (E) y indica (F). Se seleccionaron como números
más probables K = 5 para japonica tropical y K = 2 para indica.

Para profundizar el análisis de la estructura poblacional se uti-

lizó el programa Structure [Pritchard et al., 2000]; [Falush et al., 2003];

[Falush et al., 2007]; [Hubisz et al., 2009] y sus resultados se analizaron con

la herramienta structure harvester [Earl and VonHoldt, 2012].

Se graficó la probabilidad a posteriori, LnP(D), para cada número de grupo

(K) probado y se determinó el número de sub poblaciones en el inicio del

plateau de dicha gráfica (3.8 E y F). Ya que al iniciarse el plateau empiezan

a bajar las probabilidades de que ese número de poblaciones sea correcto. Se

seleccionaron como números más probables K = 5 para japonica tropical y K

= 2 para indica.

Para la población de japonica tropical se observan 5 grupos que corres-

ponden a los diferentes ancestros utilizados para generar la población. En el

caso de la población indica existen 2 grupos. Esto se debe a que la población

28



utilizada combina plantas de dos oŕıgenes diferentes, INIA (Uruguay) y FLAR

(Fondo Latinoamericano de Arroz de Riego, Colombia).

3.3.2. Identificación de regiones genómicas asociadas a

la resistencia a Magnaporthe oryzae

Se realizó el análisis de QTL de las poblaciones japonica tropical e indica

obteniendo resultados diferentes en ambas poblaciones. En la figura 3.9 pueden

observarse los manhattan plot. En la Tabla 3.4 se describen los QTL encontra-

dos para la población de japonica tropical. No se encontraron QTL asociados

a M. oryzae en la población indica.

QTL Cromosoma Inicio Fin
q.MOR.j.1 1 41259852 41577392

q.MOR.j.2.1 2 16510163 17188097
q.MOR.j.2.2 2 35250646 35250665
q.MOR.j.8 8 4092877 15623958

q.MOR.j.9.1 9 6999053 9729222
q.MOR.j.9.2 9 12323256 12333754
q.MOR.j.11 11 4458227 4793932
q.MOR.j.12 12 234382 995182

Tabla 3.4: Listado de QTL encontrados en la población japonica tropical

En el caso de la población de japonica tropical el modelo de asociación uti-

lizado muestra un 8 QTL distribúıdos en los cromosomas 1, 2, 8, 9, 11 y 12. El

más significativo de estos se ubica en el cromosoma 9 nombrado q.MOR.j.9.1.

De acuerdo a los criterios de selección de QTL usados en este trabajo, los SNP

flanqueantes a esta región genómica son S9 6999053 y S9 9729222, siendo el

tamaño total del QTL de 2730169 bases. Una búsqueda de genes dentro de este

QTL da como resultado 456 loci que expresan para diferentes protéınas putati-

vas, 19 de estos relacionados con respuestas a estrés general y 5 con respuesta

a estrés biótico espećıficamente. Entre ellos se encuentran: LOC Os09g15840

y LOC Os09g15850 que corresponden al gen mayor Pi5 [Lee et al., 2009b].
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Figura 3.9: Manhattan plot para las poblaciones indica (A) y japonica tropical (B).
En azul se representa la linea del umbral de Li & Ji. Se observan los QTL nombrados
sobre su ubicación en B.

Al utilizar el SNP más significativo de q.MOR.9.1 como cofactor para un

nuevo análisis (3.10), se observa un QTL en el cromosoma 8 (q.MOR.j.8) el
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cual se encuentra entre las posiciones 15667575 y 21165809. De acuerdo a las

posiciones se presume que es el mismo QTL nombrado como q.MOR.j.8 en el

primer análisis.

No se observaron otros QTL que cumplieran los criterios de selección. Sin

embargo, se observa 1 SNP significativo en el cromosoma 1: S1 37498960 ubica-

do en la posición 37498960. Su cercańıa a q.MOR.j.1 (primer análisis) indicaŕıa

que se trata de la misma región en el genoma. Además, en el cromosoma 11

existen dos SNPs significativos: S11 4793932 y S11 4794051 en las posicio-

nes 4793932 y 4794051 respectivamente, cercanos al QTL del primer análisis

q.MOR.j.11, lo cual sugiere una asociación de esa región del cromosoma 11 con

la resistencia a M. oryzae.

