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ABSTRACT

Rice (Oryza sativa L) is the main staple food for over 3 hillion people (almost half
the world population), and rice blast, caused by the fungus Magnaporthe oryzae, is the
major threat for this crop worldwide, triggering also important losses in Spain some years.
Some resistant cultivars have been released, mainly with complete resistance genes (Pi
genes), but their resistance has not lasted long, due to the emergence of new virulent
isolates. Therefore, the efforts for obtaining effective and durable resistance are focused
nowadays on the use of partial resistance or a combination of partial and complete
resistance. Partial resistance is a quantitative character, controlled by numerous genes of
small effects (QTLs), that can interact among them, and usually also strongly with the
environment. For a better knowledge of the population of M. oryzae in the Albufera region,
and of the resistance genes and QTLs that might be effective in various Spanish rice
growing regions, we tested along four years 31 differential varieties (isogenic lines carrying
one different Pi gene each); these studies showed that fungus population can significantly
change from one year to the other. On the other hand, we analyzed the genetics of
resistance to M. oryzae in two populations derived from crosses between local and well
adapted, although moderately susceptible, varieties (Sivert, JSendra), and allegedly
resistant but poorly adapted varieties (CNA-6159, Gigante Vercelli). In F3 lines of both
populations, the leaf and panicle susceptibility was determined in field trials under conditions
that favour the infection: SixCNA lines were tested in a plot in the Albufera region, and those
of JSxGV in four locations of Valencia, the Ebro River Delta, and Seville; inoculations in
controlled conditions were also carried out in the second population. We compare the
different methodologies for assessing susceptibility, and we discuss the environmental
influence on it. 22 QTLs were detected in SIXCNA, and 61 in JSxGV, most of them in only
one location. All four parents displayed partial resistance QTLs; but some QTLs showed
small additive effects and, often, high dominance. At the same time, most of these QTLs
exhibit significant interactions with other QTLs; and many of them co-localize with QTLs
found in other studies. We have discovered substantial coincidences between QTLs that
control incidence in panicle and those that determine leaf severity, thus supporting the
hypothesis that there are common defence mechanisms in both organs. Chromosomal
regions of interest for marker assisted breeding of resistant genotypes have been identified.



RESUMEN

El arroz (Oryza sativa L.) es la principal fuente de alimentacion para mas de 3.000
millones de personas, casi la mitad de la poblacién mundial, y la “piriculariosis”, causada
por el hongo Magnaporthe oryzae Couch, es la enfermedad que mas pérdidas causa en
este cultivo a escala mundial; también en Espafia ha causado pérdidas importantes algunos
afios. Se han obtenido diversas variedades resistentes, principalmente al incorporar genes
de resistencia completa (genes Pi), pero la mayoria se han vuelto susceptibles en pocos
afios al aparecer nuevos aislados mas virulentos. Actualmente, para conseguir una
resistencia efectiva y duradera, se busca incorporar resistencia parcial, 0 una combinacion
de ambos tipos de resistencia. La resistencia parcial es un caracter cuantitativo, controlado
por numerosos genes de efecto pequefio (0 QTLS), que pueden interaccionar entre ellos y
que, con frecuencia, también lo hacen intensamente con el ambiente. Para conocer mejor la
poblacién del patégeno presente en la zona de la Albufera, y qué genes y QTLs de
resistencia pueden ser efectivos en ésta y otras zonas arroceras de Espafia, por un lado se
ensayaron durante varios afios 31 variedades diferenciales (lineas con un gen Pi diferente
cada una); esto demostr6 que la estructura de la poblacién del hongo puede variar
significativamente con los afos. Por otro lado, realizamos estudios genéticos sobre la
resistencia a M. oryzae en dos poblaciones, procedentes del cruzamiento entre variedades
locales, bien adaptadas pero moderadamente susceptibles (Sivert y JSendra) y variedades
resistentes, pero no adaptadas (CNA-6159 y Gigante Vercelli). En lineas F3 de ambas
poblaciones se determiné la resistencia en campo, en condiciones favorables para el
ataque del hongo, en hojas y érganos productivos: en SixCNA, en una parcela de la
Albufera, y en JSxGV, en 4 localidades de Valencia, el Delta del Ebro y Sevilla; en JSxGV,
ademas, se realizaron inoculaciones en condiciones controladas. Se comparan los
diferentes sistemas de medida de la susceptibilidad, y se discute la influencia ambiental en
ella. Se detectaron 22 QTLs en SiXCNA, y 61 QTLs en JSxGV, la mayoria de los cuales
sblo se expresan en una localidad. Todos los parentales aportan alelos de resistencia; pero
la mayoria de los QTLs identificados son de efectos pequefios y, a menudo, con un notable
componente dominante. Al mismo tiempo, gran parte de estos QTLs presentan
interacciones significativas con otros QTLs; y muchos de ellos co-localizan con QTLs
identificados en otros estudios. Hemos encontrado bastantes coincidencias entre QTLs que
controlan la incidencia en paniculas y los que determinan la severidad en las hojas,
apoyando la hipotesis de que existen mecanismos de defensa comunes en ambos 6rganos.
Se han localizado regiones cromosdmicas de interés que podrian ser utilizadas para la
seleccion de genotipos resistentes.



RESUM

L’arros (Oryza sativa L.) és la principal font d’alimentacié per a més de 3.000
millions de persones, quasi la meitat de la poblacié mundial, i la “piriculariosi’, causada pel
fong Magnaporthe oryzae Couch, és la malaltia que més perdues origina en aquest conreu
a escala mundial; també a Espanya ha causat pérdues importants alguns anys. S’han obtés
diverses varietats resistents, principalment en incorporar gens de resisteéncia completa
(gens Pi), pero la majoria s’han tornat susceptibles en pocs anys en aparéixer nous aillats
més virulents. Actualment, per aconseguir una resisteéncia efectiva i duradora, es cerca
incorporar resistencia parcial, o una combinacié de tots dos tipus de resisténcia. La
resisténcia parcial és un caracter quantitatiu, controlat per nombrosos gens d’efecte reduit
(o QTLs), els quals poden interaccionar entre si i que, sovint, també ho fan intensament
amb I'ambient. Per conéixer millor la poblacié del patdgen present a la zona de I'Albufera, i
quins gens i QTLs de resisténcia poden ser efectius a aquesta i a d’altres zones arrosseres
d’Espanya, per una banda s’assajaren durant diversos anys 31 varietats diferencials (linies
amb un gen Pi diferent cadascuna); aixo demostra que I'estructura de la poblacio del fong
pot variejar significativament amb els anys. Per altra banda, realitzarem estudis genétics
sobre la resisténcia a M. oryzae en dues poblacions, procedents del encreuament entre
varietats locals, adaptades perd moderadament susceptibles (Sivert i JSendra) i varietats
resistents perd no adaptades (CNA-6159 i Gigante Vercelli). En linies F3 d’ambdues
poblacions es determina la resisténcia en camp, en condicions favorables per a I'atac del
fong, en fulles i organs productius: en SixCNA, en una parcel-la de I'’Albufera, i en JSxGV en
quatre localitats de Valencia, el Delta de I'Ebre i Sevilla; en JSxGV, a més a més, es
realitzaren inoculacions en condicions controlades. Es comparen els diversos sistemes de
mesura de la susceptibilidad, i es discuteix la influencia ambiental en aquesta. Es
detectaren 22 QTLs en SixCNA i 61 QTLs en JSxGV, la major part dels quals solament
s’expressen a una localitat. Tots els parentals aporten al-lels de resisténcia; perd alguns
dels QTLs identificats sén d’efectes reduits i, freqlientment, amb un notable component
dominant. Paral-lelament, gran part d’aquestos QTLs presenten interaccions significatives
amb altres QTLs; i molts d’aquestos co-localitzen amb QTLs identificats en altres estudis.
Hem trobat bastants coincidencies entre QTLs que controlen la incidéncia en panicules i els
que determinen la severitat a les fulles, recolzant la hipotesi que existeixen mecanismes de
defensa comuns en ambdds organs. S’han localitzat regions cromosomiques d’interés que
podrien ser emprades per a la seleccié de genotipus resistents.
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1.1. Importancia y cultivo del arroz

El arroz (Oryza sativa L.) es una planta monocotiledonea de la tribu de las Oryzeas
de la familia de las Poaceae, dentro del orden de las Poales (Strasburger y col., 2004). El
género Oryza comprende mas de 20 especies, de las cuales so6lo dos tienen interés
agricola: O. sativa L., de origen asiatico y que se cultiva en todo el mundo, y O. glaberina de
origen africano (Delta del Niger), continente al que actualmente se restringe su cultivo.

El arroz desempeifia un papel clave en el abastecimiento mundial de alimentos y
en la estabilidad socioeconémica mundial. Es el alimento méas importante para la mayoria
de paises en vias de desarrollo: por una parte porque es la base de la alimentacion de mas
de 3.000 millones de personas (Cantrell y Reeves, 2002), casi la mitad de la poblacién
mundial; por otra, porque su cultivo es la principal actividad y fuente de ingresos de
alrededor de 100 millones de hogares de Asia y Africa. El arroz aporta méas del 50% de las
calorias ingeridas diariamente para aproximadamente 520 millones de personas en Asia
(http://irri.org/about-rice/rice-facts/rice-basics). Por ello, el precio del arroz es importante y
su aumento, como cuando se triplicé en pocos meses en el afio 2008, se convierte en
noticia de portada en todo el mundo.

1.1.1. Origen e historia del arroz

La especie Oryza sativa L. se domesticd hace aproximadamente 10.000 afios, a
partir de su ancestro silvestre O. rufipogon, en zonas tropicales y subtropicales asiaticas,
probablemente en China, en el valle del rio Yangtsé (Vaughan y col., 2008; Molina y col.,
2011). De alli se fue expandiendo su cultivo a otras partes del mundo. Excavaciones en la
India, en el valle del Ganges, sitlan los primeros cultivos de arroz en esa zona alrededor de
4.000 afios a. C. Posteriormente se fue extendiendo desde China a Tailandia, Corea,
Japon, Indonesia, Sri Lanka y el resto del sureste asiatico. Bajo el Imperio Persa se
extendié hasta Mesopotamia, Siria y Turquestan. Los griegos lo conocieron gracias a las
conquistas de Alejandro Magno en Asia. A la Peninsula Ibérica lo trajeron muy
probablemente los arabes en el siglo VII (Lujan, 1997), quienes también lo introdujeron en
Sicilia. A finales del siglo XV llegé a ltalia y Francia. Posteriormente, los colonizadores
espafoles y portugueses lo llevaron a América.

A pesar de los avances en genética y arqueologia, sigue existiendo debate sobre
el proceso de domesticacion del arroz (Sang y Ge, 2007a, b). Una de las hipétesis, basada
en las diferencias genéticas entre las subespecies, es que las subespecies japonica e
indica se domesticaron de forma separada y, a partir de ellas, se diferenciaron las demas
subespecies (Cheng y col., 2003; Londo y col., 2006; Rakshit y col., 2007; Tang y col.,
2006; Caicedo y col., 2007; Zhu y Ge, 2005; Fuller y col., 2010; Xu y col., 2011). Otros
autores, basandose en la conservacién de las secuencias génicas en los genes de
caracteres claves para la domesticacion, como la indehiscencia (Li y col., 2006a) o el porte
erecto (Tan y col, 2008), proponen un Uunico origen de domesticacion y que la
diferenciacion en las distintas subespecies se produjo posteriormente (Oka y Morishima,
1982; Gao e Innan, 2008; Malina y col., 2011).
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O. sativa incluye unas 120.000 variedades descritas, de las que unas 83.000 se
pueden encontrar en el banco de germoplasma del IRRI Tradicionalmente, se han
distinguido tres subespecies, diferenciadas segun las caracteristicas morfoldgicas de la
planta: indica, japonica templado y japonica tropical. Los grupos japonica templado e indica
son los mas importantes y engloban a la mayoria de las variedades cultivadas (Faure y
Mazaud, 1995). Sin embargo, los andlisis con marcadores moleculares realizados desde los
afos 80 para aclarar una clasificacion en entredicho (Glaszmann, 1987; Wang y Tanksley,
1989; Zhang y col., 1992; Blair y col., 1999; y Garris y col., 2005) han dado lugar a la
clasificacion actualmente mas aceptada en 5 subespecies: japonica templada, japonica
tropical, indica, aus y aromatica. Sin embargo, muchas de las variedades modernas
proceden de cruzamientos entre diferentes subespecies o, incluso de introducciones de
germoplasma silvestre, dando lugar a tipos intermedios. Por ello, la diferenciacion en tipos
va diluyéndose.

La subespecie japonica templado se cultiva normalmente en zonas templadas del
este y en areas elevadas del sudeste asiatico, y ha sido introducida en muchas otras zonas
del mundo, entre ellas en los paises mediterraneos. Practicamente todas las variedades de
arroz que se cultivan en Europa son de esta subespecie. Sus granos tienen formas
variadas, aunque los redondos, cortos o semilargos son los mayoritarios. Tiene una talla
media-baja, con un ciclo vital corto y una tendencia al ahijamiento medio; sus hojas son
cortas o medias, relativamente erectas y de color verde intenso y sus paniculas son mas
bien compactas, no desgranan con facilidad y tiene ausencia de dormancia seminal. La
variabilidad morfolégica de este grupo es amplia.

La subespecie japonica tropical (denominado anteriormente javanica) se cultiva
principalmente en Java y otras islas de Indonesia, y en Africa occidental, pero también en
algunas regiones de Brasil. Tiene un grano medio, la planta es de talla media-alta y las
hojas son mas anchas que las de japonica templado. Los arroces japonica tropical y
templado son genéticamente muy similares y estudios genéticos realizados por Garris y
col., (2005) parecen respaldar la hipotesis de que los templados provienen de los tropicales.

La subespecie indica es originaria de las regiones himedas de Asia tropical y
subtropical (como India, Tailandia, etc.). La mayoria de sus variedades se caracterizan por
sus granos largos. La talla de la planta es alta, produce muchos hijuelos, sus paniculas son
largas y generalmente poco compactas, y sus hojas suelen ser largas, inclinadas y de color
verde palido. Su respuesta a las dosis elevadas de abonado es muy baja. La expansion de
este tipo de arroces se ve frenada por su baja adaptacion a algunos suelos y por su
sensibilidad a las bajas temperaturas.

Los arroces de la subespecie aromatica muestran una relacién genética cercana a
los japonica. Los mas cultivados son los de tipo “jasmine” de Tailandia y los de tipo
“basmati” de India y Pakistan. Aus es un grupo menor de poca distribucion geogréfica y se
considera un subgrupo de indica: se cultiva durante la temporada de verano en Bangladesh
y las caracteristicas positivas de sus variedades son su precocidad y resistencia a la
sequia.
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1.1.2. Distribucion geogréfica y ecosistemas del arroz

Si bien se trata de una planta de origen tropical, el arroz se encuentra plenamente
adaptado a otras regiones. Se cultiva en 113 paises, en una superficie total de unos 160
millones de hectareas y en un amplio abanico de condiciones edaficas. La produccion de
arroz se extiende desde los 53°N en la provincia de Heilongjiang en la Republica Popular de
China, a los 35°S en el estado de Nueva Gales del Sur en Australia; desde el clima tropical
de la Republica Democratica del Congo, hasta el clima continental templado de Krasnodar
(Rusia); y desde regiones a nivel del mar, hasta una altura de 2.700 m en las cadenas
montafiosas del Himalaya (Nepal).Generalmente, el arroz se cultiva como una planta anual,
aungue en areas tropicales puede sobrevivir como planta perenne y puede ahijar durante
20 afios. Hay basicamente cuatro ecosistemas en los que se cultiva arroz:

o Arroz de regadio: representa el 56% del area de cultivo (unos 80 millones de
hectareas) y el 75% de la produccién global. Siempre que las temperaturas y la
disponibilidad de agua lo permitan, se pueden realizar dos (o incluso tres) ciclos al
ano. Suelen ser cultivos de alto rendimiento, con utilizacion de grandes cantidades
de abono nitrogenado. Los factores que pueden limitar la producciéon en estas
regiones son la mala gestion de los recursos, pérdidas por malas hierbas, plagas,
enfermedades y accidentes, manejo inadecuado del suelo, deficiente nivelacién del
suelo y cultivo en suelos con agua de calidad inadecuada. Todo el arroz cultivado
en Europa, Norte América y Oceania, y mas del 50% del cultivado en Asia, se
produce en regadio (Figura 1).

Figura 1. Distribucion de los ecosistemas del arroz mayoritarios en el mundo.
(http://irri.org/about-rice/rice-facts/rice-production-and-processing)

® Arroz de regadio
Arroz de secano de tierras
bajas y aguas profundas

® Arroz de secano de montafa

Cada punto representa
5.000 ha de arrozal
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o Arroz de secano de tierras bajas: el agua necesaria para el cultivo proviene de la
lluvia o de la escorrentia. En este sistema se construyen diques que almacenan el
agua de lluvia cerca de los campos. Estos arrozales se caracterizan por la falta de
control del agua, por lo que las inundaciones y las sequias pueden suponer
problemas. Hay unos 60 millones de hectareas de arroz de secano de tierras bajas
gue constituyen aproximadamente un 20% de la produccion mundial. Este sistema
se puede encontrar en el sur y sudeste asiaticos y en Africa (Figura 1). Los
rendimientos suelen ser escasos debido al clima adverso, la mala calidad de los
suelos y la falta de tecnologia moderna apropiada.

o Arroz de secano de montafia: al igual que el anterior, el aporte de agua depende
de la lluvia. Ocupa unos 14 millones de hectareas (el 13% del arroz cultivado en
Asia y mas del 50% en Africa y Sudamérica, Figura 1), y contribuye el 4% de la
produccion mundial. En este sistema se encuentran desde zonas con pequefias
colinas, hasta zonas montafiosas con elevada pendiente y escorrentia; algunas de
ellas tienen riesgo de sequia frecuente. Se suele dar en cultivos mixtos,
frecuentemente con maiz. Las limitaciones mas severas de la produccién son las
malas hierbas y las enfermedades de hoja, como la piriculariosis.

o Arroz de aguas profundas: este ecosistema se compone de planicies de
inundacion y deltas de rios como el Irrawaddy de Myanmar, el Mekong de Vietnam
y Camboya, el Chao Phraya de Tailandia, el Delta del Ganges en Bangladesh vy el
Niger de Africa occidental; ocupa unos 11 millones de hectareas. Se requieren
variedades adaptadas a un ecosistema caracterizado por profundidades de agua
de 1-3 m de media (pudiendo superar los 5 m), salinidad en las areas costeras, y
suelos problematicos (alcalinos o sulfatados acidos): se siembran variedades altas,
con entrenudos largos y que pueden flotar al subir el nivel del agua por
inundaciones. En estas condiciones, los rendimientos son bajos y muy variables.

1.1.3. Produccién, consumo y mercado mundial

La superficie dedicada al cultivo del arroz en el mundo es de 165 millones de
hectareas (FAOSTAT, 2013), aproximadamente el 10% de las tierras en cultivo. La
produccion mundial de arroz se ha ido incrementando en las Ultimas décadas y llegd a 741
millones de toneladas en 2013 (Ultimos datos definitivos). La FAO prevé un incremento
anual de produccién de alrededor del 3%. Los maximos productores de arroz, que aportan
casi la mitad de la produccion mundial, son China, con 203 millones de toneladas, e India,
con 159 millones de toneladas (Tabla 1). Nueve de los diez maximos productores son
paises asiaticos, de modo que el 90% de la produccion mundial procede de Asia.

El consumo per capita sobrepasa los 100Kg anuales (Zeigler y Barclay, 2008) en
muchos paises asiaticos. En 1999, el arroz aport6 entre 680 y 2.049 Kcal/persona y dia a
méas de tres mil millones de personas en 26 paises. En Bangladesh, Camboya, Myanmar y
Vietnam llega a proporcionar del 65 al 71% del aporte caldrico diario (FAO, 2006). La Tabla
2 muestra los 10 mayores consumidores per capita.
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Tabla 1. Mayores productores y consumidores de arroz. Produccion de arroz cascara
(paddy) y consumo de arroz descascarillado en los 10 maximos productores en el afio 2013
(fuente: FAOSTAT).

Pais Produccién arroz Superficie (ha) Rendimiento Consumo arroz
cascara (Kg/ha) descascarillado
(toneladas) (toneladas)
China 203.612.200 30.311.750 6.717 108.321.000
India 159.200.000 43.940.000 3.623 87.006.000
Indonesia 71.279.700 13.835.250 5.152 33.637.000
Bangladesh  51.500.000 11.770.000 4.376 26.892.000
Vietnam 44.039.300 7.902.800 5.573 13.253.000
Tailandia 36.062.600 12.373.200 2.915 7.677.000
Myanmar 28.767.000 7.500.000 3.836 7.073.000
Filipinas 18.439.400 4.746.100 3.885 11.752.000
Brasil 11.782.500 2.872.040 4.102 6.437.000
Japén 10.758.000 1.599.000 6.728 5.517.000
Mundo 741.000.000 165.163.400 4.486 370.313.000

Tabla 2. Consumo de arroz y aporte energético en los paises de mayor consumo.
Datos de 2013 (FAOSTAT).

Pais Consumo Aporte energético
(kg/capitay afio) (kcal/capita y dia)

Bangladesh 172 1.711

RDP Laos 162 1.436

Camboya 159 1.520

Vietnam 145 1.390

Indonesia 134 1.328

Myanmar 133 1.234

Filipinas 119 1.174

Tailandia 115 1.139

Sri Lanka 108 1.062

Madagascar 103 1.040

Se pueden distinguir tres grandes modelos de consumo de arroz (Carreres, 2003):

o  Modelo asiético, con un consumo medio superior a los 80Kg/habitante y afio
(China, 90Kg; Indonesia, 230Kg; Myanmar, més de 300Kg).

o  Modelo subtropical, con un consumo medio de entre 30 y 60Kg/habitante y afio
(Colombia, 40Kg; Brasil, 45Kg; Costa de Marfil, 60Kg).
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o  Modelo occidental, con un consumo medio inferior a 15Kg/habitante y afio
(Francia, 4Kg; Espafia, 7Kg; EEUU, 9Kg; Portugal, 14Kg).

Mas del 80% del arroz mundial se produce y consume por pequefios agricultores.
A causa de ello, el mercado internacional del arroz representa apenas el 7% de la
produccion mundial (40 millones de toneladas en 2012 [FAOSTAT]). Cuatro paises
(Tailandia, Vietnam, Pakistan y Estados Unidos) acaparan mas de la mitad de las
exportaciones de arroz (Tabla 3). La importacion de arroz estd mucho mas fragmentada y
existen amplias variaciones anuales respecto a las compras de los diferentes paises (Tabla
4).

Tabla 3. Principales paises exportadores de arroz. Datos de 2012 (FAOSTAT).

Pais Exportacion Porcentaje
(toneladas de arroz blanqueado)
Vietnam 8.015.000 20,1
Tailandia 6.794.000 17,1
Pakistan 3.423.000 8,6
Estados Unidos 3.247.000 8,2
Brasil 1.099.000 2,8
India 1.047.000 2,6

Tabla 4. Principales importadores de arroz. Datos de 2012 (FAOSTAT).

Pais Importacién Porcentaje
(toneladas de arroz blanqueado)
China 2.334.000 6,2
Nigeria 2.296.000 6,1
Indonesia 1.802.000 4,8
Costa de Marfil  1.686.000 4,5
Irak 1.384.000 3,7
Sudafrica 1.294.000 3,4
Arabia Saudita 1.217.000 3,2

A diferencia de otros productos bésicos, el mercado internacional del arroz se
encuentra segmentado en un gran numero de calidades. Independientemente de la
clasificacion botanica, comercialmente se conoce como arroz de “perfil indica” a todas
aquellas variedades cuyos granos tienen aspecto largo y delgado. Aparte de la mayoria de
variedades de la subespecie indica, este perfil engloba algunas variedades de la
subespecie japonica templado (Faure y Mazaud, 1995). Todas las variedades cultivadas
como tipo “indica” en Espafia son japonica desde el punto de vista botanico. El “perfil
japonica” engloba las variedades con granos mas cortos y gruesos. Las normativas que
rigen en los diferentes mercados clasifican los arroces en diversos tipos, segun la longitud y
la forma (relacion longitud/anchura) de los granos elaborados. La legislacion de la Union
Europea (Reglamento CEE n° 1785/2003) considera cuatro tipos de granos: largo A, largo
B, medio y redondo (Tabla 5 y Figura 2).

Tabla 5. Criterios para la clasificacion comercial del arroz elaborado en la Unidn
Europea.

Tipo de grano Redondo Medio Largo A Largo B
Longitud (mm) <52 52<L<6,0 >6,0 >6,0
Longitud/anchura <20 <3,0 2,0<L/a<3,0 > 3,0
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Para muchas culturas, el arroz forma parte integral de la tradicién culinaria.
Muchos paises tienen platos tipicos de arroz, como el sushi, el arroz frito, el curry, la paella,
el risotto y los frijoles con arroz. Por ello, diferentes culturas tienen diferentes preferencias
en cuanto a tamafio, forma, sabor, textura, color y viscosidad del arroz, y esto influye en las
variedades que se cultivan en cada zona. Por ejemplo, en EEUU, Canad4, el norte de
Europa y Oriente Medio, se prefieren los arroces de grano largo, blanco, cristalino, firmey
suelto una vez cocido; mientras que en los paises europeos del sur (Espafia, Grecia e
Italia), se prefiere el grano redondo o medio (Briz y col., 1997), perlado, menos firme una
vez cocido, pero que absorbe en mayor grado el condimento del agua de coccion.

Figura 2. Tipos de grano de la clasificacion comercial de variedades en la Union
Europea. Izquierda, arroz cascara; centro, integral o descascarillado; y derecha, elaborado.
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El mercado mundial de arroz demanda seis tipos de arroz (Efferson, 1985): grano
largo de alta calidad, grano largo de calidad media, grano medio o corto, aromatico,
sancochado o “parboiled” y glutinoso.

Los arroces de grano largo de calidad alta representan un 25% del mercado
mundial y son consumidos preferentemente en el norte de Europa, Norteamérica, las
naciones caribefias y algunos centros urbanos asiaticos, como Hongkong y Singapur,
mientras que los de calidad media representan un 45-55% del mercado mundial y se
consumen en Sudamérica y el sur y sudeste de Asia. El arroz de grano largo es estrecho y
cristalino y cuece suelto, esponjoso y con brillo.

Los arroces de grano medio o corto representan tan sélo el 10% del mercado total.
Se cultivan en Japon, Corea, Taiwan, zonas de China, Australia, el Mediterraneo, Brasil y
California. Se caracteriza porque sus granos quedan humedos y tiernos y tienden a pegarse
cuando se cuecen, excepto en algunas variedades, como las espafolas “Bomba” y
“Albufera”. En Europa se consume en los paises productores de la cuenca Mediterranea.
En Espafia se han obtenido numerosas variedades de grano medio de talla baja y

productivas, destacando entre las mas recientes “Fonsa”, “Montsianell”, “Gleva”, “JSendra”,
“Sivert”, “Sarcet” y “Albufera”, esta Ultima con las caracteristicas culinarias de “Bomba”.
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Los arroces aromaticos representan el 10-15% del mercado mundial. Son un grupo
de arroces largos 0 medios, que se caracterizan por poseer un aroma especial, similar al de
“palomitas de maiz” o “nuez tostada”, aunque existen variedades con aromas similares a
“chocolate” y “arroz tostado” (Chaudhary y Tran, 2001).

El arroz sancochado o “parboiled” se obtiene mediante un tratamiento hidrotérmico
antes de eliminar la cascara del grano. Esto da lugar a un grano ambarino, vitreo y que
queda suelto en la coccién; ademas, las vitaminas hidrosolubles y los minerales de las
capas externas difunden al interior del endospermo y no se eliminan en el proceso de
blanqueado. Se desarroll6 inicialmente para revalorizar el arroz con mala calidad de
molienda, ya que el tratamiento reduce los granos rotos en molineria (Efferson, 1985).
Conocido también como arroz "brillante”, este arroz resiste mas la sobrecoccion y, después
de cocido, se conserva integro sin pegarse, pero absorbe mal los sabores del condimento y
su textura es gomosa. Se consume principalmente en Bangladesh, India, Sri Lanka,
Pakistan, muchos paises africanos y Arabia Saudita.

El arroz glutinoso se caracteriza porque el almidén del endospermo esta
compuesto solo por amilopectina (no hay amilosa). Sus granos son totalmente opacos y
tienen un bajo porcentaje de roturas. Tras la coccion, los granos son mas pegajosos. El
consumo de arroz glutinoso esta limitado casi enteramente a los paises asiaticos.

1.1.4. Produccidn en Europay Espafa

En Europa, la superficie cultivada con arroz es de 648.320 ha y la produccion es
de 3.895.000 toneladas (Tabla 6). Es decir, el arroz es poco importante si se le compara
con otros cereales, o con otras regiones del mundo. Italia es el maximo productor con 1,3
millones de toneladas (Valle del rio Po; en las regiones de Lombardia y Piamonte), y
Espafia el tercero con 851.500 toneladas.

Tabla 6. Produccién, superficie y rendimiento de arroz cascara. Datos de los 10
méaximos productores europeos en el afio 2012 (Fuente: FAOSTAT).

Pais Produccion Superficie (ha) Rendimiento
(toneladas) (Kg/ha)
Italia 1.339.000 212.500 6.301
Rusia 935.000 189.000 4.947
Espafia 851.500 113.200 7.522
Grecia 227.000 29.200 7.774
Portugal 168.000 31.200 5.385
Ucrania 145.000 24.200 5.992
Francia 82.000 20.300 4.039
Bulgaria 54.900 10.000 5.490
Rumania 54.600 11.600 4.707
Macedonia 28.000 4.700 5.957
Europa 3.895.000 648.300 6.008
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En Espafia, tanto la superficie cultivada como la producciéon se han mantenido
bastante estables desde 1996 (Tabla 7). En 2014 (Ultimos datos definitivos) se sembraron
110.419 ha, que produjeron 861.103 toneladas de arroz. Casi dos tercios de la produccién
espafiola corresponden a arroz de grano largo (Tabla 8), que se destina fundamentalmente
a la exportacion. El tercio restante es grano corto-medio, que esta destinado
mayoritariamente al consumo interno. La necesidad de agua ha limitado el cultivo en
Espafia, casi por completo, a las proximidades de zonas humedas. Por ello, los arrozales
estan muy concentrados en cinco regiones, que se reparten el 97% del total de la superficie
(Tabla 8).

Tabla 7. Superficie y produccion de arroz en Espafia desde 1990 (Fuente: Ministerio de
Agricultura, Alimentacién y Medio Ambiente).

AfioS Su_perficie ) Prc_;ducci()n
(miles de hectareas) (miles de toneladas)
1990 90.3 569.9
1991 93.7 581.8
1992 85.7 552.6
1993 47.9 317.8
1994 66.3 407.6
1995 54.5 329.5
1996 105.1 734.0
1997 113.6 775.6
1998 112.7 796.3
1999 110.5 817.3
2000 117.0 827.1
2001 115.6 876.1
2002 113.5 818.9
2003 118.2 861.3
2004 121.3 900.4
2005 119.2 824.1
2006 106.5 724.4
2007 101.6 723.4
2008 95.3 634.0
2009 119.2 913.8
2010 122,2 927,8
2011 122,1 921,7
2012 112,6 897,3

La zona de Andalucia se extiende a ambos margenes del rio Guadalquivir, sobre
todo en la comarca de las Marismas en Sevilla. Suelen dedicarse 40.000 ha al cultivo del
arroz, un tercio del total nacional, pero algunos afios las restricciones de riego por sequia y
los problemas de salinidad pueden llegar a reducir la superficie cultivada a la mitad.
Predominan las explotaciones de 25-30 ha, mucho mayores que en otras zonas, lo que,
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junto con las condiciones climéticas bastante favorables, permite altos rendimientos (9.200-
9.600 Kg/ha) y unos costes de produccion unitarios inferiores a los de otras regiones.

En Extremadura, aproximadamente el 80% de la superficie arrocera (22.000 ha) se
localiza en la provincia de Badajoz en la vega del Guadiana, en las proximidades de Don
Benito, Medellin y Villanueva de la Serena. En Céceres se cultivan las restantes 6.000 ha.
Los rendimientos medios en las explotaciones extremefias se sitdan en torno a los 7.300 —
7.900 Kg/ha.

Tabla 8. Produccion, superficie y rendimiento de arroz cascara en Espafia en 2014.
Distribucién por tipos (Ministerio de Agricultura, Alimentacién y Medio Ambiente)

Produccién Superficie Rendimiento
(toneladas) (ha) (Kg/ha)

Indica  Japonica Total Indica Japonica Total Indica Japonica
Cadiz 19.325 2.823 22.148 2.458 343 2.801 7.862 8.230
Huelva 225 — 225 25 — 25 9.002 -
Sevilla 257.242 87.059 344.301 27.430 9.013 36.443 9.378 9.659
ANDALUCIA 276.792 89.882 366.674 29.913 9.356 39.269 9.246 9.607
Badajoz 93.398 73.926 167.323 12.754 9.279 23.649 7.323 7.967
Céceres 17.541 26.462 44.004 2.463 3.492 5.955 7.122 7.578
EXTREMADURA 110.939 100.388 211.327 15.217 12.711 27.988 7.290 7.861
Girona 52 5.329 5.380 9 930 939 5.730 5.730
Lleida - 184 184 - 29 29 - 6.334
Tarragona 17.314 114.327 131.641 2.506 17.412 19.918 6.909 6.566
CATALUNA 17.366 119.840 137.205 2515 18.371 20.886 6.905 6.523
Alicante - 972 972 - 260 260 - 3.737
Castellon - 1173 1173 - 153 153 - 7667
Valencia — 124.396 124.396 - 14.565 14.565 - 8.541
C. VALENCIANA — 126.541 126.541 — 14.978 14.978 - 8.448
Huesca 135 23.271  23.406 16 3.872 3.888 8.455 6.010
Teruel 255 208 463 44 50 94 5.800 4.160
Zaragoza 12.896 229 13.125 2.590 42 2.632 4.979 5.452
ARAGON 13.286 23.708 36.994 2.650 3.964 6.614 5.014 5.981
NAVARRA 85 15.562 15.562 12 2.208 2.220 7.083 7.048
R. DE MURCIA - 2.001 2.001 - 427 427 - 4.686
Albacete - 930 930 - 143 143 - 6.500
CASTILLA-LA MANCHA 930 930 - 143 143 - 6.500
BALEARES - 93 93 - 32 32 - 2.908
ESPANA 420.469 467.850 897.318 50.734 61.823 112.557 8.288 7.713

El cultivo de arroz en Catalufia se localiza principalmente en la zona del delta del
rio Ebro, en la que se cultivan unas 20.000 ha con un rendimiento de 6.600-6.900 Kg/ha. En
1991 se reconocié la Denominacion de Origen Protegida “Arroz del Delta del Ebro” (BOE.,
Orden de 11 de Diciembre de 1991). Otra zona de produccion se encuentra en la
desembocadura del rio Ter (Girona), en la que se cultivan 900 ha.

En la Comunidad Valenciana se cultivan 15.000 ha de arroz con un rendimiento en
torno a los 8.400 Kg/ha. Mas del 90% de la superficie cultivada en esta comunidad se
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encuentran dentro de los limites del Parque Natural la Albufera, del que supone el 75% de
la superficie. Cuatro municipios retinen el 75% de la superficie arrocera: Sueca, Sollana,
Silla y Cullera. También se cultivan 260 ha en la Marjal de Pego-Oliva. En 1997 se
reconocio la Denominacién de Origen “Arroz de Valencia” (DOGV, 1997. Orden del 11 de
Junio de 1997 de la Conselleria de agricultura, pesca y alimentacién; BOE., Orden de 21 de
Septiembre de 2000). Esta Denominacién de Origen incluye las variedades Bahia, Senia y
Bomba. En los Udltimos afios se ha ampliado a JSendra, Gleva, Montsaniel, Sarcet y
Albufera.

