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RESUMEN

El Bruzzone es provocado por el hongo patdégeno Pyricularia oryzae y es
considerado una de las principales enfermedades del arroz (Oryza sativa L.) en el mundo,
a causa de su alta incidencia bajo condiciones favorables y las pérdidas en el rendimiento
que provoca. P.oryzae es un hongo que puede presentar una alta variabilidad genética
debido a los mecanismos de reproduccién que presenta. El objetivo de esta tesis es la
caracterizacidn genética de la poblacion del patdgeno en Uruguay y la validacion de genes
de resistencia al patégeno en el germoplasma del Programa de Mejoramiento de Arroz de
INIA. El conocimiento de la estructura genética de P. oryzae es fundamental para el
seguimiento de la enfermedad y la determinacién de mecanismos de control. En esta
tesis se utilizaron dos metodologias moleculares, AFLP que permite evaluar un gran
numero de loci en el genoma simultaneamente; y Pot2-repPCR, el cual amplifica regiones
mayores del ADN y detecta diferencias en el tamafio de los fragmentos amplificadas. Se
analizaron aislamientos monospdricos de P.oryzae obtenidos en cultivos o viveros
trampa, desde el ano 1993 hasta 2010. Mediante la técnica de AFLP usando la
metodologia de andlisis de discriminantes se identificaron 3 grupos genéticos
significativamente diferentes, mientras que con la técnica de Pot2-repPCR se
determinaron 4 grupos genéticos (A, B, C y D) con variaciones intra-linajes o haplotipos,
usando métodos jerarquicos y no jerarquicos de agrupamiento. En el periodo analizado se
observd poca variabilidad del patégeno, con sélo dos de linajes mayoritarios (B y C). El
linaje B afecta mayoritariamente a los cultivares indica, mientras que el linaje C fue
colectados de ambos linajes. Estos resultados concuerdan con los encontrados en otras
partes del mundo, en regiones templadas donde el hongo se multiplica por mecanismos
asexuales de reproduccion y la poblacion se caracteriza por tener una baja diversidad, en
contraposicién a regiones en Colombia y El Himalaya donde la alta diversidad genética y
patogénica muestra otros mecanismos de generacién de diversidad. Debido a que la
técnica de Pot2-repPCR es mas simple de implementar y muy robusta, se considera la mas

adecuada para la evaluacion rutinaria de aislamientos del patdégeno. El estudio de
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patogenicidad logré identificar a los genes de resistencia Pi-2 y Pi-33 como los mas

efectivos en el control de los grupos genéticos del patégeno identificados en este estudio.
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INTRODUCCION

Importancia del cultivo del arroz

El arroz (Oryza sativa L.) es el segundo cultivo producido a nivel mundial, después
del maiz, y es el principal alimento en Asia, donde se concentra el 60% de la poblacién
mundial (FAO, Statistics Division, FAOSTAT). El 85% del arroz cultivado se produce en este
continente y el 15% restante en Africa, América y Europa meridional. En este contexto,
Uruguay se encuentra en el puesto 33 de productores mundiales y el sexto exportador
mundial de arroz en el afio 2012 (Foreign Agriculture Service, USDA), exportando
aproximadamente el 90 % de su produccién.

En Uruguay se cultiva el arroz bajo riego, con siembra en seco, y en rotacién con
forrajeras, con destino a la produccion de carne y lana. El area cultivada ha ido
aumentando progresivamente desde 1930, alcanzando aproximadamente 180.000 ha
anuales en los ultimos afios. En la zafra 2012/2013 ocupd el tercer lugar en superficie
agricola cultivada y en toneladas exportadas detras de la soja y el trigo, y el segundo lugar
en cuanto su ganancia de exportacion luego de la soja (Anuario Estadistico Agropecuario,
MGAP-DIEA 2013).

Los altos porcentajes de exportacién se deben a la alta productividad alcanzada, asi
como a la calidad y homogeneidad de su produccidn. La productividad ha ido en aumento
alcanzando 8000 kg/ha de promedio nacional debido a la existencia de un manejo
tecnolégico producto de la investigacidon nacional, y un proceso de adopcion exitoso, que
se expresa claramente por la reducida brecha tecnolégica (promedio nacional vs.
rendimiento experimental) (Pérez de Vida y Macedo, 2013)

La mayoria del arroz cultivado puede ser incluido dentro de dos subespecies (ssp.):
indica y japonica basado en caracteristicas fisioldgicas y morfolégicas como la tolerancia a
frio, altura de la planta, color de las hojas y forma del grano, aunque el espectro de
variacidon de cualquiera de éstos se superponen en ambas subespecies (Oka, 1991). La
ssp. japonica se diferencia en dos ecotipos, japonica tropical (javdnica) y japonica

templado (Mackill, 1995).
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A comienzos de la década del 1990, Uruguay pasé de producir la casi totalidad de su
area con la variedad Bluebelle introducida de Estados Unidos en la década de 1970 a
hacerlo con variedades desarrolladas localmente (Courdin y Herndndez, 2013). En la
actualidad, se cultivan fundamentalmente las variedades Indica El Paso 144 e [INIA
Olimar, en un 70% del area, y la variedad japonica tropical INIA Tacuari en un 15%,
(Anuario Estadistico Agropecuario, MGAP-DIEA 2013) liberadas por los programas de
mejoramiento del CIAAB (Centro de Investigaciones Agricolas A. Boerger), entre 1970 y
1991, y de INIA (Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria) de 1991 a la fecha
(Figura 1).
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La produccidn de arroz puede verse limitada por diversos factores, tanto
ambientales (baja temperatura) como bidticos en particular por enfermedades
producidas por patdgenos flngicos. El Bruzzone es la principal enfermedad fungica del
arroz en Uruguay, debido a su amplia distribucién y poder destructivo bajo condiciones
favorables. En la zafra 2009/10 afectdé a mas del 50% del area cultivada (Anuario
Estadistico Agropecuario, MGAP-DIEA 2011) a pesar de que los primeros sintomas del
patégeno se observaron en 1995 (com. pers. Stella Avila, Fitopatdloga de INIA). Debido a

que el 70% del drea es cultivada con variedades indica muy susceptibles a dicha

enfermeigyra 1: Evolucién del porcentaje del drea sembrada segln variedades. a alta
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capacidad de variacion del patégeno. Por lo tanto, se considera prioritario el desarrollo de
cultivares resistentes al mismo, especialmente incorporando resistencia en las variedades
adaptadas de tipo indica.

En este sentido, la estrategia del programa de mejoramiento de arroz de INIA
apunta a complementar cruzamientos locales con la introducciéon de materiales del Fondo
Latinoamericano para Arroz de Riego (FLAR) y a la utilizacion de herramientas
moleculares para asistir al proceso de introgresion de genes de resistencia a Bruzzone

mediante ensayos de retrocruzamiento (Rosas et al, 2012; Pérez de Vida, 2012)

La enfermedad de Bruzzone

El Bruzzone no solo es de las enfermedades vegetales mas tempranamente
conocidas, sino una de las mas ampliamente distribuidas en el mundo, afectando las
principales regiones cultivadas de arroz. Los primeros registros sobre esta enfermedad
fueron hechos en China y datan de 1637 (Ou, 1980). Mds adelante, se la describe en
Japoén e ltalia donde se la nombrd Bruzzone por varios autores. Cavara (1891) es el
primero que describe en Italia al género como Pyricularia, y la especie Pyricularia oryzae.

La enfermedad se puede presentar en todas las partes aéreas de la planta y es
observada desde etapas tempranas de crecimiento hasta la produccidon de grano. Los
sintomas tipicos se presentan en las hojas donde las lesiones tienen una forma alargada
con bordes irregulares, de 10-15 x 3-5 mm aproximadamente y de color marrén palido. En
el centro de la lesidon se presenta un color grisaceo, donde aparecen los cuerpos
fructiferos del hongo. En los tallos, las lesiones se localizan en la regién de los nudos, con
la tincion similar a la observada en las hojas (Ou, 1980). Luego de la etapa de
florecimiento, el hongo ataca a todas las partes de la panicula, produciendo lesiones
amarronadas. La infeccién de la base de la panicula es particularmente devastadora; y

cuanto mds temprano sea la infeccion en esta etapa, mayor serd el dafio (Figura 2)
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Figura 2 : A: Lesiones causadas en hojas, B en el
cuello de la panicula por Pyricularia oryzae en una
hoja de arroz. Tomadas de (Scheuermann et al. 2012)

Etiologia

El Bruzzone es causado por el hongo filamentoso ascomiceto Pyricularia oryzae
Sacc. Cav. (teleomorfo: Magnaporthe oryzae) clasificado dentro de la familia
Magnaporthaceae. Anteriormente no existia consenso sobre el nombre especifico del
hongo, pudiéndole nombrar también como Pyricularia grisea (Rossman, Howard, and
Valent 1990) debido a que no hay diferencias morfoldgicas detectables que puedan ser
utilizadas para describir el patégeno que infecta a arroz al del que infecta otras especies
de gramineas. Sin embargo, Couch y Kohn (2002) basado en andlisis filogenéticos
apoyados en genealogia por multilocus y experimentos de cruzamientos, divide a
Magnaporthe en dos clados distintos, uno asociado con la infeccién de Digitaria
nombrado M. grisea y el otro a aquellos capaces de infectar arroz, mijo y otras gramineas,
el cual es nombrado M. oryzae.

El anamorfo P.oryzae produce conidias piriformes con uno o dos septos
transversales, ligeramente oscuras o hialino, vinculado al conidiéforo por su parte inferior
mas grande (Figura 3). Los conidiéforos poseen septos simples, raramente ramificados,

con un crecimiento simpodial y ligeramente amarronadas. El teleomorfo M. oryzae no se
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ha encontrado en la naturaleza, pero se ha producido después de cruzar aislamientos
compatibles adecuados en laboratorio (Herbert, 1971). La etapa teleomorfica produce
ascosporas hialinas, fusiformes, generalmente con tres septos y envueltas por ascos

unitunicados (Subramian, C.V 1968).