Figura 3.10: Manhattan plot de japonica tropical con el SNP más significativo de
q.MOR.j.9 como covariable. En rojo se representa la linea del umbral de Li & Ji. Se
observan los QTL nombrados sobre su ubicación

3.3.3. Identificación de genes candidatos

Mediante la búsqueda in śılico, utilizando las herramientas de anotación

genómica disponibles en arroz, se buscaron genes candidatos dentro de las

regiones genómicas delimitadas por los QTL. Estos genes fueron clasificados

utilizando el criterio de Gene Ontology que clasifica los genes de acuerdo a

su función ([Ashburner et al., 2000]). Se seleccionaron los grupos funcionales
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más representados dentro de cada región genómica, enfocando particularmente

aquellos involucrados en la respuesta a estrés biótico.

Figura 3.11: Grupos funcionales más representados en los QTL encontrados en la
población japonica tropical clasificados utilizando el criterio de Gene Ontology

Los análisis mostraron genes relacionados con la respuesta a est́ımulos bióti-

cos (3.11). En q.MOR.j.1 se identificó el gen para una protéına putativa de la

familia 17 de las glicosil hidrolasas. En q.MOR.j.11 se encontraron genes pa-

ra dos protéınas putativas relacionadas con el estrés biótico, una lipasa y un

miembro de la familia de la familia DnaK. A su vez q.MOR.j.12 presenta un

transportador de amonio, una enzima activadora de ubiqcuitinas y un factor

de transcripción llamado WRKY, todos estos genes relacionados con el estrés

biótico.
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Los QTL q.MOR.j.2.1 y q.MOR.j.8 no presenta genes para protéınas putati-

vas directamente relacionadas con el estrés biótico (al menos no clasificadas).

Sin embargo, presentan genes relacionados con el estrés en general, la modifi-

cación de protéınas, la estructura celular o la respuesta a est́ımulos abióticos y

endógenos. Este tipo de genes putativos fueron encontrados en todos los QTL

observados (3.11). En el intervalo comprendido en los QTL q.MOR.j.2.2 y el

q.MOR.j.9.2 no se encontraron genes anotados.

3.3.4. Haplotipos

Los haplotipos son combinaciones de SNP que se heredan juntas, los ha-

plotipos de un mismo QTL son variantes en los SNP que lo conforman. Se

identificaron haplotipos 3.12 utilizando el primer análisis de QTL realizado.

En el caso de q.MOR. j.1.1 se observan 3 haplotipos, siendo el 1 y el 3 los que

poseen medias más bajas de AUDPC. Para q.MOR. j.2.1 se observaron dos, el

segundo con menor media de AUDPC. Para q.MOR. j.8 se observaron 4, el pri-

mero con una media de AUDPC menor que la de los otros. En el QTL q.MOR.

j.11 se observan 5 haplotipos, el primero posee una media de AUDPC menor.

Finalmente para q.MOR.j.12 se observan 2 haplotipos, el segundo posee una

media de AUDPC mayor que el primero.
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Figura 3.12: Haplotipos con medias de AUDPC comparadas para q.MOR.j1 (A,
B), q.MOR.j.2 (C, D), q.MOR.j.8 (E, F), q.MOR.j.11 (G, H) y q.MOR.j.12 (I, J).
Derecha gráficas de medias ajustadas para los Haplotipos. Izquierda esquema de
variantes de SNP en cada haplotipo. 34



Caṕıtulo 4

Discusión

El esfuerzo de encontrar regiones genómicas relacionadas con la resistencia

a M. oryzae es una tarea importante para el programa de mejoramiento de

arrroz de INIA. En este trabajo se utilizaron dos acercamientos distintos con

el fin de descubrir las causas genéticas de la resistencia al patógeno en el

germoplasma del programa de mejoramiento de INIA.