La superficie cultivada en Aragén es de unas 6.600 ha, principalmente en Huesca
y Zaragoza. Los problemas principales son el abancalamiento del terreno, las bajas
temperaturas durante la época de siembra y la microesporogénesis, y la inexistencia de
medios para la regulacion del agua, por lo que se pueden producir déficits hidricos. El
rendimiento obtenido oscila entre 5.000 y 6.000 Kg/ha. Es una de las zonas espafiolas en
las que el cultivo de arroz esta en expansion.

Las 2.200 ha de cultivo de arroz en Navarra se agrupan en dos nucleos: por un
lado, las proximidades del rio Ebro, en municipios como Arguedas, Valtierra, Murillo de las
Limas o Tudela; y por otro lado, en los regadios de Bardenas, Rada o Catarrosos. Los
rendimientos medios que se obtienen se sitlan alrededor de los 7.000 Kg/ha. Las
primaveras frias de estas zonas hacen necesario el uso de variedades de ciclo corto, al
igual que en el caso de Aragoén.

La Denominacion de Origen Calasparra, la primera D.O. de arroz en Espafia.
(BOE, Orden de 19 de Febrero de 1986), engloba las zonas productoras de Calasparra y
Moratalla en Murcia, y La vega del Segura y Hellin en Albacete. La superficie cultivada es
de unas 400 ha en Murcia y 140 ha en Albacete, con unos rendimientos de unos 4.000 y
6.500 Kg/ha respectivamente.

1.1.5. Importancia ecol6gica del cultivo del arroz

El cultivo del arroz contribuye a la conservacién del medio ambiente, pues
mantiene una extensa lamina de agua durante muchos meses que sirve como habitat para
aves y plantas acuéticas, asi como para numerosos invertebrados (Carreres, 2003). De
hecho, el arrozal es uno de los sistemas mas importantes para la conservaciéon de la
riqueza bioldgica de los humedales (Roselld, 2002), por una serie de caracteristicas que lo
definen como un sistema de alta sostenibilidad, segin describe Girona (1998) en el caso
del Parque Natural de la Albufera:

o  Mejora de la fertilidad del suelo: la inundacion del arrozal provoca el desarrollo de
cianobacterias fijadoras de nitr6geno, que aportan, ademas, fésforo y materia
organica.

o Reciclaje de nutrientes mediante la incorporacién al suelo de rastrojos y paja, o las
cenizas de la paja.

o Actla como balsa de decantacion: oxigena el agua y elimina materia organica,
impurezas y solidos disueltos, aportando agua limpia al lago de la Albufera.
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o Conservacion y regeneracion del suelo: el bajo desnivel del arrozal, los restos de
cosecha y el alto contenido en materia organica hacen que el complejo arcillo-
humico sea estable y evitan la erosién del suelo. La inundacion regula la
temperatura, aumenta la disponibilidad de nutrientes, permite el desarrollo de
algas, hongos y pequefios artropodos que descomponen los restos de cosecha y
lava el suelo de sales. El barbecho durante los meses de invierno favorece la
regeneracion del suelo.

1.2. El arroz como especie modelo para estudios genéticos

Entre los cereales, el arroz tiene ciertas caracteristicas que lo convierten en una
especie modelo para realizar estudios genéticos en monocotiledéneas. Tiene un genoma
corto (aproximadamente 430 Mb) en comparacion con otros cereales (sorgo: 800 Mb; maiz:
2.400 Mb y trigo: 16.000 Mb), que incluye un amplio porcentaje (75%) de ADN simple o0 no
repetitivo (McCouch y col., 1998). Estudios comparativos entre genomas de diferentes
cereales (Van Deynze y col., 1995a, b; Devos y Gale, 1997) han demostrado que existe una
elevada sintenia, es decir, hay grandes blogques de genes homédlogos con un orden
altamente conservado. La existencia de genes homadlogos hace posible la transferencia de
la informacién obtenida en arroz a otras especies de cereales (Sorrells y col., 2003). Una
ventaja adicional de la especie es que permite el uso de técnicas de cultivo de tejidos, como
son el rescate de embriones para conseguir la viabilidad de cruces dificiles, especialmente
interespecificos, o el cultivo de anteras para estabilizar mas rapidamente nuevas lineas;
asimismo, el arroz es el cereal mas facilmente transformable (Hiei y col., 1994; Komari y
col., 1998). Por otra parte, existe una gran cantidad de entradas en diversos bancos de
germoplasma. Cabe destacar el del IRRI, con mas de 200.000 entradas, tanto de
variedades cultivadas como de especies silvestres, disponibles para programas de estudios
genéticos y de mejora. Ademas, es una especie muy estudiada en aspectos como el
rendimiento, el vigor hibrido, o la resistencia genética a enfermedades, entre otros.

Se han desarrollado diversos mapas de ligamiento de alta densidad (con una
densidad media de 1 marcador por cM) (Causse y col., 1994; Harushima y col., 1998), que
recientemente se han ido completando con abundantes SNPs (single nucleotide
polymorphisms), como en el proyecto de comparacién del genoma completo de 21
variedades (www.oryzasnp.org) (McNally y col., 2006).

En 1997 se fundé el International Rice Genome Sequencing Project (IRGSP), un
consorcio de laboratorios publicos de 10 paises (Japon, EEUU, China, Taiwan, Corea del
Sur, India, Tailandia, Francia, Brasil y Reino Unido), con el fin de secuenciar el genoma del
arroz con un alto nivel de precision; y en diciembre de 2004 se concluy6 la secuenciaciéon
de las subespecies japonica e indica (Goff y col., 2002, Yu y col., 2002; Burr y col., 2005).
La secuencia establece que el genoma del arroz contiene unos 460 millones de pares de
bases y entre 40.000 y 60.000 genes; ademas, aporta la posicion de innumerables
marcadores de tipo microsatélite (SSR), que junto con los SNPs mencionados
anteriormente, pueden proporcionar marcadores en practicamente cualquier punto del
genoma.
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Disponer de la secuencia completa del genoma del arroz proporciona un indice
completo de los genes, pero no informa sobre sus funciones ni sobre las interacciones entre
ellos para dar lugar a un fenotipo concreto, que es el objetivo de la mejora. La meta
después de la secuenciacién completa del genoma del arroz es asignarles funciones a los
genes secuenciados. A continuacion se hace un repaso, no exhaustivo, de las numerosas
técnicas y herramientas que se estan utilizando para ello:

o Colecciones de mutantes de delecion y de insercion para estudios de genética
reversa (Jeon y col., 2000; Leung y col., 2001; Hirochika y col., 2004; Ryu y col.,
2004; Sallaud y col., 2004;http://orygenesdb.cirad.fr/).

o Avances en gendmica funcional y estructural en la planta de arroz
(http://rice.plantbiology.msu. edu/) (Yuan y col., 2005).

o  Andlisis de expresion (transcriptomica) de genes del arroz (Matsumura y col.,
1999; Gowda y col, 2004, http:/plantgenomics.biology.yale.edu/riceatlas,
http://mpss.udel. edu/rice/,). A ello contribuyen unos 32.000 cADNs (Kikuchi y col.,
2003) y unos 400.000 EST en arroz.

o  Microarrays de oligonuclettidos (www.ricearray. org) y de expresion (Lan y col.,
2004).

La abundante informacién disponible sobre el genoma del arroz se puede encontrar en
numerosas bases de datos que son accesibles en internet, como por ejemplo:

http://orygenesdb.cirad.fr yhttp://urgi.versailles.inra.fr/OryzaTagLine(CIRAD)
http//retoryza.fr

- The Rice Biological Resource Center Database (http://rice-brcdb.mpl.ird.
fr/brcdb/index.html?cat=0), del Institut de Recherche pour le Développement (IRD) y el
CIRAD.

http://www.gramene.org/ del Cold Spring Harbor Laboratory y la Universidad de
Cornell.

http://sundarlab.ucdavis.edu/smrnas/.de la Universidad de Davis.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST (base de datos de EST del National Center for
Biotechnology Information, NCBI, EEUU).
http://rice.plantbiology.msu.edu/index.shtml(Rice Genome Annotation Project: base de
datos de la secuencia del arroz) y http://oryzasnp.plantbiology. msu.edu/index.html, de
la Universidad Estatal de Michigan.

http://www.ricesnp.org del Rice Snp Consortium.

DRTF http://drtf.cbi.pku.edu.cn de la Universidad de Pekin.

http://rmdncpgr.cn (Rice Mutant Database).

http://bicinfo.hzau.edu.cn/ (Rice EST Data Base, REDB).

http://rise.genomics.org.cn.

http://www.shigen.nig.ac.jp/rice/oryzabase/top/top.jsp (Oryzabase).
http://rgp.dna.affrc.go.jp/giot/INE.html. (Rice Genome Research Programm).
http://www.iris.irri.org del IRRI

http://www.icis.cgiar.org International Crop Information System (ICIS) del CGIAR.
http://mips.gsf.de/proj/plant/jsf/rice/lindex.jsp del Helmholtz Zentrum de Alemania.
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1.3. Influencia de la investigacion en la produccién de arroz
(Revolucion Verde)

Aunque la demanda global per capita de arroz esta disminuyendo, la demanda de
arroz en su conjunto continuara aumentando debido al crecimiento de la poblacion. Zeigler
y Barclay (2008) estiman que se requiere un aumento de la produccion mundial de 8-10
millones de toneladas cada afio para satisfacer las necesidades nutricionales de la
poblacion mundial.

Figura 3. Produccién mundial de arroz e intervenciones tecnolédgicas claves entre
1960 y 2007. En la parte inferior de la linea de tendencia se indican los cambios en los
objetivos de mejora y las variedades obtenidas en el IRRI En la parte superior, los
principales cambios en el manejo del cultivo y los logros (Dobermann y col., 2008).

Producciéon mundial de arroz (toneladas por hectarea)
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Este reto sélo se puede alcanzar con la ayuda de la investigacion agraria. Ya
durante los afios 1950, el rapido aumento de la poblacién mundial provoco la alarma por la
posible insuficiencia de recursos para alimentar la poblacién. Como reaccion a esa
amenaza se impulsaron una serie de iniciativas de investigacion, desarrollo y transferencia
de tecnologia en el campo de la agricultura para aumentar el rendimiento de los cultivos,
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proceso conocido como “Revolucién Verde”. Un ejemplo de las muchas iniciativas tomadas
por diferentes gobiernos es la creacion del International Rice Research Institute (IRRI),
fundado en 1959 en un acuerdo entre las Fundaciones Rockefeller y Ford con el Gobierno
de Filipinas, con el objetivo de reducir la hambruna y mejorar la nutricién y la salud de los
productores y consumidores de arroz. El primer objetivo de los investigadores del IRRI fue
la obtencion de variedades semi-enanas, ya que la susceptibilidad de las variedades
tradicionales al encamado como consecuencia de su elevada estatura era el mayor
obstaculo para el aumento del rendimiento (Khush y col., 2001). Los resultados de estos
esfuerzos no tardaron en aparecer con la obtencion en 1966 de la variedad IR8, primera
variedad semi-enana de alto rendimiento (Peng y Khush, 2003). Desde entonces el IRRI,
junto con los sistemas de investigacion agraria de varias naciones, ha ido desarrollando una
serie de variedades mejoradas tanto en produccidbn como en otros caracteres, como la
resistencia a plagas y enfermedades o la calidad del grano (Figura 3).

En 1976 se obtuvo IR36, la primera variedad con resistencia multiple, fruto de una
década dedicada a conseguir resistencia a plagas, enfermedades y tolerancia a suelos
adversos. En la década de los 1980, el objetivo principal de mejora fue la obtencién de
variedades con excelente calidad culinaria, destacando la variedad IR64. Pero a finales de
los 80 se observé que el incremento anual del rendimiento medio era cada vez mas
pequefio, por lo que se volvié a fijar como objetivo principal el aumento de la produccion.
Mediante la obtencion de variedades hibridas y la busqueda de un “nuevo tipo de planta” se
obtuvo, entre otras, la variedad PSBRc18. Sin embargo, la sintesis de los caracteres
deseados a priori en este “nuevo tipo de planta”’, no ha dado hasta el momento los
resultados esperados (Hossain y Narciso, 2003). Por el contrario, el arroz hibrido esta
siendo cada vez mas utilizado en China, con importantes incrementos de produccién.

1.4. Laplanta de arroz

La planta de arroz consta de raices, tallos y hojas, que constituyen los drganos
vegetativos de la planta, y de 6rganos florales o reproductivos que se disponen en
paniculas.

El tallo (Figura 4) estd compuesto por un nimero variable de nudos y entrenudos
que se alargan durante la fase de crecimiento. Cada nudo tiene una hoja, en cuya axila se
encuentra una yema, que puede originar un vastago o hijuelo. Las hojas se disponen de
forma alterna a lo largo del tallo. EI nUmero de hijuelos es variable, dependiendo sobre todo
de las condiciones edafo-climéticas y de las practicas del cultivo, siendo determinantes la
densidad de siembra y el abonado. En condiciones normales, la planta tiene de dos a seis
hijuelos fértiles.

Las flores del arroz aparecen agrupadas en una inflorescencia en panicula, que
estd compuesta por un eje principal o raquis que se abre en ramificaciones primarias, y
éstas en secundarias (Figura 5). Las espiguillas, que contienen una Unica flor, se
encuentran sobre estas ramificaciones. Las flores son hermafroditas, con seis estambres y
un ovario con dos estigmas plumosos (Figura 6). La fecundacion en el arroz es,
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mayoritariamente, autdgama y da lugar al grano de arroz, formado por el fruto en cariépside
y recubierto por los tegumentos de la espiguilla, a los que se conoce como cascarilla.

Figura 4. Partes del tallo de la planta de arroz.
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El ciclo del arroz puede dividirse en tres periodos:

o  Periodo vegetativo: comprende desde la germinacion de las semillas hasta el final
del ahijamiento.

o  Periodo reproductivo: desde el inicio de la panicula hasta la floracién.

o Periodo de maduracion: desde la fecundacion de las flores hasta la maduracién del
grano.

La duracion de cada uno de estos periodos es variable y depende tanto del
genotipo como del ambiente. En la region mediterranea, el ciclo del arroz suele durar entre
125y 145 dias en funcion de la variedad y las condiciones climatolégicas de la campafia.

18



INTRODUCCION

Figura 5. Partes de la panicula. (http://mww7.uc.cl/sw_educ/cultivos/cereales/arroz
finflores.htm)
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Figura 6. Partes de la flor. (http://www7.uc.cl/sw_educ/cultivos/cereales/arroz/espiguil.htm)
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El arroz es un cultivo muy exigente tanto en temperatura como en agua, siendo su
caracteristica mas peculiar el tolerar la saturacion hidrica del terreno. La temperatura debe
ser alta y constante, ya que se resiente mucho de grandes oscilaciones térmicas. En los
paises de climas templados, como Espafia, su cultivo sélo se puede llevar a cabo en
primavera-verano, pero en regiones ecuatoriales se pueden realizar dos o incluso tres
cosechas al afio. Cada estado fenolédgico del arroz posee un intervalo de temperaturas
optimas y dos temperaturas criticas. La temperatura minima de germinacion es de 12°C;
para el encafiado y la floracion se requieren entre 23 y 25°C (Osca-Lluch, 2001). El arroz
responde bien al aporte de fertilizantes; las extracciones medias del cultivo son de 21 Kg de
N, 11 Kg de P,0s y 18 Kg de K0 por tonelada de grano producido (Guerrero, 1990).

1.4.1. Técnicas de cultivo

En la mayor parte de Espafia se practica monocultivo, por lo que los arrozales
permanecen sin explotar durante la época fria. En algunas zonas, como en el Parque
Natural de la Albufera, las parcelas permanecen cubiertas de agua durante tres meses:
desde mediados de octubre hasta mediados de enero. La figura 7 muestra un ciclo de
cultivo de arroz tipico en la Comunidad Valenciana (Lépez y col., 1975). Las técnicas de
cultivo, sobre todo las de preparacién del terreno y aporte de abonos y productos
fitosanitarios, varian en funcién de las condiciones del suelo. Igualmente, el periodo de cada
una de estas labores oscila segun las condiciones climaticas y la duracién del ciclo de la
variedad sembrada.

Figura 7. Ciclo de arrozal valenciano. (1) Labores preparatorias, (2) drenaje, arado y
nivelado del terreno, (3) inundacién y siembra, (4) primer tratamiento contra malas hierbas y
reposicion de faltas por trasplante, (5) secado, (6) segundo tratamiento contra malas
hierbas y abonado de cobertera (si es necesario), (7) drenaje, (8) cosecha, (9) inundacion.
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Las labores preparatorias (Fase 1 de la Figura 7) comienzan con el “fangueo”, que
consiste en remover el terreno inundado hasta una profundidad de 10-15 cm, incorporando
los rastrojos al suelo, mediante un tractor al que se le sustituyen las ruedas traseras por
unas estructuras cilindricas de barras metélicas. Cuando los campos se han secado, se
realizan el labrado y la nivelacion del terreno (2), si es necesario. La nivelacion, que se
realiza cada dos o tres afios, es importante para mantener una lamina de agua de
profundidad constante en toda la parcela, lo que facilita la emergencia y el desarrollo
uniforme de las plantas, el control de las malas hierbas, el drenaje de las parcelas y el
manejo del riego. Finalizadas estas tareas, se distribuye el fertilizante de fondo y se
incorpora mediante una labor superficial.

En la mayor parte de los arrozales espafioles, la siembra (3) se realiza sobre
terreno inundado a finales de abril, de forma manual o mecanica, a razén de 150-200 Kg/ha
segun la variedad (Carreres, 2007). Es habitual sembrar una pequefia zona de la parcela
mas densamente, para poder realizar un trasplante (4) si han quedado zonas de baja
densidad de plantas. El primer tratamiento contra las malas hierbas se realiza cuando las
plantulas tienen entre 1-4 hojas.

En el mes de junio, durante unos diez dias, se elimina en su totalidad el agua (5),
operacion que se conoce en la zona valenciana como “aixugd”; ello oxigena el suelo y
vigoriza el cultivo. También sirve para eliminar algas, que pueden llegar a ser un problema
en algunas parcelas. Este momento se suele aprovechar para realizar otro tratamiento
herbicida y el abonado de cobertera (6).

Cuando los granos de arroz se han llenado (hacia finales de agosto), se corta el
suministro de agua (7), para que las parcelas se vayan secando y el arroz acabe de
madurar. La cosecha del arroz (8) se inicia generalmente en septiembre. EI momento
optimo de recoleccién es importante, y debe efectuarse a una humedad media del grano del
18 al 22%, pues con humedades inferiores aumenta el porcentaje de granos partidos en el
molino, y si son superiores disminuye la produccién y aumenta el nimero de granos verdes
y yesosos. Tras la cosecha, se lleva a secaderos y se almacena en silos hasta ser
transportado al molino para su elaboracion. El terreno se vuelve a inundar hasta la siguiente
campana (9).

1.4.2. Enemigos del cultivo del arroz

Malas hierbas

Las malas hierbas compiten con el arroz por el espacio, la luz y los nutrientes;
disminuyen la calidad de la cosecha, ya que se recolecta el grano de arroz mezclado con
semillas de malas hierbas (Osca-Lluch, 2001); y hospedan a numerosas plagas y son
fuente de in6culo de enfermedades (Aguilar, 2001). Las malas hierbas de los arrozales
tienen una actividad fotosintética y radicular muy eficaz, por lo que crecen mas rdpidamente
que el arroz y cubren antes el terreno, compitiendo con el cultivo. También aventajan al
arroz en su capacidad de propagacion y muchas de ellas tienen gran facilidad de desgrane.
También las algas compiten con el arroz, y provocan a veces graves dafios; destacan las

21



INTRODUCCION

algas filamentosas, que pueden llegar a formar una auténtica barrera para el enraizamiento,
la emergencia y el desarrollo de la plantula de arroz.

Tabla 9. Principales malas hierbas de los arrozales.

Familia Nombre cientifico Nombre comun
Gramineas Echinochloa ssp. Serreig, Cola, Mill, Panissola,
Mijeras
Paspalum distichum L Grama gruesa o de agua

Leptochloa fascicularis Lam.
Leptochloa fusca (L.) Kunth.

Cyperéaceas Cyperus difformis L Junquillo, Tifia, Buriol,
Castanyola, Joncabova,
Scirpus maritimus L. Juncia, Chufa, Castafiuela,
Junca, Serrada mayor
Scirpus mucronautus L. Punxd, Junquet, Junquillo,
Pufialera, Serrada menor
Scirpus supinus L. Ponxonet, Borrd, Borronet,
Espartet
Alismataceas Alisma plantago-aquatica L Col, Coleta, Llanten de agua,
Orella de burro,
Litraceas Ammania coccinea Rottb. Alfabegueta, Arbolito,
Presseguera, Fabriga
Ammania robusta Herr&Regel Arbolito
Potamogetonaceas Potamogeton nodosus Poiret Llenguad'oca
Potamogeton natans L.
Tifaceas Typha spp. Espadafia, Boba, Anea, Enea,
Paja real
Pontederiaceas Heteranthera limosa (Sw.) Willd.
Heteranthera reniformis Ruiz &
Pavén
Heteranthera rotundifolia (Kunth)
Griseb.
Elatinidceas Bergia capensis L. Tomatito, Alfabegueta
Lemnéceas Lemna spp. L. Lenteja de agua, P4 de granota
Plagas

Los campos de arroz son un hébitat excelente para muchos animales que pueden
causar dafios en el arrozal; destacan las aves acuaticas, que dificultan la germinacion,
cortan las plantulas, y provocan el encamado de la planta y el desgrane de las paniculas; y
el cangrejo rojo americano, Procambarus clarkii, que excava galerias que pueden llegar a
desaguar los terrenos mas altos. Pero especialmente algunos insectos pueden ser plagas
importantes. Las principales en Espafia son (Osca, 2001):

» oo«

o  Chilo suppresalis, un lepidoptero conocido como “cucat”, “barrenador del arroz” o
“palometa”. Sus larvas atacan al arroz desde el estado de plantula hasta la
madurez, alimentandose del interior de los tallos y provocando que las paniculas
gueden vacias. Se estdn empleando con éxito diversos métodos de lucha
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biolégica, como la suelta de parasitos naturales o el empleo de feromonas
sintéticas.

o El hemiptero Eusarcorisin conspicuus, conocido como “pudenta” o “chinche de la
espiga”, es una plaga en los arrozales andaluces y extremefios (Aguilar, 2001).
Los dafios los causa al perforar la cascarilla del grano y originar unas manchas
caracteristicas llamadas “grano picado”.

o Ocasionalmente, las larvas de quironémidos pueden causar dafios al arroz en sus
primeros estadios de desarrollo al alimentarse de granos en germinacion, raicillas
u hojas jévenes. Los géneros que ocasionan dafios con mas frecuencia son
Chironomus y Cricotopus.

o Los nematodos, especialmente Aphelenchoides besseyi Christie, que ha producido
dafios importantes, fundamentalmente en la variedad Bomba (Carreres y col.,
2010), al causar una enfermedad conocida como white tip o punta blanca; las
plantas enfermas tienen menos vigor, una reduccion en el crecimiento, y pérdidas
de produccidn (Carreres, 2005). Se transmite principalmente por semilla, por lo que
la desinfeccién de ésta, junto con practicas de cultivo adecuadas, y la obtencion de
variedades resistentes son los métodos de control utilizados contra
Aphelenchoides.

Otras plagas del arroz en Espafia con menor incidencia son la rosquilla del arroz
(Mythimna unipuncta), la rosquilla negra (Spodoptera littoralis), el taladro del maiz (Sesamia
nonagroides), la tijereta (Ephydrariparia) y los pulgones.

Enfermedades
En Espafia, las enfermedades del arroz mas importantes son:

o  Piriculariosis, causada por el hongo Magnaporthe oryzae. Dado que la resistencia
a este patégeno es el tema de esta Tesis, se dedicard un apartado especifico a
esta enfermedad.

o Bipolaris oryzae (llamado hasta recientemente Helminthosporium oryzae), que
provoca manchas en diverso drganos, y que produce dafios por la disminucién de
la germinabilidad y el vigor, y al reducir el valor comercial del grano debido a la
disminucion del peso y a la presencia de manchas (Carreres, 2005).

o  Podredumbre basal, enfermedad endémica provocada por Sclerotium oryzae. Este
hongo inverna en forma de esclerocios, que flotan en el agua y se adhiere al tallo,
iniciando la infeccién. En la época de maduracion del arroz, los tallos muy
afectados tienen su parte basal podrida. Los dafios provocados por el hongo son
reduccion del nimero de hijuelos, aumento del encamado y reduccion de la
productividad y de la calidad del grano (Carreres, 2001).

Otros patégenos de menor importancia son Fusarium sp. y el virus del amarilleo
enanizante de la cebada (Barley Yellow Dwarf Virus, BYDV), conocido como enrojat.
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1.5. La enfermedad causada por Magnaporthe oryzae

1.5.1. Dafios causados por Magnaporthe oryzae

Entre las enfermedades que padecen los arrozales, la piriculariosis es la mas
extendida por todo el mundo. Ademas, las pérdidas en rendimiento causadas por este
hongo pueden ser muy elevadas, pudiendo alcanzar del 50 al 90% de la cosecha en
algunas zonas (Mehrotra, 1998; Ramkumar y col., 2010): en ataques severos en los afios
1969 y 1970 en las provincias de Laguna y Quezon (Filipinas), las pérdidas en algunas
variedades llegaron a alcanzar el 85% (Nuque, 1970); en Nepal se estimaron pérdidas de
hasta el 80% (Manandhar y col., 1992); y durante las Ultimas tres décadas ha habido tres
grandes ataques de piriculariosis en China, en el ultimo de los cuales (2001-2005) se vieron
afectadas severamente 5,7 millones de hectareas (Khush y Jena, 2009). En 2004, las
pérdidas causadas por el hongo fueron del 70% en areas de Java Occidental, Indonesia
(Sobrizal y Anggiani, 2007), y en afos recientes también han ocurrido ataques fuertes en
Corea del Sur, Japén, Vietnam y los Estados Unidos (Wilson y Talbot, 2009).

En Espafa no son frecuentes los ataques severos de piriculariosis, y la caida en la
produccioén no suele superar el 5-25%, aunque las pérdidas pueden ser muy superiores en
algunas parcelas o parajes. Los dafios varian mucho segun las condiciones climaticas, la
variedad, el abonado nitrogenado y la fecha de siembra. En el afio 2003, variedades que
hasta entonces habian sido tolerantes, como Senia, sufrieron un ataque severo,
supuestamente de una nueva raza que, en algunos campos, redujo la produccion un 40-
50%.

Figura 8. Comparacion entre planta de arroz afectada por M. oryzae. Izquierda: planta
sana; derecha: planta afectada.
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La piriculariosis es una enfermedad conocida desde hace siglos. La primera cita
escrita proviene de China: Soong Ying-Shin la describio en el libro “Utilizacion de Recursos
Naturales” publicado en 1637, llamandola “fiebre del arroz’. Segin Goto (1955), M.
Tsuchiya indicé la presencia de piriculariosis en Japén en su libro publicado en 1704. En
Italia, Astolfi (1828) describid por primera vez una enfermedad en el cultivo del arroz cuyos
sintomas parecen coincidir con la piriculariosis. En cuanto a la aparicion de la enfermedad
en Espafia, en 1884, 1885, 1895, 1910 y 1911, se produjeron grandes pérdidas de
produccion por un fenémeno que se bautizé como “fallada” (Anénimo, 1887; Font de Mora,
1939; Carrasco, 1952). Aunque no se puede constatar que el agente causante de dicha
patologia fuese M. oryzae, es probable que lo fuera, ya que los sintomas descritos
coinciden con los de Magnaporthe y Butler lo identific6 en 1914 en arrozales valencianos
(Butler, 1914). Precisamente a causa de estas “falladas” se cre6 en 1913 la Granja Arrocera
de Sueca con el fin de obtener variedades menos susceptibles. Esa institucion ha pasado a
ser hoy en dia el Departamento del Arroz del Instituto Valenciano de Investigaciones
Agrarias (Carreres y col.,, 1997; Zaragoza, 2011), lugar en el que he desarrollado la
presente Tesis.

Aparte del arroz, M. oryzae ataca a un amplio rango de especies, entre ellas otras
plantas de interés agricola, como el trigo (Triticum aestivum), la cebada (Chen y col., 2003),
o el mijo africano (Eleusine coracana), alimento importante en la India 'y el sur y el este de
Africa (Ekwamu, 1991).

1.5.2. Sintomas

En nuestra zona arrocera, los atagues del hongo se detectan en julio con los
primeros sintomas en hoja, e incrementan su virulencia en agosto y septiembre, ocurriendo
entonces también ataques en nudos y panicula. Los primeros focos de piriculariosis suelen
observarse en rodales, pudiendo llegar a tener el aspecto de areas quemadas, facilmente
distinguibles a simple vista (Figura 9).

Figura 9. Dafios provocados por M. oryzae en campo. lzquierda: tipico rodal afectado
por el hongo. Derecha: cultivo afectado severamente.
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El hongo Magnaporthe oryzae puede infectar cualquier parte de la planta, aunque
suele afectar mas a las hojas, los nudos, las paniculas y los granos. Sesma y Osbourn
(2004) han observado in vitro que M. oryzae es también capaz de atacar las raices, lo que
podria llevar a una invasién sistémica. Cuando la infeccion es severa y ocurre en una fase
temprana del cultivo, se produce un retraso en el desarrollo, prolongando el periodo de
ahijamiento con el consiguiente retraso de la floracion y maduracion, y la disminucion del
namero y peso de los granos, o incluso la muerte completa de las plantas (Carreres, 2001).
En condiciones favorables para su desarrollo, M. oryzae puede destruir completamente un
semillero.

La enfermedad en hoja comienza con pequefias manchas puntiformes verde-
grisdceas o azuladas. Al crecer se vuelven elipticas, siguiendo la direccion de los nervios,
hasta alcanzar finalmente forma de huso con un color tipicamente grisaceo ceniciento en el
centro, indicador de la esporulacion del hongo, y con bordes necrosados de color marrén-
rojizo (Figura 10). Las manchas totalmente desarrolladas alcanzan una longitud de 1-1,5 cm
y una anchura de 0,3-0,5 cm (Carreres, 1997). Tamafio, forma y color de la mancha pueden
variar segun las condiciones ambientales, la edad de la lesién y de la hoja, y el grado de
resistencia de la variedad. Si el ataque es severo, la hoja acaba marchitandose. Cuando el
ataque sobre las hojas es temprano, la rapida evolucion de la enfermedad puede llegar a
destruir completamente grandes extensiones del cultivo, hasta el punto de que el cultivo
aparece como quemado (Figura 9).

Figura 10. Lesiones tipicas de M. oryzae en hoja (Fuente: /viarural.com.ar/agricultura/aa-
enfermedades/pyricularia-oryzae.htm).
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La infeccion de los nudos (Figura 11) comienza con pequefios puntos necréticos,
que van creciendo y alargandose. En algunos casos, el hongo acaba invadiendo
completamente el tejido del nudo y partes préximas, llegando a necrosarlo totalmente. Esto
provoca el marchitamiento o secado de la parte del vastago, incluyendo la panicula, que
permanece erguida pero con los granos vacios (Torres y Teng, 1993). En casos extremos,
se puede producir incluso la ruptura del tallo por esta zona.

Figura 11. Dafios de M. oryzae en nudo (Fuente: http://knowledgebank. cimmyt.org/
ricebreedingcourseBreeding_for_disease_resistance__ Blast.htm).

Los ataques més temibles son los que ocurren en la panicula (Figuras 12 y 13),
especialmente en el cuello, pues suelen ser los mas destructivos. Segin el momento en
que ocurre la infeccién, los dafios son de diferente gravedad, afectando en mayor o menor
medida a la produccién. Si sucede durante la emergencia de la panicula, o antes de
iniciarse el llenado de los granos, la zona necrética formada interrumpe la circulacion de la
savia y la espiguilla queda vacia (de ahi el nombre de “fallada”). Las infecciones de cuello
tardias provocan granos yesosos o a medio llenar (Candole y col.,, 1999). Katsube y
Koshimizu (1970) observaron que cada 10% de incremento de infeccién en cuello, el
rendimiento descendia en aproximadamente un 6%, y los granos yesosos aumentaban en
un 5%,; lo que supone un descenso de calidad de 1 o 2 clases. M. oryzae también puede
afectar al grano, apareciendo manchas marrones en la céscara.

Ademés de estas pérdidas de produccién directas, la piriculariosis aumenta la
respiracion de la planta y reduce la tasa maxima de fotosintesis y la eficiencia en el uso
fotosintético de la luz (Pinnschmidt y col., 1994), puesto que reduce el area foliar verde, lo
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cual tiene un efecto indirecto sobre la biomasa de la panicula (Burrel y Rees, 1974; Padhi y
col., 1978).

Figura 12. Ataque de M. oryzae en panicula. Paniculas con distinto grado de afectacion.

o P
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Un factor importante para el desarrollo de la enfermedad es el estado fenoldgico,
ya que la planta es més sensible a la infecciéon al inicio de su desarrollo y desde el
hinchamiento de la panicula hasta su emergencia. La infeccidn resulta mas facil en tejidos
blandos. Las hojas de arroz se vuelven mas resistentes tanto con la edad de la planta
(Andersen, 1947; Kahn y Libby, 1958) como con la de la hoja (Roumen y col, 1992).
Roumen (1992a; 1994) observé que el numero de lesiones disminuia a medida que la
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infeccion ocurria en hojas con mas edad y que ese aumento de la resistencia diferia segin
la variedad. Goto y col. (1961) y Notteghem y Andriatompo (1977) vieron que el tamafio de
las nuevas lesiones también disminuia con la edad de la hoja. También la panicula va
incrementando su resistencia con la edad.

Figura 13. Panicula doblada por ataque severo de M. oryzae en cuello de panicula.

1.5.3. Biologia de Magnaporthe oryzae

Magnaporthe oryzae es un ascomiceto filamentoso, que se puede reproducir
sexualmente mediante ascosporas. Es heterotdlico, es decir, la reproduccion sexual es
posible Unicamente a través de los dos tipos de talos diferentes presentes en esta especie,
MAT1-1y MAT1-2, los cuales son cepas similares morfol6gicamente. Se han conseguido la
reproduccion sexual in vitro de aislados de campo, tanto en un medio de cultivo como sobre
tejido muerto (Silué y Notteghem, 1990; Hayashi y col, 1997a; Luangsa-Ard y col., 1997); en
tal caso, se forman los cuerpos fructiferos (llamados peritecios) a los 21 dias (Valent y col.,
1991). Estos peritecios estan llenos de ascas que, a su vez, contienen las ascosporas. En
campos de arroz, sin embargo, la gran mayoria de aislados hallados son infértiles y no se
han encontrado hasta el momento pruebas concluyentes de reproduccion sexual en la
naturaleza.

A la forma asexual del hongo se la venia denominando Pyricularia oryzae, aunque
esta nomenclatura se ha abandonado. Se reproduce mediante otro tipo de esporas,
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llamadas conidias, que surgen por multiplicacion vegetativa de los extremos de los
conidioforos. Las conidias tienen forma de pera (de ahi el antiguo nombre de la especie y
de la enfermedad). Estan formadas por 3 células, miden unos 19-27 x 8-10 ym (Asuyama,
1965) (Figura 14), y se encuentran en nimero de 1 a 20 sobre conidioforos simples o en

grupo.

Figura 14. Conidias de M. oryzae. (lzquierda: http://www.padil.gov.au/pbt). Derecha:
Conidia con un gota de sustancia mucilaginosa (Howard y Valent, 1996).

Este patégeno no se puede distinguir morfolégicamente de algunos otros que se
hospedan en otras especies vegetales, por lo que el grupo entero fue denominado
Pyricularia grisea hasta que, recientemente, Couch y Kohn (2002) demostraron, mediante
andlisis filogenético y ensayos de fertilidad entre diversas cepas, que deberia separarse en
dos especies distintas: una que infecta al género Digitaria y otra que infecta al arroz y a
otras hierbas (géneros Oryza, Setaria, Lolium, Eragrostis y Eleusine), la cual se denominé
Magnaporthe oryzae.