Figura 3: A: Crecimiento del hongo en medio PDA (Potato
Dextrose Agar). B: Conidios vistos al microscopio dptico. (Tomado
de TeBeest, 2007)

Ciclo de infeccion

El patégeno comienza su ciclo de infeccién cuando un conidio tricelular unido al
conidiéforo se adhiere a la superficie de la hoja del arroz mediante un mucilago rico en
glicérido manosa que en presencia de agua ayuda a su fijacion al huésped (Ebbole, 2007)
(Figura 4). La espora apical se adhiere a la cuticula hidréfoba y germina, produciendo un
tubo germinativo estrecho, el cual posteriormente se aplana y se engancha en la punta
antes de diferenciarse en un apresorio. El apresorio unicelular madura vy el conidio
tricelular colapsa y muere en un proceso programado que requiere autofagia (Ebbole,
2007). La estructura basica del apresorio se encuentra examinada en detalle por Howard
y Ferrari (1989). El apresorio es una célula con forma de domo, con una compleja pared
celular, en cuyo lado interno se deposita melanina. En contacto con la cuticula de la
planta, se encuentra el poro del apresorio (5-10 um de didmetro), cuya pared celular es

extremadamente delgada no melanizada. La capa de melanina funciona como barrera
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semipermeable, donde el agua difunde libremente pero no asi iones y osmolitos, los
cuales se acumulan en el citoplasma aumentando la presién de turgencia dentro del
apresorio. El glicerol es el soluto mas importante acumulado llegando a una
concentracién de 3 M (Howard y Ferrari, 1989). El glicerol es derivado por la movilizacién
de compuestos de reserva como lipidos, glucégeno, manitol y trehalosa (Howard vy
Ferrari, 1989; Ebbole, 2007). La presidon de turgencia se traduce en una fuerza fisica
produciendo una hifa de penetracién que se forma en la base del apresorio. Esta punza la
cuticula a través del poro del apresorio, permitiendo la entrada en la epidermis de la hoja.

La invasién de tejido de la planta se produce por medio de hifas, adoptando la vida
hemibiotrofa. Las hifas invasivas estan envueltas en membrana que las separa del
citoplasma de la célula huésped, una caracteristica de los hongos biotrofos (Kankanala et
al, 2007). El movimiento de célula a célula puede ocurrir inicialmente por plasmodesmos,
sin dafiar la pared celular. La invasion de células adyacentes coincide con la pérdida de
viabilidad de la célula infectada previamente, iniciando la fase necrotréfica y la aparicidon
de lesiones de la enfermedad entre 72 y 96 horas después de la deposicion del conidio
sobre la superficie de la planta. La esporulacidon se produce en condiciones de alta
humedad relativa (293%) en alrededor de 24 horas luego de aparicion de sintomas.
Conidiéforos aéreos con esporas dispuestas simpodialmente son arrastradas a nuevos

huéspedes por gotas de rocio (Scheuermann et al, 2012).
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Figura 4: Ciclo de infeccién de Pyricularia oryzae. Tomada de http://www.tecnico
agricola.es/pyricularia-oryzae-en-arroz.

Hospederos, estructura y diversidad genética de P. oryzae

El género Magnaporthe colectivamente parasita mas de 50 hospedantes de la
familia de las gramineas, aunque las especies tienen un limitado rango de huésped,
siendo la infectividad cruzada un fendmeno poco frecuente. Sin embargo, las especies de
Magnaporthe presentan un alto nivel de polimorfismo o variabilidad genética de las
formas virulentas (patotipos) (Ou, 1980), que conduce a que rdpidamente se quiebre la
resistencia genética (especificamente la monogénica) de las variedades de arroz. El
entendimiento de la estructura y dindmica poblacional del patégeno es esencial para la
implementacién de estrategias hacia la obtencion de una resistencia mas duradera en los
cultivos comerciales, mediante la piramidacion secuencial de genes de resistencia.

Muchos estudios se han realizado alrededor del mundo para estudiar la diversidad
genética de la poblacion de P.oryzae. Levy et al. (1991) identificaron mediante MGR586-
RFLP 8 linajes genéticos en 42 aislamientos colectados durante 30 afios los que
representaban los linajes mas comunes que infectaban a cultivares de arroz comerciales

en Estados Unidos. Por otro lado, con la misma metodologia Roumen et al. (1997)
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identifico 5 linajes entre 41 aislamientos de 5 paises europeos. Estos resultados reportan
un numero limitado de linajes del patdégeno, mostrando una estructura poblacional clonal
(Levy et al, 1993; Xia et al, 2000). En Uruguay un estudio utilizando marcadores AFLP en
33 aislamientos colectados entre 1995 y 1999 identificé una alta variabilidad de la
poblaciéon (Taheri et al, 2004). Mds adelante utilizando la misma técnica, pero
incorporando aislamientos entre 1993 y 2007 en el marco del Proyecto Fontagro se
identificaron 6 grupos (Proyecto Fontagro, 2005), Sin embargo, en algunas zonas se
observa una alta variabilidad de patogenicidad adjudicada a modos de reproduccidon
sexual. Este es el caso de Colombia y Brasil donde se identificaron 39 y 35 linajes
respectivamente mediante marcadores MGR586-RFLP (Levy et al, 1993; Anjos et al,
2009). En el Himalaya, donde existe una alta diversidad de cultivares de arroz bajo
diferentes condiciones de cultivo aislados en diferentes valles, se encontré una alta
diversidad del patégeno, aun estando lejos del centro del origen del arroz mediante la
técnica MGR586-RFLP (Kumar et a/, 1999). Asimismo analisis realizados en el norte de
Vietham encontraron también alta variabilidad patogénica mediante AFLP, donde se
identificaron 12 grupos genéticos (Ninh Thuan et al, 2006). La baja diversidad genética
con la sustancial diversidad patogénica encontrada en algunas zonas, y la alta diversidad
genética y patogénica mostrada en otras areas sugiere que diferentes mecanismos estan

actuando para crear variabilidad genética en P.oryzae (Scheuermann et al, 2012).

Metodologias para el estudio de la diversidad genética del P. oryzae

Desde que se comenzaron los estudios de diversidad genética del patdgeno, se han
utilizado diferentes metodologias para el estudio poblacional. Los primeros estudios
utilizaron las técnicas de RAPDs (del inglés Random Amplified Polymorphic DNA) y RFLP
(del inglés Restriction Fragment Length Polymorphism) y posteriormente se comenzaron
a implementar técnicas menos laboriosas y/o mas reproducibles como AFLP y Pot2-

repPCR. Todas ellas son descritas a continuacién.

11
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MGR586-RFLP

La técnica de RFLP (del inglés: Restriction Fragment Length Polymorphism) se
entiende como el polimorfismo en el largo de los fragmentos obtenidos por el corte de la
doble cadena de ADN. Tal polimorfismo es evidenciado por la fragmentacion del ADN a
través del uso de enzimas de restriccion y observado por la hibridacién de éstos con
secuencias homodlogas de ADN (sondas) marcadas radioactivas o compuestos que
desencadenan una reaccién de luminiscencia (Ferreira y Grattapaglia 1996).

RFLP ha sido usado en numerosos estudios de hongos fitopatdgenos en genomas
nucleares y mitocondriales. Los marcadores RFLP presentan la ventaja de cubrir
potencialmente todo el genoma del organismo estudiado, poseen expresion
codominante, exhiben un potencial ilimitado de nimeros de alelos por locus, y son de
facil interpretacion. Una de las desventajas es que se requiere relativamente grandes
cantidades de ADN de cada individuo (5 a 10 pg), son mas dificultosos que los
marcadores moleculares basados en PCR pero ofrecen la ventaja de ser mas
reproducibles (Mcdonald, 1997).

En el anadlisis poblacional de P. oryzae con EcoRI RFLP se ha utilizado como sonda de
hibridacién un elemento de una familia MGR (del inglés, M.grisea Repeat) de secuencias
repetitivas dispersas llamado MGR586 (pCB586) conservados en el genoma (Hamer et al.
1989). Estos elementos se encuentran aproximadamente 50 copias por genoma haploide,
estan dispersos por todos los cromosomas y son altamente polimérficos. La sonda
MGR586 hibrida entre 50 y 60 fragmentos de restriccion de EcoRl, de longitud entre 1 a
25 kb (Romao y Hamer, 1992).

RFLP fingerprinting con MGR586 ha servido como una importante herramienta
para el estudio de la estructura poblacional y cambios genéticos del hongo del Bruzzone
(Levy et al, 1991; Roumen et al, 1997; Park et al, 2003; Xia et al, 2000). Es una técnica
reproducible y son marcadores robustos. Sin embargo, la alta inversidon de tiempo vy
recursos para el analisis de RFLP ha limitado la aplicacidn de esta técnica a estudios de

gran escala.

12



Analisis de la diversidad genética de Pyricularia oryzae, agente causal de la enfermedad Bruzzone
del arroz

Leticia Chao

La técnica fue utilizada para el analisis de aislamientos encontrados en diferentes
regiones de Uruguay; logrando la clasificacidn de éstos en cuatro linajes A, Cy D/U3 y US-

IG-1A (1 aislamiento) (Proyecto FONTAGRO, 2005).