4.1. Población F2:3

En el caso de la población biparental INIA Olimar x INIA Caraguatá se en-

contraron cinco marcadores: RM72, RM164, RM201, RM208 y RM7102 cuyos

alelos provenientes de la variedad INIA Caraguatá presentan menores medias

de AUDPC que los individuos con el alelo proveniente de INIA Olimar. A

estos podŕıan sumarse RM527 y RM224 ya que muestran una diferencia de

medias entre heterocigoto y homocigoto INIA OIimar, aunque el homocigoto

INIA Caraguatá no haya aportado datos significativos por la degradación de

las muestras. Además, RM72 y RM527 se utilizan rutinariamente para iden-

tificar la presencia de dos genes mayores Pi33 y Pi2, ya reportados como los

más efectivos contra cepas locales del patógeno [Livore et al., 2001].

El marcador RM164 está asociado a la región del cromosoma 5 en la

que se encuentra el gen mayor Pi23 [Ahn et al., 1997]. RM185 se encuen-

tra cercano al gen mayor Pi(t) [Hsieh, 1976] en el cromosoma 4. El mar-

cador RM201, en el cromosoma 9, se asocia con Pi42 [Lee et al., 2009a].

Mientras que RM208 se encuentra en una región del cromosoma 2 que po-

see los genes: Pi23(t)C [Ahn et al., 1997], Pitq5 [Tabien et al., 2000], Pi-y(t)
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[Huang, 2005], Pi-x(t) [Huang, 2005] y Pi-g (t) [Zhou et al., 2004]. RM224 se

encuentra en el cromosoma 11 en la misma región que Pik [Kiyosawa, 1970],

Pi18 [Lee and Cho, 1990], Pi1 [Yu et al., 1991], Pi7 [Wang et al., 1994] y

Pif [Yunoki et al., 1970]. El marcador RM7102 está ubicado en una re-

gión del cromosoma 12 altamente rica en genes Pi, que incluye: Pita2

[Kiyosawa, 1967], Pi14(t) [Hayashi et al., 1996], Pi32(t) [Sallaud et al., 2003],

Pi62 [Wu et al., 1996], Pi6 [Tanksley et al., 1993], Pi19 [Hayashi et al., 1998],

Pi12 [Inukai et al., 1994], Pi21 [Ahn et al., 1997] y Pi157 [Causse et al., 1994]

(1.2). Estas son regiones prometedoras para continuar estudiando la resistencia

durable que ha mostrado INIA Caraguatá.

4.2. Análisis de GWAS en dos poblaciones de

mejoramiento

En el análisis de GWAS para japonica tropical se observaron 8 QTL que

poseen genes relacionados con la resistencia a M. oryzae. Todos estos poseen

genes interesantes en ellos que podŕıan formar parte de las estrategias de me-

joramiento en el futuro.

En primer lugar se observó el gen mayor de resistencia pi5 en el cromosoma

9. Este gen no hab́ıa sido reportado dentro de la población de mejoramiento

utilizada en este trabajo hasta ahora y posee marcadores asociados lo cual

hace posible su rápida inserción en el programa de mejoramiento INIA.

En cuanto a los genes candidatos a ser genes responsables de resistencia

parcial: en el cromosoma 1 se encontró un gen de la familia 17 de las glicosil

hidrolasas. Estas enzimas han sido relacionadas en plantas con la activación de

componentes de defensa, las hormonas vegetales y los precursores de la pared

celular [Opassiri et al., 2006]. Seis miembros de esta familia han sido reporta-

dos como sobre expresados en el cultivar resistente Gigante Vercelli (japonica

templada) post inoculación con M. oryzae por [Bagnaresi et al., 2012]. Según

dicho trabajo la activación de este tipo de protéınas, que se da en el cultivar

resistente en contraste con el suceptible, estaŕıa coordinada por miembros de

v́ıas se señalización como los factores de transcripción de la familia WRKY, la

familia de los receptores de elicitores WAK, la maquinaria de detección de oli-

gosacáridos de quitina y las protéınas kinasas activadas por mitógenos (MAPK

por sus siglas en inglés mitogen-activated protein kinase).
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En relación a lo anteriormente mencionado en este trabajo se ha identi-

ficado en el cromosoma 12 un factor de transcripción de la familia WRKY.