1.5.4. Ciclo de vida de Magnaporthe oryzae

El hongo pasa el invierno como esporas (conidias) y micelio en los restos de
cultivo que quedan en el campo tras la siega. Con el aumento primaveral de las
temperaturas y con una alta humedad relativa, el micelio esporula y produce conidias, que
constituyen la fuente primaria de infeccion. Otra fuente primaria de infeccion, menos
importante, es la siembra de semillas infectadas, donde el hongo se puede encontrar en el
embrion, el endospermo y las glumas. M. oryzae también inverna en cereales de invierno y

en plantas huésped. En el Parque Natural de la Albufera, las posibles plantas huésped son:
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serreig (Echinochloa sp.), grama (Cynodon dactilon), carrizo (Phragmites communis),
cafiota (Sorghum halepense), juncia (Cyperus rotundus) o cafia comin (Arundodonax). Los
estudios sobre la susceptibilidad de diferentes gramineas a M. oryzae son contradictorios,
sobre todo por los distintos fondos genéticos (tanto del hongo como de las especies
huésped) y condiciones ambientales (Ou, 1985). En ambientes secos y a temperatura
ambiente, las conidias pueden sobrevivir durante mas de un afio y los micelios durante casi
3 afios; pero Kuribayashi (1928) e Ito y Kuribayashi (1931) publicaron que, en ambientes
himedos, el patégeno no puede sobrevivir hasta el cultivo siguiente; sin embargo, en
nuestras humedas condiciones de cultivo, el foco principal de infeccion parecen ser los
rastrojos procedentes del afio anterior.

El ciclo de la enfermedad se ha descrito en hoja, aunque es probable que en otros
tejidos sea igual o similar (Figura 15). Comienza cuando las conidias, arrastradas por el
viento o gotas de agua, se posan en la superficie de la hoja (de modo que sobre variedades
con hojas de disposiciéon horizontal se depositan mas esporas que sobre las de porte mas
erecto). Las conidias se anclan a la superficie foliar mediante una sustancia mucilaginosa
(Figuras 14 derecha, 15, 16 y 17) que es liberada por la punta de la espora durante su
hidratacion.

Figura 15. Ciclo de vida del hongo M. oryzae (Fuente: http://www.btny/purdue.edu).
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Una vez fijada a la superficie de la planta, la espora germina mediante la emision
de su tubo germinativo (Figura 16), unas dos horas después de posarse las conidias sobre
la superficie foliar. Después de haber crecido unos 15 a 30 um, comienza a ensancharse en
su punta y a aplastarse contra la superficie de la hoja (Bourett y Howard, 1990). Se supone
gue entonces se produce algun tipo de reconocimiento de las caracteristicas de la
superficie antes de la formacion del apresorio (Figura 17 A). El apresorio tiene forma de
cupula y requiere una superficie dura e hidrofébica para formarse. La pared celular del
apresorio contiene una capa de melanina, salvo en la zona donde esta en contacto con la
cuticula de la planta (Howard y Valent, 1996), que se llama poro. La produccién de
melanina es una caracteristica de virulencia en numerosos patdégenos fangicos, y funciona
como una barrera semipermeable que permite la difusion de agua a través de ella, pero
impide la salida de los carbohidratos y lipidos, que son movilizados desde la conidia. La

31



INTRODUCCION

acumulacién de estos sélidos solubles en el apresorio provoca la entrada de agua a través
de la capa de melanina, lo cual aumenta la presion de turgencia hasta alcanzar unas 80
atmosferas (Howard y col., 1991), que a su vez se transforma en presion mecanica en el
poro del apresorio, favoreciendo la formacion de una hifa de penetracién que acaba
atravesando la cuticula de la hoja (Figura 17 B).

Figura 16. Penetracion de M. oryzae. A: Conidias. B: Anclaje de las conidias a la
superficie de la hoja mediante una sustancia mucilaginosa. C y D: Germinacion y formacion
del apresorio. E: Penetracion e invasion de las hifas. ml: capa de melanina; sp: septum; pp:
hifa de penetracion; rg: anillo pegajoso; bih: hifas invasivas; pc: cuticula de la planta; pcw:
pared celular de la planta (Clergeot y col., 2001).

Figura 17. Fases de la infeccién de M. oryzae. A.: Conidias con tubos germinativos y
apresorios a las 24h de la infeccion. B.: Hifas de M. oryzae en una hoja a las 48 h de la
infeccion. Barra = 120um. (Kershaw y col., 1998).

La hifa primaria va ramificandose en una serie de hifas bulbosas, llamadas hifas
invasivas, estructuras especializadas adaptadas a la extraccion de nutrientes de células
vivas (Talbot, 2003; Ebbole, 2007), lo que sugiere un comportamiento inicial biotréfico del
patégeno. Soélo cuando la infeccion se ha desarrollado mas, el hongo se comporta de forma
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mas necrotréfica, por lo que M. oryzae se ha clasificado como hongo hemibiétrofo (Ou,
1985; Talbot, 2003; Ebbole, 2007; Wilson y Talbot, 2009). Después de llenar la célula
epidérmica inicial, el hongo va creciendo de célula en célula a través de la pared celular, al
parecer buscando las zonas donde se acumulan plasmodesmos (Kankanala y col., 2007;
2009). Aparentemente, el hongo puede liberar proteinas flngicas al citoplasma de la célula
huésped viva a través de una estructura lamelar que se produce en la punta de las hifas
(Ebbole, 2007). Las células invadidas ya no estan vivas cuando el hongo invade la célula
vecina (Kankanala y col., 2007).

Cuatro o cinco dias después de la germinacién de las conidias comienzan a verse
los sintomas en la planta huésped (Roumen, 1994). El hongo esporula profusamente hasta
20.000 conidias al dia a través de la lesion (Barksdale y Asai, 1961), iniciando con ello un
nuevo ciclo de infeccion. En condiciones 6ptimas de temperatura y humedad, un ciclo de
infeccion se reduce a unos cinco dias, por lo que puede repetirse muchas veces. Cuando
ocurren sucesivas esporulaciones se da la denominada fase de infeccién secundaria, critica
para el desencadenamiento de una epidemia (Aguilar, 2001). Las conidias requieren un
periodo de oscuridad para su formacién, por lo que su diseminacion se desencadena por la
exposicién a una o dos horas de oscuridad, y disminuye posteriormente (Barksdale y Asai,
1961; Leach, 1980; Lee y col., 2006). La diseminacién de las esporas es a corta distancia:
la mayoria de ellas se encuentran a menos de 1-5 m de la fuente de in6culo (Tharreau y
col., 2009).

Puesto que en las zonas arroceras espafiolas normalmente hay in6culo suficiente
y las variedades que se cultivan son de escasa o mediana resistencia, los principales
determinantes de la aparicion de la piriculariosis son la humedad y la temperatura
ambiental. Las condiciones éptimas para la germinacion de las conidias son de 24 a 28°C, y
de 90 a 100% de humedad relativa del aire (Bourett y Howard, 1990; Hamer y col., 1988).
La formacion del apresorio, por el contrario, se ve favorecida por temperaturas algo mas
bajas: entre 16 y 25°C (Aguilar, 2001). La germinacion y el desarrollo de las hifas se
produce a partir de los 20°C, siendo la temperatura optima 25 — 28 °C (Sueda, 1928). Para
gue estos filamentos penetren en los tejidos vegetales, se precisa que las condiciones
atmosféricas sean las éptimas durante al menos 12 horas. La esporulacion se produce en
condiciones de humedad superiores a 90% y con temperaturas que van de 10 a 35°C
(Kuribayashi, 1928; Sueda, 1928), con una temperatura éptima de 25-28°C (Tochinai y
Shimamura, 1932, Kato y Kozaka, 1974).

Por lo tanto, dias de bochorno acompafiados de noches con abundante rocio son
las circunstancias mas favorables para la aparicion de la enfermedad. Por otra parte, los
campos inundados perjudican el desarrollo del micelio, por lo que el ataque del hongo es
menor que en el arroz de secano (Lai y col., 1999); ademas, el agua actia como colchdn
térmico, y retrasa el enfriamiento ambiental nocturno y, por tanto, la formacién de rocio y la
germinacion de las esporas.

Sakamoto (1940) demostr6 que la presencia de viento incrementa la
susceptibilidad de la planta de arroz a Magnaporthe, pues las heridas producidas por el
rozamiento son una via de entrada facil para el hongo. No obstante, si el viento es seco,
como el poniente en nuestra region, reduce la humedad ambiental, previniendo asi el
desarrollo de la enfermedad.
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Abundantes estudios han demostrado que un exceso de abonado nitrogenado
hace mas susceptible a la planta de arroz (por mencionar algunos: Hori, 1898; Murata y
col., 1933; Matsuyama y Dimond, 1973; Correa y Zeigler, 1991; Long y col., 2000, Tang y
col., 2009). El efecto es mayor cuando el aporte del nitrdgeno se realiza en una sola
aplicacién (Templeton y col., 1970; Amin y Venkatorao, 1979; Kirschner y col., 1992) y en
forma de fertilizantes de accion rapida, como sulfato amonico. Las causas de dicho
incremento de susceptibilidad en la planta siguen siendo discutidas. Varios investigadores
(Ikeda, 1933; Suzuki, 1934 a, b; Abumiya y Kobayashi, 1955; Wakimoto y Yoshii, 1958)
constataron que, al estimularse el desarrollo vegetativo por el nitrogeno, disminuye la
acumulacion de silice en las membranas celulares, lo que facilitaria la penetracion de las
hifas; y Matsuyama (1975) vio que la aplicacion de nitrégeno reducia el contenido de
hemicelulosa y lignina en la pared de las células epidérmicas, lo que también las hace
menos resistentes a ataques mecanicos. Parece ser que el fosforo y el potasio no tienen
efecto sobre la incidencia de la enfermedad, salvo que un exceso o una carencia debiliten la
planta (Okamoto, 1958; Kozaka, 1965). Por el contrario, la aplicacion de silicio aumenta la
resistencia a Magnaporthe (Kawashima, 1927; Ishizuka y Hayakawa, 1951; Ou, 1985),
presumiblemente porque endurece las membranas de las células epidérmicas, reforzando
la barrera fisica de la planta frente a las infecciones (Suzuki, 1934c).

1.5.5. Lucha contra Magnaporthe oryzae

Existen practicas culturales que ayudan a reducir los dafios: es conveniente la
destruccion de rastrojos y de malas hierbas donde se pueda hospedar el patégeno tras la
siega, especialmente el arroz salvaje y Echinochloa; hay que evitar también un exceso de
abono nitrogenado; es recomendable adelantar al maximo la fecha de siembra, pues en
siembras tardias el inicio de la maduracion de la planta suele coincidir con las condiciones
més favorables para el desarrollo del hongo; se deben evitar densidades de plantaciéon
excesivas, en las que el entorno de las plantas se airea poco, acumulandose mayor
humedad; y tampoco conviene retirar tempranamente el agua antes de la cosecha.

No obstante, si las condiciones ambientales son propicias para que se produzca la
infeccion por el patdégeno, los dafios pueden ser graves y hay que recurrir a otros métodos
para combatir al hongo. El empleo de microorganismos como Bacillus ssp., Pseudomonas
ssp., Micromonospora ssp. y Streptomyces sindeneusis, entre otros, ha sido objeto de
investigacion (Sy y col, 1994; Valasubramanian, 1994; Yoshihiro y col, 2003;
Gnanamanickam, 2009), pero no se ha llegado a utilizar en la practica.

Los métodos de lucha quimica contra la enfermedad son limitados, sobre todo
porque las zonas principales de cultivo de arroz en Espafia son Parques Naturales, en los
cuales el uso de productos quimicos esta restringido. En la actualidad se utilizan 5
productos contra Magnaporthe: mancozeb, tebuconazol, procloraz, azoxistrobin y
propiconazol (http://www.magrama.gob.es/es/). Debido a la dificultad de control de la plaga
con estas restricciones se han publicado autorizaciones excepcionales durante un intervalo
de tiempo limitado.

Un buen conocimiento de las condiciones microcliméaticas de temperatura y
humedad a nivel del cultivo son de gran utilidad para estimar el riesgo de que se desarrolle
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la enfermedad; por ello son Utiles los termohigrografos digitales, aunque deben colocarse a
la altura de las paniculas; la utilizacion de cazaesporas solo aporta informacion parcial
sobre la cantidad de indculo existente. En la mayor parte de zonas arroceras,
desgraciadamente, no hay un buen sistema de vigilancia y prediccion de la piriculariosis,
por lo que los tratamientos quimicos se realizan de forma preventiva en cuanto se observan
los primeros indicios de la enfermedad, o incluso, de forma incorrecta, antes de ello.

Es conocido el impacto ambiental que provoca la aplicacion de funguicidas en los
arrozales (Schaefer y col., 1981; Suarez-Serrano y col.,, 2010). Segln autores como
Cassman (1999), para evitar los dafios que la intensificacién del cultivo del arroz puede
causar al medio ambiente, se debe practicar una intensificacion ecoldgica, buscando un
equilibrio entre alta productividad, sostenibilidad y proteccion del medio ambiente. La
utilizacion de variedades resistentes a plagas y enfermedades minimiza el uso de productos
fitosanitarios (Jia y col., 2000; Dobermann y col., 2008), y ademas resulta ser el método
mas eficiente y econémico de proteccion y es compatible con otras técnicas de manejo del
cultivo (Pantoja y col., 1997).

1.5.6. Estructuray distribucion de la poblacion mundial de Magnaporthe
oryzae

El hongo Magnaporthe oryzae se considera altamente variable y su poblacién esta
compuesta por una gran cantidad de linajes. La diversidad y la estructura de las
poblaciones de M. oryzae ha sido estudiada en muchos paises en las (ltimas décadas,
utilizado distintos tipos de marcadores genéticos (Levy y col., 1991, 1993; Correa-Victoria y
col., 1994; Chen y col., 1995; Roumen y col., 1997; Don y col., 1999a, b; Xia y col., 2000;
Park y col., 2003; Javan-Nikkah y col., 2004; Consolo y col., 2008; Lara-Alvarez y col.,
2010). La diversidad es mayor en Asia, especialmente en las laderas del Himalaya, lo que
hace suponer que es el centro de origen del patégeno (Zeigler, 1998). Tharreau y col.
(2009) observaron 3 grupos genéticos diferentes a nivel mundial, dos de los cuales sé6lo
incluian un Unico tipo de talo, mientras que el tercero incluia ambos. Lo habitual en las
areas de cultivo de arroz es la reproduccion asexual del hongo (Chen y col., 1995; Levy y
col,, 1991; 1993; Roumen y col., 1997; Kumar y col., 1999; Couch y col., 2005; Tharreau y
col., 2009); aunque se han encontrado aislados hermafroditas de razas virulentas en la
provincia de Yunnan de China (Hayashi y col, 1997b; Tharreau y col., 2009), en Tailandia
(Luangsa-Ard y col, 1997; Mekwatanakarn y col., 1999) y en India (Kumar y col., 1999), lo
gue sugiere que podria haber reproduccion sexual en areas limitadas en la ladera sur del
Himalaya (Tharreau y col., 2009). De hecho, Saleh y col. (2012) han aportado evidencias
biologicas y genéticas de que el hongo se reproduce en la actualidad en campo en el
sudeste asidtico.

La mayoria de estudios genéticos de las poblaciones de M. oryzae han mostrado
que éstas contienen tipicamente varios linajes, que son grupos de aislados estrechamente
relacionados entre si y que provienen de un ancestro comin (Levy y col., 1993; Correa-
Victoria y col., 1994; Chen y col., 1995, Zeigler y col., 1997, Kumar y col., 1999). Cada linaje
tienen un patron de virulencia especifico y restringido: un linaje entero puede ser
invariablemente virulento frente a variedades que posean un determinado gen de
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resistencia, mientras que otras resistencias le resultan muy dificiles de superar. En cuanto
al nimero de linajes presentes en una determinada region, en Asia, donde el cultivo del
arroz tiene una historia més larga y se realiza a mucha mayor escala que en otros
continentes, hay mucha variabilidad en la poblacién del patégeno (Chen, 1993; Zeigler y
col., 1995; Kumar y col., 1999; Chen y col., 2001); asi, se encontraron 68 linajes diferentes
de M. oryzae tan sdlo en Tailandia (Mekwatanakarn y col., 1999; 2000); 56 en la region del
Himalaya de India (Kumar y col., 1999) y mas de 50 en China (Ying y col., 1998). Por el
contrario, estudios en Europa encuentran pocos linajes: analisis con RFLP y RAPDs de mas
de 40 aislados provenientes de Francia, Hungria, Italia, Portugal y Espafia hallaron solo 5
linajes diferentes (Jorge, 1996; Roumen y col., 1997). Los linajes E1, E2 y E5 estan
distribuidos ampliamente en todos los paises, mientras que el linaje E3 sélo se encontré en
Hungria y el E4 s6lo en Espafia, en la regién del Delta del Ebro. No obstante, mas
recientemente se ha comprobado que las regiones del Delta del Ebro y de la Albufera de
Valencia tienen los mismos linajes (Tharreau, comunicacion personal). Ademas, Piotti y col.
(2005) detectaron, en 43 aislados de campos de arroz en lItalia, evidencias de dos linajes
adicionales, y, en un estudio reciente centrado en las marismas del Guadalquivir y con un
ndmero mayor de aislados (186), Lara-Alvarez y col. (2010) identificaron los cuatro linajes
detectados anteriormente en Espafia y un nuevo linaje, E6, hallado por primera vez en
Europa. En EEUU la variabilidad en la poblaciéon de M. oryzae es similar: Levy y col. (1991)
detectaron ocho linajes diferentes. Se puede concluir, pues, que el tiempo desde el
establecimiento del cultivo del arroz en una regién y los métodos (mas o menos intensivos)
de cultivo pueden influir en la variabilidad genética de M. oryzae (Piotti y col., 2005).

Se han realizado pocos estudios sobre la evolucién de la poblacion de M. oryzae a
lo largo del tiempo. En algunos casos no se ha apreciado una variaciéon importante en
décadas, como en ltalia, donde se encontraron los mismos linajes a principio de los 60 que
en 1997 (Latterell y col., 1965; Roumen y col., 1997); en EEUU, donde la poblacion de M.
oryzae apenas varié a lo largo de 30 afios (Levy y col., 1991); o en Corea, donde han
permanecido estables los siete mismos linajes durante 20 afios (Park y col., 2003). Por el
contrario, en Japon los linajes cambiaron tras una sustitucion varietal completa (Don y col.,
1999b), debido a que la estructura de la poblacién del patégeno depende mucho del
espectro de susceptibilidad presente en el huésped (Chen y col., 1995). Quizé por el mismo
motivo, en las Marismas del Guadalquivir se han observado fuertes variaciones interanuales
en la frecuencias relativas de los linajes entre 1999 y 2003 (Lara-Alvarez y col., 2010).

A escala local, Tharreau y col. (2009) consiguieron detectar diferencias entre
poblaciones que distaban menos de 20 km, en la zona de la Camarga (Francia) y en la
parte central de Madagascar. La variacion poblacional a tan corta distancia se explica por el
corto alcance de la dispersion de las esporas (1-5 m). También Xia y col. (2000) observaron
variabilidad en los campos de arroz de Arkansas (EEUU). Al analizar méas de 1700 aislados
de 40 paises, Tharreau y col. (2009), constataron que la poblacién mundial de M. oryzae
mostraba una estructuracion geogréfica, lo que indica una migraciéon limitada entre
regiones; aunque algunos aislados de América y Africa occidental mostraron similitudes con
aislados de otras regiones distantes, que pueden achacarse al transporte de material
infectado, semillas probablemente (Long y col., 2001).
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1.6. Resistencia a Magnaporthe oryzae en arroz

1.6.1. Laresistencia a enfermedades en las plantas

Las plantas estan sometidas continuamente a estreses de tipo bidtico. A pesar de
carecer de un sistema inmunoldgico que se adapte al invasor y que produzca anticuerpos
maéviles o linajes de células inmunoldgicas especializadas, como en muchos animales, las
plantas han desarrollado varios niveles de deteccion de posibles patégenos, asi como una
amplia gama de defensas estructurales y quimicas que pueden detener o controlar al
organismo invasor antes de que pueda causar dafio.

La mayoria de veces el patégeno no puede colonizar una determinada especie
vegetal (Keen, 1992; Madriz-Ordefiana, 2002), principalmente porque la planta no satisface
los requerimientos para una colonizacién exitosa. A ese tipo de resistencia se le denomina
resistencia no-huésped, y ocurre cuando todas las plantas de la especie vegetal son
resistentes a todos los linajes del patdgeno, que, sin embargo, es capaz de infectar a otras
especies vegetales (Heath, 1991; Somerville, 2004). Por ello también se conoce como
resistencia a nivel de especie.

Los mecanismos de defensa frente a los patégenos se pueden clasificar en
constitutivos o inducidos. Los constitutivos estan presentes o activos de manera
permanente en la planta, y pueden ser estructurales, como por ejemplo la presencia de
capas gruesas de cuticula y de tricomas, la formacién de papilas o la deposicién de ceras,
entre otros; pero también pueden ser quimicos, como la acumulacién en las células
vegetales de compuestos toxicos. Un ejemplo de defensas quimicas constitutivas se
observa en las plantas cianogénicas como el sorgo (Sorghum sp.) y la yuca (Manihot
esculenta), que poseen cantidades considerables de compuestos relacionados con el &cido
cianhidrico (Osbourn, 1996). A diferencia de la defensa constitutiva, los mecanismos de
resistencia inducida se activan s6lo como respuesta al ataque de algun patégeno (Collinge
y col., 1994). Son mecanismos activos, que implican cambios en el metabolismo causados
por la expresion diferencial de genes, y que requieren, por lo tanto, de un sistema de
reconocimiento de la presencia del patégeno.

Para estudiar cualquier interaccion planta-patdgeno es necesario tener en cuenta
tanto la virulencia o avirulencia del patégeno como la resistencia o susceptibilidad de la
planta. Dependiendo del resultado final de la interaccion entre planta y patégeno, se habla
de interaccién compatible cuando el patégeno es capaz de desarrollar la enfermedad,
mientras que se dice que una interaccion es incompatible cuando la planta dispone de
mecanismos de defensa que impiden el desarrollo de la enfermedad. Se han utilizado
muchos términos para describir la resistencia a enfermedades, a veces con diferentes
significados (van der Plank, 1968). En el presente trabajo nos referimos a una resistencia
completa cuando la reproduccion del patégeno se ve completamente inhibida. En cambio,
una resistencia parcial seria aquella en que se permite la reproduccion del patégeno,
aunque de forma significativamente menor que en un genotipo susceptible (Parlevliet y
Ommeren, 1975). A la resistencia completa también se la llama resistencia cualitativa,
porque su efecto se clasifica facilmente en categorias y esta determinada por uno o pocos
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genes. Por el contrario, a la resistencia parcial se le conoce también como resistencia
cuantitativa, porque habitualmente el fenotipo varia de forma gradual entre resistente y
susceptible y esta determinada por varios genes de efectos pequefios. El término
“resistencia de campo” se ha utilizado a veces como sinénimo de resistencia parcial. Por
otra parte, una resistencia especifica es aquella que es efectiva s6lo contra una o pocas
razas del patégeno, mientras que una resistencia de amplio espectro, no-especifica u
horizontal, es efectiva contra un gran nimero de razas. Por Ultimo, se dice que una
variedad tiene resistencia duradera cuando ésta permanece efectiva mientras es cultivada
ampliamente durante un tiempo prolongado (Johnson, 1981).

1.6.1.1. Bases moleculares del sistema inmunoldgico de la planta

El sistema inmunolégico de la planta puede describirse como dos respuestas
operando en escalas temporales distintas (Jones y Dangl, 2006). Segin ese modelo, se
trata de un proceso de interaccion planta-patégeno en zigzag, en el que se va oscilando a lo
largo del tiempo entre un estado compatible y otro incompatible. Los patégenos, con el
tiempo, se adaptan y encuentran formas de vencer al sistema inmunoldgico, mientras que la
planta huésped responde con nuevos sistemas de defensa. Al comienzo de una infeccién,
la planta huésped reconoce caracteres comunes a muchos microorganismos, llamados
patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMPs; como por ejemplo la flagelina,
lipopolisacaridos bacterianos, o la quitina fungica), mediante receptores de reconocimiento
de patrones (PRR). Este reconocimiento activa la respuesta inmunitaria innata (también
llamada defensa basal o inmunidad desencadenada por PAMPs (PTI)) para detener el
desarrollo del patégeno; puesto que las moléculas reconocidas estan presentes en
NnuMerosos organismos, esta respuesta puede ser activada también por especies no
patégenas.

Algunos patégenos pueden bloquear las defensas basales al segregar unas
proteinas llamadas efectores, codificadas por los genes Avr, que interrumpen la respuesta
normal. El resultado es una susceptibilidad desencadenada por efectores (efector-triggered
sensibility, ETS). Como contrapartida, las plantas resistentes son capaces de reconocer
especificamente un efector concreto mediante la accion de proteinas codificadas por los
llamados genes R (Parker y Coleman, 1997), a los que dedicamos el siguiente apartado; se
desencadena asi una respuesta de defensa mucho méas amplificada y mas répida que la
basal, llamada inmunidad desencadenada por efectores (ETI). Los genes R no serian,
pues, responsables directos de la resistencia, sino que tienen una funcién determinante de
especificidad de reconocimiento, actuando como iniciadores de la defensa (De Wit, 1997).
La ETI implica, generalmente, una respuesta hipersensible (HR), que se caracteriza por una
muerte celular local (Van Loon, 1997; Agrios, 2005): las células muertas rodean al
patégeno, que, al no encontrar células vivas que parasitar, no puede extenderse. La
resistencia completa puede ser superada por el patégeno si se produce alguna mutacion
que conlleve la desaparicion o un cambio en el efector, o la aparicibn de efectores
adicionales que supriman la ETI. Esto causaria una fuerte presién de seleccion sobre las
plantas, para que aparezca un nuevo gen R capaz de activar nuevamente la respuesta ETI.

Este tipo de interaccion planta-patdgeno esté caracterizado por fenotipos extremos
(muy resistentes 0 muy susceptibles), aunque existen loci modificadores que pueden
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moderar la intensidad de la respuesta mediada por los genes R (Hu y col., 1997; Penning y
col., 2004). Segun Katagiri y Tsuda (2010), la respuesta innata y la inducida por efectores
son estrategias complementarias en la defensa frente a patégenos: ya que la respuesta ETI
es una respuesta muy fuerte, que requiere muchos recursos (Bolton, 2009) y perjudica el
estado de la planta (el ejemplo mas obvio es la respuesta hipersensible, que conlleva la
muerte celular), el coste de que este mecanismo se activara facil y rdpidamente seria
excesivo. Por ello, las plantas han desarrollado la débil e inespecifica respuesta PTI para
los estadios iniciales de la invasion. Los efectores son especificos de patégenos potentes,
para los que una respuesta ETI, rapida y fuerte, es mas apropiada; ademas en este caso es
dificil para los efectores bloquear la rapida respuesta molecular de la ETI.

Una vez reconocido el patégeno, se ponen en marcha una serie de reacciones en
cascada, iniciadas en la membrana plasmatica y que culminan en el nucleo celular, con la
induccion de la expresion de genes de defensa (Nurnberger y Scheel, 2001). Esta
transduccion de sefiales puede ser de varios tipos: activacion de una cascada de protein-
quinasas, explosion oxidativa, o induccién de un flujo de iones a través de la membrana,
entre otros. En algunos casos la PTl y la ETI utilizan los mismos mecanismos de
transduccion de sefiales (Grant y Mansfield, 1999; Tsuda y col., 2009). Por ello, Katagiri y
Tsuda (2010) sugieren que ambos tipos de respuesta comparten una misma red con varias
ramas interconectadas. No obstante, parece que, segun el patégeno, se inducen distintas
rutas de transduccion de sefiales que activan diferentes partes de la maquinaria de defensa
(Feys y Parker, 2000).

Las primeras reacciones que se observan son alteraciones en el flujo de iones a
través de la membrana (entrada de H* y Ca®*" y salida de K* y CI), y la formacion de
intermediarios reactivos de oxigeno (ROI), como el superdxido (O) o el perdxido de
hidrégeno (H.0,); ambos compuestos pueden generar otras especies de oxigeno aln mas
reactivas, que producen dafios tanto en el patégeno como en el huésped. A altas dosis, los
ROI desencadenan la muerte celular programada. También el 6xido nitrico (NO) tiene un
papel importante en el desencadenamiento de la respuesta hipersensible y en la expresion
de genes de defensa (Hausladen y Stamler, 1998). Otra molécula asociada a la induccion
de los mecanismos de defensa es el acido salicilico (SA). Los ROI, el NO y el SA
interactdan de forma directa y cooperativa en el mecanismo de amplificacién de la sefial
(McDowell y Dangl, 2000). En cambio, en el caso de hongos necrétrofos, la transduccion de
sefiales esta generalmente regulada por &cido jasmaonico (JA) y etileno (ET). En el proceso
de transmision de la sefial también participan protein-quinasas dependientes de calcio
(CDPKs) o activadas por mitdgeno (MAPKS).

Cuando la sefal alcanza el nacleo celular y se activan los mecanismos de defensa,
se pueden producir distintos tipos de respuestas, como un reforzamiento de la pared celular
por acumulacion de componentes estructurales de ella, la expresion de genes de defensa
basal, o la muerte celular. En Arabidopsis, tras la inoculacion con diversos patégenos,
cientos, e incluso miles, de genes se expresan durante y después de la deteccion de un
patégeno; de hecho, hasta el 25% de los genes muestran un alteracién en su nivel de
transcripcion (Maleck y col.,, 2000; Glazebrook, 2001; Tao y col, 2003). Entre los
compuestos producidos por la célula tras la invasion del patdgeno destacan una serie de
proteinas, que de una manera genérica se han denominado proteinas asociadas a la

patogénesis o proteinas PR (Datta y col., 1999; van Loon, 1999; van Loon y van Strien,
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1999; Muthukrishan y col., 2001), aunque en algunos casos también se inducen por otros
tipos de estreses (Van Loon y col., 2006). Estas proteinas se clasifican de acuerdo a su
actividad en diecisiete familias: con actividad antifingica, como las B-1,3-glucanasas
(Familia PR-2), las quitinasas (Familias PR-3, PR-4, PR-8 y PR-11), las ribonucleasas
(Familia PR-10), las defensinas (Familia PR-12), las tioninas (Familia PR-13) y las oxalato-
oxidasas (Familia PR-15). Existen muchos otros compuestos que también se acumulan
como parte de la respuesta de defensa de la planta, como las fitoalexinas o las enzimas
chalcona sintasa (CHS), flavanona-3-hidroxilasa (F3H) y fenilalanil-amonioliasa (PAL), las
enzimas de estrés oxidativo, de reparacion de tejidos, lignificacién y de otros procesos
relacionados.

Las plantas no activan la respuesta de defensa sélo en el punto concreto de
ataque del patdgeno, sino también en tejidos sanos, en preparacién a un ataque posterior;
este fendbmeno se conoce como resistencia sistémica adquirida (SAR). Se sabe poco
acerca de la naturaleza de la sefializacion en la SAR, pero al parecer se trata de una
molécula lipidica que induce la acumulacion de SA (Maldonado y col., 2002; Durrant y
Dong, 2004), desencadenando una cascada de sefiales en la que es esencial la proteina
NPR1 (non-expressor of PR1), y que culmina con la expresion de numerosos genes PR. Un
fendmeno similar, la resistencia sistémica inducida (ISR), por el que las plantas incrementan
el nivel de resistencia como respuesta a un estimulo biético (la colonizacion de las raices
por rizobacterias no patégenas), requiere tanto NPR1, como JAy ET.

Tipos de genes R

Con los datos acumulados hasta el momento se pude afirmar que los genes R
deben, tanto reconocer la sefial procedente del patégeno, como iniciar la reaccion de
defensa (Garcia-Méas y col., 2004). Desde 1992 se han clonado muchos genes R, la
mayoria de los cuales se pueden agrupar en unos pocos grupos segun el tipo de proteinas
que codifican, siendo 4 los tipos principales (Hammond-Kosack y Kanyuka, 2007). La clase
méas numerosa, y la méas estudiada, esta constituida por genes que codifican proteinas con
dominios NBS-LRR (NBS nucleotide-binding site o zona de uniéon de nucleétidos; LRR:
leucine rich repeat; repeticiones de bloques de aminoécidos ricos en leucina) (Hulbert y col.,
2001; Chisholm y col., 2006). Se cree que el dominio LRR esté involucrado en interacciones
entre proteinas, en uniones de péptidos con ligandos y en interacciones entre proteinas y
carbohidratos (Jones y Jones, 1996; Kajava, 1998); mientras que el dominio NBS esta
implicado en la transduccién de sefiales (Pan y col., 2000). El dominio NBS est& constituido
por subdominios, entre los que merecen especial mencién: el dominio quinasa l1a (también
conocido como “P-loop”); el dominio TIR (“Toll/Interleukin-1 Receptor”), presente sélo en un
subgrupo de genes; y el dominio de estructura CC (coiled-coil, en hélice superenrollada),
que estaria implicado en la formacion de dimeros o en interacciones con otras proteinas, y
que define otro subgrupo (Dangl y Jones, 2001; Chisholm y col., 2006). Todos los genes de
este grupo en las plantas monocotiledoneas parecen ser del subgrupo CC-NBS-LRR, pues
los 600 genes NBS-LRR conocidos en arroz lo son (Bai y col. 2002; Zhou y col., 2004). La
especificidad en la deteccién de razas de este tipo de genes R reside basicamente en el
dominio LRR (McDowell y col. 1998; Meyers y col. 1998; Ellis y col., 1999; Sun y col. 2001),
ya que es la zona que se supone que se puede ligar a (y por tanto reconocer) la proteina
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segregada por el patdgeno; ademas, es el dominio més polimoérfico en este grupo de genes
(Ellis y col., 2000; Ellis y Jones, 2003). Pero también otros dominios pueden estar
implicados (Ellis y col., 1999; Luck y col., 2000). Otra caracteristica interesante es que es
frecuente encontrar agrupaciones de genes NBS-LRR en el genoma de las especies
vegetales (Michelmore y Meyers, 1998; Meyers y col., 1999; Richter y Ronald, 2000; Richly
y col., 2002; Liu y col.,, 2010a). En arroz, algunos de estos genes confieren resistencia
frente a Xanthomonas oryzae y/o Magnaporthe oryzae (Song y Goodman 2001; Bryan y col.
2000; Ashikawa y col. 2008; Shang y col. 2009; Liu y col. 2010a), pero la funcién de la
mayoria de genes CC-NBS-LRR aun es desconocida.

Otro tipo de genes R codifican serin-treonin-quinasas intracelulares; el mas
representativo de este grupo es el gen Pto del tomate (Martin y col., 1993). El tercer grupo
son los genes Cf de tomate (Jones y col., 1994); sus proteinas tienen un dominio LRR
extracelular (eLRR), un dominio transmembrana y una cola citoplasmética corta. La
disposicion extracelular del dominio LRR puede indicar una funciéon de centinela en el
reconocimiento del patégeno (Gabriel, 1999), por lo que se las conoce como proteinas
similares a receptores (RLP). La Ultima clase de genes R codifica proteinas con estructuras
comunes a los dos tipos anteriores: contienen los dominios eLRR y transmembrana
similares a los de los genes Cf, asi como un dominio serin-treonin-quinasa intracelular
similar a la del gen Pto de tomate, y se conocen como protein quinasas similares a
receptores (RLK); ejemplos de este grupo son los gen Xa21y Xa26 del arroz, que confieren
resistencia frente a X. oryzae pv oryzae (Wang y col, 1998; Sun y col., 2004).
Recientemente se han caracterizado nuevos genes de resistencia que presentan similitudes
con los cuatro grupos anteriormente descritos, pero con ligeras particularidades en su
estructura. Se puede encontrar un amplio listado de los genes de resistencia caracterizados
en revisiones como la de Hammond-Kosack y Kanyuka (2007).