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

La técnica de RAPD (del inglés: Random Amplified Polymorphic DNA) se basa en la
amplificacién al azar del ADN polimdrfico utilizando cebadores mds cortos que la PCR
clasica y de secuencia arbitraria para dirigir la reaccidon de amplificacidn, eliminando asi la
necesidad del conocimiento previo de la secuencia. Esta técnica fue desarrollada por dos
grupos de EEUU independientemente (Williams et al, 1990; Welsh y McClelland, 1990).

RAPD es bdsicamente una variacién del protocolo de PCR con dos caracteristicas
distintivas: utiliza un cebador Unico en vez de un par de cebadores; y ese cebador Unico
tiene una secuencia arbitraria. Para que haya amplificacién de un fragmento RAPD en el
genoma analizado, dos secuencias de ADN complementarias al cebador arbitrario deben
estar suficientemente adyacentes y en orientacién opuesta. El polimorfismo puede ser
visualizado con electroforesis utilizando tanto gel de agarosa tefiido con bromuro de
etidio, o en geles de poliacrilamida revelados con autoradiografia (Ferreira y Grattapaglia,
1996). Por su largo numero de amplicones que pueden ser escaneados en un periodo
relativamente corto. Los RAPDs son especialmente utiles en diferenciar linajes clonales de
hongos que se reproducen asexualmente. Los datos obtenidos del RAPD son faciles de
interpretar porque son basados en la amplificacidn de secuencias especificas de ADN
produciendo datos binarios de presencia o ausencia (Mcdonald, 1997). Sin embargo,
existen muchas limitantes técnicas asociadas con los RAPDs que las hacen dificiles de
reproducir entre laboratorios (Mcdonald, 1997) por eso se han dejado de utilizar para
estos tipos de estudios.

Algunos trabajos donde utilizaron la técnica RAPD-PCR para estudiar la variabilidad
genética del Bruzzone como (Séré et al, 2007) en Burkina Faso, como también el mapeo

de genes de avirulencia (Dioh et al, 2000).
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AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)

La técnica del polimorfismo del largo de los fragmentos amplificados (AFLP, del
inglés Amplified Fragment Length Polymorphism), desarrollada por Vos et al (1995), es
una poderosa herramienta para estudiar el fingerprinting de genomas completos. A
través de esta técnica, se identifican variaciones en la secuencias de sitios de restriccion,
combinando el poder y reproducibilidad del RFLP con la flexibilidad de una técnica basada

en PCR (Innan et al, 1999).

El AFLP consiste en tres pasos:

1. Digestion con dos enzimas de restriccion, una de corte frecuente (Msel) y otra de
corte poco frecuente (EcoRl).

2. Incorporacion de adaptadores oligonucleotidicos de doble hebra de secuencia
conocida en los extremos de los fragmentos de restriccién.

3. Amplificacion preselectiva y selectiva de los fragmentos de restriccion. La
amplificacién preselectiva utiliza cebadores complementarios a los adaptadores
amplificando solamente aquellos fragmentos que presentan sitios de restriccién para
ambas enzimas. La amplificacion selectiva, mediante el uso de nucledtidos especificos en
los extremos 3’, simplifica la complejidad de fragmentos de manera de que sean
analizables. El niumero de bases selectivas depende del tamafio y la complejidad del

genoma a analizar.

El tamafio de los fragmentos generados en las dos reacciones de amplificacion por
PCR descritas anteriormente son determinados mediante analisis en gel o electroforesis
capilar. Un gran numero de fragmentos pueden ser analizados simultdneamente,
dependiendo del sistema de deteccion utilizado. Tipicamente de 50 a 100 fragmentos son
amplificados y detectados en un gel de poliacrilamida desnaturalizante (en el protocolo
original) o en electroforesis capilar (secuenciador automatico).

Dentro de las caracteristicas de la técnica de AFLP se pueden destacar el uso de

ADN de alta calidad en poca cantidad, la alta resolucién obtenida por las condiciones
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exigentes del PCR, muchos subgrupos de fragmentos de restriccion pueden ser
amplificados cambiando la extensidon del adaptador y dado que no se no se requiere
conocimiento previo de la secuencia esta técnica se puede utilizar en una gran variedad
de organismos (Vos et. al. 1995, Innan et al. 1999).

AFLP es una poderosa herramienta para detectar secuencias polimérficas en el
ADN. Comparte muchas caracteristicas con los RAPDs, son dominantes y usualmente
tienen 2 alelos por locus. Dado que mas loci son escaneados en cada reaccion y
cebadores mas largos son utilizados, la reproducibilidad de AFLP es mayor. Las
desventajas de esta herramienta, es que requieren mas experiencia técnica y sufren las
mismas limitaciones analiticas que los RAPDs (Mcdonald, 1997).

Numerosos trabajos para la caracterizacién molecular de poblaciones de P.oryzae
se han realizado con esta técnica (Saleh et al, 2003; Ninh Thuan et al, 2006) , incluyendo

aislamientos de Uruguay (Taheri et al, 2004).

Pot2-repPCR

La técnica de PCR basado en elementos repetitivos (rep-PCR) estd basada en la
generacion de fragmentos de ADN por amplificacién de secuencias que se encuentran
entre las copias dispersas aleatoriamente de elementos repetitivos en el genoma. Esta
metodologia combina la simplicidad del PCR con el polimorfismo detectado por RFLP. En
P.oryzae, el elemento repetitivo disperso o Pot2 (Kachroo, 1994) mide 1857 pb vy
representa una de las principales secuencias compartidas de aislamientos de P. oryzae
que infectan al arroz y las que infectan a otros huéspedes. George et al (1998) desarrolld
la técnica de rep-PCR utilizando Pot2 como secuencia del cebador y asi generar perfiles de
fingerprinting. Estos perfiles consisten en 30 o menos fragmentos los que son analizados
por analisis de cluster generando grupos discretos que corresponden cercanamente con
las agrupaciones de linajes MGR-RFLP (Babujee y Gnanamanickam, 2000).

El elemento Pot2 comparte caracteristicas estructurales con MGR586. Por un lado,
estd presente en aproximadamente 100 copias por genoma haploide mientras que el

fragmento MGR586 se encuentra presente entre 45 y 50 copias por genoma en
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aislamientos de P. oryzae patégeno al arroz y en sélo una a tres copias por genoma en
patégenos de otras gramineas (George et al, 1998).
Diversos trabajos han utilizado esta técnica para la caracterizacion de poblaciones

locales de P. oryzae (Javan-nikkhah et al, 2004; Prabhu et al, 2007).

Resistencia a Bruzzone

La interaccién P. oryzae x O. sativa estd determinada por la relacién gen-por-gen
(Silué et al, 1992). Los genes de resistencia de arroz a Bruzzone fueron primeramente
descritos por Sasaki en 1923 (Ballini et al, 2008). Existen dos tipos de resistencia basicas
gue pueden ser usados en el control de la enfermedad: resistencia parcial y resistencia
completa; ambas definidas fenotipicamente. La resistencia completa es especifica de la
raza del patdgeno y estd gobernada por uno o pocos genes de resistencia R en la planta,
dominantes y recesivos, que reconocen el producto del gen de avirulencia del patégeno
inhibiendo completamente la reproduccién del patdégeno. En estos casos, cuando la
resistencia es efectiva, no se observa sintomas de la enfermedad, mientras que si la
resistencia no es efectiva, los sintomas se producen a gran escala afectando a toda la
planta. Por otra parte, un genotipo de arroz con resistencia parcial permite la
reproduccién del hongo y es inespecifica a las razas de éste. Esta resistencia esta
determinada por un mayor numero de genes o QTLs (Quantitative Trait loci)
caracterizdndose por tener lesiones en numero y tamafio reducido (Babujee vy
Gnanamanickam, 2000).

El espectro de resistencia es definido de acuerdo a la interaccion de la planta con las
cepas del patégeno. Una resistencia especifica es efectiva contra sélo algunas cepas. Por
otro lado, la resistencia amplia describe la resistencia que es efectiva contra un gran
numero, pero no todas, las cepas de un patdogeno (Ballini et a/, 2008). Johnson (1981)
define la resistencia duradera como aquella que mantiene la efectividad mientras el
cultivar que la posea es ampliamente cultivado.

A la fecha, un total de 85 genes de resistencia a Bruzzone y alrededor de 350 QTL

han sido identificados y mapeados en el genoma de arroz (Scheuermann et al, 2012). La
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disponibilidad de un gran nimero de estos genes otorga la posibilidad de integrar dos o
mas de ellos en el genotipo, lo que es llamado “piramidacion de genes”, lo que fue
descrito primeramente por Johnson (1984). Este término refiere a la combinacién de dos
0 mas genes mayores de resistencia en un Unico genotipo. Mientras que el uso de un solo
gen mayor limita la utilidad de cultivares resistentes en pocos afos, la piramidacién de
genes podria retrasar la ruptura de la resistencia confiriendo un resistencia mas efectiva
contra todos los patotipos prevalentes del patdégeno (Babujee y Gnanamanickam, 2000).
Esta aproximacion es considerada una poderosa herramienta para otorgar resistencia
amplia duradera en una nueva variedad. El uso de marcadores moleculares es esencial en
la piramidacién de genes, debido a la posibilidad de rastrear loci especificos en
poblaciones segregantes en sustitucion a monitoreos fenotipicos mas costosos y mas
lentos (Scheuermann et al, 2012).

Por todo esto, es de suma importancia conocer la diversidad genética de Pyricularia
oryzae en el pais para identificar los genes de resistencia a ser introgresados en los
cultivares de arroz y asi otorgar resistencia duradera a la poblacién del patdégeno presente

en el Uruguay (Rosas et al. 2012).
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OBJETIVOS

Objetivo general

Analizar la variabilidad genética de la poblacién del patégeno Pyricularia oryzae en
Uruguay mediante técnicas moleculares y evaluar la relacién de patogenicidad entre

grupos genéticos del patdgeno y diferentes genotipos de arroz.