Que además también están involucrados con la defensa mediada por PAMPs

[Marone et al., 2013], la asociada al ácido salićılico y la inducida por benzo-

tiadiazol en arroz [Shimono et al., 2012]. Sin embargo no se puede establecer

una relación causal entre ambas zonas del genoma en este trabajo.

Por otro lado en el cromosoma 11 se identificaron miembros de la familia de

protéınas DnaK, chaperonas que evitan la desnaturalización de protéınas bajo

condiciones de stress en plantas y han sido reportadas expresadas en arroz tan-

to bajo estrés abiótico o biótico [Zang and Komatsu, 2007]; [Kim et al., 2014];

[Khan et al., 2016]. Ademas en este cromosoma se encontró una lipasa, las

cuales también han sido relacionadas con el estrés biótico en plantas. Estas

regulan cambios en la bicapa liṕıdica que pueden alterar la forma en las que

las membranas permiten el intercambio entre diferentes compartimientos ce-

lulares. Además, están relacionadas con la biosintesis de oxilipinas, impor-

tantes en la respuesta a patógenos de diversos tipos [Prost et al., 2005], que

requieren la liberación de aćıdos grasos o derivados de los ĺıpidos de membra-

na [van Loon et al., 2006]; [Grienenberger et al., 2010]. Las oxipilinas pueden

funcionar como moléculas señal, están involucradas en la śıntesis del ácido

jasmónico, pueden formar parte de la cut́ıcula de las hojas, funcionan como

compuestos antibacteriales o de cicatrización de heridas [Blée, 2002].

Los otros QTL identificados poseen candidatos menos claros, en general re-

lacionados con el estrés en general o la modificación de componentes celulares.

La pérdida de QTL al utilizar a q.MOR.9.1 como cofactor se debe a que

q.MOR.j.2.1 y q.MOR. j.12 son co-lineales a este. Estos resultados pueden

deberse a una asociación matemática en la cual los SNPs q.MOR. j.2.1 y

q.MOR.j.12 y los de q.MOR.9.1 segregan en la población de japonica tropical de

forma similar. De esta forma los primeros seŕıan simplemente falsos positivos.

Otra posibilidad es que exista una relación causal entre estas zonas del genoma,

como es el caso de los complejos co-adaptados [Allard, 1988] en los cuales dos

regiones distantes del genoma dependen la una de la otra para que se exprese

un determinado fenotipo. Estas zonas tienden a seleccionarse juntas y no seŕıa

extraño encontrar este tipo de asociación en poblaciones de mejoramiento.

Existen ejemplos de genes de resistencia que forman complejos co-adaptados

en diversas plantas, incluso el arroz [Hulbert et al., 2001].

Lamentablemente este análisis no puede distinguir entre ambas situacio-

37



nes. Los estudios de QTL son en general muy pobres a la hora de determinar

eṕıstasis entre los loci que los componen, ya que esta limita la capacidad de

interpretar el efecto de cada locus individual. Se requieren poblaciones de gran

tamaño y un gran número de comparaciones para estudiar la eṕıtasis estad́ısti-

ca entre los QTL [Demuth and Wade, 2006].

En la La población indica no se identificó ningún QTL. Esto puede de-

berse a varias razones, posiblemente ligadas al fenotipo. La población fue la

segunda en ser inoculada, casi 2 meses luego de la población japonica tropical.

Este tiempo pudo haber actuado en contra de la patogenicidad de las mues-

tras de M. oryzae. Además, durante el tiempo que las plantas estuvieron en

el invernáculo se registraron temperaturas anormalmente altas que también

pudieron perjudicar al patógeno.

4.3. Conclusión

Este trabajo buscó indagar sobre la resistencia a M. oryzae en el las po-

blaciones de mejoramiento de arroz de Uruguay. Por un lado se encontraron

varios marcadores asociados con la resistencia durable de la variedad INIA

Caraguatá. Por otro, un análisis de GWAS, que inclúıa esa variedad, mostró al

menos un gen mayor (Pi5) y varios genes menores asociados a resistencia. Es-

tos resultados son un buen punto de partida para investigaciones futuras que

continúen evaluando el potencial de estos genes para el mejoramiento del arroz

en Uruguay.
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