Puesto que tienen estructuras comunes y probablemente el mismo mecanismo de
actuacion, se asume que los genes R tienen un origen comun (Caicedo y col., 1999). Se
cree gque los mecanismos de evolucion de los genes R se deben a dos causas principales:
la recombinacion desigual entre distintos genes dentro de una de las frecuentes
agrupaciones, y la acumulacién de mutaciones en miembros de una familia multigénica
(resultante de la duplicacién de un gen R ancestral); otra posibilidad es la actividad de
transposones, que suelen causar alteraciones en la actividad de los genes en que estan
insertados (Bennetzen, 2000); de hecho, se han encontrado muchos tipos de transposones
en clusters de genes R (Song y col., 1997; Wei y col., 2002; Miyao y col., 2003; Takahashi y
col., 2010).

Reconocimiento de los efectores

Hay varios modelos para explicar el mecanismo de reconocimiento de efectores

por parte de las proteinas de los genes R. El méas sencillo es aquel en el que la proteina R
reconoce directamente a la proteina Avr (Keen, 1990), por ejemplo a través de los dominios
LRR, como se ha comprobado que ocurre en algunos casos (Scofield y col., 1996; Tang y
col. 1996; Jia y col. 2000; Deslandes y col., 2003; Dodds y col., 2006; Ueda y col., 2006);
por ejemplo, en arroz, el dominio LRR de la proteina codificada por el gen Pita se liga
directamente al producto del gen de avirulencia (Avr-Pita) de Magnaporthe oryzae (Jia y
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col., 2000). Pero en muchas otras combinaciones R/Avr no se ha podido observar una
interaccion directa. Por el contrario, el “modelo de guardia” propone que el efector modifica
una molécula de la planta relacionada con la respuesta basal y que seria la alteracion en
esa molécula diana la detectada por la proteina R (van der Biezen y Jones, 1998; Dangl y
Jones, 2001); se han encontrado varias moléculas que podrian ser dianas de los efectores
(Jones y Dangl, 2006). Este mecanismo explica que una proteina de un gen R sea capaz de
detectar a varios efectores, permitiendo asi que una coleccion pequefia de genes R pueda
conferir resistencia a una gran diversidad de patdégenos. No obstante, dado que muchos
efectores tienen varias dianas en la planta huésped, van der Hoorn y Kamoun (2008)
proponen un nuevo modelo en el que existe en la planta una molécula sefiuelo que imita a
la molécula diana del efector, pero sin tener funcion en la respuesta de defensa; la proteina
R detectaria la alteracion en esa molécula sefiuelo.

1.6.1.2. Resistencia completay genes R

En los afios 1940 Flor, tras estudiar en profundidad la resistencia del lino (Linum
usitatissimum) al hongo Melampsori lini (roya del lino), propuso la hipétesis gen-a-gen, que
postula que “un gen de resistencia es efectivo sélo si el patégeno que infecta a la planta
posee el correspondiente gen de avirulencia” (Flor, 1955). Los genes de resistencia del
huésped reciben el nombre de genes R y los genes de avirulencia del patégeno de
denominan Avr. En general la resistencia y la avirulencia son dominantes sobre
susceptibilidad y virulencia. Por otra parte, los genes R confieren normalmente resistencia
especifica.

Como ya se ha comentado, muchas interacciones de tipo Avr/R conllevan una
respuesta hipersensible (HR), en la que el patdgeno permanece confinado en la zona de la
lesién necrdtica. Pero se han encontrado otros mecanismos desencadenados por genes R,
como la detoxificacion de toxinas fungicas (p. €j., Hm1 y Hm2 en maiz (Johal, y Briggs,
1992)), la modulacién de la respuesta de defensa (p. €j., mlo en cebada (Blschges y col.,
1997)) y la regulacion de la transcripcion (p. €j., Bs3 en pimiento (Romer y col., 2007)).
Respecto a la muerte celular por HR, datos recientes sugieren que estd controlada
genéticamente (Shirasu y Schulze-Lefert, 2000), y que seria la Ultima etapa de una
respuesta de resistencia que solo se utilizaria una vez sobrepasado un determinado umbral
de sefiales de estrés celular. La HR es un mecanismo de defensa activo, que puede
encontrarse frente a infecciones de muy distinto origen, e incluso insectos (Rubiales y Niks,
2004); sin embargo, en el caso de hongos necrétrofos, puede aumentar la susceptibilidad
de la planta, ya que el patégeno puede explotar la muerte programada de células para
adquirir nutrientes. De hecho, dos estudios han descrito como patdgenos necrotrofos
pueden producir toxinas que activan la muerte celular programada (Nagy y col., 2007
Lorang y col., 2007).

1.6.1.3. Mecanismos moleculares de laresistencia parcial

Hay varias hipotesis sobre la naturaleza de la resistencia parcial, y es probable que
la amplitud de las respuestas sea debida a que hay diversos mecanismos implicados en ella
(Poland y col., 2009). En primer lugar, siguiendo la hipétesis de que los QTLs son alelos
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“menores” de genes “mayores” (Thompson, 1975; Robertson, 1985), la resistencia parcial
estaria controlada por genes de resistencia completa que han sido superados por el
patégeno (Parlevliet y Zadoks, 1977; Young, 1996; Talukder y col., 2004). De hecho, esto
es asi, por ejemplo, en el caso del gen Xa4 de resistencia a Xanthomonas oryzae en arroz:
aun cuando alguna cepa del patdégeno supera la resistencia controlada por Xa4, las plantas
que contienen el alelo resistente siguen siendo mas resistentes que las que no lo poseen (Li
y col., 1999); este fenébmeno, llamado “resistencia residual’, también se ha observado en
otros sistemas planta-patdogeno (Nass y col., 1981; Brodny y col., 1986). Igualmente, los
QTLs que muestran resistencia especifica pueden indicar que el mecanismo de defensa es
el mismo que el de los genes R, sélo que con una respuesta mas débil (Parlevliet y Zadoks,
1977; Parlevliet, 1978; Zenbayashi-Sawata y col., 2005; Marcel y col., 2008). Finalmente,
otra observacion que apoya esta teoria, es que varios QTLs de resistencia co-localizan con
genes R en arroz (Wang y col., 1994; Wisser y col., 2005; Ballini y col., 2008; Vergne y col.,
2008), maiz (Xiao y col., 2007) y patata (Gebhardt y Valkonen, 2001).

Otras hipétesis, sin embargo, sostienen que los QTLs de resistencia regulan
mecanismos de defensa diferentes a los controlados por los genes R. Una mutaciéon que
introduzca una variacidon cuantitativa que afecte a alguno de los mudltiples procesos
implicados en la respuesta de la planta, podria explicar porqué los QTLs provocan
variaciones fenotipicas de menor grado que cuando se expresan genes R. Los QTLs
podrian estar implicados en la defensa basal (PTI), ya que se han observado mutaciones en
genes de reconocimiento genérico de patégenos (genes PRR) que reducen el nivel de
resistencia a determinados patégenos (Zipfel y col., 2004; Ramonell y col., 2005; Miya y
col., 2007; Wan y col., 2008). También se ha propuesto que los QTLs de resistencia estan
implicados en la transduccién de sefiales, puesto que se han encontrado numerosos
ejemplos de componentes de la red de transduccién que condicionan el nivel de resistencia
cuando son mutados (Petersen y col., 2000; Kunkel y Brooks, 2002; Zheng y col., 2006;
Koornneef y Pieterse, 2008); por ejemplo, existe una fuerte correlacién entre diferentes
alelos del gen StAOS?2 de la patata que regula el nivel de JA, y el nivel de resistencia frente
a Phytophthora infestans (Pajerowska-Mukhtar y col., 2009). Se han hallado igualmente
correlaciones entre QTLs de resistencia a enfermedades y proteinas PR (Vleeshouwers y
col, 2001) y el nivel de la fitoalexina camalexina en el sistema Arabidopsis-Botrytis
(Kliebenstein y col., 2005), asi como co-localizacion de QTLs de resistencia con genes de la
familia de las glutation S-transferasas en arroz (Wisser y col., 2005), lo que podria indicar
que los QTLs controlan la produccion de estos compuestos de defensa.

Finalmente, es posible que los genes de resistencia cuantitativa sean un tipo de
genes diferentes a los conocidos hasta el momento, ya que ninguno de los genes de
resistencia parcial clonados hasta ahora se asemeja a los genes R conocidos: los genes
Lr34 e Yr36 en trigo (Krattinger y col., 2009; Fu y col., 2009) y los genes pi21 y Pbl en arroz
(Fukuoka y col., 2009; Hayashi y col., 2010).

1.6.2. Genética de laresistencia a Maghaporthe oryzae en arroz

Sasaki (1923) comenzd a estudiar por primera vez la interacciéon entre genes de
resistencia y M. oryzae en 1917, sélo unos afios después de que se hubiese demostrado

43



INTRODUCCION

que la resistencia a enfermedades en plantas estaba controlada genéticamente. Observo
como variedades resistentes a una raza del hongo eran susceptibles a otra. Le siguieron un
nuimero considerable de ensayos, siendo los realizados hasta 1959 recopilados por
Takahashi para el simposio sobre piriculariosis de 1963 (Takahashi, 1965). Hasta la década
de los 60 no se tenia suficiente conocimiento acerca de la especificidad patogénica del
hongo, lo que dificultaba el estudio de su interaccion con la planta huésped. Sélo después
de que Goto (1965) estableciera un sistema diferencial para las razas de M. oryzae en
Japon, se pudieron realizar estudios mas sistematicos. En la mayoria de casos, la
interaccion arroz/M. oryzae sigue el modelo gen-a-gen y a los genes R frente a M. oryzae
se les denomina Pi (por el nombre de la forma asexual del hongo: Pyricularia oryzae). Con
la secuenciacion del genoma del arroz y de M. oryzae, la piriculariosis se ha convertido en
enfermedad modelo para estudiar las interacciones planta-patdgeno en monocotiledéneas
(Valent 1990; Veneault-Fourrey y Talbot, 2005; Ebbole, 2007; Faivre-Rampant y col., 2008).

1.6.2.1. Genes de resistencia a Magnaporthe oryzae

Atkins y Johnston (1965) identificaron los dos primeros genes de resistencia a M.
oryzae en arroz y los llamaron Pil y Pi6(t). A partir de entonces, se han realizado
abundantes estudios de resistencia especifica en numerosas variedades (algunas de las
cuales poseen tres 0 mas genes de resistencia), y utilizado diferentes aislados del patégeno
para describir nuevos genes de resistencia. La revisién de Koide y col. en 2009 recopila la
informacién de 96 genes de resistencia completa a M. oryzae en arroz, aunque tres de ellos
provienen de las especies O. minuta (Liu y col., 2002), O. australiensis (Jeung y col., 2007),
y O. rufipogon (Ballini y col., 2007). Los genes de resistencia estan descritos en bases de
datos como Gramene (http://www.gramene.org) y OryGenesDB (http://orygenesdb.cirad.fr/).

Pese a existir unas claras pautas de nomenclatura establecidas (Kinoshita y col.,
1994), algunos genes se han nombrado sin seguirlas, con lo que se han producido casos de
genes homénimos (como ocurre con los genes Pi21(t) y pi21, o con dos genes distintos
denominados Pil2), y sinbnimos (como, por ejemplo, Pi2/Piz o Pid3/Pi25(t)). Por otra parte,
algunos de los genes recopilados podrian ser en realidad alelos de un mismo gen, que
confieran resistencia especifica a diferentes linajes del patégeno. Esto es importante para
los mejoradores, pues no se pueden incorporar dos alelos de un mismo locus en una
variedad, pero si dos genes distintos. Hasta el momento se han realizado pocos tests de
alelismo, puesto que es dificil distinguir entre alelismo y genes estrechamente ligados, lo
cual, como se ha comentado, es frecuente en el caso de los genes R (Notteghem y col.,
1994; Sallaud y col., 2003; Deng y col., 2006; Yang y col., 2009).

Se ha logrado localizar a muchos de estos genes de resistencia en el genoma del
arroz. Aunque hay genes Pi distribuidos por todo él, la mayoria se encuentran en
determinadas regiones, particularmente en tres cromosomas: al menos doce genes R se
encuentran en el cromosoma 6, cerca del centromero (Pi2, Piz/Piz-t/Piz-5, Pi8, Pi9, Pil3,
Pi25(t), Pi26(t), Pi27(t), Pid2, Pigm(t), Pi40(t) y Pi50); nueve se localizan en el brazo largo
del cromosoma 11 (Pil, Pi7(t), Pil8(t), Pif, Pi34, Pi38, Pi44(t), PBR y Pilm2); y diecisiete
alrededor del centrémero del cromosoma 12 (Pita, Pita-2, Pitg6, Pi6(t), Pil2, pil2, Pil9(t),
Pi20(t), Pi21(t), Pi24(t), Pi31(t), Pi32(t), Pi39(t), Pi62(t), Pil57, IPi(t) y IPi3(t)). Tanto estos
tres clusters como otros genes Pi, estdn estrechamente asociados a agrupaciones de
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secuencias homologas a los genes NBS-LRR (Monosi y col., 2004; Ballini y col., 2008;
Koide y col., 2009). Por lo tanto, esta distribucion no aleatoria de genes Pi parece deberse,
en parte, a la particular distribucion de los genes NBS-LRR en el genoma.

La Tabla 10 muestra los 17 genes Pi clonados hasta el momento. En algunos de
estos loci se han podido identificar varios alelos; es el caso de Piz (Piz, Piz-5y Piz-t). Todos
los genes de resistencia clonados, salvo pi2l y Pid2, pertenecen al tipo CC-NBS-LRR. A
continuacién se hace una breve descripcion de los datos mas relevantes de estos genes.

El gen Pib en el cromosoma 2 fue el primer gen de resistencia a M. oryzae en ser
clonado (Wang y col., 1999). Es miembro de una pequefia familia de genes que codifican
una proteina NBS-LRR citoplasmatica sin dominio transmembrana. Su expresion esta
regulada por sefiales medioambientales como temperatura, luz, agua, y por JA, SA, etileno
y probenazol.

Pita, en el cromosoma 12, confiere resistencia a un amplio espectro de linajes de
M. oryzae, y se ha identificado en 89 entradas de germoplasma en todo el mundo (Bryan y
col,, 2000). Requiere del gen Ptr, al que esta ligado, para ejercer su funcién de
reconocimiento y transduccién de sefiales (Jia y Martin, 2008). S6lo un aminodcido difiere
entre las proteinas codificadas por los alelos susceptible y resistente de Pita.

Tanto Pi9 como el par alélico Pi2/Piz-t se localizan en un cluster de genes R en el
cromosoma 6 (Liu y col., 2002). Ambos genes confieren resistencia de amplio espectro y se
expresan constitutivamente. Pi9 procede de una introgresién de la especie silvestre Oryza
minuta (Sitch y col. 1989; Amante-Bordeos y col. 1992), lo que puede explicar que su
efectividad sea duradera, puesto que ha estado expuesto a la presiéon de la seleccion
natural durante mucho tiempo (Liu y col. 2002). Respecto a los alelos Pi2 y Piz-t, sélo les
distinguen ocho diferencias en la secuencia de aminoacidos, y su especificidad (Zhou y col.,
2006).

En el cromosoma 11 se han identificado seis genes R en un cluster que se conoce
como locus Pik: se trata de los genes Pik, Pil, Pik-m, Pik-h, Pik-p, y Pik-s (Hayashi y col.
2006; Liy col. 2007a; Xu y col., 2008; Wang y col., 2009a), muchos de los cuales confieren
resistencia de amplio espectro duradera. Varios de estos genes (Pik-m, Pik-p, Pik y Pil)
requieren, en realidad, de la expresion de dos genes adyacentes para que haya resistencia
completa; todos ellos tienen la estructura basica de los genes NBS-LRR (Ashikawa y col.,
2008; Yuany col., 2011; Zhai y col., 2011; Hua y col., 2012).

Hay otros casos similares: el gen Pia, en otra region del cromosoma 11, también
con dos genes adyacentes, orientados en direccion opuesta, que se expresan
constitutivamente, y que codifican proteinas NBS-LRR diferentes (Okuyama y col., 2011); y
Pi5(t), en el cromosoma 9 , cuya funcién completa es conferida por los genes adyacentes
Pi5-1y Pi5-2, en una regién de 130 kb, el primero inducido por el patégeno, mientras que el
segundo se expresa constitutivamente (Lee y col.,, 2009). Este hecho se ha detectado
también en tomate, donde la funcion del gen de resistencia completa Pto requiere de la
presencia de un producto de otro gen, Prf. Lee y col. (2009) proponen que la necesidad de
dos genes podria explicarse por el “modelo de guardia”, de modo que uno de los genes
codificaria una molécula diana del efector, y el otro la proteina R que detecta la alteracion
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de la molécula diana y desencadena la respuesta de defensa. Okuyama y col. (2011)
sugieren que la participacion de més de un gen en la resistencia completa podria ser mas
frecuente de lo detectado hasta el momento, ya que el método convencional de clonacion
s6lo detectaria el locus polimérfico, y no la posible existencia de un segundo locus
monomorfico necesario para la respuesta de defensa.

Pid2, en el cromosoma 6, se expresa constitutivamente. La proteina Pid2 contiene
un dominio de union R-lectina que no se ha encontrado hasta el momento en ningdn otro
gen R. Como en Pita, s6lo la sustituciéon de un aminoacido distingue los alelos resistente y
susceptible; lo mismo ocurre en Pi36 (cromosoma 8). Es posible que esta sustitucion se
haya producido en la region activa de la proteina y afecte a la interaccion con otras
moléculas (Hanzawa y col. 2005).

El gen de resistencia en panicula Pbl, en el cromosoma 11, confiere resistencia
sélo en estado adulto (Fuji y col., 2000). Esta resistencia es parcial para hoja y panicula, y
de amplio espectro. Pbl codifica una proteina CC-NBS-LRR atipica, especialmente en el
dominio NBS. Sorprendentemente, parece carecer del dominio “P-loop”, que se considera
esencial para la unién a nucleétidos e indispensable para la funciéon de una proteina NBS-
LRR (Tameling y col., 2002; Tornero y col., 2002). Esta estructura atipica de la proteina
sugiere un mecanismo diferente de activacién de la respuesta inmunoldgica, y podria ser
una de las claves para la durabilidad de la resistencia exhibida por las variedades
portadoras de este gen.

Pit, en el cromosoma 1, también confiere resistencia de amplio espectro. El alelo
resistente tiene al retrotranposén Renovator funcionando como promotor del gen Pit.
Parece ser que la insercion de un promotor delante de la secuencia de RGA (analogo a gen
de resistencia) es un mecanismo frecuente de creacién de nuevos genes R (Hayashi y
Yoshida, 2009), como también se ha sugerido para Pb1l.

Otro gen que confiere resistencia de amplio espectro es pi21, aunque su expresion
depende de factores de estrés. Se identificd originariamente como un QTL en el
cromosoma 4 (Fukuoka y Okuno, 2001). A diferencia de los otros genes Pi conocidos, es el
alelo recesivo el que confiere la resistencia; y no pertenece a ninguna de las clases de
genes R descritas hasta el momento. El alelo susceptible parece ralentizar la respuesta de
defensa, mientras que, en las plantas con el alelo resistente, se ha producido una delecién
que inhibe esta ralentizacion.

El resto de genes clonados (Pi37, Pish y Pid3/Pi2) son de expresién constitutiva.

1.6.2.2 Durabilidad de la resistencia a Magnaporthe oryzae

A pesar de la relativamente larga historia de los estudios acerca de la genética de
la resistencia a M. oryzae, hay pocas variedades con resistencia duradera (Ou, 1985). La
estrategia utilizada hasta ahora era la acumulacion de genes Pi, pero la norma general es
que la resistencia de una variedad es superada (también se dice que se rompe) a los pocos
afos de que ésta empiece a cultivarse (Ezuka, 1972; Jeanguyot, 1983; Ou, 1985; Bonman y
col., 1986; Yaegashi, 1994). Ou concluyé en 1985 que “algunas variedades muestran una
pérdida de la resistencia después de unos pocos afios y otras resultan ser susceptibles en
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otras &reas geogréficas. El problema se produce por la variabilidad en la patogenicidad del
hongo, un factor que en el pasado ha sido subestimado.” Aunque el problema también se
puede achacar al limitado conocimiento que se tiene de los mecanismos de resistencia
(Ballini y col., 2008).

La superacion de la resistencia es debida a que la resistencia completa somete al
patégeno a una fuerte presiéon de seleccién para sobrevivir. Cualquiera de sus genes, ya
existente o modificado por mutacién, que sea capaz de superar esa barrera se vera
claramente favorecido por la seleccion natural, mas aun en las condiciones de grandes
monocultivos de la agricultura moderna. La probabilidad de que ocurra alguna mutacién en
la poblacién del hongo que consiga romper la resistencia es relativamente alta, debido al
corto ciclo reproductivo del patégeno y a las numerosas esporas producidas (McDonald y
Linde, 2002).

Puesto que la existencia de resistencia completa no ha resultado efectiva para
obtener resistencia duradera, se han utilizado estrategias tales como la piramidacion de
varios genes Pi en una misma variedad (Zeigler y col., 1994), la utilizacion de multilineas
(Abe, 2004) o la mezcla de variedades (Zhu y col., 2000; 2005; Leung, 2003; Castilla y col.,
2003). Sin embargo, en los Ultimos tiempos se ha observado que las variedades que si
muestran resistencia duradera como la variedad japonica Moroberekan, poseen un conjunto
de genes de resistencia a Magnaporthe, siendo algunos de resistencia parcial y otros de
resistencia completa (Bonman y Mackill, 1988; Wang y col., 1994). Moroberekan ha sido
cultivada durante muchos afios en amplias zonas del oeste de Africa, regién endémica de
M. oryzae, sin sufrir pérdidas por la enfermedad. Otras variedades con resistencia de
amplio espectro y duradera, y dotadas de una combinacién de genes de resistencia
completa y parcial son las indica Oryzica Llanos 5 y Sanhuangzhan 2 (SHZ-2). (Zhu y col.,
1996, 2003; Liu y col., 2009; Lopez-Gerena. 2006; Manosalva y col., 2009). Por ello, en la
actualidad se considera que la introduccion de resistencia parcial, sola o con algin gen R,
es la mejor estrategia para alcanzar una resistencia duradera de amplio espectro ( Bonman
y col., 1992; Hirano 1994; Song y Goodman, 2001; Miyamoto y col. 2001; Lindhout, 2002;
Parlevliet, 2002; Zenbayashi y col. 2002); pues si el cultivo exhibe resistencia parcial, el
patdégeno no sufre una presion selectiva tan intensa, y no evoluciona tan rapidamente
(aparicion de nuevos aislados, o predominio de los mas virulentos), lo que hace que la
resistencia sea mas duradera (Parlevliet, 1995; Boyd, 2006).

1.6.2.3. Resistencia parcial a Magnaporthe oryzae

Desde los afios 70 se han realizado estudios genéticos sobre la resistencia parcial
con diversas variedades de arroz (Higashi y Kushibuchi 1978; Higashi y Saito 1985; Lin,
1986; Wang y col. 1994; Ahn y col. 2000; Zhou y col. 2004; Wu y col. 2005; Li y col. 2007b,
2008a). La mayoria de ellos mostraron que se trata de un caracter complejo, y controlado
por multiples genes con efectos aditivos (Ezuka, 1979; He y col., 1989; Wang y col., 1989;
Roumen, 1993), y por interacciones entre ellos y con el medio ambiente (Bonman, 1992).
Los caracteres poligénicos como éste estan determinados por los llamados QTLs, que se
analizaran con detenimiento en el apartado 1.7. Liu y col. (2011) demostraron que la
acumulacién de QTLs de efectos moderados sobre la resistencia a M. oryzae puede reducir
significativamente la susceptibilidad de la planta. La naturaleza poligénica de la resistencia
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parcial también contribuye a su mayor durabilidad, pues una raza del patégeno podria
necesitar mutar varios genes para poder superarla.

Wang y col. (1994) realizaron el primer analisis de QTLs de resistencia a M. oryzae
en la variedad Moroberekan. Desde entonces se han publicado muchos estudios de QTLs
de resistencia a la enfermedad, y en una revision bibliogréafica reciente, Ballini y col. (2008)
han encontrado alrededor de 350 QTLs de resistencia a M. oryzae; este nimero es tan
elevado porque se recopilan 19 estudios, de distintas poblaciones procedentes de 28
parentales diferentes, y probados frente a diversos aislados o poblaciones de patégeno.
Esta informacién, probablemente redundante, fue utilizada para efectuar un meta-anélisis,
gue estima la probabilidad de que algunos QTLs correspondan de facto a un solo QTL
(Goffinet y Gerber, 2000). Esta técnica, que ya habia dado resultados satisfactorios en otros
cultivos y caracteres (Chardon y col., 2004; Rong y col., 2007; Hanocq y col., 2007), se
redujo el nimero a 165 MetaQTLs, de los que sélo un 10% son “robustos”, es decir, habian
sido detectados en 4 0 mas estudios. Aunque estos autores encontraron que buena parte
de los QTLs detectaban resistencia parcial, algunos otros corresponden a genes de
resistencia completa, ya que la técnica de mapeo de QTLs también sirve para detectar
genes mayores (Sallaud y col., 2003).

Es de suma importancia que la resistencia sea de amplio espectro, pues las
poblaciones del patégeno se componen de una mezcla de diversos linajes. Es una asuncion
frecuente, aunque no se haya demostrado, que la resistencia completa es especifica,
mientras que la resistencia parcial es de amplio espectro. Sin embargo, algunos genes de
resistencia completa (Pil, Pi3, Pi2/Piz-t, Pi5(t), Pi9, Pi33, Pibl y Pigm), confieren resistencia
frente a un amplio espectro de aislados (Jeon y col., 2003; Berruyer y col., 2003; Deng y
col., 2006; Mew y col., 1994; Qu y col.,, 2006, Zhou y col., 2006). Mientras que hay
numerosos estudios que demuestran que la resistencia parcial puede ser especifica: de los
doce genes Pi de resistencia parcial (Tabla 11), todos, salvo pi21, han sido descritos como
especificos (Bonman y col., 1989b; Roumen, 1992b; Fuji y col., 1995; Fukuoka y Okuno,
1997; Zenbayashi y col., 2002; Talukder y col., 2004; Lopez-Gerena, 2006). Igualmente,
Ballini y col. (2008) hallaron que los MetaQTLs de resistencia no tenian un espectro de
resistencia particularmente amplio.

Tabla 11. Genes R de resistencia parcial cartografiados.

Nombre del gen Cromosoma Variedad donante Referencia

Pif 11 St No.1 Yunoki y col. 1970
Pise 11 Sensho Goto 1970

Pikurl 4 Kuroka Shinoda y col. 1971
Pikur2 11 Kuroka Goto 1988

Pb1 11 Modan Fuji y col. 1995

pi21 4 Owarihatamochi Fukuoka y Okuno 1997
Pi21 12 Suweon 365 Ahny col. 1997

Pi22(t) 6 Suweon 365 Ahny col. 1997

Pi23(t) 5 Suweon 365 Ahny col. 1997

Pi34 11 Chubu 32 Zenbayashi - Sawata y col. 2007
Pi35 (t) 1 Hokkai 188 Nguyen y col. 2006
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Como se indico en el apartado 1.6.1.3, no parece existir un mecanismo de defensa
Unico subyacente a la resistencia parcial. El caso concreto de los QTLs del sistema
M.oryzae/arroz tampoco aporta respuestas concluyentes. La hipétesis de que los QTLs son
genes R superados no se ve respaldada por los dos genes clonados que confieren
resistencia parcial a M. oryzae, pues no se asemejan a ninguna clase de genes conocidos:
como se ha descrito anteriormente, pi21 es no-especifico, recesivo y no es un clasico RGA,
ni un clasico gen de defensa; y Pbl, a pesar de ser un gen del tipo CC-NBS-LRR, tiene una
secuencia diferente a los demas genes de esta familia.

Por el contrario, si hay mas evidencias de que estos QTLs pueden corresponder a
genes de defensa: Wisser y col. (2005) y Vergne y col. (2008) encontraron QTLs de
resistencia que co-localizan con genes de defensa y con genes PR, respectivamente.
Algunas de estas co-localizaciones son: con dos genes de la familia WRKY (WRKY13 y
WRKY45), involucrados en diferentes rutas de sefializacion (Qiu y col., 2009; Tao y col.,
2009). También con GH3-1, GH3-2 y GH3-8, que actian como QTLs de resistencia de
amplio espectro a M. oryzae, y los dos Ultimos también a X. oryzae (Fu y col., 2011; Ding y
col., 2008); la familia de genes GH3 regula mecanismos de defensa basal, desactivando al
acido indol-acético (IAA), que induce el debilitamiento de la pared celular. Y con el gen
OsMPK5, que como otras MAPK ejerce un papel importante en los mecanismos de
transduccion de sefiales; su silenciamiento aumenta la expresion de genes PR (Xiong y
Yang, 2003). También se lograron seleccionar lineas con resistencia parcial a M. oryzae
mediante marcadores derivados de genes de defensa (Liu y col., 2004a).

1.6.3. Variedades diferenciales

La caracterizacion de los linajes de M. oryzae presentes en una zona determinada
de cultivo de arroz es muy importante para fijar las estrategias de lucha més efectivas. Las
dos formas més frecuentes para llevarla a cabo son el analisis genético de tipo
“fingerprinting” (un sistema preciso, pero que requiere instalaciones y personal cualificado
no siempre asequibles), y la utilizacion de una coleccién de variedades diferenciales (VDs)
que es una alternativa mas econdmica. Cada VD es una NIL (linea quasi-isogénica),
monogénica, con un gen R diferente. Segun el modelo gen-a-gen, cuando se produce una
infeccion por M. oryzae en una serie de variedades de las cuales se conoce el gen de
resistencia que porta, se puede distinguir el linaje del patégeno basandose en el patron de
reaccién en el conjunto de las variedades. La utilizacion de colecciones de lineas
monogénicas ha facilitado la caracterizacion y diferenciacion de razas de M. oryzae en las
diferentes zonas arroceras.

En primer lugar, cientificos japoneses y estadounidenses que intentaban
estandarizar la clasificacion del patégeno, generaron ocho lineas diferenciales (Atkins y col.,
1967) con las que tedricamente se podian describir 256 posibles patotipos (Ling y Ou,
1969). No obstante, esta coleccion no conseguia caracterizar adecuadamente la diversidad
del patdgeno en algunas zonas del mundo (Bonman y col.,, 1986). Otras colecciones
posteriores (Yamada y col., 1976; Kiyosawa, 1984) tampoco funcionaron en paises distintos
a Japon (Bonman y col., 1986), porque algunas de las VDs poseian otros genes de
resistencia adicionales aparte del esperado. En los afios 80 se desarrollaron nuevas
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colecciones cuya aplicacion resultd limitada debido al reducido nimero de genes presentes;
fue el caso de las combinaciones de genes Pil, Pi3, Piz-5(t) y Pita/Pi4 (Mackill y Bonman,
1992), o los genes Pita, Pita-2, Pib, Pik, Pik-m y Pik-p (Ling y col., 1995).

Los intentos posteriores han sido mas exitosos: como fruto de la colaboracion
entre el IRRI y varios institutos de investigacion en Japdn, se obtuvieron lo que se considera
la primera coleccion internacional estandar de VDs, que esta compuesta por 31 lineas
monogénicas con 24 genes de resistencia (Pia, Pib, Pii, Pik, Pik-h, Pik-m, Pik-p, Pik-s, Pish,
Pit, Pita, Pita-2, Piz, Piz-5 (= Pi2), Piz-t, Pil, Pi3, Pi5(t), Pi7, Pi9, Pill(t), Pil2(t), Pil9(t), y
Pi20(t)), procedentes de 25 variedades donantes en la variedad japonica susceptible
Lijiangxintuanheigu (LTH) (Tsunematsu y col., 2000; Fukuta y col., 2004; Kobayashi y col.,
2007 b; Telebanco-Yanoria y col., 2008). Estas lineas monogénicas se denominan lineas
IRBL, y se identifican por el gen de resistencia y la abreviatura de la variedad donante. Por
ejemplo, IRBLa-A es la linea con el gen de resistencia Pia procedente de la variedad Aichi
Asahi. Algunas variedades donantes (Shin2, BL1, IRT13, Fukunishiki, WHD-1S-75-1-127,
Moroberekan, Aichi Asashi, K3, Caloro, K1, Zhaiyequing, Yashiromochi, Pi No.4, Reiho y
Fujisaka5) poseen varios genes de resistencia conocidos. Las lineas IRBL se estan
utilizando en mas de 30 paises para identificar linajes del patégeno (Ebron y col., 2004;
Telebanco-Yanoria y col., 2008; Takehisha y col., 2009; Koide y col., 2011a; Odjo y col.,
2011), y también como fuentes de genes de resistencia en programas de mejora
(Telebanco-Yanoria y col., 2010). Ademas, estas lineas han servido para cartografiar con
mayor precisién algunos genes R, como Pia y Pi19(t) (Koide y col., 2010; 2011a). También
en Espafia se ha utilizado este conjunto de lineas para analizar la poblacién de M. oryzae
presente en distintas regiones arroceras, incluyendo al Departamento del Arroz del IVIA en
el Parque Natural de la Albufera.

Las lineas IRBL tienen los genes de resistencia fijados, pero los caracteres
agrondémicos no son uniformes entre lineas (Fukuta y col., 2004; 2009). Esto puede deberse
a la introgresion de grandes segmentos cromosomicos de las variedades donantes, ya que
estas lineas se obtuvieron después de pocos ciclos de retrocruzamientos. De hecho, Fukuta
y col. (2004; 2009) han determinado que estas lineas monogénicas poseen, de media, sélo
el 77% del genoma del parental recurrente, LTH. Aparte de esto, se ha propuesto un nuevo
sistema para clasificar los linajes de M. oryzae utilizando las lineas IRBL (Hayashi y Fukuta,
2009).

Se han desarrollado nuevas colecciones de NILs que pretenden mejorar la
empleabilidad de las lineas IRBL, en tres fondos genéticos diferentes: de nuevo en LTH,
con menor numero de genes Pi (14), pero genética y morfolégicamente méas uniformes que
las lineas IRBL; en la variedad indica CO39, también con 13 genes en 20 NILs; y en US-2,
una linea susceptible desarrollada recientemente, en la que no se ha detectado ningin gen
de resistencia, y que procede del cruzamiento entre variedades susceptibles del tipo indica
y japonica; estos Ultimos genotipos pueden cultivarse tanto en ambientes tropicales como
templados (Fukuta y col., 2004; Telebanco-Yanoria y col, 2010; Kobayashi y col., 2007 b).
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1.7. Estudio de los caracteres cuantitativos

1.7.1. La mejoray la genética cuantitativa

En la agricultura moderna hay una continua demanda de nuevas variedades
vegetales con mayor produccion, calidad adecuada, caracteristicas agrondmicas mas
deseables, mejor adaptadas a las condiciones de cultivo locales, que abaraten y
simplifiquen las préacticas agricolas, o que se vean menos afectadas por factores bitticos o
abidticos limitantes. Para ello se llevan desarrollando y perfeccionando desde hace muchos
afios estrategias de mejora de variedades. Los métodos tradicionales combinan ciclos de
cruzamiento y seleccion, con el objetivo de reunir en un solo genotipo las mejores
caracteristicas de los parentales o bien de introducir determinados genes en un fondo
genético diferente. Se denomina caracter a una caracteristica fenotipica heredable, es
decir, determinada genéticamente. Hay caracteres que muestran valores fenotipicos
discretos por estar controlados por uno o pocos genes de gran efecto; son los llamados
caracteres cualitativos, y su modo de herencia es generalmente mendeliano. Por el
contrario, los caracteres cuantitativos muestran una distribucién de valores fenotipicos
continua; estos caracteres son el resultado de 1) el efecto de varios genes segregando,
aportando cada uno un efecto pequefio, 2) la interaccién entre estos genes, llamada
epistasia, y 3) los efectos ambientales directos, o su interaccién con el genotipo. El modo de
herencia de los caracteres cuantitativos es, por lo tanto, complejo y no hay una clara
relacién entre genotipo y fenotipo. La mayor parte de caracteres agronémicos de
importancia en plantas y animales son caracteres cuantitativos; en el caso de cultivos
podemos mencionar: la altura, el rendimiento, el peso de los frutos, la duracién del ciclo
reproductivo, el contenido en nutrientes, la tolerancia a estreses abiéticos, etc..., y también,
como ya se ha mencionado, algunas resistencias a patégenos, como M. oryzae.