Objetivos especificos

e Caracterizar a la poblacién de patégeno con marcadores Pot2-repPCR
e Caracterizar a la poblacion de patégeno con marcadores AFLP.
e Evaluar la relacion de fitopatogenicidad entre grupos genéticos del patogeno y el

cultivar de arroz al cual infecta.

18




Analisis de la diversidad genética de Pyricularia oryzae, agente causal de la enfermedad Bruzzone
del arroz

Leticia Chao

MATERIALES Y METODOS

Aislamientos de Pyricularia oryzae

El estudio se realizé sobre 67 aislamientos de P. oryzae recolectados en cultivos de
arroz en Uruguay desde 1993 al 2010 sobre diferentes cultivares y lineas. En la Tabla 1 se
listan los aislamientos, el genotipo de arroz de donde fue colectado, parte de la planta
donde fue aislado, el afio y la localidad. Se realizaron cultivos monospdricos en el
Laboratorio de Fitopatologia de la Estacién Experimental de INIA Treinta y Tres en medio

PDA con afrechillo de arroz segln es descrito en el protocolo de CIAT (CIAT, 1994).

Extraccion de ADN

Los aislamientos fueron crecidos en medio liquido YEG (0,5% extracto de levadura,
1% NaCl, 0,4% glucosa) en agitacidon constante por 5 a 7 dias para obtener micelio. El
micelio se secd con papel absorbente y se liofilizé en un liofilizador Freezone 4.5 Liter
Labconco®.

La extraccion de ADN se realizd de acuerdo al protocolo modificado del método de
CTAB (Ninh Thuan et al, 2006). Se molieron de 2 a 4 g de micelio liofilizado con nitrégeno
liquido, colocando el material en tubos con 1 ml de tampdn de extraccién (0,7 M NaCl,
50mM Tris-HCl pH 8, 10 mM 4cido etilendiaminotriacético [EDTA] pH 8, 1% CTAB) e
incubado a 65 2C por 1 h con agitacidén suave y periddica. Se centrifugd a 18000 g durante
15 min y el sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo donde se agregé 1 ml de
cloroformo/alcohol isoamilico (24:1), mezclado cuidadosamente y centrifugado
nuevamente a 18000 g por 15 min. Al sobrenadante se le agregé 85 pl de CTAB 10% vy 1
ml cloroformo/alcohol isoamilico (24:1) hasta que la interfase se volviera transparente. La
precipitacion del ADN se realizd en varios pasos: en primer lugar se agregd 1 ml de
tampodn de precipitacion (CTAB 50mM Tris-HCL pH 8, 10 mM EDTA pH 8) seguido por
incubacién a temperatura ambiente por 30 min. Luego se centrifugd a 18000 g durante 15
min y se afladieron 30 pl de NaCl 5 My 1500 pl de etanol absoluto frio. Posteriormente se

centrifugé a 9500 g por 5 min. El precipitado se enjuagd con 500 ul de etanol 70%. El ADN
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se recogiod por centrifugacion a 9500 g, se dejé secar al aire y finalmente se disolvid
suavemente en 200 pl de tampdn TE (10 mM Tris-HCL pH 8, 0,1 mM EDTA pH 8).

La cuantificaciéon de ADN se realizé en espectrofotometro Nanodrop™.
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donde
ge recoie O . e Despe P 2 de iIad pid
12 India Muerta, Rocha 1995 Bluebelle Japonica Hoja bandera
3! Lavalleja 1994 INIA Yerbal Japonica Cuello de panicula
4 San Fernando 1995 INIA Yerbal Japonica Cuello de panicula
52 El Bagre 1995 Bluebelle Japonica Cuello de panicula
6 Rio Branco 1995 INIA Tacuari Japonica Cuello de panicula
7*? Arboleya, Rocha, 1993 Bluebelle Japonica Cuello de panicula
8'? Raduns, San Fernando 1995 Bluebelle Japonica Hoja bandera
9’ Bagué, Brasil 1995 El Paso 144 Indica Cuello de panicula
112 Arboleya, Rocha 1993 Bluebelle Japonica Hojas
16'? UEPL?, Treinta y Tres 1998 INIA Caraguatd Japonica Hojas
20"? Séptima Seccién, Ty Tres 1998 INIA Tacuari Japonica Cuello de panicula
21! UEPL, Treintay Tres 1998 El Paso 144 Indica Hojas
23! UEPL, Treinta y Tres 1999 L2746" s/d Hojas
24° UEPL, Treinta y Tres 1999 L2871* Japonica Hojas
252 UEPL, Treinta y Tres 1999 L2877* Japonica Hojas
26" UEPL, Treintay Tres 1999 L2882* Indica Hojas
2742 UEPL, Treintay Tres 1999 L 2908* Indica Hojas
28"’ UEPL, Treinta y Tres 1999 L2923 Indica Hojas
292 UEPL, Treintay Tres 1999 L 2995* Japonica Hojas
30%? UEPL, Treintay Tres 1999 L2998* Japonica Hojas
31"? UEPL, Treinta y Tres 1999 L 3006" s/d Hojas
33 UEPL, Treinta y Tres 1999 L3014* s/d Hojas
34%? UEPL, Treinta y Tres 1999 L 3070" Japonica Hojas
352 UEPL, Treinta y Tres 1999 L3107* s/d Hojas
36"’ UEPL, Treinta y Tres 1999 L3128* Japonica Hojas
37%? UEPL, Treinta y Tres 1999 L3194* s/d Hojas
38'? UEPL, Treinta y Tres 1999 Bluebelle Japonica Hojas
392 UEPL, Treinta y Tres 1999 El Paso 144 Indica Hojas
40"’ UEPL, Treintay Tres 1999 CT13063-CA Indica Hojas
a1'? UEPL, Treintay Tres 1999 INIA Tacuari Japonica Hojas
42'? UEPL, Treinta y Tres 1999 INIA Cuaré Indica Hojas
a4*? PK Cebollati 2001 INIA Tacuar Japonica Nudos
45' PK UEPL 2001 El Paso 144 Indica Cuello de panicula
46" PK Rio Branco 2001 El Paso 144 Indica Cuello de panicula
a7’ Tacuarembo 2001 El Paso 144 Indica Cuello de panicula
a9’ Costas del INIA Tacuari 2001 INIA Zapata Japonica Cuello de panicula
51'7 PK UEPL 2001 INIA Tacuari Japonica Cuello de panicula
52" Tacuarembo 2002 El Paso 144 Indica Cuello de panicula
53'7 PROCIPA, 72 Seccién, T. Tres 2002 L 1855 s/d Cuello de panicula
547 Stirling, Rincon 2002 El Paso 144 Indica Cuello de panicula
552 Stirling, Rincon 2002 INIA Tacuari Japonica Cuello de panicula
56> PROCIPA, 7?/'?"::?“’ Treinta 2002 INIA Tacuari Japonica Cuello de panicula
58'? UEPL, UPA(;’_:_D:;? > Treinta 2003 INIA Tacuari Japonica Cuello de panicula
60"’ Bachino Lascano, Rocha 2003 INIA Tacuari Japonica Cuello de panicula
63"’ Barquin, Lascano, Rocha 2003 INIA Tacuari Japonica Cuello de panicula
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g gde recole 0 0 HORIES pespe > e de la pla
642 Ensayo riego, UEPL, Ty Tres 2003 INIA Tacuari Japonica Cuello de panicula
65" Gigena, Arroyito, Ty Tres 2003 INIA Tacuari Japonica Cuello de panicula
1 UEPL, Trintay Tres . .
75 (vivero trampa Pyricularia) 2005 Bluebelle Japonica Hoja
76" A. Porto, Rio Branco 2005 Fanny Japonica Hoja
12 UEPL, Treintay Tres . , .
78 (vivero trampa Pyricularia) 2005 INIA Olimar Indica Hoja
79" Rio Branco, Cerro Largo 2005 C104 PKT s/d Hoja
1 UEPL, Trintay Tres . , .
80 (vivero trampa pyricularia) 2005 INIA Olimar Indica Hoja
812 UEPL, Trintay Tres 2007 INIA Olimar Indica Hojas
83'? UEPL, estaca 209 2007 El Paso 144 Indica Ligula
84'? UEPL, Treinta y Tres 2007 INIA Olimar Indica Nudos
12 UEPL, Trintay Tres . . .
87 (vivero trampa pyricularia) 2007 INIA Olimar Indica Hoja
107*? La Charqueada, 2009 INIA Olimar Indica Hojas
109’ UEPL 2009 18183 s/d Hojas
111° Rincén, Manini 2010 INIA Olimar Indica Cuello
115 Rivera, Hospital, CdAmera 2010 El Paso 144 Indica Hoja
117" Rocha, Farifia 2010 INIA Tacuari Japonica Cuello
121 Rincén. Gomes Chagas 2010 El Paso 144 Indica Cuello

Tabla 1: Listado de aislamientos de P. oryzae utilizados para el ensayo Pot 2 repPCR.

1

Aislamientos analizados con marcador Pot2-repPCR. 2 Aislamientos analizados con AFLP. * UEPL:
Unidad Experimental Paso De La Laguna. * Lineas avanzadas del Programa de Mejoramiento

Genético de Arroz, INIA . s/d: sin datos.

Pot-2 repPCR y visualizacion de fragmentos

La amplificacion de las regiones entre elementos Pot2 se realizé con los cebadores

(Pot2-1:5"CGGAAGCCCTAAAGCTGTTT 3’ y Pot2-2: 5 CCCTCATTCGTCACGTTC 3’) de

acuerdo a lo descrito por (George et al. 1998) con modificaciones. La amplificacién fue

realizada en 25 pl de reaccién conteniendo 0,5 uM de cada uno de los cebadores, 0,185

mM de desoxirribonucledtidos (dNTPs, Fermentas Life Science™), 1,5mM de MgCl,

(Fermentas Life Science™), 1X Tag tampdn PCR con KCl (Fermentas Life Science™), 4 ng/pl

de ADN molde, 0,1 U/ul de Taq polimerasa (Fermentas Life Science™). El ciclo de PCR fue

el siguiente: 1 ciclo de desnaturalizacion inicial a 952C por 2,5 min; 4 ciclos de

desnaturalizacion por 1 min. a 942C por 1 min, hibridacidn por 1 min a 622C, extensién a
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652C por 10 min; seguido por 26 ciclos de desnaturalizacién a 952C por 30 seg,
hibridacién por 1 min a 622C, extension por 10 min a 652C, finalizando con una extension
por 15 min a 652C. La amplificacion por PCR fue realizada en el termocliclador

Mastercycler® ep gradient S Eppendorf®.

Los fragmentos amplificados se visualizaron utilizando el equipo de electroforesis
capilar QlAxcel® de Qiagen®, utilizando QlAxcel DNA Large Fragment kit® y en geles de
agarosa 1,8% corridos a 50V durante 7 horas, teflidos con bromuro de etidio. Las bandas
obtenidas se clasificaron como presentes (1) o ausentes (0), las cuales se ingresaron en

unha matriz binaria de todos los aislamientos analizados.

Analisis de datos de Pot2-repPCR y estudios de diversidad

Los datos binarios fueron utilizados para calcular distancias genéticas entre todos
los pares de aislamientos con el método de Jaccard. Basados en estas distancias se realizé
un analisis de agrupamiento y se construyd un dendrograma usando UPGMA (unweighted
pair group method with arithmetic average) (Software InfoGen, Balzarini et al. 2004).

Ademas del andlisis jerarquico, se realizé un analisis de componentes principales
(PCA) que permite visualizar los grupos obtenidos por UPGMA vy vincularlos mediante
informacién grafica con otras variables, como subespecie de procedencia de los
aislamientos.

Para analizar la diversidad entre los grupos genéticos obtenidos se calculé el indice
de diversidad de Shannon-Weaver. Dicho indice cumple con las siguientes caracteristicas:
1) cuando hay sélo un alelo presente, el valor de éste indice es minimo (cero) indica que
no hay diversidad genotipica lo cual se asociaria a clonalidad maxima; 2) para un nimero
fijo de alelos, el valor es maximo si todos se encuentran en igual frecuencia, es decir,
cuando cada aislamiento de la poblacidon es una clase distinta, o sea no se detectan
clones; 3) la diversidad aumenta cuando aumenta el nimero de alelos en la poblacidn y 4)
es una funcién convexa de la frecuencia de alelos, es decir que una muestra de individuos

tomada de dos poblaciones diferentes siempre serd mas diversa que la media de sus
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diversidades por separado, excepto si ambas poblaciones son idénticas en su composicidn

(Balzarini et al. 2004) . El indice de Shannon se calcula como:
S

H ==Y p xlog, p,
I

donde S es el numero total de especies o tipos de descriptores estudiados y p; es la
abundancia relativa.

Para verificar si existen diferencias significativas entre los grupos se realizé un analisis de
varianza molecular AMOVA (Software InfoGen Balzarini et al. 2004). Se basa en un
esquema de varianza jerarquizada produciendo estimaciones de los componentes de
covarianza denominados estadisticos (®), los cuales son andlogos a los estadisticos F de
Wright. En este método, el haplotipo de un individuo es representado por un vector con
valores de: 1, si la banda homodloga esta presente y 0, en el caso contrario. La métrica
Euclidiana es usada para construir una matriz de los cuadrados de distancias entre todos
los pares de haplotipos que, en este contexto, se refiere a la combinacion de marcadores
moleculares. De esta forma se obtienen los componentes de varianza, usados para

calcular los estadisticos @ (F) (Balzarini et al. 2004).

AFLP y analisis de datos de AFLP

La técnica de AFLP se realizd a 53 aislamientos desde 1993 a 2009 (Tabla 1). Se
utilizd AFLP™ Microbial Fingerprinting kit de Applied Biosystems® con modificaciones
menores. Los adaptadores y cebadores de PCR fueron proporcionados como
componentes del kit. La digestion de ADN gendmico fue realizada con las enzimas de
restriccion EcoRl y Msel (Fermentas Life Science™), para la reaccién se utilizd 500 ng de
ADN gendmico, 10 U de cada enzima, se incubd a 372C durante 2 horas para asegurarse
una digestion completa. Se controld el producto de la digestién en gel de agarosa al 1%.

Los fragmentos de ADN fueron ligados utilizando 100 U de T4 ADN ligasa, 1 ul de cada
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adaptador EcoRl y Msel suministrados en el kit, e incubados a 162C por 8 h. La mezcla de
ligacion se diluyé 1/10 antes de ser usada como para la pre-amplificacion. A continuacion
se realizé la amplificacion pre-selectiva en 20 ul de reaccién conteniendo 4 pl de solucidn
de restriccion-ligacion diluida 0,5 pl de cada adaptador pre-selectivo EcoRl (+0), Msel (+0)
y 15 ul de tampdn “AFLP™ Amplification Core Mix”. El ciclo de PCR para la amplificacidn
pre-selectiva fue: 1 ciclo inicial de desnaturalizaciéon por 2 min a 729C, 20 ciclos de
desnaturalizacién por 20 seg a 9429C, hibridacidn por 30 seg a 562C, extension por 2 min a
722C mantenido finalmente a 42C. Para verificar que la amplificaciéon hubiera sido exitosa,
se corrié los productos de PCR en gel de agarosa 2% en TBE 1X.

La amplificacidn selectiva se realizé bajo las mismas condiciones del protocolo de
AFLP de Applied Biosystems®, la combinacion de cebadores usados en las nueve
amplificaciones selectivas se describen en la Tabla 2. El producto de la amplificacion pre-
selectiva se diluyé en 1/20, del cual se utilizaron 1,5 pl en 10 pl de reaccién, 0.25 pM
cebador de Msel, 0,05 uM del cebador marcado EcoRl, Y 7,5 ul de “ AFLP Core
Amplification Mix”. Los parametros del ciclo de amplificacion selectiva fueron: 1 ciclo
inicial por 2 min a 949C, 1 ciclo de desnaturalizacion por 20 seg a 942C, hibridacion por 30
seg a 669C, extensidn por 2 min a 729C; este ciclo fue seguido por 9 ciclos en cual la
temperatura de hibridaciéon fue disminuida en cada ciclo en 1°C desde 65°C a 572°C.
Luego, 20 ciclos de 20 seg a 942C, 30 seg a 562C y 2 min a 722C, seguido por la extensién
final de un ciclo de 30 min a 602C, mantenido finalmente a 42C. Todas las amplificaciones
por PCR fueron realizadas en el termociclador Mastercycler® ep gradient S
Eppendorf®.Para verificar que la amplificacion hubiera sido exitosa, se corrid los
productos de PCR en gel de agarosa 2% en TBE 1X a 50 V/cm por 2 horas. Los fragmentos
se visualizaron en un secuenciador ABI Prism™ 310 Genetic Analyzer Applied

Biosystems™.
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Selectiva EcoRI Msel
Sl EcoRI(+C)  Msel(+A) |
S2 EcoRI (+G) Msel(+A)
S3 EcoRI (+T) Msel(+A)
sS4 EcoRI(+A) Msel(+A)
S5 EcoRI (+G) Msel(+C)
S6 EcoRlI (+C) Msel(+C)
S7 EcoRI(+AT) Msel (0)
S8 EcoRlI (0) Msel(+C)
S9 EcoRI (0) Msel(+T)

Tabla 2: Listado de bases utilizadas en cada uno

de los cebadores para la amplificacion selectiva.

La determinacién de la posible estructura en la poblacidn con los datos de AFLP, fue
estudiada utilizando el algoritmo k-means implementado en el entorno WEKA (WEKA
version 3.6.10) (Witten y Frank, 2005). El algoritmo k-means fue el elegido para
determinar el nUmero mds probable de particiones (cluster) del conjunto de datos, de
forma de determinar la posible estructura en la poblacidn estudiada. Es necesario tener
presente al aplicar el algoritmo k-means que siempre se obtendrd una particién del
conjunto de datos (segun el k que haya sido pre-definido). Los clusters obtenidos no
siempre tienen significado, debiendo utilizar informacion adicional al momento de tomar
una decision.

No existe conocimiento previo acerca de cudl seria el nUmero de particiones que mejor
explique la variabilidad de la poblaciéon. Una de las formas de abordar el problema, es
probar valores diferentes de k y evaluar cudl de todas es la mejor, esto es, cudl minimiza
el total de las distancias al cuadrado de todos los puntos al centro de sus cluster

correspondientes. Una simple estrategia es comenzar dando un nimero minimo para k y
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trabajar hasta un pequefio maximo fijo, utilizando validacién cruzada como forma de
evaluacidn. En este analisis se utilizé un rango de valores para k desde k=2 hasta k=10,
tomando como criterio de corte (eleccidon del nimero de cluster) el k donde el error intra-
cluster disminuye significativamente con respecto al anterior, esto es el punto donde las
distancias entre los diferentes grupos se maximizan y se minimizan las distancias entre los

aislamientos asignados a un mismo cluster.