El método genealdgico (también llamado de pedigri) es el més generalizado en los
programas de mejora de arroz y el que mejores resultados ha dado, aunque también se
utilizan la seleccion masal y la seleccion recurrente. EI método genealdgico parte de un
cruzamiento entre variedades o lineas puras (hibridacion). Para ello se deben castrar las
flores del progenitor femenino y polinizar con el polen del progenitor masculino. La
autofecundacion de la primera generacion, F1, da lugar a una poblaciéon de plantas F2 en
las que segregan los caracteres en que difieren los parentales y, a veces, en algunos en
que los parentales no muestran diferencias. De esta generacion se seleccionan las plantas
gue mas se ajusten a determinados criterios establecidos para alcanzar los objetivos de
mejora. La autofecundacion de las plantas F2 seleccionadas da lugar a lineas F3. Los ciclos
de autofecundacion y seleccion de lineas y plantas continan de generacion en generacion,
aumentando la proporcion de alelos favorables y el grado de homocigosis. Cuando se ha
obtenido la suficiente homocigosis, en las plantas con las caracteristicas buscadas se
comprueba la homogeneidad, la estabilidad y el valor agrondmico de la linea, y se procede
a su registro como nueva variedad y a su comercializacion.

Si los métodos de mejora tradicionales han generado abundantes y valiosas
obtenciones, tienen la limitacion de que hacen falta muchas generaciones de seleccion para
obtener lineas con los caracteres de interés suficientemente fijados como para cumplir los
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requisitos de homogeneidad exigidos por el Registro Oficial de Variedades (en el caso de
Espafia, se requieren, al menos, de 10 a 12 afios), lo cual entrafia un gran coste de tiempo,
espacio y recursos. La principal causa de que se tarden tantas generaciones en fijar los
caracteres es que el fenotipo no da una medida directa del genotipo de cada individuo, por
lo que una seleccién basada en caracteres observados no asegura que éstos se hereden, o
gue se mantengan al cambiar de ambiente, especialmente en el caso de los caracteres
cuantitativos. De hecho, es posible que una planta tenga los alelos de interés y no los
exprese en una generacion determinada y, por tanto, no sea seleccionada. Pero, si se
pueden identificar los genes que controlan un caracter determinado, es posible realizar una
seleccion mas eficiente que cuando se atiende Unicamente al fenotipo, con lo que el
caracter puede ser fijado méas réapidamente. El andlisis de QTLs para identificar y
caracterizar aquellos que estan implicados en el control genético de los caracteres
cuantitativos se convierte asi en una herramienta esencial en el andlisis genético y, por lo
tanto, para la mejora.

Los primeros intentos de estudiar los caracteres cuantitativos partieron de Galton
(1889), quien, junto con Pearson, desarroll6 muchas de las herramientas estadisticas
béasicas de la genética cuantitativa, tales como los andlisis de regresién y de correlacién.
Cuando en 1900 se redescubrieron los trabajos de Mendel sobre la herencia de caracteres
cualitativos, éstos parecian inadecuados para explicar la herencia de los caracteres
cuantitativos; hasta que Nilsson-Ehle (1909) y, paralelamente, East (1910), basandose en
sus propios experimentos y en ensayos de Johannsen (1909), propusieron que la variacion
continua del fenotipo era consecuencia de la combinacién de multiples genes segregando y
de la variacion ambiental. Finalmente, Fisher demostré que la variacién continua de los
caracteres cuantitativos era compatible con las leyes de Mendel (Fisher, 1918). Hasta los
afios 80, los caracteres cuantitativos se estudiaron mediante técnicas estadisticas basadas
en medias, varianzas y covarianzas, tratando de estimar el nimero de genes implicados y
la magnitud y direccion de sus efectos conjuntos. Actualmente, gracias al desarrollo de
numerosos marcadores genéticos, el analisis de caracteres cuantitativo se realiza mediante
la identificacion de los QTLs implicados y la estimacion de sus efectos.

A continuacion se repasan sucintamente algunos conceptos y parametros
estadisticos fundamentales de la genética cuantitativa. Una de las ideas fundamentales de
la genética cuantitativa es que el valor fenotipico (P) de un individuo es la resultante de la
accion combinada de su genotipo (G) y del ambiente (E):

P=G+E

El valor genotipico puede estimarse como la media de los valores de los individuos
con el mismo genotipo en diferentes ambientes, mientras que el valor ambiental se estima
como la diferencia entre el valor fenotipico del individuo y el valor genotipico estimado. Pero
la accion ambiental no es idéntica para todos los genes, por lo que también se debe de
tener en cuenta la interaccién entre genotipo y ambiente (GXxE).

Por otro lado, el valor genotipico se puede descomponer en:

o un valor aditivo (A), debido al efecto medio de los alelos en cada locus implicado,
o un valor dominante (D), debido a la interaccion entre alelos de un mismo locus, y
o un valor epistético (1), debido a la interaccion entre alelos de loci distintos.
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G=A+D+1
Recopilando todo:

P=(A+D+D+E+GXE

Correlacién entre caracteres

Muchos caracteres importantes estan correlacionados positiva 0 negativamente.
La correlacion esta causada basicamente por la pleiotropia, que es el fendémeno por el cual
un mismo gen (o genes) es responsable de efectos fenotipicos distintos y no directamente
relacionados. También puede deberse al ligamiento de genes que afectan a caracteres
diferentes, o por estar relacionados metabdlica o estructuralmente los productos que
codifican los genes. Conocer estas correlaciones es importante para el mejorador, ya que
pueden afectar a la seleccion de mas de un caracter simultdneamente: en ocasiones
arrastrando caracteres indeseados, en otras facilitando la incorporacién de combinaciones
favorables. Por otro lado, la correlacion entre caracteres se puede aprovechar para
seleccionar indirectamente caracteres dificiles de evaluar o que no pueden ser evaluados
en el momento deseado.

Varianza

Para expresar la variacion que existe en la poblacion se utiliza la varianza, que es
una medida que cuantifica la dispersién de la distribucion de un caracter entorno a su
media. Si en una poblacién de n individuos, y es la media de la poblacién en un caracter y x;
es el valor del caracter del individuo i, la varianza es:

Y (x; —w?

n

Var =

Una varianza pequefa indica que la mayoria de valores son cercanos a la media vy,
por tanto, que la media es un buen predictor del valor del caricter de un individuo elegido al
azar. Una de las propiedades mas importantes de la varianza es que, si dos variables x e y
son independientes, la varianza de la suma es igual a la suma de las varianzas. Por ello:

Var(x +y) =Var(x) + Var(y)
La varianza fenotipica puede expresarse de la siguiente forma:
Var(P) = Var(A) + Var(D) + Var(l) + Var(E) + Var(G X E) + 2Cov(G, E)
donde Cov es la covarianza, una medida de la asociacion de dos caracteres:

20— w) (Vi — iy)
n

Cov(x,y) =

La varianza ambiental se puede estimar a partir de los datos de un testigo
homocigoto (en el que no existe varianza genotipica y toda la varianza fenotipica observada
es ambiental). Tener una estimacion de la aportacion relativa de las varianzas genética y
ambiental a la variacion total de un caracter es interesante para evaluar la eficacia de la
seleccion fenotipica. El analisis de la varianza (ANOVA) es un conjunto de modelos que
permiten establecer los diferentes componentes de la varianza atribuibles a diferentes
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fuentes de variacion. Ademas, con el ANOVA se puede determinar si las medias de un
caracter evaluado en dos o mas grupos son iguales.

Heredabilidad

La heredabilidad se puede definir como la proporcién de variacién en un caracter
determinado atribuible a factores genéticos en lugar de a factores ambientales. Existen dos
modos de expresar la heredabilidad: la heredabilidad en sentido amplio (H?) es la
proporcion de varianza fenotipica debida al conjunto de efectos genéticos, mientras que la
heredabilidad en sentido estricto (h2) es la proporcion de la varianza fenotipica debida
Unicamente a la aditividad (Allard, 1960; Kearsey y Pooni, 1996):

_Var(G)
" Var(P)

2

_ Var(4)
" Var(P)

2

Una h? cercana a 1 indica gue la mayoria de la variacién observada se debe a los
efectos de los diferentes alelos; pero una h? pequefia no implica que el genotipo no tenga
un efecto importante, pues pueden existir componentes no aditivos (dominancia y epistasia)
contribuyendo a la variacién total. La funcién mas importante que tiene la heredabilidad en
la mejora vegetal es la de prediccion del valor de un carécter en la siguiente generacion. La
h? es mas interesante que la H para los programas de mejora en que se buscan lineas
puras, como ocurre en arroz, pues cualquier efecto dominante (incluido en la estimacién de
la H%) desaparece al alcanzar la homocigosis en las lineas puras.

La heredabilidad no es un valor intrinseco de un determinado caracter, puesto que
depende del conjunto de genes concretos presentes en una poblacion dada y de las
condiciones ambientales que afectan a dicha poblacién, y, ademés, va variando a medida
gue avanza la seleccidn; no obstante, hay caracteres que suelen tener heredabilidades mas
altas que otros: los caracteres controlados por pocos genes tienden a tener heredabilidades
mayores que los caracteres complejos. Por el contrario, los caracteres relacionados con la
aptitud bioldgica (como viabilidad, fertilidad, etc.) tienen generalmente h” menores que los
caracteres morfoldgicos (Walsh, 2001).

1.7.2. El estudio de QTLs

Cada uno de los loci que afectan a un caracter cuantitativo se llama QTL (del
inglés: Quantitative Trait Locus). Un QTL puede ser un solo gen o un grupo de genes
ligados que afectan a un determinado caracter. En la mayoria de los caracteres, gran parte
de la variacién genética es explicada por unos pocos QTLs con efectos grandes, mientras
que la restante es explicada por QTLs de efectos pequefios, algunos de los cuales podrian
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actuar como modificadores (Robertson, 1967; Kearsey y Farquhar, 1998; Brem y Kruglyak,
2005). El andlisis de QTLs tiene varias aplicaciones, siendo la principal que permite
profundizar en el conocimiento de caracteres complejos y sus relaciones. Aparte de ello, la
localizacién de los QTLs en el genoma permite la identificacion y clonacion de los genes
subyacentes que regulan los caracteres cuantitativos. Por otra parte, en un caracter
correlacionado con otro, el analisis de QTLs puede ayudar a esclarecer si dicha correlacion
se debe a efectos pleiotropicos 0 a un ligamiento entre QTLS, los cuales pueden ser
separados por recombinacién; en tal caso, seria posible mejorar ambos caracteres
simultdneamente. Otra aplicacion es la seleccién asistida por marcadores (Marker Assisted
Selection, MAS) en programas de mejora, que consiste en la introgresion del QTL deseado
mediante seleccion indirecta de marcadores ligados a dicho QTL; de este modo, los
mejoradores pueden seleccionar individuos segun el genotipo del marcador ligado al QTL
en lugar de segun el fenotipo del individuo. La MAS permite la seleccion temprana, y la
facilita en los caracteres que son genéticamente complejos o dificiles de evaluar (como
ensayos de campo complicados o que tienen que ser realizados en un momento particular o
en una localidad especifica, o incluso la resistencia a enfermedades de cuarentena).
Ademés, puede evitar la incorporacion de genes no deseados (arrastre por ligamiento), y
permite la combinaciéon de multiples genes simultaneamente (piramidacion), Finalmente, al
suprimir los efectos ambientales de los ensayos de campo, es generalmente mas efectiva
que la seleccion fenotipica cuando hay interaccién genotipo-ambiente (Liu y col. 2006).

La eficacia de la deteccién de QTLs puede verse influenciada por muchos factores
(Asins, 2002; Tanksley, 1993). Los mas importantes son las propiedades genéticas de los
QTLs (el nimero y la contribucién de cada uno de ellos a la variacién genotipica total, las
interacciones entre ellos y su distribucién en el genoma), los efectos ambientales, el tamafio
de la poblacién estudiada y el error experimental. El nimero y la importancia relativa de los
QTLs que se pueden detectar al analizar un determinado caracter cuantitativo dependen de
muchos factores y, después de los numerosos estudios de QTLs que se han llevado a cabo
en las dltimas décadas, se puede concluir que no existe una pauta general. Aunque autores
como Mackay (2009) estiman que un caracter cuantitativo puede estar afectado por cientos
de genes con efectos pequefios, Kearsey y Farquhar (1998) observaron que el nimero de
QTLs identificados para un determinado cardcter en un Udnico experimento era
generalmente menor de ocho; Hyne y Kearsey (1995), por su parte, demostraron que es
dificil detectar mas de 12 QTLs en un Unico ensayo (una poblacién y un ambiente). Esto se
debe a que los métodos de detecciéon de QTLs fijan un umbral de significacién para poder
declarar la existencia de un QTL con certeza, por lo que solo detectan aquellos con efectos
fenotipicos grandes. Es importante establecer un nivel de significacién estadistica que
asegure una baja probabilidad de falsos positivos, aunque ello suponga que se dejen de
detectar algunos QTLs de menor efecto, ya que la obtencién de falsas asociaciones puede
ser méas negativa que la no deteccion de algin QTL; sin embargo, se debe tener en cuenta
que el analisis sobreestima los QTLs con efectos grandes (Georges y col., 1995; Burns,
1997). Asimismo, dos QTLs ligados estrechamente (20 cM 0 menos) serdn tomados
generalmente como un Unico QTL (Tanksley, 1993); en consecuencia, lo que aparece como
un QTL puede ser en realidad el centro de gravedad de varios loci ligados, y lo que se esta
evaluando es el valor cuantitativo promediado del conjunto de QTLs. Por otra parte, en una
poblacién concreta s6lo se detectan aquellos QTLs para los que existe variacion entre los

parentales y polimorfismo en los marcadores asociados. Por Ultimo, es posible que el
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ambiente afecte a la expresion de alguno QTLSs; en el caso de resistencia a enfermedades,
por ejemplo, si existen diferentes espectros de virulencia segun localidades, los QTLs de
resistencia especifica s6lo se detectaran cuando estén presentes ciertos linajes.

Uno de los problemas del analisis y aplicacion de los QTLs es su estabilidad: ya
que la expresion de los QTLs depende del fondo genético y del ambiente, la capacidad de
los investigadores para detectarlos y/o manejarlos también se ve condicionada. El efecto
del fondo genético viene determinado principalmente por las posibles interacciones entre
QTLs y otros genes, que pueden tener diferentes alelos en diferentes genotipos; es mas,
hay QTLs cuyo efecto principal es la interaccidn con otros genes que determinan el caracter
(QTLs epistaticos, Carlborg y Haley, 2004) y que s6lo se detectan cuando se considera la
epistasia como parte del modelo. Numerosos estudios sugieren que las interacciones
epistaticas entre dos, tres o, incluso mas, loci pueden tener efectos importantes sobre el
fenotipo (Spickett y Thoday, 1966; Fasoulas y Allard, 1962; Allard, 1988; Lark y col., 1995;
Cockerham y Zeng, 1996; Maughan y col., 1996). Sin embargo, la epistasia no ha sido
tenida en cuenta en muchos estudios de mapeo de QTLs, a pesar de que Liu y col., (2003)
demostraron que se consiguen mejores genotipos en programas de MAS en los que se
tiene en cuenta el efecto de la epistasia. En arroz, Loan y col. (2003) hallaron 34 QTLs
epistaticos en un estudio de resistencia a 10 linajes de M. oryzae en 292 RILs procedentes
de un cruce entre una variedad indica y otra japonica. Otras interacciones epistaticas
detectadas en arroz afectan a caracteres relacionados con el rendimiento (Li, 1977; Li y
col,, 1997a, 2008b; Yu y col.,, 1997; Liao y col., 2001), otros caracteres de interés
agrondémico (Lin y col., 2000; Cao y col., 2001; Zhang y col., 2001; Mei y col., 2005; Liu y
col., 2007 a), el aspecto del grano (Kearsey y Pooni, 1996; Qin y col., 2008), la fisiologia de
la planta (Li y col., 1998), o la pérdida de vigor en cruces entre las subespecies indica y
japonica (Li y col.,, 1997b). En algunos casos, tanto en caracteres relacionados con el
rendimiento del arroz como en resistencia a M. oryzae, los QTLs epistéticos contribuyen
més a la variabilidad fenotipica que los QTLs de efecto directo sobre el caracter (Li y col.,
1997a; Liao y col., 2001; Loan y col., 2003).

Por otro lado, se han descrito numerosas interacciones genotipo-ambiente en
estudios de QTLs (Lu y col., 1996; Zhuang y col, 1997; Yan y col., 1999; Cao y col., 2001,
Liu y col.,, 2007a). La influencia del ambiente sobre la expresién de los QTLs es
especialmente importante para los mejoradores, particularmente cuando se buscan
variedades resistentes a estreses ambientales, en cuyo caso interesan QTLs que aporten
las mejores caracteristicas en unas determinadas condiciones. Por tanto, cuando se
quieren obtener variedades que den buen rendimiento en distintos ambientes, es
recomendable comprobar la estabilidad de los QTLs en diferentes poblaciones y afios antes
de incorporarlos a programas de mejora (Tanksley y Hewitt 1988; Veldboom y Lee 1996).

1.7.3. Métodos de analisis de QTLs

Para estudiar los QTLs hay que localizarlos en el genoma; este proceso se
denomina mapeo de QTLs y se ha convertido en un procedimiento estandar en el estudio
de caracteres cuantitativos (Lynch y Walsh, 1998). Consiste en el analisis estadistico de los
alelos presentes en un locus y los fenotipos a los que se asocian (McCouch y Doerge,
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1995; Mohan y col., 1997; Paterson, 1996 a, b). Sax (1923) formul6 por primera vez el
fundamento para el mapeo de QTLs: el ligamiento entre un caracter cuantitativo y un
marcador permite que se pueda seguir la herencia del locus marcador relacionado con el
caracter. Desde entonces, se ha ido desarrollando la metodologia de analisis de tal
ligamiento (Rasmusson, 1933; Thoday, 1961; Tanksley y col., 1982).

El mapeo de QTLs se realiza en tres pasos, que a continuacién se analizan con
cierto detenimiento:

1  Generacion de una poblacién segregante.

2 Caracterizacion de los individuos de la poblacion: Genotipado con marcadores
genéticos, construcciéon de un mapa de ligamiento y evaluacion fenotipica del o de
los caracteres cuantitativos.

3 Analisis de QTLs, buscando asociaciones entre los marcadores y los valores
fenotipicos.

1.7.3.1. Poblaciones segregantes

Para iniciar el estudio de caracteres cuantitativos se eligen parentales que se
diferencien en el caracter a estudiar, y que aseguren que el caracter segregara en la
descendencia, asi como la existencia de suficiente nimero de marcadores genéticos
polimérficos entre los parentales, es decir, que evidencien variaciones en la secuencia de
ADN de ambos (Young, 1994). Si sélo se tuviera esto en cuenta, lo ideal para construir un
mapa de ligamiento serian los cruzamientos entre parentales alejados genéticamente o,
incluso, cruzamientos interespecificos. Sin embargo, en programas de mejora aplicados se
suelen utilizar parentales no muy alejados para acelerar el proceso de obtencion de una
nueva variedad.

El tamafio de la poblacién es un factor muy a tener en cuenta en el disefio
experimental, ya que influye en el nimero de QTLs detectados, la magnitud de la variacion
genética explicada por estos (R?), y la estima de sus efectos genéticos. Cuanto mayor es el
tamafio de la poblacion, mayor es el poder estadistico y, por tanto, mejora la localizacién de
los QTLs y sus intervalos de confianza, se estiman mejor los efectos genéticos (Beavis,
1998; Darvasi y col., 1993), y mayor es la probabilidad de detectar QTLs de efectos
menores (Tanksley, 1993; Haley y Andersson, 1997). Sin embargo, llega un punto en el que
la precision apenas aumenta con el tamafio de la poblacién y es mas recomendable utilizar
un mayor nimero de marcadores (Stuber y col., 1999); pero si los marcadores estan a
menos de 5-10 cM, tampoco mejora la precision (Darvasi y col. 1993).

Se pueden obtener diferentes tipos de poblaciones segregantes; las mas utilizadas
son la F2 y los retrocruzamientos, porque son relativamente féciles y rapidas de generar,
sobre todo la F; si la especie es autbgama, como en el caso del arroz. Las poblaciones F»,
que se obtiene de la autofecundacién de la F, tiene el valor de heterocigosidad més alto
después de la F1 y en cada locus estan presentes las tres clases genotipicas, por lo que se
pueden estimar los valores aditivo y dominante de los QTLs (Carbonell y col., 1993). No
obstante, las F, son poblaciones de segregacion temporal, ya que cada individuo tiene un

genotipo diferente y éste no se conserva en sucesivas generaciones. Esto implica que no
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se pueden realizar réplicas del ensayo, ni evaluar en diferentes ambientes o afios, salvo en
especies que se puedan multiplicar vegetativamente. Para aumentar la potencia del andlisis
o0 para realizar ensayos replicados, una posibilidad es utilizar las lineas F; descendientes de
cada individuo F, autofecundado, y tomar la media de la linea como el valor del caracter en
el individuo F, del que procede (se denomina F.:F3) (Romero-Severson y col. 1989);
también se pueden emplear generaciones posteriores, pero aplicando las correcciones
pertinentes.

Los retrocruzamientos, por su parte, se obtienen cruzando un hibrido con uno de
los parentales. Cuando la poblacién proviene del cruzamiento de una Fi, se denomina BC;,
y so6lo estan presentes dos clases genotipicas, con lo que se pierde la informacién acerca
del efecto de uno de los homocigotos (el donador). Tampoco se pueden hacer repeticiones,
pues el genotipo individual no se conserva a menos que se analice la siguiente generacion,
como en el caso de los F2:Fs. En algunos caracteres conviene retrasar el analisis de QTLs
hasta el segundo o tercer retrocruzamiento, lo que se conoce como advanced backcross
QTL-analysis (Tanksley y Nelson, 1995); se ha utilizado en cruzamientos entre una especie
cultivada y especies silvestres relacionadas, y facilita realizar un proceso de seleccion
genotipica asociado al andlisis de QTLs. En este tipo de poblaciones se reduce la
probabilidad de detectar QTLs que requieran de interaccién epistatica de alelos del
donador, y aumenta la probabilidad de detectar QTLs aditivos que continten funcionando
en NILs con fondo genético del parental recurrente (Grandillo y Tanksley, 2005).

Para evitar algunos de los problemas mencionados, se pueden utilizar poblaciones
de segregacion fija, entre las que destacan las lineas recombinantes y los dobles haploides.
Las primeras (RILs, Recombinant Inbred Lines) se generan a partir de la autofecundacion
de individuos F, y de sus descendientes durante varias generaciones, habitualmente a
través del método de single seed descent (descendencia de una sola semilla), hasta
alcanzar la homocigosis a lo largo de todo el genoma. Los dobles haploides (DH) se
obtienen por duplicacién de tejidos haploides (polen u ovarios), de modo que también son
individuos homocigotos en todos sus genes. En estas poblaciones se pueden conseguir un
gran numero de individuos con el genotipo idéntico para realizar repeticiones y obtener
datos més precisos; es posible, incluso, utilizarlas en diferentes ensayos y por distintos
grupos de investigacion. Sus principales desventajas son que son mas costosas de obtener
(en tiempo y trabajo), y que solo se pueden estimar los efectos aditivos, por no estar
presentes los genotipos en heterocigosis.

1.7.3.2. Genotipado y construccion de un mapa de ligamiento

Marcadores genéticos

Un marcador genético es cualquier caracteristica heredable que presenta variantes
y que, o bien sefiala una regiéon gendémica concreta, o0 bien estd asociada a un caracter de
interés. Aparte de las mencionadas aplicaciones para la localizacion y evaluaciéon de QTLs,
0 para la seleccion indirecta mediante MAS, también tienen gran utilidad en estudios
filogenéticos, evolutivos, de genética poblacional, o de la variabilidad genética, asi como
para diversos andlisis de parentesco; finalmente, también pueden ayudar en la certificacion
de variedades y la determinacion de la pureza hibrida en semillas.
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Los atributos ideales de un marcador son:
o Alto grado de polimorfismo,
o herencia mendeliana,
o codominancia,
o ausencia de interacciones con otros marcadores,
o independencia de la influencia ambiental,
o ausencia de efecto sobre el fenotipo, y
o posibilidad de deteccion en las primeras fases de desarrollo del organismo.

Por otra parte, la técnica para analizarlo deberia ser altamente reproducible, los
polimorfismos faciles de identificar, el andlisis simple y los costes bajos. Para construir un
mapa de ligamiento, ademas, los marcadores deben ser abundantes y estar distribuidos
homogéneamente a lo largo del genoma.

Tipos de marcadores

Sax, en 1923, fue el primero en sugerir el uso de marcadores como criterio de
seleccion, pues al observar que habia diferencias significativas entre el peso de las semillas
de judia segun su color, dedujo que el locus del color estaba ligado al locus que afectaba al
peso de la semilla. Estas caracteristicas morfoloégicas facilmente observables y controladas
generalmente por un solo gen mendeliano, como el color de las judias, se les denominan
marcadores morfolégicos; pero este tipo de marcadores tiene importantes inconvenientes:
son escasos, algunos son epistaticos o sufren interferencia ambiental, generalmente son
dominantes y, en muchos casos, solo pueden ser identificados en planta adulta.

Todas estas limitaciones fueron desapareciendo cuando se empezaron a utilizar
los marcadores moleculares; se trata de moléculas, bien proteinas, o bien ADN, en las que
se pueden observar variantes alélicas. Se pueden distinguir dos grandes grupos: los
marcadores bioquimicos y los de ADN. Los méas importantes dentro del primer grupo son
las isoenzimas. Markert y Mgller (1959) fueron los primeros en acufiar este término para
describir las multiples formas moleculares de la misma enzima presentes en una especie;
sin embargo, presentan también serias limitaciones.

La posibilidad de detectar polimorfismos directamente en el ADN ha representado
un avance muy importante, ya que se encuentran en un numero practicamente ilimitado,
algunos pueden ser altamente polimoérficos y pueden localizarse incluso en regiones
genomicas no codificantes. Ademas, son independientes de factores ambientales, del
estado fenoldgico y del tejido. Existen y siguen apareciendo nuevas y muy diversas técnicas
para generar y analizar marcadores de ADN. Mencionaremos Unicamente el tipo de
marcadores utilizados en esta Tesis: fundamentalmente, marcadores SSR (Simple
Sequence Repeats; Repeticiones de secuencias simples; Hamada y col., 1982); pero
también se incluyen algunos RAPDs. Ambas clases de marcadores se basan en Reaccion
en cadena de la polimerasa o PCR (Polymerase Chain Reaction; Mullis y col., 1986),
técnica por la que se obtienen miles o millones de copias de un fragmento de ADN
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determinado, con la ayuda de una polimerasa de ADN, mediante una sucesion de ciclos de
temperaturas, y en presencia de cebadores (pequefias secuencias de ADN sencillo que
hibridan en las zonas flanqueantes de la secuencia a amplificar y permiten que la
polimerasa inicie la sintesis). Los fragmentos amplificados se visualizan después con
diferentes metodologias.

Los SSR, también conocidos como microsatélites o STRs (Short Tandem
Repeats), son secuencias muy cortas de ADN (entre 1 y 6 nuclettidos) que se repiten de
forma consecutiva; son muy frecuentes en el genoma (aproximadamente un microsatélite
cada 157 kb en el genoma del arroz (McCouch y col., 2002)), no se transcriben y entre sus
funciones parece estar la regulacién génica o actuar como sefiales para la recombinacion.
La variacién en el nimero de repeticiones crea diferentes alelos que se distinguen entre si
por la longitud total del fragmento. La tasa de mutacion de los SSR es mucho mayor que la
de otras regiones genémicas (Sia y col., 2000), lo que explica la alta frecuencia de
polimorfismos y el gran poder discriminante de estos marcadores (Schl6tterer, 2000). Las
causas mas probables de los polimorfismos son el sobrecruzamiento desigual durante la
meiosis (Strand y col., 1993) y el efecto “resbalén” (slipagge) durante la replicacion del ADN
(Levinson y Gutman, 1987; Schlétterer y Tautz, 1992; Moxon y Wills, 1999; Zane y col.,
2002): el deslizamiento de una cadena sobre la otra en al menos un motivo, ocasionaria un
mal apareamiento entre las mismas; pero también existen polimorfismos debidos a
deleciones o inserciones, tanto en la secuencias repetidas como en las regiones
flanqueantes. En ocasiones la duplicacién de una secuencia microsatélite en otra region del
genoma da lugar a marcadores multiloci que segregan independientemente (Jarne y
Lagoda, 1996). Los microsatélites tienen un elevado valor informativo por ser generalmente
codominantes, y poseer una alta tasa de polimorfismo (incluso entre genotipos muy
relacionados). Ademas, cuentan con las ventajas de su alta frecuencia y su ubicuidad, y de
que la técnica requerida es sencilla, necesita cantidades pequefias de ADN y es muy
reproducible (Chen y col., 1997). La limitacion basica ha sido la gran cantidad de trabajo e
inversion iniciales para la identificacién de nuevos SSRs; pero en casos como el arroz, con
la secuencia completa del genoma, en la actualidad se cuenta con una enorme
disponibilidad de secuencias que albergan microsatélites (Cho y col., 2000).

Por su parte, los RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNA; ADN polimdrfico
amplificado al azar; Williams y col., 1990), utilizan cebadores cortos (9-10 pb) inespecificos,
por lo que encuentran secuencias homélogas en numerosos puntos del genoma. Su ventaja
es Nno necesitar conocimiento previo de la secuencia del locus, pero tienen un importante
inconveniente porque generan, casi siempre, marcadores de tipo dominante.

Mapas de ligamiento

Un mapa de ligamiento es un mapa genético de una especie que muestra la
posicion relativa entre marcadores genéticos o entre genes. Se basa en la recombinacion
cromosOmica que ocurre durante la meiosis: la distancia entre dos marcadores es
determinada calculando la frecuencia de recombinacion entre ellos. Marcadores con una
frecuencia de recombinacion del 50% o mayor se consideran no ligados y se asume que se
encuentran muy alejados entre si en un cromosoma, 0 en cromosomas distintos y que se
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heredan independientemente; por el contrario, si el ligamiento es total, la frecuencia de
recombinacion entre ambos es del 0%. Sin embargo, las distancias genéticas no siempre
son proporcionales a las distancias fisicas (Young, 1994), ya que hay regiones
cromosOmicas en las que las recombinaciones ocurren con alta frecuencia, y otras en las
que ocurren con baja frecuencia, como en las proximidades del centromero (Rick, 1971;
Young, 1994; Faris y col., 2000). Ademas, la existencia de un sobrecruzamiento interfiere
en la probabilidad de que se produzca otro cerca (Hartl y Jones, 2001; Kearsey y Pooni,
1996). Por otra parte, la homologia entre cromosomas en un cruzamiento determinado
influye en la probabilidad de recombinacién, razén por la cual es imprescindible realizar un
mapa de ligamiento para cada poblacion analizada.

Para construir un mapa de ligamiento, se utilizan “funciones de mapa” que
transforman la fraccién de recombinacién en distancias genéticas; la unidad mas frecuente
con que se mide es el centiMorgan (cM). Las dos “funciones de mapa” que se utilizan son la
de Haldane, que presupone la ausencia de interferencias y la de Kosambi, que presupone
una situacion intermedia entre interferencia total y ausencia de interferencia; a distancias
pequefias los resultados de ambas funciones son similares, pero a grandes distancias
producen resultados distintos. La posicion relativa y la distancia genética entre marcadores
se determinan mediante programas informaticos, a partir de las estimas de las distancias
entre pares de marcadores, y de la probabilidad de que estén ligados. Generalmente
calculan el valor de LOD (logarithm of odds — logaritmo de probabilidades), que es el
logaritmo de la probabilidad de ligamiento respecto a la probabilidad de independencia
génica (Risch, 1992); asi, se suele considerar que dos 0 mas marcadores estan ligados
cuando el valor de LOD es superior a 3, lo que indica que la probabilidad de ligamiento es
1000 veces mayor que la de independencia, pero se pueden utilizar valores menores para
afiadir marcadores que en un principio no aparecen ligados.

Los marcadores ligados entre si se agrupan en “grupos de ligamiento”, cada uno
de los cuales puede representar un cromosoma 0 un segmento de él. Se debe tener en
cuenta que errores en el genotipado, datos faltantes y marcadores con segregaciones
distorsionadas pueden afectar tanto al orden de los marcadores como a la distancia entre
ellos (Hackett, 2002). Normalmente, los marcadores segregan de forma mendeliana,
aunque no son raras las segregaciones distorsionadas especialmente en regiones
genomicas concretas (Sayed y col., 2002; Xu y col., 1997). Tampoco los marcadores se
distribuyen siempre uniformemente a lo largo del genoma (Paterson, 1996 a; Kobayashi y
col., 2007 a; Tabata y col., 2007), porque hay zonas gendmicas con genes y QTLs que
determinan caracteres importantes para una especie, por lo que estas regiones estan muy
conservadas dentro de la especie y apenas existen polimorfismos entre variedades.

Actualmente, se dispone de mapas de marcadores moleculares del arroz muy
detallados, con miles de genes y marcadores moleculares. La pagina “web” Gramene
(www.gramene.org) contiene numerosos mapas de marcadores moleculares de arroz con
informacién proporcionada por diversos grupos de investigacion e incluye también datos
sobre un gran nimero de QTLs para todo tipo de caracteres, por ejemplo, para resistencia a
Magnaporthe oryzae. También cabe destacar que se han establecido mapas con
marcadores altamente polimorficos en distintas poblaciones (anchor- o core markers), que
sirven de referencia para la comparacion entre diferentes estudios (core maps), como por

ejemplo el de Orjuela y col. (2010) entre los recientes.
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1.7.3.3. Evaluacion fenotipica: El caso de laresistencia parcial a
Magnaporthe oryzae

Hay que considerar que un andlisis de QTLs, como cualquier otro estudio genético,
es tan preciso como lo es la evaluacion fenotipica y el genotipado de la poblacién
segregante. La exactitud de la evaluacion fenotipica es, pues, de suma importancia. Para
cualquier tipo de evaluacion de intensidad de una infeccion, como es nuestro caso, el
entrenamiento es esencial, especialmente cuando trabajan varios evaluadores
conjuntamente en un programa de investigacion, ya que hay una tendencia a sobreestimar
la intensidad de la infeccion, sobre todo cuando es baja (Kranz, 1970): a menudo las
estimaciones duplican o triplican el valor real (Kranz y Rotem, 1988). En estudios de
resistencia a enfermedades hay muchos factores a tener en cuenta que son dificiles de
controlar y que complican el estudio de QTLs, desde encontrar las cepas adecuadas para la
inoculacion cuando los analisis se realizan en condiciones controladas, hasta la
determinacion de la mejor manera de estimar el grado de resistencia. El momento y el
método de inoculacion, por ejemplo, pueden influir en la expresion de los QTLs.

Los ensayos de resistencia a Magnaporthe oryzae en campo se caracterizan por la
presencia de una mezcla de linajes del patégeno y la existencia de interferencias con
diversos factores ambientales. La susceptibilidad de las plantas de arroz puede verse
afectada por fluctuaciones ambientales incontrolables como, p. €j., variaciones en la
humedad del suelo o niveles de nitrégeno, etc. (Suzuki, 1934b; Ou, 1985). Otro problema
gue puede ocurrir es que, al estar presentes varios linajes del patégeno con diferentes
espectros de virulencia, es posible confundir una resistencia completa con una resistencia
parcial (Ezuka, 1972; Parlevliet, 1983).