Establecimiento de los ensayo de patogenicidad

Las pruebas se realizaron segun la metodologia propuesta por CIAT (taller, 1994) en
invernaculo con ambiente controlado, en la Estacion Experimental INIA Treinta y Tres
(Avila,S., 2010. Se denomina tratamiento a la inoculacién de una cepa del hongo
patdgeno. Se realizaron 6 tratamientos aislados en carpas de plastico independientes. En
cada carpa, se incluyeron 14 genotipos de arroz, cada uno por triplicado. En cada una de
las macetas de la repeticidn se sembraron 15 semillas. En la Tabla 3 se muestra el listado,
conteniendo cultivares comerciales, variedades diferenciales con el gen de resistencia
gue poseen, y lineas isogénicas promisorias del Programa de Mejoramiento de Arroz del
INIA.

Debido a que en el momento de realizar el test de patogenicidad todavia no se
contaba con el resultados de los ensayos de los marcadores Pot2-repPCR, se
seleccionaron dos aislamientos de cada uno de los 3 linajes clasificados previamente por
AFLP (Tabla 6): aislamientos 81 y 107 del grupo 1; aislamientos 20 y 78 del grupo 2;
aislamientos 24 y 27 del grupo 3. El indculo fue preparado a partir de los aislamientos
monospoéricos conservados en papel, multiplicados en medio agar-salvado de arroz a
289C en oscuridad durante 12 dias y 3 dias a temperatura ambiente con luz para inducir
su esporulacion. Las inoculaciones se realizaron cuando las plantas alcanzaron el estado
de desarrollo de 3 y 4 hojas, mediante aspersor manual aplicando 200 ml de una solucidn
de esporas entre 0,5 y 3,1 x 10* conidias/ml y 0,4 % de gelatina, por carpa del ensayo.
Luego de la inoculacidn, las carpas se mantuvieron cerradas, asegurando un minimo de
temperatura de 202 C durante las noches y humedad en el entorno de 90%. Para el

recuento de las conidias se uso la Camara de Neugebauer.
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Genes de
Cultivar
Resistencia
1 C 104 LAC Pi-1
2 C101 A51 Pi-2
3 IR 64 Pi-33
4  Fanny (testigo susceptible) sd
5 El Paso 144 sd
6 INIA Olimar sd
7 INIA Tacuari sd
8 INIA Caraguatd sd
9 L5502 Pi-2
10 L5287 Pi-2
11 L5688 Pi-2
12 C25 Pi-1
13 B 83 Pi-2
14 F-128-1 Pi-ta

Tabla 3: Tabla de las lineas y -cultivares
incluidos en el ensayo de patogenicidad, en el
caso de que corresponda se indican los genes
de resistencia conocidos que poseen cada una
de ellas. s/d sin datos

Lectura de severidad de infeccion en los ensayos de patogenicidad

La lectura de los sintomas se realizé de acuerdo al Sistema de Evaluacion Estandar
para Arroz de IRRI (IRRI, 2002). De cada maceta se leyeron 10 plantas y de cada planta se
leyd la hoja mds afectada tomandose el tipo de mancha o lesidn y el porcentaje del area

foliar afectada. Los tipos de lesidn se clasifican segun la escala mostrada en la Figura 5.
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0 1 2 3 4

Figura b5: Escala de tipo de mancha de P.oryzae: O sin lesiones; 1, Pequeiias
manchas color castafio de 1-2 mm; 2, Manchas color castafio de mas de 2 mm; 3,
Manchas necrdticas grisaceas, circulares a romboidales y hasta 5 mm de
diametro; 4, Manchas tipicas de Pyricularia, elipticas a romboidales de mdas de 5
mm largo. (Adaptado de IRRI 2002)

Cada linea o cultivar fue clasificada posteriormente segun resistencia o susceptibilidad de
acuerdo al tipo de mancha presente y area foliar afectada, de acuerdo al Sistema de

Evaluacion Estandar para Arroz de IRRI (IRRI, 2002):

e Altamente Resistente (AR), 6 Resistente (R): Tipo de Lesién: 0, 1, 2;

e Intermedio Resistente (IR): Tipo de lesién: 3 en 1 a 8% del area foliar;

e Intermedio Susceptible (IS): Lesiones tipo 4 de 1 a 5% del area foliar, o
lesiones tipo 3 entre 8 y 20% del area foliar;

e Altamente Susceptible (AS), 6 Susceptible (S): Lesiones tipo 4 en mas del 5%

del area foliar, o lesiones tipo 3 por encima del 20% del area foliar.

Para que la prueba fuera valida, el testigo susceptible (Fanny) debia estar afectada con
manchas tipo 4 en mas del 20% y cuando estaban afectadas mas del 30% de las plantas

en cada maceta.

Se realizo el andlisis estadistico de la varianza ANOVA (Software InfoGen, Balzarini et al.

2004) (nivel de significancia 5%) de bloques completos al azar, tomando como
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tratamiento cada aislamiento del hongo utilizado para la inoculacién y como repeticién el

triplicado de cada cultivar para cada tratamiento.

RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis de diversidad genética con marcadores Pot2-repPCR

A partir de las matrices binarias generadas en el fingerprinting Pot2-repPCR se
calcularon las distancias genéticas entre todos los pares de aislamientos utilizando el
método de Jaccard y se realizé el andlisis de agrupamiento o cladograma (Figura 6). Para
determinar correctamente el nivel de similitud utilizado para discriminar grupos, se
realizé un andlisis no jerdrquico de los mismos utilizando un analisis de componentes
principales (PCA) donde las variables son los marcadores Pot2 y el criterio de seleccién el
numero de aislamiento (Figura 7). Se observa que los aislamientos del patégeno son

agrupados de la misma forma con ambos analisis.
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Figura 6: Cladograma basado en el marcador Pot2-repPCR de aislamientos de P. oryzae.
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Figura 7: Andlisis de Componentes Principales de los marcadores Pot2. El circulo azul
rodea el grupo A, en circulo rojo el grupo B, el circulo verde el grupo Cy el circulo

violeta el grupo D.

El perfil de bandas correspondiente a cada linaje se muestra en la Figura 8. Se

observa que la mayoria de los aislamientos pertenecen a los linajes B y C, teniendo 59% y

32% de aislamientos respectivamente. Estos linajes presentan variaciones intra-linajes o

haplotipos, mientras que los linajes Cy D presentan un Unico haplotipo.
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Figura 8: Perfiles de bandas de Pot2-repPCR de los cuatro linajes encontrados A,
B, C, D. en cada perfil se indica el nimero de aislamiento correspondiente.

Los indices de diversidad de Shannon, usando un indice de aproximacidén normal,
muestran que el grupo A tiene un indice de 1.79 con un intervalo de confianza de [1.53-
1.82], el grupo B un indice de 1.87 y un intervalo de [1.74-1.94], el grupo C un indice de
2.11 y un intervalo de [1.90-2.19] y por ultimo el grupo D un indice de 1.79 y un intervalo
de [1.27-1.83]. Los resultados sugieren que el grupo C es el que presenta mayor

diversidad seguida por el grupo B; ambos grupos mayoritarios.

Mediante un andlisis de AMOVA se evalud la estructura jerarquica entre grupos, los
cuales fueron establecidos de acuerdo a los agrupamientos por Pot2-rep-PCR segln se
indica en la Figura 4. Este resultado indica que el factor grupo Pot2 explica el 25,30% de
la variacion total, por lo que la 74,70% de la variacién observada se debe a diferencias
entre aislamientos de un mismo grupo. El valor del componente de varianza (Comp. Var.)
es significativamente diferente a cero (p-valor<0.0001), lo cual indicaria que existe
variabilidad genética ente grupos o que al menos una de los 4 grupos se diferencia de los
otros respecto a los perfiles moleculares promedio. Por ultimo, se infiere que dentro de

cada uno del grupo también existe variabilidad genética (p<0.0001).
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Entre grupos Pot 2 34.62 3 11.54 <0.0001 400 0.56 25.30
Dentro del grupoPot2 8493 51 1.67 <0.0001 400 1.67 74.70
Total 119.55 59 2.03 2.23 100.00

Tabla 4: AMOVA entre grupos identificados por pot2-repPCR. FV: Fuente
de variacién, SC: Suma de cuadrados, gl: grados de libertad; CM:
Cuadrados medios esperada. Comp.Var: Componentes de la varianza.

Segln los andlisis estadisticos (indice de Shannon's y AMOVA) se infiere que los
grupos basados en marcadores Pot2 son significativamente diferentes entre si, a pesar de
su variacion genética interna por lo que esta técnica es robusta para analizar la poblacidn
del patégeno. Por lo tanto, este resultado muestra consistencia con los obtenidos por

(George et al, 1998; Javan-nikkhah et al, 2004).

En la Tabla 5 se describe las caracteristicas de cada aislamiento: numero de
aislamiento, cultivar o linea donde fue recolectado, afo de colecta y grupo Pot2. Las
diferencias en la cantidad de colectas en los diferentes anos se deben a que eran
obtenidas segun la incidencia de la enfermedad en ese afo. Se puede observar que
aislamientos pertenecientes al grupo A fueron encontrados sobre el cultivar Bluebelle
(ssp. japonica) en 1995 y luego no se halld hasta el ano 2005, el cual también se encontrd
en Bluebelle y en plantas diferenciales (C104 PKT) en viveros trampa. Es de destacar que
el cultivar Bluebelle se dejé de cultivar hacia los afios 1999-2000, por lo que la aparicién
del haplotipo del grupo A después de 10 afos, pudo deberse a que el patdgeno se
encontrara en campo infectando hospederos alternativos. Conforme un genotipo de arroz
compatible se encuentre disponible para ser infectado (como por ejemplo en un vivero
trampa, donde las condiciones son favorables para su desarrollo) el patégeno podra
producir infeccién. Esto mismo puede explicar el comportamiento del grupo D, el cual fue
solamente encontrado en el cultivar Bluebelle en el afio 1995 sin haber otro aislamiento

hasta 2010.

El grupo B aparecié a partir de 1998 y en todos los afos sucesivos, siendo el

predominante en los Ultimos afos de colecta 2007-2010. El 45% de los haplotipos de este
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linaje fueron recolectados sobre cultivares del tipo indicas, como El Paso 144, INIA Olimar
e INIA Cuard, mientras que el 18% fue recolectado de cultivares del tipo japonicas o
templadas como INIA Tacuari e INIA Caraguata. Esto puede deberse al aumento del area
sembrada de los Indica respecto a los japonicas, y no a que haya una selectividad de la
subespecie por parte del grupo genético del patégeno. El restante 37% de los haplotipos
fueron aislados de lineas avanzadas del Programa de Arroz, INIA. Por ultimo, el grupo C
aparece entre los afios 1994 y 2003, donde 70% de los aislamientos clasificados en este

grupo son del tipo japonica (INIA Tacuari, INIA Yerbal, INIA Zapata y Bluebelle).
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Fecha de Cultivar donde fue Linaje por Fecha de Cultivar Linaje por

aislamiento recolectado Pot2 aislamiento donde fue Pot2
recolectado
1 1995 Bluebelle D 46 2001 El Paso 144 B
3 1994 INIA Yerbal C 49 2001 INIA Zapata C
5 1995 Bluebelle D 51 2001 INIA Tacuari B
6 1995 INIA Tacuari C 52 2002 El Paso 144 B
7 1993 Bluebelle C 53 2002 L 1855 C
8 1995 Bluebelle C 54 2002 El Paso 144 B
11 1993 Bluebelle A 55 2002 INIA Tacuari B
16 1998 INIA Caraguata B 56 2002 INIA Tacuari C
20 1998 INIA Tacuari C 58 2003 INIA Tacuari C
21 1998 El Paso 144 C 60 2003 INIA Tacuari C
23 1999 L2746 B 63 2003 INIA Tacuari B
25 1999 L2877 B 64 2003 INIA Tacuari C
26 1999 L 2882 B 65 2003 INIA Tacuari C
27 1999 L 2908 B 75 2005 Bluebelle A
28 1999 L2923 B 76 2005 Fanny A
29 1999 L 2995 B 78 2005 INIA Olimar B
30 1999 L 2998 C 79 2005 C104 PKT A
31 1999 L 3006 C 80 2005 INIA Olimar B
34 1999 L 3070 B 83 2007 El Paso 144 B
35 1999 L3107 B 84 2007 INIA Olimar B
36 1999 L3128 B 87 2007 INIA Olimar B
37 1999 L3194 B 107 2009 INIA Olimar B
38 1999 Bluebelle C 109 2009 L8183 B
39 1999 El Paso 144 B 111 2010 INIA Olimar B
40 1999 CT13063-CA C 115 2010 El Paso 144 B
41 1999 INIA Tacuari B 117 2010 INIA Tacuari B
42 1999 INIA Cuaré B 121 2010 El Paso 144 B
44 2001 INIA Tauari B 122 2010 L5502 B
45 2001 El Paso 144 B

Tabla 5: Descripcién de aislamientos utilizados para el fingerprinting pot2. Se incluye
el linaje de cada uno.

Respecto a la evolucidn de la poblacién de P. oryzae en el tiempo (Figura 9), se
observa que a partir del afio 1998 hubo un cambio en la poblaciéon del patégeno,
apareciendo aislamientos del grupo B y desapareciendo paulatinamente los del grupo C.
Desde el 2005, los Unicos aislamientos recolectados del patdégeno son pertenecientes al

grupo B, exceptuando ese mismo afio cuando aparecié nuevamente el grupo A. Este
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grupo fue recolectado en cultivos en viveros trampa y no en cultivares sembrados en

campo actualmente.
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Figura 9: Evolucién en aiios de los grupos clasificados por Pot2 repPCR.

Para considerar si existe relacién entre los grupos obtenidos por Pot2-repPCR vy la
variedad de arroz al cual infecta, en el analisis por PCA se incluyd en el identificatorio del
aislamiento, la subespecie del cultivar donde fue recolectado (Figura 11). Como se
observa en esta figura, pareciera existir una tendencia de los cultivares indica a ser
infectados mayoritariamente por el grupo B, mientras que los cultivares Japonica son
compatibles con todos los grupos genéticos de P.oryzae que se encuentran en el Uruguay.
Esta diferencia se ve claramente en la Figura 10 donde se grafica el porcentaje de grupos
genéticos de P.oryzae en cuanto a su infeccidn en cultivares indica y japonica. Igualmente
no se puede concluir con estos datos que los aislamientos del grupo B tengan alguna

especificidad de infeccién con los genotipos indica.
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Figura 11: Andlisis de Componentes Principales. En azul se destaca los aislamientos recolectados
de cultivares japonica, y en rojo los recolectados sobre cultivares indica. El circulo azul rodea el
grupo A, en circulo rojo el grupo B, el circulo verde el grupo Cy el circulo violeta el grupo D.
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Figura 10: Grafica del porcentaje de grupos genéticos de
P.oryzae en cuanto a su infeccidon en cultivares Indica y
Japodnica
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Con respecto a los tejidos de las plantas a los que infecta (Figura 12), los dos grupos
mayoritarios (B y C) infectan tanto a las hojas como a la panicula, mientras que el grupo A

fue colectado solamente de las hojas y el D en la panicula.

100% —
80% - B Grupo D
Grupo C
60% - B Grupo B
0% B Grupo A
4 -
20% -

0% -

Hoja Panicula

Figura 12: Comparacidén entre el lugar de infeccion en la
planta respecto a los grupos aislados

Respecto a la reproducibilidad de esta técnica, George et al (1998) demuestra
mediante analisis de segregacién, que los productos de PCR (amplicones de la secuencia
entre elementos Pot2) son marcadores genéticos reproducibles. Ademas, los autores
muestran que hay una cercana correspondencia entre los linajes obtenidos con MGR586
RFLP y Pot2-repPCR, por lo que la robustez de la MGR586-RFLP para estudiar la variacion
genética del patosistema (Levy et al, 1991) podria ser similar en Pot2 pero con menos
esfuerzo técnico. Las condiciones de “long PCR” (alto pH y alto tiempo de extension) y las
caracteristicas de los propios elementos Pot2 (100 copias dispersas por genoma haploide)
generan suficiente polimorfismo para detectar diversidad genética, el cual junto a su
reproducibilidad, hacen que Pot2-rep PCR sea una herramienta de fingerprinting util para

construir mapas de P.oryzae. Por todo ésto, ademas de su bajo esfuerzo y costo, se suma
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a que es una tecnologia simple, Pot2-repPCR es una excelente metodologia en el empleo

rutinario en el laboratorio para el monitoreo de la enfermedad.

AFLP

Para el analisis de variabilidad de P. oryzae mediante la técnica AFLP, se ensayaron
las nueve combinaciones de cebadores selectivos que se describieron en Materiales y
Métodos, de los cuales solamente 3 amplificaron exitosamente para todos los
aislamientos: EcoRl (+T), Msel (+A) (S3), S5 (EcoR! (+G), Msel (+C)) y S7 (EcoRI (+AT), Msel
(0)). Un total de 151 marcadores polimérficos AFLP fueron obtenidos como resultado de
los 53 genotipos de P. oryzae bajo estudio utilizando las tres combinaciones de selectivas,
a partir de los cuales se construyé una matriz binaria para todos los marcadores, siendo 1
la presencia y 0 a ausencia del marcador. En el caso de los aislamientos 107 y 109, los
cuales no amplificaron en la S5, se los designd como “missing data” y asi no perder
informacién del afio 2009. En la Figura 13 donde se grafica error intra-cluster vs. Nimero
de cluster, el error es minimizado para k=3, por encima de este valor no se observd

disminucion significativa.
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Figura 13: Grafica Error intra-cluster vs. NUmero de
cluster. El punto donde cambia la pendiente es k=3.
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A través del andlisis de clusters se pudo determinar la existencia de estructura en la
poblacién de Pyricularia oryzae. Los datos obtenidos permiten inferir la existencia de 3
grupos genéticos, los cuales se muestran en la Tabla 6. El 62 % son agrupados en el
cluster 1, 30 % en el cluster 2, y 8% en el cluster 3. Los aislamientos pertenecientes a los
cluster 1y 2 fueron recolectados en todos los afos.

Con esta técnica el screening es mas profundo que el obtenido por los marcadores
Pot2 (155 vs 14 loci polimérficos). Igualmente se observé que la estructura poblacional es
simple como la obtenida con Pot2. Esto demuestra que la variabilidad genética de la
poblacién de P. oryzae en Uruguay como la esperada en esta regidn respecto a los hot
spots de Colombia, Vietnam e Iran (Correa-Victoria y Zeigler, 1993; Javan-nikkhah et al.