Debido a las dificultades asociadas a una correcta evaluacion de la resistencia en
campo, la mayor parte de los estudios se realizan en invernadero o en cdmaras de cultivo.
En la resistencia a M. oryzae, por ejemplo, Ballini y col. (2008) encontraron que sélo 33 de
165 MetaQTLs identificados provenian de ensayos en campo. En invernadero, la
resistencia a M. oryzae es evaluada mediante inoculacion de uno o varios aislados en hojas
de pocas semanas de edad. Aunque no es frecuente, también se pueden realizar
evaluaciones de la susceptibilidad en paniculas en condiciones controladas (Koizumi,
2010). La ventaja principal de las inoculaciones en invernadero es que se pueden controlar
las condiciones del ensayo para que la humedad y la temperatura sean las Optimas para la
infeccion, ajustar la dosis del patdégeno y evitar la interaccidon con otros agentes biéticos o
abidticos. Aparte, se evitan los altos costes, el espacio, la mano de obra y el tiempo
requerido en los ensayos de campo. Otra de las ventajas de la evaluacion de la resistencia
a una enfermedad en invernadero es que se puede inocular un Gnico individuo F2,
comenzando asi la seleccién en una generacion muy temprana. El problema principal es
que las inoculaciones individuales probablemente no representen la compleja poblacion del
patégeno presente en campo Y, por ello, no se pueden determinar correctamente los QTLs
de resistencia utiles en condiciones de cultivo. Ademas, es importante la eleccion del
aislado o de los aislados adecuados para la evaluaciéon de la resistencia en las lineas a
estudiar; segun Roumen (1994) es recomendable tener un stock de aislados con patrones
de virulencia distintos.
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Otro aspecto crucial a la hora de evaluar la resistencia a M. oryzae es que este
hongo ataca a varios 6rganos de la planta, aunque es en las paniculas donde el hongo
produce verdaderas mermas en la produccion y, por tanto, mayores pérdidas econdmicas
(Bonman, 1992). Como ya se ha comentado, en ensayos en invernadero casi siempre solo
se estima la resistencia en hoja, pero, también en los casos en los que la deteccién de
QTLs se realiza en campo y con plantas desarrolladas, la evaluacion se suele llevar a cabo
a nivel de severidad en hoja, obviando los efectos de la enfermedad sobre las paniculas. Se
constata pues, que, a pesar de los humerosos estudios de QTLs de resistencia a M. oryzae
gue se han realizado, se sabe poco de la respuesta de las lineas ensayadas en campo,
sobre todo en panicula. En este proyecto hemos considerado siempre la evaluacion de la
incidencia en panicula como un parametro fundamental para determinar el nivel de
resistencia, sin olvidar que conseguir una baja severidad en hoja también es importante
para limitar la presencia del patégeno en el cultivo como posible fuente de indculo para
sucesivas oleadas de infeccion.

Los estudios realizados muestran resultados contradictorios en lo que respecta a la
relacién entre resistencia en hoja y en panicula: algunos investigadores encontraron una
alta correlacién entre ambos parametros (Chang y col.,, 1965; Torres, 1986; Bonman,
1989a, 1992; Shindo y Asga, 1989; Roumen, 1993; van Quynh y Bong, 1999; Puri y col.,
2009); otros sin embargo han descrito diferencias significativas (Willis y col., 1969; Hwang y
col., 1987; Ra y col., 1995; Catala y col., 2010). Ahn (1994) considera que, en estos casos,
se debe realizar una comparacion critica de los resultados para eliminar los efectos
temporales o climaticos que hayan podido influir estos resultados. Es posible que la
resistencia a M. oryzae en hoja y en panicula tenga mecanismos diferentes. Esta hipotesis
parece estar respaldada por el descubrimiento del gen Pi24(t), que confiere resistencia en
hoja, pero no en panicula tanto en inoculaciéon en invernadero como en campo (Zhuang y
col., 2002a) y por un ensayo de Leung y col. (2011), en el que encontraron mutantes de la
variedad resistente SHZ-2 sensibles en hoja y resistentes en panicula y viceversa, lo que
podria indicar que, al menos alguna etapa de la respuesta de defensa a M. oryzae es
distinta en hoja que en panicula.

Se han desarrollado diversos métodos de medicion de la susceptibilidad a M.
oryzae en arroz. En la evaluacion de la susceptibilidad en hoja, se puede estimar el
porcentaje de area foliar afectada, contar el nimero de lesiones o el nimero de hojas
afectadas por planta, medir el tamafio de las lesiones, etc. En algunos casos se llega a
calcular el &rea debajo de la curva de progreso de la enfermedad (AUPDC). Pero lo mas
frecuente, por su sencillez, es utilizar una escala que otorga a la planta un valor segun el
grado de infeccién presente, teniendo en cuenta una combinacion de algunos de los
anteriores parametros. En lo que respecta la susceptibilidad en panicula, nudo o cuello, por
el contrario, se suele evaluar el porcentaje de érganos afectados.

1.7.3.4. Analisis estadistico

Los valores de los caracteres cuantitativos suelen tener una distribucion normal, y
la mayoria de métodos estadisticos desarrollados para el andlisis de QTLs requieren que
los datos fenotipicos sigan este tipo de distribucion. Pero la incidencia de una enfermedad
generalmente se evalla siguiendo una escala ordinal, cuya distribucidon no es normal. Para
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poder utilizar los métodos de analisis de QTLs adecuadamente con caracteres que no se
adaptan a este modelo, se pueden usar distintas funciones de transformacion (logaritmo,
raiz cuadrada, arcoseno), segun las caracteristicas del parametro evaluado y de su
distribucion, que permiten asemejarla a una distribucion normal (Wright, 1868; Gomez y
Gomez, 1976).

Para detectar asociaciones entre el fenotipo y el genotipo, basicamente se
clasifican los individuos seglin su genotipo en cada locus marcador y se determina si
existen diferencias estadisticamente significativas en las medias del caracter dentro de
cada grupo genotipico, lo que indicaria que dicho marcador esta ligado a un QTL que
controla el caracter. Cuanto mas cerca se encuentre un marcador de un QTL, menos
recombinacion habréa entre ellos y mayor sera la probabilidad de que se hereden juntos. Si,
por el contrario, un marcador y un QTL no se encuentran ligados, ambos se heredan
independientemente y no habra diferencias significativas entre las medias de los grupos
genotipicos (Tanskley, 1993).

Se han desarrollado varios métodos estadisticos para mapear QTLs. El mas
sencillo es el analisis marcador a marcador (Single-Marker Analisis, SMA), que analiza la
asociacion entre el genotipo de un marcador y el valor de un caracter (Zeng, 1994)
mediante un test-t, modelos de ANOVA o por regresion lineal. Los dos Ultimos aportan
estimas de los efectos genéticos (aditividad y dominancia), asi como la proporciéon de la
variacion fenotipica debida al QTL ligado al marcador. El andlisis marcador a marcador no
requiere un mapa de ligamiento completo, ni que las distancias entre marcadores sean
pequefias y, por tanto, no hacen falta muchos marcadores que segreguen. Pero es el
método menos informativo, ya que sélo indica la existencia de un QTL ligado a un marcador
y no su localizacién precisa. Tampoco permite distinguir entre el efecto de la recombinacion
y los efectos genéticos (aditivo y dominante) del QTL; es decir, para un mismo nivel de
significacion estadistica, no se distingue entre un QTL con efecto genético grande alejado
del marcador y uno de efecto genético pequefio proximo al marcador. Por todo ello, este
método puede estimar errbneamente tanto la magnitud de los efectos de los QTLs como el
namero de ellos (McMillan y Robertson, 1974; Lander y Botstein, 1989).

El método de mapeo por intervalos simple (Interval Mapping, IM, o Simple Interval
Mapping, SIM), presentado por Lander y Botstein (1989), utiliza el mapa de ligamiento y
busca QTLs en cada intervalo entre dos marcadores adyacentes. A lo largo del intervalo se
va calculando un valor de probabilidad LR (likelihood ratio) o LOD (likelihood of odds),
siendo LR la relacion entre la probabilidad de que exista un QTL en el intervalo dividida por
la probabilidad de que no lo haya, y LOD el logaritmo de esta relacion. En las regiones
cromosomicas en las que supera un umbral de probabilidad determinado, se declara la
presencia de un QTL, asumiendo que se localiza en el punto de mayor probabilidad. El IM
se considera estadisticamente mas poderoso que el analisis marcador a marcador, ya que,
al analizar los intervalos, se compensa el efecto de la recombinacion entre marcadores y
QTLs, y se pueden estimar con cierta precision tanto la posicion como la magnitud de los
efectos genéticos del QTL. No obstante, al considerar los intervalos por separado, el IM
puede tener errores de identificacion y estimacion de los efectos cuando existen varios
QTLs proximos en el mismo grupo de ligamiento (Haley y Knott 1992; Zeng, 1994).
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El método de mapeo por intervalos compuesto (Composite Interval Mapping, CIM;
Jansen y Stam, 1994; Zeng, 1994) es una modificacion del IM que introduce algunos
marcadores ligados a otros QTL del mismo caracter como cofactores en el modelo. Al tener
en cuenta la varianza causada por otros QTLs, el CIM proporciona estimas mas exactas de
los efectos y posicion de un QTL dado.

El mapeo por multiples intervalos (Multiple Interval Mapping, MIM; Kao y Zeng,
1997; Kao y col., 1999) analiza miltiples intervalos simultaneamente para localizar los
QTLs, lo que mejora la precision de las estimas. EI MIM posibilita el estudio de la
arquitectura genética de un caracter, pues considera los efectos de miltiples QTLs
putativos e incluye la probabilidad de que existan efectos epistaticos directamente en el
modelo. Con ello se facilita el andlisis y la estimacion del nimero, las posiciones, los
efectos y las interacciones de todos los QTLS, e, incluso, de la heredabilidad de un caracter
cuantitativo.

66



2 OBJETIVOS



OBJETIVOS

68



OBJETIVOS

La utilizacion de variedades resistentes es el método mas efectivo, econdémico y
ecoldgico para controlar la enfermedad causada por el hongo Magnaporthe oryzae en los
arrozales espafioles, ubicados mayoritariamente en zonas humedas con un alto valor
medioambiental. Dado que la resistencia a M. oryzae conferida por genes de resistencia
completa se ve superada en pocos afios, se deben desarrollar estrategias para la obtencion
de resistencia durable frente al hongo. Para ello, se recomienda utilizar resistencia parcial,
caracter complejo controlado por numerosos QTLs.

Conocer el control genético de la resistencia parcial a M. oryzae puede ayudar al
mejorador a obtener variedades resistentes a este hongo. La gran mayoria de los ensayos
realizados para detectar QTLs de resistencia a M. oryzae se han llevado a cabo en
invernadero, en condiciones que dificilmente reproducen la complejidad de la respuesta de
las plantas en campo. Ademas no se ha realizado ningln estudio de QTLs de resistencia a
este hongo con variedades adaptadas a las condiciones de cultivo de las zonas arroceras
de Espania.

Por otro lado, el conocimiento de la poblaciéon de M. oryzae es una gran ayuda a la
hora de establecer un programa de obtencion de variedades resistentes a dicho patégeno.
Una manera sencilla y econdmica de obtener informacién sobre la estructura de la
poblacién del hongo presente en una region es utilizando un set de variedades
diferenciales, que son lineas quasi-isogénicas que difieren una de otra en un gen de
resistencia completa; de forma que el patrén de reaccién de las distintas variedades de la
coleccién permite inferir el espectro de virulencia de una poblacién concreta.

Por todo ello, los objetivos generales abordados en esta tesis son:

e Estudio de la composicion y la dindmica de la poblacion del patbgeno M. oryzae en
el arrozal valenciano, mediante una coleccién de variedades diferenciales.

e Estudio del control genético de diferentes pardmetros relacionados con la
resistencia parcial al ataque del hongo M. oryzae, en varios fondos genéticos y
condiciones ambientales y de andlisis diversas.

Para ello, se han planteado los siguientes objetivos especificos:

e Caracterizacion de la poblacién del hongo M. oryzae presente en los campos de
arroz del Parque Natural de la Albufera a lo largo de varios afios, utilizando una
coleccién de variedades diferenciales, y comparacion con estudios realizados en
otras regiones arroceras de Espafia.

e Analisis de diferentes metodologias para evaluar la resistencia a M. oryzae:
comparacion de ensayos por inoculacion en invernadero con determinaciones de
susceptibilidad en campo, con particular atencion a la afectacion en los érganos
productivos.
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Generacion de dos poblaciones segregantes de arroz (dos F2 y sus
correspondientes F3) en las que analizar la herencia de la resistencia a M. oryzae,
en germoplasma adaptado a las condiciones de cultivo espafolas, y frente a la
poblacién del patbgeno caracteristica de nuestros arrozales. Para ello, se evaluara
la susceptibilidad en lineas F3, y a ser posible en varias zonas arroceras.

Genotipado, mediante marcadores SSR, y fenotipado de diversos parametros que
puedan medir la resistencia parcial a M. oryzae, de las dos poblaciones
segregantes: inoculaciéon con diversos aislados, y evaluaciones en campo en
varias localidades.

Identificacion, mediante analisis de QTLs, de regiones cromos6micas involucradas
en la resistencia parcial frente a M. oryzae; estudio de sus efectos genéticos, las
posibles interacciones entre ellas, y si coinciden con genes de resistencia
completa o con genes candidatos a intervenir en la respuesta de la planta.

Hacer recomendaciones, si fuera posible a partir de estos datos, sobre QTLs que
puedan ser de utilidad en procesos de seleccion asistida por marcadores para la
obtencién de variedades resistentes al hongo.
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3.1. Material vegetal

Poblaciones segregantes

Este estudio se realizd en dos poblaciones segregantes, procedentes del
cruzamiento entre un parental femenino con buenas caracteristicas para el cultivo en la
zona mediterranea, y otra variedad con resistencia duradera a Magnaporthe oryzae, como
parental masculino. La primera poblacion, a la que llamamos SixCNA, procede de la
hibridacion entre Sivert (Si) y CNA-6159 (CNA); mientras que la segunda, denominada
JSXGV, procede del cruzamiento entre JSendra (JS) y Gigante Vercelli (GV), Todos los
parentales son de la subespecie japonica, salvo CNA, que deriva de un cruzamiento entre
japonica e indica; aunque esto puede limitar la variabilidad para el analisis de marcadores,
es mas Util para seleccionar y obtener material vegetal mejorado, que ademas de poseer
resistencia duradera sea adecuado para las condiciones de cultivo de las zonas arroceras
de Espania.

JSendra es una variedad registrada en 2004, obtenida en el Departamento del
Arroz del IVIA por seleccion genealdgica a partir del cruzamiento entre la variedad
californiana M202 y Senia, que también es una variedad del IVIA. Destaca por poseer
buenas caracteristicas agronémicas, como baja estatura (76 cm de media), elevada
resistencia al encamado, porte cerrado y ciclo medio (137 dias de media entre siembra y
maduracion); tiene, ademas, un color verde muy oscuro que se mantiene hasta la
maduracion, y sus hojas bandera son erectas y sobresalen por encima de las paniculas.
Todo ello contribuye a una elevada capacidad productiva (sobrepasa los 9.000 Kg/ha). Es
resistente al desgrane y posee un alto rendimiento en molino; el grano es de tipo medio
muy perlado, con perla grande central, muy apreciado en el mercado espafiol; en lo
referente a sus caracteristicas en la coccién, posee un contenido bajo en amilosa, una
consistencia baja y una adhesividad alta. En cuanto a enfermedades, es resistente al
esclerocio (Sclerotium oryzae), pero se considera susceptible a M. oryzae (aunque algunos
ensayos en el Delta del Ebro la han catalogado como moderadamente tolerante).

Sivert también es una variedad obtenida en el Departamento del Arroz del IVIA,
por seleccion genealdgica a partir del cruzamiento entre Marjal y Senia, y que entré en
registro en el afio 2006. Comparte con JS numerosas caracteristicas agrondmicas y de
calidad favorables, aunque es un poco mas alta (82 cm), y tiene un ciclo algo mas corto
(135 dias); pero es una variedad susceptible a M. oryzae.

CNA-6159 es una variedad brasilefia procedente de un cruzamiento entre una
variedad japonica y una indica, de porte erecto, ciclo medio (139 dias) y con un grano de
tipo largo A. Es resistente a M. oryzae, Bipolaris oryzae, Fusarium sp., esclerocio, taladro
del maiz (Sesamia nonagroides) y a la salinidad (Puard y col., 1999) (The Rice Biological
Resource Center Database; http://rice-brcdb.mpl.ird.fr/brcdb/index.html?cat=16&term=338),
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sus caracteristicacas agrondmicas, sin embargo, no son apropiadas para las condiciones
de cultivo en la zona mediterranea, concretamente por su altura excesiva (108 cm de
media) y baja calidad del grano.

Gigante Vercelli es una antigua variedad italiana registrada en 1946, procedente
de un cruzamiento entre las variedades Lady Wright y Vialone, con un grano de tipo largo A,
con aristas, ciclo medio (138 dias), resistente a M. oryzae, Fusarium sp., esclerocio y a la
plaga del cucat (Chilo suppresalis) (The Rice Biological Resource Center Database;
http://rice-brcdb.mpl.ird.fr/brcdb/index.html?cat=16& term=301). Por su elevada y duradera
resistencia a M. oryzae, se utiliza como testigo resistente y donador de resistencia (Smith y
col., 1988; Faivre-Rampant y col., 2011); pero sus caracteristicas agronémicas no son
apropiadas para el cultivo actual, principalmente por ser excesivamente alta (136 cm de
media) y poco productiva. Roumen y col. (1997) inocularon 41 aislados de M. oryzae
representativos de la poblacion del patdbgeno en Europa en distintas variedades y sélo
Gigante Vercelli y Estrella mostraron resistencia completa para todos los aislados.
Recientemente, Urso y col. (2015) han identificado dos QTLs de resistencia a M. oryzae
presentes en Gigante Vercelli. GV se ha utilizado también para estudiar la respuesta
inmunologica del arroz al ataque de M. oryzae (Forlani y col., 2011; Giberti y col., 2012).

El cruzamiento SixCNA fue realizado en 2004; las plantas F1 se autofecundaron al
afio siguiente, y la semilla F2 se sembr6 en balsas de cemento rellenas de suelo arrozal en
el Departamento del Arroz del IVIA, en 2006. Se numeraron e identificaron 200 de estos
individuos, de los cuales se recolectaron muestras de hoja para realizar extracciones de
ADN, y se cosech6 el producto de autofecundacién para disponer de las correspondientes
lineas F3. Las lineas F3y los parentales se sembraron en semillero en mayo de 2007, y se
trasplantaron a un campo de ensayo en la localidad de El Palmar en junio del mismo afio
para la evaluacion de la resistencia en campo, seglin se describe en el apartado siguiente.
De cada linea se cosecho la semilla de autofecundacion de una planta al azar, para
construir la poblacion F4. En la figura 18 se puede ver un esquema del disefio experimental
en la poblacién SixCNA.

Las plantas F1 procedentes del cruzamiento JSxGV, realizado en el IVIA en 2005,
se autofecundaron al afio siguiente para obtener la correspondiente poblacién F2. 184
individuos F2 se sembraron, en 2007, en un invernadero del Centre de Coopération
Internationale en Recherche Agronomique pour le Développement (CIRAD), en Montpellier
(Francia), en un semillero de turba en alvéolos, numerando e identificando cada plantula
cuando éstas alcanzaron el estado de 3 hojas; de cada una de ellas se tom6 una muestra
de hoja para realizar la correspondiente extraccion de ADN, y posterior genotipado con
marcadores. Las plantulas F2 y 4 plantas de cada uno de los parentales fueron inoculadas
sucesivamente con 3 aislados de M. oryzae, como se describe en el siguiente apartado. Se
cosechd semilla de la autofecundacion de los 154 individuos F2 que sobrevivieron a las
inoculaciones para generar el mismo nimero de lineas F3. Estas, junto con las lineas
parentales, se sembraron en un semillero en el IRTA (Institut de Recerca i Tecnologia
Agraria) en Amposta (Tarragona) a mediados de mayo del 2008. Cada una de las lineas se
trasplantd a mediados de junio, siguiendo un disefio descrito en el siguiente apartado, en 4
localidades distintas en 3 zonas arroceras: dos localidades (“El Palmar” y “Sueca”) en el
Parque Natural de la Albufera (Valencia), una en el parque Natural del Delta del Ebro, (a la

que denominaremos “Delta”) y una en la zona arrocera de las Marismas del Guadalquivir
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(“Sevilla”). Ademas, las lineas F3 fueron sometidas a inoculaciones con 6 aislados de M.
oryzae, tal y como describimos mas adelante.

Figura 18. Esquema del disefio experimental en la poblacion SixCNA. SH: Severidad
en hoja, IP, IN: Incidencia en panicula o en nudo.

{ Sivert]x [ CNA-6159 1

Balsetas

Departamento del Arroz (IVIA)

Ensayo de campo

El Palmar

£

02

Laboratorio Departamento
del Arroz (IVIA)

T

200 lineas F3
\ \ A ) A

200 F2
Extracciones de ADN
A A Ay A A

Evaluacion:

SHelIP

Genotipado

Deteccidon de QTLs

~

Los resultados de estas evaluaciones fenotipicas se utilizaron para realizar el
andlisis de QTLs de resistencia a M. oryzae. Y, aunque ya no forma parte de la presente
Tesis, la informacion generada se utilizé para la seleccién de lineas F4 resistentes mediante
MAS. La figura 19 muestra un esquema general del disefio experimental en la poblacion

JSxXGV.
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Variedades diferenciales

Para determinar los linajes del hongo presentes en las zonas arroceras de los Parques
Naturales de la Albufera y del Delta del Ebro, a lo largo de varios afios se utilizé6 una
coleccién de variedades diferenciales (VDs) constituidas por la introgresion de diversos
genes Pi en el parental recurrente LTH (apartado 1.6.3) (Tsunematsu y col., 2000). Se trata
de 31 lineas, cuyos nombres y el gen Pi que contiene se enumeran en la tabla 12. Todas
ellas se cultivaron en El Palmar el afio 2006, y de 2009 a 2011: se sembraron en semillero,
y se trasplantaron siguiendo el disefio experimental descrito en el siguiente apartado para
las evaluaciones de resistencia en campo.

Tabla 12. Variedades diferenciales utilizadas en los ensayos y genes de resistencia
gue poseen. (Entre paréntesis, los sinénimos).

Nombre Gen de resistencia Nombre Gen de resistencia
IRBL11-ZH  Pill(t) IRBLKP-K60  Pik-p
IRBL12-M Pi12 IRBLKS-F5 Pik-s
IRBL19-A Pi19(t) IRBLKS-S Pik-s
IRBL1-CL Pil IRBLSH-B Pish
IRBL20-IR24 Pi20(t) IRBLSH-S Pish
IRBL3-CP4  Pi3 IRBLTA2-PI  Pita-2
IRBL5-M Pi5 IRBLTA2-RE Pita-2
IRBL7-M Pi7(t) IRBLTA-CP1 Pita
IRBL9-W Pi9 IRBLTA-CT2 Pita
IRBLA-A Pia IRBLTA-K1 Pita (=Pi4)
IRBLA-C Pia IRBLT-K59 Pit
IRBLB-B Pib IRBLZ5-CA Piz-5 (=Pi2)
IRBLI-F5 Pii IRBLZ5-CA(R) Piz-5 (=Pi2)
IRBLKH-K3  Pik-h IRBLZ-FU Piz
IRBLK-KA Pik IRBLZT-T Piz-t

IRBLKM-TS  Pik-m

3.2. Evaluacion fenotipica

Evaluacién de laresistencia a M. oryzae en invernadero

Para determinar la resistencia de la poblacion JSxGV a linajes europeos de M.
oryzae, las plantas F2 fueron inoculadas sucesivamente con 3 aislados del hongo que se
consideraron representativos de la poblacion del patégeno en las regiones arroceras de
Europa; se trata de los aislados TH12, ES6 y CM28; la inoculacion se efectu6 en un
invernadero del CIRAD de la siguiente manera: tres semanas después de la siembra
(estado de 4-5 hojas), se pulverizd cada planta con 30 ml de una suspension de esporas
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(50.000 conidias/ml) de uno de los aislados. A continuacion, las plantas fueron introducidas
en una camara de cultivo y se mantuvieron en oscuridad a 24°C y 100% de humedad
relativa durante 16 horas, tras lo cual se volvieron a llevar al invernadero. Siete dias
después se contabilizdé el nimero de lesiones que el patdgeno habia causado por hoja en
cada individuo de la poblacion F2 (LES). A continuacién se realizé la inoculacion con otro
aislado.

Al afio siguiente, 107 lineas F3 fueron inoculadas de manera similar con 6 aislados
de M. oryzae (TH12, FR128, CD49, FR13, FR94 y FR95), igualmente representativos de la
poblacién europea. De cada linea se inocularon 20 plantas con cada uno de los aislados,
realizandose dos repeticiones por aislado. La inoculacién se efectudé siguiendo el mismo
protocolo del afio anterior; pero, en este caso, se evaluaron los porcentajes de area foliar
afectada (AFA) por cada aislado y en cada repeticion.

Evaluacién de laresistencia a Magnaporthe oryzae en campo

Todos los ensayos de campo, en las diferentes localidades, se dispusieron y
cultivaron de manera idéntica, siguiendo un modelo ampliamente extendido en el mundo
para evaluar la resistencia a M. oryzae (http://www.knowledgebank.irri.org/
ricebreedingcourse/Breeding_for_disease_resistance_Blast.htm). Cada parcela
experimental (linea F3, VDs o parentales) consta de 15 individuos en 3 filas de 5 plantas,
rodeadas de una variedad “esparcidora”, altamente susceptible, que se utiliza con el fin de
obtener un nivel de presion de indculo elevado y asegurar la igualdad de condiciones en
todas las lineas (Figura 20). En todos los experimentos el esparcidor fue la variedad Baixet.
Para favorecer al maximo la infeccion, la siembra y el trasplante son tardios, la dosis de
fertilizante nitrogenado alta (180 o 250 kg N/ha), y la densidad de plantacion elevada
(marco de plantacion de 10 cm x 10 cm). El resto de practicas agricolas fueron las estandar
para el cultivo y la zona. En la parcela de El Palmar, ademas, se dispuso un sistema de
aspersion que, desde las 21h hasta las 11h, se ponia en marcha durante 10 minutos a
intervalos regulares de 2 horas y que mantuvo un nivel elevado de humedad sobre las
hojas, lo cual favorece mas aun la infeccion.

Figura 20. Ensayos en campo de resistencia a M. oryzae de las VDs y las lineas F3.
Izquierda: esquema. Derecha: foto del ensayo (fuente: Maria del Mar Catala).
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Cada afio, desde mediados de junio hasta principios de octubre, se realizaron
varias evaluaciones del grado de afectacion por M. oryzae en los campos de ensayo, para
asegurar que se disponia de datos en el momento de mayor incidencia de la enfermedad,
gue suele presentarse en picos y no de manera uniforme durante toda la época de cultivo
Las determinaciones se realizaron semanalmente desde la aparicion de los primeros
sintomas. En la poblacién JSxGV también se anotd el estado fenoloégico en que se
encontraba la linea segun la codificacion BBCH de los estadios fenoldgicos de desarrollo
del arroz (Meier y col., 2001; Lancashire y col., 1991).

Las determinaciones que se realizaron en las lineas F3 de SixCNA fueron:

o Severidad en hoja (SH): valoracion de la severidad del ataque en hoja de la planta
mas afectada de la linea, mediante la escala adoptada en el primer simposio sobre
piriculariosis en el IRRI en 1963 (Ou, 1965). Dicha escala va de 0 a 7 de menor a
mayor grado de infeccién, y se puede ver en detalle en el Anexo I.

o Incidencia en panicula (IP): porcentaje de paniculas afectadas por M. oryzae en 15
plantas de cada linea que hubiera iniciado, al menos, la maduracion. Se
consideraron paniculas afectadas todas aquellas que presentaron lesiones, de
mayor o menor gravedad, en nudo, en los raquis y raquillas de la panicula, o en el
cuello de ésta.

En las lineas F3 y F4 de la poblaciéon JSxGV se evalud:

o La severidad maxima en hoja (SmaxH): porcentaje de area foliar afectada en las
hojas de las plantas que presentaron el maximo de enfermedad de cada linea.
Puesto que se tomaron varias lecturas, para los andlisis posteriores se considerd
siempre el valor superior entre los anotados.

o Tamafo maximo de mancha en hoja (Mmax): clasificacion de la mancha mas
grande de la hoja que presenta mas sintomas dentro de la linea, segun la escala
DARP-UdL-IRTA 2007 (definida por el Departament d’Agricultura, Ramaderia i
Pesca de la Generalitat de Catalunya, la Univeritat de Lleida y el IRTA) que valora
el tipo de mancha segun su longitud y cuyo rango va de 0 a 6 (Tabla 13). Este
pardmetro, que se ha mostrado muy Gtil y mas objetivo que otras escalas en el
Delta del Ebro, sélo se midi6 en las 2 localidades de El Palmar y Sueca en las
lineas F3. También en este caso se considerd el valor superior entre los anotados.

o Incidencia en panicula (IP): de modo similar al descrito para la poblacidon SixCNA.
En las VDs, la susceptibilidad en hoja se evalué de distintas formas en diferentes afios:

o Severidad méxima en hoja (SmaxH): este parametro se estimo el afio 2009 de la
forma descrita anteriormente.

o Ese mismo afio también se determind la Severidad media en hoja (SmedH):
porcentaje medio de area foliar afectada en cada linea.

o) Severidad en hoja (SH): valoracion segun la escala del simposio sobre
piriculariosis (Ou, 1965). Se realizé los afios 2006, 2010 y 2011.
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Las incidencias en panicula y en nudo, sin embargo, se evaluaron todos los afios
de la misma manera:

o Incidencia en panicula (IP): se midi6 de la misma manera que en las poblaciones
segregantes, pero, en este caso, no se incluyeron las lesiones en nudos.

o Incidencia en nudo (IN): porcentaje de tallos con al menos un nudo afectado por M.
oryzae en 15 plantas de cada linea.

Algunas de las VDs resultaron ser muy tardias, por lo que no se pudo evaluar en
ellas las incidencias, ya que las paniculas estaban aun sin madurar al final del ensayo.

Tabla 13. Escala DARP-UdL-IRTA.
Tipo de mancha Longitud (cm)

0 No hay sintomas
1 0,1-04

2 0,5-0,9

3 1,0-15

4 1,6-29

5 3,0-5,0

6 >3

3.3. Analisis estadistico de los datos fenotipicos

Se realiz6 para cada parametro analizado en las poblaciones un analisis
estadistico unidimensional (media, varianza, desviacion tipica, coeficientes de asimetria y
de curtosis) mediante el paquete estadistico Statgraphics Plus 5.1® (Statistical Graphics
corp. 1994-2000). También se obtuvieron los histogramas para observar las distribuciones
de cada uno de los parametros, y se comprobé la normalidad de las distribuciones con un
grafico de probabilidad normal. En algunos de los caracteres evaluados en la poblacion
JSXGV la distribucién no fue normal, y se buscé la transformacion mas adecuada para
aproximar los datos a la normalidad: a los datos de las inoculaciones (Les y AFA) se les
aplicé la transformacion logaritmica; a los de SmaxH de Sueca e IP del Delta, la raiz
cuadrada, que es la funcion de transformacion més adecuada para caracteres en que los
valores son bajos; y para los de IP en El Palmar se utilizé la transformacién arcoseno de la
raiz cuadrada, que es la mas apropiada para datos expresados en porcentajes. Ilgualmente,
en la poblacién SIXCNA se aplicd la transformacion logaritmica para los datos de incidencia
en panicula. También se calcularon las correlaciones entre los diferentes parametros en
cada localidad y entre localidades en las lineas F3 y en las variedades diferenciales con el
coeficiente de correlacion de Pearson:

Cov(x,
R (x,y)
0,0y

donde Cov (x,y) es la covarianza de los caracteres x e y, Y ox Y oy SOn sus

respectivas desviaciones tipicas.
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Para clasificar los genes de resistencia de las VDs segln su respuesta frente a la
poblacién de M. oryzae presente en los ensayos, se realizd un analisis de clusters con el
paquete estadistico Statgraphics Centurion XVI (StatPoint Technologies, Inc. 1982-2011). El
método utilizado para estimar la distancia euclidea entre centroides fue el método de
varianza minima, también conocido como método Ward (Ward, 1963).

3.4. Genotipado de las poblaciones F2

Extraccion de ADN

Las extracciones del ADN se hicieron siguiendo el protocolo descrito para el Kit de
extraccion “Master Pure™ Plant Leaf DNA Purification Kit” de Epicentre® Biotechnologies:
100 mg de hoja se trituran con un poco de nitrégeno liquido en un mortero, se recogen en
un tubo junto con la solucion de extraccion, y se incuban durante 30 min a 70°C. Para
eliminar los restos de tejido, se centrifuga dos veces en una microcentrifuga a 13.400 rpm,
durante 10 y 5 min, transfiriendo cada vez el sobrenadante a un tubo limpio.
Posteriormente, se precipita el ADN afadiendo isopropanol, y se vuelve a centrifugar
durante 5 min. Tras eliminar el sobrenadante, se resuspende el pellet y se repite la
precipitacion. Finalmente, se lavan los pellets con etanol al 70%, y se suspenden en tampén
TE (Tris-EDTA).

La concentracion y pureza de los extractos de ADN se determind midiendo la
absorbancia a 260 y 280 nm con un espectrofotémetro Spectronic GENESYS™ 10 Bio de
Termo Scientific y calculando el valor de R, que es el cociente entre ambas absorbancias.
Se consideré que la muestra de ADN era suficientemente pura si R se encontraba entre 1,8
y 2. La concentracion se obtuvo a partir de la absorbancia a 260 nm, multiplicando por 4,6 y
teniendo en cuenta el factor de dilucion.

Busqueda de polimorfismos y cribado de las F2

En primer lugar, se buscaron polimorfismos entre los parentales entre una
coleccién de marcadores microsatélites (0 SSR). Los SSR se seleccionaron para cubrir de
la forma mas homogénea posible todo el genoma del arroz, inicialmente a unos 20 cM de
distancia entre cada uno, y con especial atencion a zonas en que se habian descrito QTLs
de resistencia a Magnaporthe oryzae con anterioridad. Posteriormente, se intenté saturar
con nuevos marcadores las regiones con una baja cobertura. Las posiciones relativas de
los marcadores, asi como las secuencias de la mayor parte de los cebadores, se obtuvieron
de las bases de datos publicas, como www.gramene.org de la Universidad de Cornell; en
unos pocos casos hubo que diseflar algunos cebadores con ayuda del programa
informético Primer3 (Rozen y Skaletsky, 2000). La nomenclatura de los marcadores ha sido
la general (RM —Rice Microsatellite- seguido de un nimero), y, en los casos en los que un
marcador amplifica mas de un locus, se han afiadido diferentes letras mayusculas para
distinguirlos. Los marcadores que presentaron polimorfismo entre los parentales de cada
poblacién fueron cribados en todos los individuos F2. En la poblacion SixCNA también se
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analiz6 un cebador para RAPDs, con el que se detectaron 4 bandas que segregaban
claramente, y que se denominaron con distintas letras para cada uno de los loci.

La amplificacion de los fragmentos de ADN de los SSR se realiz6 mediante PCR,
en los termocicladores GeneAmp® PCR system 9700 de Applied Biosystems y TC-412 de
Techne. Para las reacciones se prepara una mezcla de 50 ng de ADN, 0,5 U de polimerasa
termoestable (Netzyme® ADN polymerase de NEED S.L. ©) con su correspondiente
tampon, 2 mM de MgCl,, 100 uM de cada dNTP y 0,2 uM de cada cebador (directo y
reverso), en un volumen final de 20 pl. El perfil de PCR fue: 94°C durante 5 min de
desnaturalizacion inicial, seguida de 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C durante 1 min,
hibridacion a la temperatura de apareamiento adecuada para el marcador durante 1 min, y
una extension a 72°C durante otro minuto y, finalmente, una extension de 5 min a 72°C. Las
temperaturas de apareamiento oscilaron entre 50° y 61°C, dependiendo del tamafio y la
composicion en nucleétidos de los cebadores, siendo 55°C la mas utilizada.

Los productos de PCR se mezclaron con 2ul de tampdén de carga 10x (50%
glicerol, 0,5% de azul de bromofenol, 0,5% de xileno cianol, TBE 1x) y se analizaron los
polimorfismos mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 10% (Solucién stock de
acrilamida: N,N’-metilenbisacrilamida AccuGel 29:1, al 40%, de National Diagnostics), en
tampodn TBE 1x (Tris-borato-EDTA; TBE de National Diagnostics), a una potencia constante
de 60W durante al menos 2 horas. Los sistemas de electroforesis vertical utilizados fueron
Sequi-Gen® GT (BioRad) y S3S (Owl), con fuentes de electroforesis Power Pac 3000
(BioRad), EV232 (Consort) y E832 (Consort). Si el tamafio de los marcadores a analizar 1o
permitia, se cargaron secuencialmente dos tandas de muestras por gel, con una separacién
entre tandas de dos horas, generalmente.