2004; Ninh Thuan et al, 2006).
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Fecha de Cultivar donde fue Cluster Fecha de Cultivar donde fue Cluster

recoleccion recolectado AFLP recolecciéon recolectado AFLP
1 1995 BLUEBELLE 2 40 1999 CT13063-CA 1
4 1995 INIA Yerbal 1 41 1999 INIA Tacuari 1
5 1995 BLUEBELLE 2 42 1999 INIA Cuard 1
7 1993 BLUEBELLE 2 47 2001 El Paso 144 3
8 1995 BLUEBELLE 2 48 2001 INIA Tacuari 2
9 1995 El Paso 144 2 51 2001 INIA Tacuari 1
10 1993 CT10885-CA 1 53 2002 L1855 2
11 1993 BLUEBELLE 1 54 2002 El Paso 144 2
16 1998 INIA Caraguata 1 55 2002 INIA Tacuari 1
17 1998 INIA Tacuari 1 56 2002 INIA Tacuari 2
18 1998 INIA Tacuari 1 58 2003 INIA Tacuari 2
20 1998 INIA Tacuari 2 60 2003 INIA Tacuari 2
24 1999 L2871 3 63 2003 INIA Tacuari 3
25 1999 L2877 1 64 2003 INIA Tacuari 2
26 1999 L2882 1 76 2005 Fanny 2
27 1999 L2908 3 78 2005 INIA Olimar 2
28 1999 L2923 1 81 2007 INIA Olimar 1
29 1999 L2995 1 82 2007 INIA Tacuari 1
30 1999 L2998 1 83 2007 El Paso 144 1
31 1999 L3006 1 84 2007 INIA Olimar 1
32 1999 L3014 1 85 2007 El Paso 144 1
34 1999 L3070 1 86 2007 INIA Olimar 1
35 1999 L3107 1 87 2007 INIA Olimar 1
36 1999 L3128 1 88 2004 El Paso 144 2
37 1999 L3194 1 107 2009 INIA Olimar 1
38 1999 BLUEBELLE 1 109 2009 18183° 1
39 1999 El Paso 144 1

Tabla 6: Listado de aislamientos clasificados por cluster por la técnica de AFLP.
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Ensayo de patogenicidad

Con motivo de detectar diferencias en el comportamiento de las diferentes
variedades de arroz en respuesta a la inoculacion con diferentes aislamientos del hongo
P. oryzae se realizd un ensayo de patogenicidad en invernaculo en la Estacidn
Experimental INIA Treinta y Tres.

Considerando el tipo de reaccién, se observd que el testigo Fanny mostrd
susceptibilidad a todos los aislamientos evaluados, teniendo en todos los casos tipo de
mancha 4 y entre 65% y 100% del area foliar afectada, por lo que demuestra la validez el
ensayo.

Las lineas diferenciales con el gen Pi-1, los cultivares del tipo indica El Paso 144 e
INIA Olimar tuvieron diagndstico S para ambos aislamientos del grupo 1 (Tabla 7), excepto
la linea F-128-1 portadora del gen Pi-ta fue diagnosticada como IS para el aislamientos 81
y S para el aislamiento 107. Los cultivares con R fueron las portadoras del gen Pi-2, Pi-33
e INIA Caraguata, con excepcion de B 83 que por una diferencia en el area foliar afectada
fueron diagnosticados resistente para el aislamiento 107, mientras que para el 81 la
reaccion fue IR. El cultivar del tipo japonica INIA Tacuari fue diagnosticado IR para el
aislamiento 81 e IS para el aislamiento 107.

En el grupo 2 (Tabla 8), la Unica linea que mostrd susceptibilidad fue C 104 LAC,
mientras que todos los demas cultivares mostraron resistencia a ambos haplotipos del
patdgeno, con la excepcién de INIA Tacuari y B 83 que fueron diagnosticadas como ISy S
respectivamente para el 78.

El grupo 3 (Tabla 9) mostrd consistencia en el comportamiento de los cultivares
para los dos aislamientos 24 y 27. Las lineas portadoras del gen de resistencia Pi-1, Pi-ta2,
INIA Olimar, INIA Tacuari y EI Paso 144 mostraron susceptibilidad para ambos
aislamientos. Por otro lado, los cultivares que mostraron resistencia fueron los

portadores del gen Pi-2 y Pi-33, excepto B 83 con diagndstico S para el 20 e IR para 78.
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. % area . % area
. Genes | Tipode . . Tipo de . .
Cultivar . foliar Diagnostico foliar Diagndstico
Pi mancha mancha
afectada afectada
€104 LAC Pi-1 3 58.6 S 3 65.5 S
C101 A51 Pi-2 2 3.7 R 2 6.0 R
IR 64 Pi-33 0 0.0 R 0 0.0 R
Fanny sd 4 65.8 S 4 100 S
El Paso
144 sd 4 47.4 S 4 85.6 S
".\"A sd 4 73.4 S 4 90.4 S
Olimar
INIA . sd 3 7.7 IR 4 2.0 IS
Tacuari
INIA . sd 1 0.5 R 1 0.2 R
Caraguata
L5502 Pi-2 2 2.4 R 1 1.1 R
L5287 Pi-2 1 0.4 R 1 0.07 R
L5688 Pi-2 1 0.3 R 1 0.3 R
Cc25 Pi-1 4 61.1 S 4 65.9 S
B83 Pi-2 3 3.8 IR 3 23.1 S
F-128-1 Pi-ta’ 3 18.9 IS 4 79.2 S
Promedio 2.2 245 2.3 36.7
general
cv 17.96 67.35 15.49 18.54
Sign rep 0.1 0.1 0.047 NS
Sign trat 0.00 0.00 0.00 0.00

Tabla 7: Evaluacién de patogenicidad para el grupo 1, aislamientos 81 y
107. El diagndstico se clasifica como: S Susceptible, IS Intermedio
Susceptible, IR Intermedio Resistente, R Resistente. El porcentaje del
area foliar afectada es el promedio de las tres repeticiones, con su
diagndstico. Sign rep: Significancia de la  repeticidon. Sign trat:
Significancia del tratamiento. NS: no significativo. Sd: sin datos.
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. % area . % area
X . | Tipode . . . Tipo de . . L.
Cultivar Genes Pi foliar Diagndstico foliar Diagnostico
mancha mancha
afectada afectada
C 104 LAC Pi-1 3 85.5 S 4 36.4 S
C A51 Pi-2 1 111 R 2 4.2 R
IR 64 Pi-33 0 0.0 R 0 0.0 R
Fanny sd 4 100 S 4 71.7 S
El Paso
144 sd 1 0.6 R 1 3.5 R
".\"A sd 1 0.2 R 1 0.1 R
Olimar
INIA . sd 3 5.6 IR 4 1.5 IS
Tacuari
INIA . sd 1 1.7 R 1 0.03 R
Caraguata
L5502 Pi-2 2 3.2 R 2 0.2 R
L5287 Pi-2 1 0.07 R 1 0.0 R
L5688 Pi-2 3 4.1 R 3 1.8 IR
C25 Pi-1 2 2.2 R 2 1.0 R
B83 Pi-2 1 6.7 R 4 333
F-128-1 Pi-ta’ 2 7.6 R 4 0.2 R
Promedio |, 16.4 15 11.0
general
cv 34.26 28.31 51.5 164.7
Sign rep ns ns ns ns
Sign rep 0.00 0.00 0.00 0.00

Tabla 8: Evaluacién de patogenicidad para el grupo 2, aislamientos 20 y 78. El
diagndstico se clasifica como: S Susceptible, IS Intermedio Susceptible, IR
Intermedio Resistente, R Resistente. . El porcentaje del area foliar afectada es
el promedio de las tres repeticiones, con su diagndstico. Sign rep:
Significancia de la repeticion. Sign trat: Significancia del tratamiento. NS: no
significativo.
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Grupo 3 Aislamiento 24 Aislamiento 27
0, A 0, A
. . Tipo de % a.rea N Tipo de % a.rea L
Cultivar Genes Pi foliar Diagndstico foliar Diagnostico
mancha mancha
afectada afectada
C 104 LAC Pi-1 3 55.1 S 3 27.3 S
C 101 A51 Pi-2 2 14.8 R 2 1.2 R
IR 64 Pi-33 0 0.0 R 0 0.0 R
Fanny sd 4 100 S 4 66.8 S
El Paso
144 sd 4 86.0 S 4 27.9 S
".\"A sd 4 93.3 S 4 38.0 S
Olimar
INIA . sd 3 9.9 IS 4 0.9 IS
Tacuari
INIA . sd 1 0.03 R 1 0.07 R
Caraguata
L5502 Pi-2 2 1.2 R 3 1.0 IR
L5287 Pi-2 1 0.1 R 1 0.12 R
L5688 Pi-2 1 0.3 R 1 0.2 R
C25 Pi-1 4 77.4 S 4 36.1 S
B83 Pi-2 4 6.9 S 3 2.2 IR
F-128-1 Pi-ta’ 4 53.6 S 4 36.4 S
Promedio |, , 35.6 2.3 17.0
general
cv 14.81 33.6 22.15 60.95
Sign rep 0.113 0.358 Ns Ns
Sign rep 0.0 0.0 0.0 0.0

Tabla 9: Evaluacién de patogenicidad para el grupo 3, aislamientos 24 y 27. El
diagndstico se clasifica como: S Susceptible, IS Intermedio Susceptible, IR
Intermedio Resistente, R Resistente. . El porcentaje del area foliar afectada es el
promedio de las tres repeticiones, con su diagndstico. Sign rep: Significancia de
la repeticidn. Sign trat: Significancia del tratamiento. NS: no significativo
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CONCLUSIONES

Se encontrd una baja variabilidad genética en la poblacién de Pyricularia oryzae en
nuestro pais mediante la herramienta Pot2-repPCR. Esta mostré ser eficiente a tales efectos,
demostrado mediante andlisis estadisticos. Esta caracteristica sumada a la facilidad y bajo
costo de este método, hacen que se pueda incorporar en los andlisis de rutina para el
Programa de Mejoramiento de Arroz que lleva a cabo INIA.

De la comparacién con la metodologia AFLP, surge que Pot2-repPCR es suficiente para
estudiar la variabilidad genética de la poblacién de Bruzzone existente en Uruguay, a menor
costo y esfuerzo.

Como resultados de los ensayos de patogenicidad se observa una relacion de los
genotipos y los cultivares a los que infecta, mostrando que los genes de resistencia Pi-2 y Pi-33
otorgan resistencia a el grupo genético presente en el pais, por lo que podria incorporarse
mediante piramidacién de genes a los cultivares desarrollados por INIA.
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