Los geles se mantuvieron fijados al cristal mediante un agente silanizante (0,1% de
PlusOne Bind-Silane de GE Healthcare, en etanol al 96% y 0,1% de acido acético) y se
tiferon con nitrato de plata segun el método descrito por Ruiz y col. (2000), que es una
modificacién de Beidler y col. (1982): 20 min en una soluciéon de 10% de etanol, 5 min en
una de 1% de &cido nitrico, dos lavados con agua, 30 min en una solucion del 0,2% de
nitrato de plata, 1 lavado, revelado con una solucién de Na,CO3 al 3% y formaldehido al
0,02%, 30 s en una solucion de &cido acético al 5%, y 3 lavados con agua.

3.5. Analisis de ligamiento de los marcadores

En cada marcador se analizd la posible existencia de desviaciones significativas
respecto a las frecuencias esperadas (mendelianas) mediante un test X% Los mapas de
ligamiento de cada una de las poblaciones se realizaron con el programa informético
JoinMap®4 (Van Ooijen, 2006). Se utilizé el LOD de ligamiento (logaritmo de la probabilidad
de ligamiento respecto a la probabilidad de independencia génica) para establecer los
grupos de ligamiento, y el algoritmo de mapeo de regresiéon (Stam, 1993) para calcular las
distancias entre loci. Para la conversién de fracciones de recombinacion a distancias
genéticas, se utilizé la funcion de mapa de Haldane. Consideramos que un conjunto de
marcadores estaba realmente ligado cuando su LOD de ligamiento era mayor de 4. La
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correspondencia entre grupos de ligamiento y cromosomas del arroz se dedujo de los
mapas genéticos y, en algunos casos, de los mapas fisicos publicados.

Figura 21. Ejemplo del andlisis de marcadores SSR en gel de poliacrilamida. Izquierda:
busqueda de polimorfismos entre los parentales Sivert (S), CNA-6159 (C) y JSendra (J) en
cinco marcadores diferentes: se observa polimorfismo entre CNA-6159 y los otros dos
parentales en los marcadores RM249, RM514, RM25 y RM286 y no se observa
polimorfismo entre los parentales en RM460. Derecha: segregacion del marcador RM411
en la poblacion F2 de SixCNA.

CJSCJ|SCJF SCJ SC
RM249| RM460/RM514 RM25 RM286

3.6. Deteccién de QTLs

Los QTLs fueron identificados con ayuda del programa Windows QTL
Cartographer, version 2.5 (Wang y col, 2005). Para ello, se emplearon los datos
genotipicos de las plantas F2, y como valores fenotipicos, los datos individuales en F2, o la
media de los valores de la descendencia F3. El analisis marcador a marcador (SMA) se
utilizé para los marcadores que no se encuentran en ningln grupo de ligamiento, mientras
que, para los grupos de ligamiento se us6 el mapeo por intervalos compuesto (CIM). Para el
CIM se aplicé la seleccion automatica de cofactores y el método de regresion directo
(“forward”), y se trabajé con la hipétesis de que habia tanto efecto aditivo como dominante,
estimandose la posicién de los QTLs detectados, sus efectos genéticos, y el porcentaje de
la variacion fenotipica (R?) explicada por cada uno de ellos. El signo de las estimas de la
aditividad y de la dominancia se refiere al efecto del alelo materno respecto al del alelo
paterno. Para cada caracter se calculd, mediante 300 permutaciones, el umbral de
probabilidad LR (likelihood ratio: probabilidad de que exista un QTL en el intervalo dividida
por la probabilidad de que no lo haya) para el cual se puede afirmar con un 95% de
seguridad que los picos de probabilidad indican QTLs reales y no falsos positivos. La
representacion gréfica de los grupos de ligamiento y de los QTLs se realiz6 con el software
Mapchart2.2 (Voorrips, 2002).
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En varias combinaciones caracter-localidad de la poblacion JSxGV, gran parte de
los valores fenotipicos fueron extremos (SmaxH muy bajas en El Palmar e IP muy elevadas
en El Palmar y en Sueca), siendo la segregacion para dichos caracteres tan distorsionada
gue no se cumplian las condiciones para realizar un mapeo por intervalos convencional. En
tales casos efectuamos un estudio de asociacion de los marcadores dentro del grupo de
lineas con un fenotipo extremo. Nuestra hipétesis fue que, si hay independencia entre un
marcador y un QTL de resistencia, las frecuencias de los diferentes genotipos del marcador
en ese grupo de lineas de fenotipo extremo no seran distintas a las del conjunto de la
poblacién. Pero si el marcador esta ligado a un QTL significativo, las frecuencias
genotipicas en ese particular grupo de lineas seran distintas a las observadas en la
poblacién completa. Esta hipotesis se comprobd con un test x2.

Una vez detectados los QTLs, se buscaron interacciones entre ellos. Para ello se
realizé un ANOVA multifactorial en todas las posibles combinaciones entre dos QTLs de un
mismo caracter, considerando como factores los genotipos homocigotos de los marcadores
asociados a cada QTL (los mas proximos al pico de probabilidad del QTL, y/o los
flanqueantes). El volumen de andlisis a realizar, de haber incluido todas las combinaciones
posibles, era ingente; por ello decidimos no incluir los marcadores ubicados en regiones
gendémicas no asociadas a algin QTL; tampoco los genotipos heterocigotos (pues la
heterocigosis acaba desapareciendo en el proceso de seleccion para obtencion de lineas
puras); y tampoco se analizaron las interacciones entre los numerosos QTLs de AFA.
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4.1. Caracterizacion de la poblacion de Magnaporthe oryzae con
Variedades Diferenciales

En los diversos afios en los que se han ensayado las variedades diferenciales
(VDs) en la localidad de El Palmar, la respuesta al ataque de la poblacion de M. oryzae ha
sido distinta, sobre todo en nudo y en panicula (Figuras 22 a 25). Mientras que la respuesta
en la severidad en hoja, aunque también con ciertas variaciones interanuales, ha sido mas
uniforme y similar a las variedades testigo a lo largo de los afios, las incidencias en panicula
y nudo han sido muy bajas en 2006 y 2010, bajas en 2009 y altas en 2011.

El parental recurrente (LTH) y las lineas IRBLA-A, IRBLA-C (ambas con el gen
Pia), IRBLI-F5 (Pii) e IRBLT-K59 (Pit) resultaron ser tardias, y en algunos afios el cultivo
terminé antes de que hubiese madurado el 50% de los granos, que es la condicién que
establecimos para evaluar la incidencia, por lo que no se tomaron esos datos. También las
lineas IRBLKM-TS, IRBLZT-T, IRBL1-CL y IRBL5-M, con los genes Pik-m, Piz-t, Pil y
Pi5(t), son lineas més bien tardias, aunque durante los afios de este estudio todas ellas
llegaron a ser siempre evaluadas.

Los coeficientes de correlacion entre los parametros en cada afio y entre afios
(Tabla 14) fueron generalmente bajos y menores que los obtenidos en variedades
comerciales en la misma parcela en los diferentes afios del presente ensayo (datos no
mostrados). En 2006 ninguno de los parametros medidos correlacionaba con otro, mientras
gue en 2011 los tres parametros medidos se correlacionaban entre si. En 2009 las dos
medidas de severidad media en hoja estuvieron correlacionadas, asi como las incidencias
en panicula y en nudo en 2010. Las pocas correlaciones significativas entre afios se dan
principalmente entre un mismo parametro: las incidencias en nudo en 2006, 2009 y 2010, la
severidad en hoja en 2006 con las severidades media y mxima en 2009, y la severidad
media en 2009 con la de 2011; pero también algunas entre pardmetros distintos en
diferentes afios (entre la incidencia en panicula en 2011 y la severidad en hoja en 2009 y en
2010, y entre la incidencia en nudo en 2009 y la severidad en hoja en 2006).

Analizando los resultados del ensayo por afios (Figuras 22 a 25), en 2006 (afio en
el que apenas hubo incidencia en panicula y nudo, la linea IRBLKH-K3 (gen Pik-h) fue la
Unica con una alta incidencia en panicula (90%). Sin embargo, esta linea no sufrié ningdn
ataque particularmente intenso en hoja, mientras que las lineas IRBLTA2-RE (Pita-2),
IRBL12-M (Pi12), IRBL19-A (Pi19(t)) e IRBL20-IR24 (Pi20(t)) si que sufrieron fuertes
ataques.

En 2009 las incidencias en panicula fueron algo mayores que en 2006. IRBLA-C
(Pia) e IRBLTA2-PI (Pita-2) tuvieron los valores mas elevados (33%). En nudo, las
incidencias fueron mayores, pero sélo IRBLT-K59 (Pit) e IRBLZ5-CA (Pi z-5) tuvieron
valores altos (55 y 63%, respectivamente). Por otra parte, las lineas IRBLKM-TS (Pik-m),
IRBLK-KA (Pik), IRBLSH-B (Pish), IRBLZT-T (Piz-t), IRBLZ5-CA (Piz-5), IRBL1-CL (Pil),
IRBL3-CP4 (Pi3), IRBL7-M (Pi7), IRBL12-M (Pi12) e IRBL20-IR24 (Pi20(t)) sufrieron
ataques considerables en hoja; sorprende la elevada susceptibilidad de la primera de estas,
ya que en otros afios, tanto en este ensayo como en otros ensayos realizados en la
Albufera y el Delta del Ebro (datos no mostrados), esta VD no sufrié ataques significativos.
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Tabla 14. Coeficientes de correlacidn entre los pardmetros de resistencia de las VDs.

SH: Severidad en hoja (escala IRRI [Ou, 1965]), IP:

Incidencia en panicula (%), IN:

Incidencia en nudo (%), SmedH: Severidad media en hoja (%), SmaxH: Severidad maxima
en hoja (%). Nivel de significacién: * < 0,1; ** < 0,05; *** < 0,01.

2006
SH
2006 SH
1P -0,18
IN -0,02
2009 SmedH 0,44*
SmaxH  0,33*
P -0,26
IN 0,47
2010 SH 0,21
P -0,05
IN 0,27
2011 SH 0,03
IP 0,15
IN -0,03

IP

0,04
-0,10
-0,10
-0,12
-0,09
0,06
-0,05
0,17
0,26
0,10
-0,03

2009
IN SmedH SmaxH IP
-0,15
-0,21  0,60%**
0,25 0,09 -0,24
0,59*** 0,27 0,03 -0,02
0,27 028 013 0,13
0,13 -0,16 0,16 -0,10
0,34* 0,05 0,20 -0,04
-0,25 0,34 0,04 -0,18
0,28 0,32* 0,19 -0,26
0,29 031 -0,06 -010

2010
IN SH
0,09
-0,20 0,02
0,36** 0,28
0,19 0,17
0,20
0,23 0,26

P IN SH P

0,32*
-0,06 -0,09

0,40 0,26 0,21 0,62***

0,12 -0,00 0,76*** 0,74***

Las incidencias en panicula y en nudo en 2010 fueron muy bajas, siendo las lineas
de mayor incidencia, con un 25%, IRBLSH-B (Pish) e IRBL9-W (Pi9) en panicula, e IRBL19-
A (Pi19(t)) en nudo. No obstante, sufrieron ataques fuertes en hoja las lineas IRBLA-A (Pia),

IRBL12-M (Pi12), IRBL19-A (Pi19(t)) e IRBLT-K59 (Pit).

Sin embargo, en 2011 fueron muchas las lineas que sufrieron fuertes ataques por
M. oryzae: IRBLB-B (Pib), IRBLKP-K60 (Pik-p), IRBLTA-CP1 (Pita) e IRBLZ5-CA (Piz-5) -
que acabd completamente destrozada por la enfermedad- mostraron sintomas severos
tanto en hoja como en panicula y en nudo; IRBLKH-K3 (Pik-h), IRBL12-M (Pi12) e IRBL19-
A (Pi19(t)), también los tuvieron en hoja y en panicula, pero no en nudo. IRBLA-A (Pia)
mostré sintomas de piriculariosis en hoja, pero no se pudo evaluar la incidencia en
panicula, porque la linea fue tardia. Otras lineas tuvieron altos porcentajes de incidencia en
panicula, aunque en hoja los dafios no fueron elevados: IRBLSH-B (Pish), IRBLKS-F5 (Pik-
s), IRBLK-KA (Pik), IRBLKM-TS (Pik-m), IRBLZT-T (Piz-t), IRBL3-CP4 (Pi3), IRBL5-M
(Pi5(t)), IRBL7-M (Pi7), IRBL9-W (Pi9), IRBL11-ZH (Pill) e IRBL20-IR24 (Pi20(t)). Entre
estas, IRBL9-W (Pi9) e IRBLZT-T (Piz-t) sufrieron ademés una elevada incidencia en nudo.
Por otra parte, hay que destacar que, a pesar del fuerte ataque de la enfermedad en ese
afo, tanto las incidencias en panicula y en nudo como la severidad en hoja fueron muy
bajas en las lineas IRBLZ-FU (Piz) y IRBL1-CL (Pil), por lo que se puede deducir que en la
poblacién del patdgeno no se hallaron linajes compatibles con los genes Pil y Piz en esa
parcela en 2011. Los valores de severidad en hoja también fueron bajos en IRBLA-C (Pia) y
IRBLT-K59 (Pit), aunque no se pudo caracterizar por completo su grado de resistencia ya
que faltan los datos de incidencias por ser VD tardias.
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Figura 24. Respuesta de las Variedades Diferenciales en 2010. IP: Incidencia en
panicula, IN: Incidencia en nudo, SH: Severidad en hoja.
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Figura 25. Respuesta de las Variedades Diferenciales en 2011. IP: Incidencia en
panicula, IN: Incidencia en nudo, SH: Severidad en hoja. Las columnas en blanco
corresponden a incidencias no evaluadas en VDs tardias.
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La Tabla 15 resume el comportamiento de las VDs en los distintos afios en los que
se las evalu6 frente a la poblacién de M. oryzae en la localidad de El Palmar. Se realizé
ademas un andlisis de clusters de los datos de todos los afios en que se efectuaron los
ensayos: la Figura 26 muestra el dendrograma resultante del andlisis, en el que no
aparecen los genes Pia, Pii y Pit por faltar algin dato. No obstante, el andlisis de clusters de
los genes Pi restantes ayuda a descubrir relaciones entre algunos de ellos dificiles de
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detectar sin este método. Los genes Pi se agrupan en dos grandes clusters, estando todos
los de las VDs que habitualmente mostraron menos sintomas en el cluster de la izquierda:
dentro de este grupo solo se observaron sintomas intensos de la enfermedad en IRBLTA2-
RE (Pita-2) en hoja en 2006, y en IRBL7-M (Pi7), IRBL11-ZH (Pill) e IRBLZT-T (Piz-t) en
panicula o nudo en 2011, pero precisamente en ese afio todas las lineas del otro cluster se
vieron afectadas por la enfermedad de forma ain mas grave. En este grupo, Pita-2, Pil y
Piz aparecen estrechamente ligados, lo que se puede explicar porque en 2011, afio en el
que hubo un fuerte ataque del hongo, la incidencia en panicula de las VDs que contienen
estos genes fueron muy bajos en comparacion con las otras VDs. Pero en 2006 IRBLTA2-
RE, una de las lineas que posee Pita-2, tuvo sintomas severos de piriculariosis en hoja, lo
gue hace dudar de la eficacia de este gen frente a los linajes de M. oryzae presentes en el
Parque Natural de la Albufera. El andlisis de clusters coloca a Pi7 en el cluster de la
izquierda cerca de Pik-m y Pi5(t), ya que IRBL7-M (Pi7) tuvo valores de susceptibilidad
bajos y parecidos a los de IRBL5-M (Pi5(t)) y IRBLKM-TS (Pik-m), salvo en incidencia en
panicula en 2011, aunque se debe considerar que IRBL7-M es bastante tardia, lo que
podria haber influido en los valores bajos de incidencia en panicula en los restantes afios.
El cluster de la izquierda contiene 4 genes mas: Pill, Pik, Pik-s, Piz-t, que tuvieron valores
de susceptibilidad similares y por lo general bajos.

Figura 26. Andlisis de clusters de los genes Pi de la coleccidn internacional de VDs,
ensayados en El Palmar durante los afios 2006, 2009, 2010 y 2011.
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Tabla 15. Comparacion de las susceptibilidades a M. oryzae en hoja, panicula y nudos
de las VDs en los distintos afios del ensayo. Pan.: panicula. Tipos de reaccion: c:
resistente, @: moderadamente susceptible; m: susceptible. El fondo amarillo indica ataque en
nudo. Cuando no aparece recuadro significa que no se pudieron evaluar las paniculas y los
nudos por ser las lineas demasiado tardias. (1) La letra T entre paréntesis indica que se
trata de una VD tardia. LTH: parental recurrente, y testigo de susceptibilidad.

Gende |[Linea 2006 2009 2010 2011
resistencia|monogénica ™ Hoja Pan. Hoja Pan. Hoja Pan. Hoja Pan.
Pi1 IRBL1-CL (T) o O ] O O m] m] ]
Pi3 IRBL3-CP4 o O ] O O m] m] ]
Pi5 IRBL5-M (T) o O O O O O O ]
Pi7 IRBL7-M o O ] O O m] m] ]
Pi9 IRBL9-W o O O O O a ]
Pi11 IRBL11-ZH o o O O O m] m| m
Pi12 IRBL12-M E O ] O ™ m] m ]
Pi19 IRBL19-A E O O O ™ m] 7] ]
Pi20 IRBL20-IR24 B O ] O O m] ] m
Pia IRBLA-A (T),

IRBLA-C (T) o O m| @ [ m| @
Pib IRBLB-B O O | O O O [ | ||
Pii IRBLI-F5 (T) O O O O O O O O
Pik IRBLK-KA O O 7] O O O O 4
Pik-h IRBLKH-K3 O u | O O O ] ]
Pik-m IRBLKM-TS (T) O O 4 O O d O 4
Pik-p IRBLKP-K60 O O O O | O ] |
Pik-s IRBLKS-S,

IRBLKS-F5 o o o O o O oo«
bish IRBLSH-S,

IRBLSH-B o O 7] O O @ m| [ ]
Pit IRBLT-KS9(T) o [ ] m] ]

IRBLTA-CP1,
Pita IRBLTA-CT2, o O O O O m| ] ]

IRBLTA-K1
bita.2 IRBLTA2-PI,

IRBLTA2-RE m O - O o 0o
Piz IRBLZ-FU o o O O m| ] ]
Piz-5 IRBLZ5-CA o O 7] O m] m ]
Piz-t IRBLZT-T (T) o O 7] O O m] 7]
- LTH (T) m| ] m] m] | @ ]
- Baixet O O d | [ | O | L
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En cuanto a los genes agrupados en el cluster de la derecha, todas las VDs que
los contienen sufrieron ataques severos de M. oryzae en al menos uno de los afios y los
valores de susceptibilidad fueron habitualmente més elevados que para las VDs del cluster
de la izquierda. Los genes del subgrupo mas a la izquierda (Pik-p, Pita, Pib) s6lo mostraron
una reaccion susceptible en 2011, mientras que los tres genes mas a la derecha (Pil2,
Pi20(t) y Pi19(t)) son los més ineficaces en los 4 afios del ensayo. Los restantes
componentes del cluster (Pik-h, Pi9, Piz-5, Pish y Pi3) mostraron sintomas de ataque de
Magnaporthe en 2011 y en al menos un afio mas.

4.2. Andlisis de la resistencia en la poblacion SixCNA

4.2.1. Evaluacion de la resistencia en la poblacion SixCNA

La Tabla 16 muestra un resumen de la evaluaciéon de la severidad en hoja y de la
incidencia en panicula en la poblacion F3 derivada del cruzamiento SixCNA, en los
parentales (Sivert y CNA-6159) y en la variedad esparcidora y control Baixet. De acuerdo
con la distinta susceptibilidad en hoja en los parentales, se encontré una clara segregacion
en este caracter entre las lineas, con un rango de variacion de 1 a 4,5. Por el contrario, en
un afio en que el ataque en los 6rganos productivos no fue severo, pues Baixet tuvo una IP
de sélo el 40%, ninguno de los parentales mostré sintomas en panicula o nudo; sin
embargo las lineas F3, audn con incidencias bajas (maximo del 33%), si mostraron
segregacion en este caracter.

Tabla 16. Susceptibilidad en el cruzamiento SixCNA, en los parentales y en el control
Baixet. Severidad en hoja evaluada segun la escala (0-7) del simposio sobre piriculariosis
de 1963 (Ou, 1965). Incidencia: porcentaje de paniculas afectadas.

Severidad en hoja Incidencia en panicula

Sivert 4,0 0
CNA-6159 15 0
Baixet 4,2 40
Media poblacién F3 3,1 7,5
Rango poblacién F3 1-45 0-33

En la Figura 27 se puede observar la distribucion de los dos caracteres evaluados
en esta poblacién. También se puede ver que, al intentar aproximar la distribuciéon de la
incidencia a la normalidad mediante una transformacion logaritmica, se puso de manifiesto
una clara separacion entre las lineas con incidencia igual a cero, y el resto; por ello,
decidimos realizar dos analisis de QTLs para este caracter: por un lado con el conjunto de
la poblacién, y por otro lado con el subgrupo de lineas susceptibles (Inc > 0); ambos con los
datos transformados.
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La correlacién entre la severidad en hoja y la incidencia en panicula en la
poblacion SixCNA es significativa (r = 0,26), aunque menor que la obtenida en variedades
comerciales en el mismo afio y en los mismos campos (datos no mostrados).

4.2.2. Mapeo de QTLs en la poblacion SixCNA

4.2.2.1. Segregacion de los marcadores y mapa de ligamiento

De los 298 marcadores SSR ensayados, 132 (44%) presentaron polimorfismo
entre los parentales. Ocho de estos marcadores amplificaron varias bandas polimérficas
(RM4, RM14, RM27, RM 87, RM294, RM335, RM473 y RM564), las cuales se
cartografiaron mediante andlisis de ligamiento, y se afiadieron letras por orden alfabético al
final del nombre para designar a cada uno de estos loci polimoérficos; algunos de ellos se
localizaron en regiones en las que no se habian descrito con anterioridad, como ocurre con
los marcadores RM14 en el cromosoma 9, RM27 en los cromosomas 1y 12, RM 87 en el
cromosoma 7 y RM335 en el cromosoma 11. También se cribd un cebador para RAPDs,
denominado RRP5, con el que se detectaron con claridad 4 bandas que segregaban en la
poblacion, y que se denominaron también con distintas letras para cada uno de los loci, que
se localizan en los cromosomas 2, 3, 11y 12.

Figura 27. Distribucién de la severidad en hoja y de la incidencia en paniculas y
nudos en las lineas F3 de la poblacion SixCNA. Arriba: severidad en hoja (escala del
simposio sobre piriculariosis de 1963; Ou 1965). Abajo izquierda: incidencia en porcentaje
en paniculas y nudos. Abajo derecha: datos transformados. Si: Sivert; CNA: CNA-6159.
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La Figura 28 muestra el mapa de ligamiento obtenido y los QTLs detectados en
esta poblacion. El orden de los marcadores y las distancias entre estos se corresponde bien
con los diversos mapas publicados. Pero al exigir un LOD de ligamiento elevado (4),
algunos marcadores que pertenecerian al mismo cromosoma segin diversos mapas
publicados, aparecen en grupos de ligamiento separados; en la representacion grafica, se
muestran como grupos contiguos con una distancia relativa entre ellos aproximada, basada
en los mapas mencionados. No hemos querido forzar el ligamiento en grupos mas largos,
pues la existencia de intervalos excesivamente largos afectaria a la precision del mapeo de
QTLs.

Figura 28. Mapa de ligamiento y QTLs de resistencia a M. oryzae en la poblacién
procedente del cruzamiento Sivert x CNA. Denominacion de los QTLs: SH (verde):
Severidad en hoja; INC (dorado): Incidencia en panicula. Las barras sélidas indican QTLs
con un LR superior a 10, o regiones con un nivel de significacion de 0,01 (o menor) en el
test xz; las barras rayadas indican QTLs con un LR ente 8 y 10, o regiones con un nivel de
significacion < 0,05 en el test xz. Los brazos son el intervalo de confianza del QTL.
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De los 136 marcadores cribados en todos los individuos, 36 (27%) tuvieron segregaciones
no mendelianas. Casi todos ellos se encuentran agrupados en ciertas regiones
cromosOmicas: en los cromosomas 3 (de RM569 a RM411), 6 (de RM190 a RM541), 7 (de
RM478 a RM429), 8 (de RM44 a RM350), 9 (de RM14B a RM105), 11 (de RM202 a RM21)
y 12 (de RM270 a RM17). En algunas regiones cromosdmicas no se encontraron
polimorfismos entre los parentales y en otras se acumularon numerosos marcadores
polimérficos: mientras que en los cromosomas 4, 5, 9 y 10 se hallaron pocos polimorfismos,
los cromosomas 1, 3, 6, 7, 8 y 11 presentaron una mejor cobertura de marcadores. La
densidad de marcadores dentro de un mismo cromosoma tampoco es homogénea; por
ejemplo, en los cromosomas 1 y 3, a pesar de ser los cromosomas en los que se
encuentran mas polimorfismos, hay dos amplias regiones en las que no se ha detectado
ninguno.

4.2.2.2. QTLs de resistencia

Se han encontrado 22 regiones asociadas a los caracteres estudiados: 8 que
influyen en la severidad en hoja y 14 en la incidencia en panicula. Los QTLs se denomina
con unas siglas seguln el caracter (SH para severidad maxima en hoja e INC para incidencia
en panicula), seguidas por el nimero del cromosoma en el que se encuentran, y el nUmero
de orden en ese cromosoma. Como criterio de veracidad de un QTL, consideramos, por lo
general, que su LR fuera superior a 8, si bien algunos loci con LR inferiores se han incluido
por presentar interacciones epistaticas significativas. La Tabla 17 muestra las
caracteristicas mas importantes de estos QTLs, y el Anexo Il las gréficas y los detalles de
las interacciones.

Tabla 17. Intervalos cromosémicos asociados con QTLs de resistencia a M. oryzae en
SiXCNA. SH = Severidad en hoja; INC = Incidencia en panicula. Cr: Cromosoma; Tipo:
andlisis realizados para la incidencia en la poblacion completa (T) o en el grupo con
sintomas (S); a = efecto aditivo (a > 0: el alelo de Si aumenta la susceptibilidad; a < 0: la
disminuye); d = efecto dominante; R? = variacién fenotipica explicada; Sign: LR del QTL;
Umbr: Umbral de confianza al 95% para LR. Interacc: QTLs con los que interacciona.

QTL Cr Tipo Intervalo a d R? Sign  Umbr Interacc
SH2.1 2 RM555 — RM27A 031 006 005 73 17,4 SH7.2
SH11.1
SH2.2 2 RM27A — RM530 0,07 -046 0,08 12,2 SH4.1
SH7.2
SH11.1
SH12.1
SH3.1 3 RM569 — RM517 -0,08 044 007 115 SH12.1
SH4.1 4 RM518 — RM16584 -0,22 -0,05 004 85 SH2.2
SH7.1 7 RM481 — RM542 0,24 012 0,04 972
SH7.2 7 RM87B — RM420 -0,16 032 004 89 SH2.1
SH2.2
SH12.1
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QTL

Cr

Tipo Intervalo

a

d

R2

Sign

Interacc

SH11.1

SH12.1

INC1.1

INC1.2

INC1.3

INC2.1
INC2.2

INC7.1

INC7.2

INC7.3

INC8.1

INC9.1

INC10.1

INC11.1
INC12.1

INC12.2

11

12

10

11
12

12

T/S

RM26869 — RM27222

RM19 — RRP5E

RM294A — RM294B

RM294B — RM27B

RM14A — RM104

RM109 — RRP5B
RM475 — RM263

RM481 — RM125

RM2 - RM11

RM473A — RM478

RM506-RM38

RM23973 — RM14B

RM294C — RM333

RM26869- RM27222
RM19 — RRP5E

RRP5E — RM270

-0,28

0,11

-1,29

-3,02

-2,38

1,30
4,12

1,17

-1,96

-0,21

0,13

-0,89

2,62

1,30
-1,98

1,14

0,09

-0,36

4,03

1,28

3,94

-1,62
-4,18

-1,70

-1,71

3,16

-2,75

5,13

-0,61

3,55
-3,27

-3,29

0,06

0,05

0,09

0,07

0,07

0,04
0,09

0,03

0,04

0,06

0,05

0,09

0,04

0,07
0,09

0,11

9,1

6,9

11,9

8,6

7,4

7,9
7,9

6,3

8,5

8,4

9,5

9,4

8,0

9,2
9,9

13,4

17,7

SH2.1
SH2.2

SH2.2
SH3.1
SH7.2

INC7.3

INC9.1,
INC10.1

INC9.1,
INC12.1
INC12.2

INC2.2

INC2.1
INC7.1
INC12.2

INC2.2
INC7.2,
INC11.1

INC7.1
INC8.1
INC10.1
INC12.2

INC1.1
INC8.1
INC12.1

INC7.2
INC7.3

INC1.2
INC1.3

INC1.2
INC7.2

INC7.1

INC1.3
INC7.3

INC1.3
INC2.2
INC7.2
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QTLs que controlan la severidad en hoja

De los 8 QTLs que influyen en la severidad en hoja, en 4 de ellos (SH3.1, SH4.1,
SH7.2 y SH11.1) el alelo de Si aporta una reduccidon notable de susceptibilidad, en
oposicién a la menor resistencia observada en este parental en el ensayo; mientras que en
los otros 4 (SH2.1, SH2.2, SH7.1 y SH12.1) el aumento de la resistencia lo aportan los
alelos de CNA. Por otra parte, SH2.2, SH3.1, SH7.2 y SH12.1 tienen efectos dominantes
considerables y de distintos signos. Los efectos son, en todo caso, pequefios, pues la
variacion fenotipica que explican estos QTLs varia entre el 4 y el 8%. En total, los QTLs
hallados explican el 43% de la variacion fenotipica del caracter.

En total se han hallado 8 interacciones significativas entre los QTLs de SH en esta
poblacién. Todos los QTLs de SH, salvo SH7.1, presentan al menos una interaccion
significativa. Los QTLs con mas interacciones son SH2.2, que interacciona con 4 de los 7
restantes QTLs, y SH7.2 y SH12.1, que interaccionan con otros 3 QTLs.

QTLs que controlan laincidencia en la panicula

Al analizar el conjunto de la poblacion SixCNA se identificaron siete QTLs que
afectaron a la incidencia de la enfermedad en paniculas; pero cuando se repitio el analisis
eliminando los genotipos que no presentaron sintomas se detectaron siete QTLs
adicionales. INC12.2 se hallé en ambos andlisis (en la Tabla 17 se muestran los valores del
andlisis de mayor significacion). Sélo INC1.2 e INC11.1 aparecen como QTLs sélo entre el
grupo de lineas susceptibles; mientras que en el caso de INC8.1, INC10.1 e INC12.1 deja
de detectarse un efecto sobre la resistencia al eliminar las lineas sin sintomas (sin
embargo, en la mayoria de los casos, el otro andlisis también indicaba la posible existencia
de un QTL en esa region, aunque de baja probabilidad). Se ha incluido INC7.1 aunque
tenga una LR bajo (6,3), porque el grupo de lineas susceptibles contiene una proporcién de
genotipos con el alelo Si significativamente superior a lo esperado, lo cual coincide con el
efecto aditivo predicho por el QTL. Los 14 QTLs detectados no se distribuyeron de forma
uniforme, sino que se hallaron tres QTLs en los cromosomas 1 y 7 y dos en los
cromosomas 2 y 12, mientras que no se detectd ningun QTL en los cromosomas 3, 4, 5y 6.
Cabe destacar que en la mayoria de estos QTLs el efecto dominante es importante, siendo
en 8 casos sensiblemente superior a la aditividad. Como en el caso de la severidad en hoja,
también en la incidencia en panicula ambos parentales aportan resistencia: concretamente,
cada uno en 7 QTLs; aunque en algunos de estos QTLs el efecto aditivo es pequefio, y en
muchos el efecto dominante es mayor que el efecto aditivo. Los QTLs encontrados explican
entre un 3 y un 11% de la variacion fenotipica de la incidencia en la panicula. Mientras que
al realizar el andlisis de QTLs de toda la poblacion, estos explican sélo el 40% de la
variacién fenotipica, los QTLs obtenidos analizando el grupo de individuos con sintomas
explican el 65% de esta variacion.

En esta poblacion se han detectado numerosas interacciones entre los QTLs de
incidencia: 16 en total, presentando todos los QTL al menos una interaccién significativa.
Los QTLs en los que mas interacciones se han encontrado son INC7.2 con 4 interacciones
e INC1.3, INC2.2, INC7.1, INC7.3 e INC12.2, que tiene 3 interacciones cada uno.
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4.3. Anédlisis de la resistencia en la poblacién JSxGV

4.3.1. Evaluacion de la resistencia en la poblacion JSxGV

La Tabla 18 resume los resultados de las evaluaciones fenotipicas en las
poblaciones F2 y F3 procedentes del cruzamiento JSxGV en las diferentes localidades. En
el ensayo realizado en Sevilla no se detect6 un ataque significativo de Magnaporthe oryzae
en el afio 2008, por lo que no se incluyen datos de esa localidad. El tamafio maximo de
mancha solo se evalu6 en Sueca y en El Palmar.

Tabla 18. Susceptibilidad en el cruzamiento JSxGV, en los parentales (JS: JSendra;
GV: Gigante Vercelli), y en el control Baixet. Afio en que se evaluo la F2: Les= nimero
de lesiones por hoja (aislado TH12). Afio en que se evalué la F3: AFAm= Area foliar media
afectada en la inoculacién con 6 aislados (%); parametros de campo medidos en tres
localidades (Sueca, El Palmar y Delta): SmaxH= Severidad méaxima en hoja (% de
superficie); IPan= Incidencia en panicula (%); Mmax.= Tamafio maximo de mancha (escala
DARP-UdL-IRTA 2007, de 0 a 6).

F2 F3
Sueca El Palmar Delta

Les AFAm SmaxH Mmax IPan SmaxH Mmax IPan  SmaxH IPan
JS 33 85 1 4 3 1 5 40 4 6
GV 6 14 2 4 10 5 2 75 0 22
Baixet - - - 6 - 80 6 100 8 19
Poblacién
Media 186 51 5 3,9 86 4 4,1 79 1 31

Rango 0-80 0-22 0-20 1-6 0-100 0-100 1-6 15-100 0-5 0-83

La poblacion F2 s6lo mostr6 segregacion en el nimero de lesiones provocadas por
la inoculacién con el aislado TH12, a pesar de que las variedades parentales habian
mostrado diferencias de susceptibilidad también frente a los otros 2 aislados ensayados.
Puesto que un solo linaje no es representativo de la poblacién del patégeno en Europa, ni
se puede determinar con él la amplitud de espectro de resistencia de los QTLs detectados,
se decidi6 volver a realizar un ensayo de inoculacion al afio siguiente en la poblacion F3,
con TH12 y otros 5 aislados (FR128, CD49, FR13, FR94 y FR95), que reflejaran la
variacion existente. En este segundo ensayo, se hicieron dos repeticiones para evaluar el
area foliar afectada (AFA) por cada aislado, y se consideraron diferentes parametros para
medir la resistencia: el AFA media y maxima de cada aislado; un parametro global, AFAm,
promedio de la respuesta a los aislados (el que se indica en la Tabla 18); y AFAmax, es
decir, el promedio de los valores maximos de todos los aislados. El Anexo IV detalla todos
los pardmetros medidos en este segundo ensayo de inoculacion.

Se observd una gran variacion entre las lineas F3, pero también dentro de cada
linea, tanto en los parametros relativos a la resistencia como en otros caracteres, tales
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como la altura de las plantas o su ciclo reproductivo. Esto ultimo dificult6 la toma de datos
en campo, pues algunas de las lineas resultaron ser muy tardias y ain no habian espigado
al final del periodo de cultivo, por lo que carecemos de datos de incidencia en panicula en
esos casos. En otras lineas, donde hubo segregacién en cuanto a ciclo, los datos de
incidencia en panicula corresponden a la media de las plantas mas tempranas.

La severidad maxima en campo (porcentaje de superficie foliar afectada) fue baja
en todas las localidades, sobre todo en el Delta, donde la media de todas las lineas fue de
0,73% y ninguna linea super6 el 5%; la variedad testigo Baixet también present6 un valor
bajo en el Delta, aunque mayor que los parentales. A pesar de esta baja severidad, los
tamafios maximos de mancha en Sueca y El Palmar fueron bastante grandes. La incidencia
de la enfermedad en panicula fue alta en las 3 localidades, especialmente en Sueca y en El
Palmar.

En los dos ensayos de inoculacién, como esperdbamos, JS fue mas susceptible
gue GV, el parental teéricamente resistente; aunque las AFAm de ambos parentales fueron
muy reducidas en casi todos los casos (Figura 30). Pero en la mayoria de los parametros
de campo ocurrié lo contrario de lo esperado, pues GV resulté mas susceptible que JS.
Esto fue asi en las tres localidades en lo que respecta a la incidencia en panicula, y en las 2
localidades de Valencia en lo que respecta a la severidad maxima en hoja, aunque ese afio
ésta fue baja en todas las localidades. En lo que respecta al tamafio maximo de mancha, en
El Palmar fue mayor en JS que en GV, mientras que en Sueca fue similar en ambos
parentales. La media de la poblacién F3 tuvo generalmente un valor intermedio entre JS y
GV en los parametros de susceptibilidad en hoja (SmaxH, Mmax, Les y AFA), pero la
incidencia en panicula de la poblacién superé a la de los parentales, sobre todo en el
ensayo en Sueca. En el Delta, la media de la incidencia en la poblacién F3 lleg6é a ser
incluso mayor que en Baixet.

Como se puede observar en las Figuras 29 y 30, las segregaciones tras la
inoculaciones con los distintos aislados no muestran una distribucién normal, lo que es
frecuente en este parametro, sobre todo si el nimero de lesiones por planta es bajo
(Roumen, 1994). La transformacion logaritmica fue la mas apropiada en estos casos para
aproximar los datos a la normalidad. En las inoculaciones de las lineas F3, un gran nimero
de lineas tuvo valores de AFAm cercanos o iguales a cero con todos los aislados. Pero

Figura 29. Distribucién del nUmero de lesiones en hoja después de la inoculacién con
el aislado TH12 de M. oryzae en la poblacion F2 del cruzamiento JS x GV. lzquierda:
datos sin transformar; derecha: datos transformados. JS: JSendra; GV: Gigante Vercelli.
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siguié habiendo suficiente segregacion para todos los aislados como para poder realizar un
andlisis de QTLs con el método de mapeo por intervalos compuesto, aunque no en todos
los casos la distribucion del caracter transformado fuera del todo préxima a la normalidad.

Figura 30. Distribuciones de las medias de los porcentajes de areas foliares afectadas
después de las inoculaciones de 6 aislados de M. oryzae en la poblacién F3 del
cruzamiento JS x GV. Arriba: datos sin transformar; abajo: datos transformados. JS:
JSendra; GV: Gigante Vercelli.
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La distribucion de la severidad en hoja (porcentaje de superficie afectada) muestra
que ésta fue baja, sobre todo en el Delta y en El Palmar, donde 114 lineas presentaron
porcentajes inferiores al 1% (Figura 31). En Sueca los porcentajes fueron algo mayores,
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Figura 31. Distribucién de la severidad en hoja (media del porcentaje de superficie
afectada) en las lineas F3 del cruzamiento JSxGV. Arriba: en las tres localidades con los
datos sin transformar; abajo: en Sueca con los datos transformados (raiz cuadrada del
porcentaje). JS: JSendra; GV: Gigante Vercelli.

140 T
120 ‘
5 100 |
2
g 80
o 60
I 40
20
0
El
w
oow Palmar
» X o
N e Sueca
w w
R -
- o~ w
=g 88
T8 g9
~ w
]
3
1]
c
]
3
0
o
el
w

pero, en general, estuvieron por debajo del 10%. Sélo en esta localidad se puede
considerar que existe una verdadera segregacion para este caracter, por lo que es la Unica
para la cual se realiz6 la identificacion de QTLs por CIM (aunque los datos se transformaron
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mediante la funcién raiz cuadrada para aproximarlos a la normalidad). Con los datos de
severidad en El Palmar, se realizd un andlisis de segregacion de marcadores con el test )(2
sélo entre las lineas con una severidad en hoja inferior al 1%. No se llevd a cabo ningun
analisis con los datos de severidad en el Delta.

Una gran proporcién de la poblacion tuvo el 100% de paniculas afectadas por el
ataque de M. oryzae en las dos localidades de Valencia, sobre todo en Sueca (Figura 33).
Por ello, en esta localidad s6lo se realiz6 el analisis de segregacion de marcadores
mediante el test de x2 en aquellas lineas con incidencia mayor del 80%. En el caso de la
incidencia en El Palmar se puede observar que, aparte del gran nimero de lineas que
tienen mas del 90% de paniculas afectadas, hay una cierta segregacion de las restantes
lineas; por ello, los datos en esta localidad fueron divididos en 2 grupos para el analisis de
QTLs: en las lineas con incidencia en panicula superior al 90% se efectu6 un andlisis de
segregacion de marcadores, mientras que en las lineas restantes se realizé el analisis de
QTLs mediante CIM (aplicando la funcién de transformacion arcoseno de la raiz cuadrada
para aproximar la distribuciéon a la normalidad). En el Delta, por el contrario, hubo pocas
lineas con mas del 50% de paniculas afectadas y ninguna con mas del 90%; en este caso,
se transformaron los datos mediante la funcion raiz cuadrada y se realizd el analisis
mediante CIM en el conjunto de la poblacion.

Figura 32. Distribuciéon del tamafio maximo de mancha en las lineas F3 del
cruzamiento JSxGV medida, en El Palmar y en Sueca. Tamafio maximo segun la escala
DARP-UdL-IRTA, 2007 (0-6). JS: JSendra; GV: Gigante Vercelli.
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20
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Figura 33. Distribucion de la incidencia en panicula (porcentaje de paniculas
afectadas) en las lineas F3 del cruzamiento JSxGV. Izquierda: en las 3 localidades
ensayadas con los datos sin transformar; derecha: en el Palmar (arco seno de la raiz
cuadrada) y en el Delta del Ebro (raiz cuadrada) con los datos transformados. JS: JSendra;
GV: Gigante Vercelli

Frecuencia

Frecuencia

4.3.2. Correlacién entre caracteres en la poblaciéon JSxGV

Se calcularon las correlaciones entre cada uno de los parametros en cada
localidad y también entre localidades, sin aplicar ninguna transformacion. Las correlaciones
obtenidas en las poblaciones F2 y F3 fueron generalmente bajas (Tabla 19), y menores que
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las obtenidas en variedades comerciales en el mismo afio y en los mismos campos (datos
no mostrados). Dentro de una misma localidad, sélo se observaron correlaciones
significativas entre incidencia en panicula y tamafio de mancha en Sueca, y entre incidencia
y susceptibilidad en hoja en El Palmar.

En cuanto a las correlaciones entre localidades, éstas fueron algo mas altas,
aungque no significativas para severidad en hoja; el tamafio de mancha si mostré una
correlacion significativa entre las dos localidades en que se midio; y hubo correlacién entre
la incidencia en panicula de Sueca y El Palmar, y entre El Palmar y el Delta. Ademés hubo
algunas correlaciones significativas y positivas entre parametros distintos en localidades
diferentes (por ejemplo, la incidencia en panicula en el Delta y la severidad en hoja en
Sueca y El Palmar). Mencién aparte merece la correlacion entre AFAm y la severidad en
hoja en el Delta, pues estan correlacionadas negativamente; en las dos localidades de
Valencia esta correlacién es nula. La resistencia en términos de nimero de lesiones (LES),
provocadas por un Unico aislado, no aparece claramente correlacionada con ninguno de los
parametros, ni con los medidos en campo ni con AFAm. Es mas, no hubo ni siquiera
correlacion entre el nimero de lesiones en F2 y el area foliar afectada por el mismo aislado
(TH12) en F3.

Tabla 19. Coeficientes de correlacion entre los parametros de resistencia de la
poblaciéon JSxGV. SmaxH: Severidad maxima en hoja (%), |. Pan.: Incidencia en panicula
(%), Mmax: Tamafio maximo de mancha (Escala DARP-UdL-IRTA, 2007). Nr. Les. NUmero
de lesiones por hoja, AFAm: Area foliar afectada media (%). Los valores Nr.Les. se refieren
a individuos F2, el resto a las lineas F3. Nivel de significacion: * < 0,1; ** < 0,05; ***<0,01.

Sueca El Palmar Delta F2
SmaxH Mmax [|Pan. SmaxH Mmax I.Pan. SmaxH I.Pan. Nr. Les.
Sueca SmaxH
Mmax 0,11
IPan. 0,00 0,18
El Palmar SmaxH 0,12 0,07 0,06
Mmax 0,11  0,19° 0,07 -0,06
IPan. 0,00 0,06 039 023 013
Delta SmaxH 0,14 -0,14 -0,15 0,13 -0,01 0,17
IPan. 0,22° 006 017 027 -0,13 0,29  -0,04
F2 Nr.les. 0,02 -0,04 005 002 -0,06 005 -003 -0,05
F3 AFAm 0,03 042" 0,09 -001 0,08 002 -017 -0,13 0,04
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4.3.3. Mapeo de QTLs en la poblacion JSxGV

4.3.3.1. Segregacion de los marcadores y mapa de ligamiento

En total se ensayaron 266 marcadores SSR, pero s6lo 92 (35%) presentaron
polimorfismos entre los parentales. Dos de ellos amplificaron mas de una banda, que se
cartografiaron mediante el analisis de ligamiento: RM342 present6 un locus polimérfico en
el cromosoma 6, dos loci en el cromosoma 7, y un locus en el cromosoma 8; los loci de los
cromosomas 6 y 7 no se habian descrito con anterioridad en los mapas consultados, y
pensamos que ello es debido a que las variedades utilizadas en este estudio estan bastante
alejadas genéticamente del germoplasma usado para construir los mapas publicados
previamente. Por su parte, RM473 presento tres loci polimdrficos en los cromosomas 1, 3y
7, todos descritos previamente.

La mayoria de los SSR cribados segregaron mendelianamente de acuerdo con lo
esperado, pero 10 de ellos (un 11%), distribuidos en varios cromosomas, tuvieron
segregaciones distorsionadas. Se trata de RM3148 y RM86 en el cromosoma 1, RM530 en
el cromosoma 2, RM430 en el cromosoma 5, RM2, RM418, RM21822 y RM342C y
RM342D en el cromosoma 7, RM284 en el cromosoma 8 y RM101 en el cromosoma 12.

En la figura 34 se puede ver el mapa de ligamiento que hemos obtenido en esta
poblacién, junto con los QTLs detectados. Este mapa se corresponde bien con lo esperado,
en cuanto al orden de los marcadores y las distancias entre estos, aunque en algunas
regiones cromosémicas no se encontraron polimorfismos entre los parentales, por lo que,
como ya ocurrio en la poblacién SixCNA, marcadores que pertenecerian al mismo
cromosoma segun diversos mapas publicados, aparecen en grupos de ligamiento distintos
y se representan como grupos contiguos. En algunos casos, el alineamiento de los mapas
de JSXGV y SixCNA confirma la pertenencia de grupos de ligamiento separados a un
mismo cromosoma (Figura 36).

Al igual que en la poblacion SixCNA, la distribucién de los marcadores polimoérficos
no fue uniforme a lo largo del genoma: en los cromosomas 4, 5, 9, 10 y 12 se hallaron
pocos polimorfismos, mientras que éstos son abundantes en los cromosomas 1, 6, 7y 8. El
Gnico cromosoma que en este estudio presenta una completa cobertura de marcadores es
el 7. En el cromosoma 8, pese a ser en el que se encuentran mas marcadores, hay una
amplia region central en la que no se ha detectado ninguno.

4.3.3.2. QTLs de resistencia

Dada la posibilidad de que sean diferentes las condiciones ambientales de cada
localidad, y las poblaciones de patégeno en cada una ellas, cada parametro evaluado en
campo en cada localidad se consider6 como un caracter independiente en el andlisis de
QTLs. Del mismo modo, en el ensayo de inoculacién en la poblacién F3, se consideraron
los pardmetros AFAm y AFAmax de cada aislado como un caracter distinto, asi como los
parametros promedio. Los QTLs se denominan con la misma nomenclatura, en cuanto a
cromosomas y numero de orden, que en la poblacion SixCNA; ademas, en los parametros
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Figura 34. Mapa de ligamiento y QTLs de resistencia a M. oryzae en la poblacién
procedente del cruzamiento JSendra x Gigante Vercelli. Denominacion de los QTLs:
LES (rojo): Namero de lesiones por hoja; AFA (azul): Area foliar afectada: entre paréntesis,
ndamero de aislados en los que se detecta este QTL; SH (verde): Severidad en hoja; MM
(negro): Tamafio méximo de mancha; PAN (dorado): Incidencia en panicula. Las barras
solidas indican QTLs con un LR superior a 10, o regiones con un nivel de significacion
<0,01; las barras rayadas indican QTLs con un LR ente 8 y 10, o con una significacion
<0,05. Los brazos son el intervalo de confianza del QTL.
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de resistencia en campo, se indican por su inicial la o las localidades en que se detecta. En
el andlisis por CIM se calculé el umbral de LR de cada caracter para el cual se puede
afirmar con un 95% de seguridad que los picos de probabilidad indican QTLs reales y, en el
caso del estudio de asociacién de marcadores o en el SMA, se declar6 un QTL cuando la
probabilidad de error del test )(2 fuera inferior al 5%. No obstante, hemos incluido QTLs
potenciales con significaciones inferiores a los umbrales previamente establecidos cuando
se han detectado en mas de una localidad o se han identificado interacciones epistaticas
significativas.

Tabla 20. Intervalos cromosémicos asociados con QTLs de resistencia a M. oryzae en
el cruzamiento JSxGV. LES = Numero de lesiones, AFA = Area foliar afectada, SH =
Severidad en hoja, MM = Tamafio maximo de mancha, PAN = Incidencia en panicula. P =
El Palmar, S = Sueca, D = Delta. Cr: Cromosoma; Loc: Localidad en que se detecta; a:
efecto aditivo (a > 0 6 (+): el alelo de JS aumenta la susceptibilidad; a < 0 6 (-): la
disminuye); d: efecto dominante; R% variacion fenotipica explicada; Sign: Nivel de
significacion (cuando aparece un namero, se refiere al LR; en los otros casos al test x2 o al
SMA : * < 0,05, * < 0,01); Umbr: Umbral de confianza al 95% para LR; Interac: QTLs con
los que interacciona.

QTL Cr Intervalo Loc a d R° Sig Umbr Interac
LESL1 1 RM86 - RM259 4,56 6,56 0,10 9.3 16,7
LES12.1 12 RM101 - RM260 -5,44 -1,52 0,09 10,4
SHL1P 1 RM428 P (1) * 231 SH7.1P
SH6.15+P 6 RM564 - RM162 S -2,51 3,14 0,10 10,2
RM342B-RM162 P () o SH8.2P
SH11.1P
SH7.1P 7 RM11 - RM336 P O * SH1.1P
SH8.1P 8 RM408 P () * SH8.2P
SH9.1P
SH8.2P 8 RM310 - RM6208 P (+) *x SH6.1SP
SH8.1P
SH9.1P 9 RM215 P O * SH8.1P
SH11.1P 11 RM286 P () o SH6.1SP
MM1.1S 1 RM3148 -RM259 S -0,74 0,05 0,13 24,3 15,2 (P)
MM4.1S 4 RM518 - RM16460 S 0,37 0,34 0,06 9,0 16:3(S)
MM5.1P 5 RM153-RM574 P 0,16 0,60 0,10 15,4
MM5.2S 5 RM430-RM161 S 0,15 0,83 0,09 9,0
MM6.1S 6 RM19574-RM564 S -0,36 0,44 0,06 9.6
MM11.1S 11 RM484-RM479 S 0,50 -0,07 0,07 10,3
PAN1.1P 1 RM428 P () * 16,3 (P) PANL.3S
17,7 (D)
PAN1.2P 1 RM86 - RM259 P -2,37 -2,51 0,06 84
PAN1.3S 1 RM486 s ) * PAN1.1P
PAN2.1S 2 RM423 s ) * PAN2.2P
PAN3.2P
PANG6.2P
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PAN9.2PD
QTL Cr Intervalo Loc a d R2 Sig Interac
PAN2.2P 2 RM341 P () * PAN2.1S
PANG.2P
PAN2.3D 2 RM3716 -RM250 D -7,67 -2,75 0,04 8,9
PAN3.1P 3 RM569 P () ** PANG.2P
PAN3.2P 3 RM251 - RM473C P -1,89 -2,32 0,17 8,7 PAN2.1S
PANG.2P
PAN7.1P
PAN8.3SP
PAN4.1P+D 4 RM335 - RM518 P -1,84 6,59 0,07 11,0 PANG.2P
PAN7.1P
PAN9.1S
D 1,551 0,54 0,04 8,0
PANG6.1S+P+D 6 RM539 S (#) * PANS8.1S
PAN8.2SPD
RM539 - RM19574 P (+) (+) ok PAN9.1S
PAN9.2PD
RM539 - RM342B D -1,77 4,67 0,18 16,8
PANG.2P 6 RM342B - RM527 P 1,88 4,38 0,21 10,8 PAN2.1S
PAN2.2P
PAN3.1P
PAN3.2P
PAN4.1PD
PAN11.1D
PAN7.1P 7 RM11 - RM336 P () > PAN3.2P
PAN4.1PD
PAN8.2SPD
PAN11.1D
PAN8.1S 8 RM506 - RM408 S (¥ * PAN6.1SPD
PAN8.2S+P+D 8 RM152 S ) * PAN6.1SPD
PAN7.1P
RM152 P () *
RM152 - RM38 D -1,36 -5,47 0,05 9,2
PAN8.3S+P 8 RM310-RM3507 S (+) (+) o PAN3.2P
RM310 - RM23170 P 3,89 8,07 0,16 26,2
PAN9.1S 9 RM409 S (#) (¥ * PAN4.1PD
PANG6.1SPD
PAN9.2P+D 9 RM215 P () () * PAN2.1S,
PANG6.1SPD
RM242 - RM215 D -4,11 0,83 0,05 9,0
PAN10.1P+D 10 RM333 P 7,00 *
D 0,70 *
PAN11.1D 11 RM26816 - D -6,84 -7,06 0,09 13,6 PANG6.2P
RM27057 PAN7.1P
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En total, se han identificado 53 regiones relacionadas con los caracteres
estudiados: 2 que influyen en el nimero de lesiones (denominados LES), 20 en el area
foliar afectada tras las inoculaciones (AFA), 7 en la severidad maxima en hoja (SH), 6 en el
tamafio maximo de mancha (MM) y 19 en la incidencia en panicula (PAN). La Figura 34
muestra la posicion de estos QTLs, y la Tabla 20 resume sus caracteristicas mas
importantes, salvo los de AFA, cuyas caracteristicas estan descritas en la Tabla 21 y el
Anexo V. Por otra parte, el Anexo Il muestra las gréaficas y los detalles de las interacciones
entre QTLs.

QTLs que controlan la resistencia en ensayos de inoculacion:

Los 2 QTLs que influyen en el nimero de lesiones por hoja en la inoculacion con el
aislado TH12 en la poblaciéon F2 se localizan en los cromosomas 1y 12. En LES1.1 es el
alelo de GV el que reduce el nimero de lesiones, aunque el efecto dominante es mayor que
el aditivo; y en el caso de LES12.1, es el alelo de JS el que incrementa la resistencia.
Ambos QTLs explican solo el 20% de la variaciéon fenotipica. No se detect6 interaccion
entre ambos QTLs.

Tras las inoculaciones de las lineas F3, se realiz6 el andlisis de QTLs con cada
uno de los parametros de los aislados individuales, y con los promedio. En la tabla 21 se
muestran los QTLs encontrados. En algunas regiones cromosémicas coincidieron QTLs
para mas de una variable de AFA, por lo que se consideraron como un solo QTL, ya que es
probable que un locus confiera resistencia a mas de un aislado. También se han
encontrado regiones en las que los picos de los QTLs estan desplazados ligeramente uno
de otro, y no se puede afirmar con seguridad si se trata de un QTL Unico con resistencia a
varios aislados o de un cluster de QTLs, en el que cada QTL confiere resistencia a un
aislado distinto. En algunos casos aparecieron picos con LR ligeramente inferiores a 8 para
més de un aislado en una misma region cromosémica, por lo que consideramos que alli
también hay un potencial QTL. Para diferenciarlos de los casos en los que la LR es superior
a 8, en la tabla 21 aparecen en una columna aparte como “aislados potenciales”. En los loci
que se detectaron en mas de un caracter de AFA, en la tabla 21 se ha indicado el valor del
QTL en el que dicho locus tiene mayor nivel de significaciéon. En adelante, al hablar de esos
loci, nos referiremos a estos valores méas significativos; sin embargo, en el Anexo V
aparecen detallados todos los QTLs de AFA desglosados por aislados.

Se han hallado 27 regiones cromosdmicas que controlan AFA repartidas por todos
los cromosomas, excepto en el 10; por el contrario, en los cromosomas 1, 2 y 9 se han
encontrado cuatro QTL. Si en cada QTL sélo se tiene en cuenta los aislados para los que el
LR es mayor que 8, la resistencia que confieren la mayoria de estos es de un espectro
restringido. Sin embargo, en muchos de ellos hemos detectado varios aislados potenciales,
por lo que se pueden considerar que bastantes QTLs podrian conferir resistencia de amplio
espectro; destacan AFA6.1 y AFA8.2, que afectan a la resistencia frente a todos los
aislados del ensayo.

En siete QTLs, el efecto aditivo es claramente superior al dominante, mientras que
en catorce la dominancia es el efecto mas importante. En algunos casos, los efectos
dominantes aumentaron la resistencia y en algunos la redujeron.
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Los dos QTLs que explican mayor porcentaje de la variacion fenotipica son AFA9.2
y AFA11.1 (el 51 y el 43%, respectivamente). En ambos es el alelo de GV el que aumenta
la resistencia, aunque AFA11.1, presenta también un efecto dominante elevado y de signo
contrario. lgual que en otros caracteres, tanto JS como GV aportan resistencia: en trece
QTLs es el alelo procedente de GV el que incrementa la resistencia; no obstante, sélo en
AFAl.4, AFA2.3, AFA2.4 y AFA9.2 este efecto es mayor que el efecto dominante y en
AFA3.1 y AFA11.1 es de magnitud similar. Por el contrario, en catorce QTLs es el alelo
procedente de JS el que reduce la susceptibilidad a M. oryzae, pero sélo en AFAL.1,
AFA8.2, AFA9.1 y AFA12.2 este efecto es mayor que el dominante y en AFA6.1 de
maghnitud similar.

No hemos analizado las posibles interacciones entre diversos QTLs que afectan al
AFA tras las inoculaciones, dado que seria extremadamente laborioso al estar este caracter
compuesto por diversos subcaracteres que habria que tener en cuenta por separado (AFAs
medias y maximas de cada uno de los seis aislados).

Tabla 21. Intervalos cromosémicos asociados con QTLs de area foliar afectada (AFA)
por diferentes aislados de M. oryzae en el cruzamiento JSxGV. En QTLs detectados
con mas de un aislado, se presenta la asociacion mas significativa. Cr: Cromosoma; a:
efecto aditivo (a > 0 6 (+): el alelo de JS aumenta la susceptibilidad; a < 0 6 (-): la
disminuye); d: efecto dominante; R% variacion fenotipica explicada. Sig: Nivel de
significacion (cuando aparece un numero, se refiere al LR; en otro caso a SMA: ** < 0,01;
Aislado: aquellos sobre los que el QTL tiene un efecto significativo; A. potencial: Aislados
potenciales (aquellos en que el QTL se detecta con baja significacion).

Cr QTL Intervalo a d R2 Sig Aislado A. potencial
1 AFA1.1 RM3148-RM259 -1,22 0,72 0,07 10,3 CD49
FR13

AFA1.2 RM488-RM473B  -3,08 -11,13 0,19 9,2 FR94
AFA 1.3 RM246-RM473B 1,13 3,03 0,06 11,9 CD49

AFAl1.4 RM315 - RM476 2,12 0,28 0,22 284 THI12 FR13
FR128
CD49

2 AFA2.1 RM109 - RM423 -0,82 329 006 75 CD49

AFA2.2 RM341 - RM475 -0,80 6,74 0,12 9,0 FR95
AFA2.3 RMA475 - RM530 1,93 -154 0,08 83 AFA
AFA2.4 RM530 - RM250 872 521 0,07 91 FR9%
3 AFA3.1 RM569 - RM231 1,04 -193 0,03 92 FR9% FR95

AFA3.2 RM251-RM473C -1,78 -542 0,15 12,7 TH12 FR94
FR128
CD49
FR95

AFA3.3 RM135 - RM422 406 801 009 81 FR13

4 AFA4.1 RM335-RM16460 4,02 4,69 0,20 23,0 CD49 TH12
FR94
5 AFA5.1 RM122 - RM574 1,37 -2,31 0,09 6,9 CD49

AFA5.2 RM430 - RM161 1,77 -16,93 0,23 10,7 FR94
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Cr QTL Intervalo a d R2 Sig Aislado A. potencial

6 AFA6.1 RM539 — RM564 -741 785 0,11 9,7 CD49 TH12,
FR95 FR128,

FR13, FR94
AFA6.2 RM527-RM162  -7,34 -1558 0,07 10,0 FR94
FR95
7 AFA7.1 RM336-RM505  -057 1,16 0,06 85 CD49
AFA7.2 RM505-RM342D 10,05 -14,51 0,10 13,4 CD49  TH12, FR95
FR13
FR94
8 AFA8.1 RM152-RM38 2,37 -11,12 0,05 82 FR94
AFA8.2 RM14798 - RM342A -508 0,78 0,10 13,5 FR128 TH12, CD49,
FR13, FR94,
FR95

9 AFA9.1 RM444-RM23973 169 575 0,32 17,6 FR13 TH12

AFA9.2 RM2397- RM24006 5,92 -2,47 051 27,6 FR13
FR95
AFA9.3 RMA409 591 ** FR94

AFA9.4 RM242 - RM215 -0,84 551 0,06 82 FR13
11 AFA11.1 RM286 - RM441 2,03 -261 043 305 TH12

CD49

FR13

FR95
12 AFA12.1 RM101 - RM511 -0,74 -6,27 0,05 59 FR13
AFA12.2 RM511 — RM309 -2,17 -055 005 64 CD49

QTLs que controlan la severidad en hoja:

En el ensayo del Delta se consider6 que no hubo segregacion para SmaxH vy, por
lo tanto, no realizamos el andlisis de QTLs correspondiente. En las otras 2 localidades se
han identificado siete regiones involucradas: todas ellas influyen en la severidad en el
ensayo de El Palmar, y una de ellas también en Sueca. En el caso de El Palmar, debido a
que la distribucion fue muy sesgada, las regiones cromosdmicas implicadas se han
detectado mediante un analisis de la segregacion de los marcadores entre las lineas F3
mas resistentes: en los marcadores que corresponden a SH7.1P, SH8.1P y SH9.1P se
puede ver un exceso significativo de genotipos JS entre las lineas mas resistentes. En
SH1.1P, SH8.2P y SH11.1P, sin embargo, se acumulan los genotipos GV entre las lineas
menos susceptibles, por lo que es ese alelo el que aporta resistencia. En otros dos QTLSs el
efecto dominante es importante: en SH7.1P hay significativamente menos heterocigotos de
lo esperado entre las lineas con una severidad menor al 1%, mientras que en SH9.1P
ocurre lo opuesto. Con este tipo de andlisis no se han estimado las magnitudes de los
efectos genéticos, solo su signo y nivel de significaciéon. SH6.1S+P es el Unico QTL que se
detectd, mediante CIM, en Sueca, donde explica el 10% de la variacion fenotipica
observada; el alelo de JS es el que incrementa la resistencia en este locus (de forma similar
a lo visto en el Palmar con el analisis por segregacion), aunque con una dominancia de la
misma magnitud y de signo contrario.
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En total, se han detectado cinco interacciones aditivas significativas entre estos
QTLs de severidad en hoja mediante ANOVA factorial (Anexo Ill); todos los QTLs presentan
una o dos interacciones epistaticas. Por lo general, las interacciones se detectan en las
mismas localidades en las que se expresan los QTLs: cuatro de las cinco interacciones se
observan en El Palmar. Hay cuatro interacciones que se detectan en 2 localidades,
incluyendo también el Delta, pero en ningln caso se encuentra una interaccion significativa
en las tres localidades.

QTLs que controlan el tamafio maximo de mancha:

Son seis los QTLs relacionados con el tamafio maximo de mancha que se han
encontrado. Cinco de ellos se expresaron en el ensayo en Sueca (MM1.1S, MM4.1S,
MM5.2S, MM6.1S y MM11.1S), y uno en El Palmar (MM5.1P). Estos QTLs determinan
entre el 6 y el 13% de la varianza fenotipica de este caracter en Sueca, (siendo la varianza
total explicada en Sueca del 41%), mientras que MM5.1P es responsable del 10% de la
varianza de Mmax en El Palmar. Sélo en dos de los QTLs (MM1.1S y MM6.1S) es el alelo
de JS el que confiere resistencia, mientras que en los otros cuatro es el alelo de GV el que
reduce el tamafio de mancha; esto coincide con lo observado en campo en los parentales,
pues JS presenta manchas considerablemente mayores que GV. No obstante, la
dominancia es un factor que no se debe desestimar en este caracter, pues es igual o mayor
gue los efectos aditivos en cuatro de los QTLs; es interesante notar que en estos casos
contribuye a aumentar la susceptibilidad. Para este caracter no se ha detectado ninguna
interaccion significativa entre los QTLs implicados.

QTLs que controlan laincidencia en la panicula:

Se han detectado diecinueve regiones que afectan a la susceptibilidad en la
panicula; estos loci no se distribuyen de forma uniforme, sino que se concentran sobre todo
en los cromosomas 1, 2 y 8, en cada uno de los cuales se han hallado tres QTLs. Por
localidades, en el Delta y en Sueca se expresaron siete QTLs y en El Palmar trece. De los
diecinueve QTLs, dos se detectaron en los tres ambientes del ensayo (PAN6.1S+P+D y
PAN8.2S+P+D) y cuatro en 2 ambientes diferentes, pero no siempre con efectos genéticos
similares. Algunos de los QTLs explican porcentajes de variacion fenotipica nada
desdefiables (PAN6.1S+P+D el 18% en Sueca y PAN6.2P el 21%, PAN3.2P el 17% y
PAN8.3S+P el 16% en El Palmar); y en conjunto, los QTLs relacionados con la incidencia
en panicula en el Delta explican el 45% de la variacién fenotipica de este caracter, mientras
que los QTLs detectados mediante CIM en El Palmar explican el 67% de la variacion.

Los siete QTLs que regulan la resistencia a M. oryzae en la panicula en la
localidad de Sueca se han detectado mediante el andlisis de segregacién de marcadores
dentro del grupo de lineas con susceptibilidad mayor al 80%. Entre las lineas mas
susceptibles hay un exceso significativo de genotipos JS en los marcadores que
corresponden a PAN1.3S, PAN2.1S, PAN6.1S+P+D, PAN8.1S, PAN8.3S+P y PANO9.1S,
por lo que se deduce que es el alelo de GV el que aporta resistencia. En los QTLs PAN9.1S
y PAN8.3S+P hay una proporcion de individuos heterocigotos significativamente mayor en
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las lineas més susceptibles que en toda la poblacion, lo que indica que, en estos QTLSs, el
efecto dominante es notable.

Al contrario que en Sueca, en cinco de los siete QTLs de incidencia en panicula
que se expresan en el Delta, es el alelo de JS el que confiere resistencia. Unicamente
PANG6.1S+P+D, PAN 8.2S+P+D y PAN11.1D muestran una dominancia destacada, aunque
s6lo PAN6.1S+P+D contribuye notablemente a la variacién observada (con un R? de 0,18).

En El Palmar se realizaron 2 analisis por separado. Por un lado, al analizar la
segregacion de marcadores en el grupo de lineas F3 con mas del 90% de paniculas
afectadas, se detectaron siete QTLs. Por otro lado, con el andlisis por SMA y CIM que se
efectud con el grupo de lineas restantes (42 lineas con incidencia menor del 90%) se
detectaron seis QTLs adicionales, aunque cuatro de ellos tienen bajos niveles de
significacion, lo cual no es de extrafiar tratandose de pocas lineas. Al igual que en el Delta,
en la mayor parte de los QTLs (ocho), el efecto del alelo JS es el de aumentar la
resistencia. Por otra parte, la dominancia es notable en seis de los QTLs.

Entre los QTLs de incidencia en panicula encontrados hay 20 interacciones
significativas. Todos los QTLs, excepto dos, presentan al menos una interaccion
significativa entre ellos. Destacan los QTLs de los cromosomas 6 y 7 por tener numerosas
interacciones: PANG6.2P presenta seis interacciones, mientras que PAN2.1S, PANS.2P,
PANG6.1S+P+D y PAN7.1P presentan cuatro. Otro QTL con considerable epistasia es
PAN4.1P+D, en el que se detectan tres interacciones significativas. La mayoria de estas
interacciones (60%) se hallaron Unicamente en una localidad, mientras que ocho fueron
significativas en dos localidades.
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5.1. Evaluacién de la resistencia a Magnaporthe oryzae

La presente tesis doctoral se engloba en varios estudios realizados en el
Departamento de Arroz del IVIA, que tenian como objetivo Ultimo la obtencion de nuevas
variedades con resistencia duradera al hongo Magnaporthe oryzae, adaptadas a las
condiciones de cultivo de la zona mediterranea. Este trabajo recoge, por una parte, un
estudio sobre la poblacion de este patdégeno (su composicion y estabilidad) mediante el
andlisis de una coleccion de lineas quasi-isogénicas (o variedades diferenciales, VDs) a lo
largo de varios afios. Y por otra, un andlisis de QTLs de resistencia parcial en dos
poblaciones segregantes, procedentes de un parental femenino adaptado y productivo en
las regiones arroceras espafiolas, y de un parental masculino considerado resistente.

Para este analisis genético, se decidié que el grado de tolerancia o resistencia de
los genotipos se determinaria segin el comportamiento de estos en campo, y no por su
respuesta en inoculaciones con el patégeno. También se decidié realizar las evaluaciones
en la generacién F3, aunque es mas frecuente utilizar la F2 para el estudio de QTLs, por
varios motivos: principalmente, porque la valoracion de la susceptibilidad de un determinado
individuo F2 en campo esta sujeta a un potencial error, debido a la aleatoriedad de la
presencia del hongo en ese punto concreto, pudiendo un genotipo susceptible escapar al
ataque del patégeno y aparecer como resistente sin serlo; al disponer en la F3 de
numerosas plantas descendientes de cada individuo F2, se pueden exponer diversos
descendientes a la infeccién y obtener un promedio que represente el valor del genotipo de
cada F2, lo que reduce el error indeterminado. Pero ademas, con las lineas F3 se pueden
realizar repeticiones, como se hizo en la poblacién JSendra x Gigante Vercelli, con lo que
se puede estudiar el efecto ambiental, asi como hallar QTLs que se expresen en distintos
ambientes y por ello, mas interesantes.

En el primer andlisis, en la poblacion Sivert x CNA-6159 (SixCNA), se evalud la
susceptibilidad en hoja y la incidencia en panicula de la generacién F3, en una localidad (El
Palmar) y un solo afio. Los parentales no mostraron ese afio sintomas de ataque del hongo
en panicula (Tabla 16), ni siquiera Sivert, tedricamente susceptible, y tampoco gran parte
de lineas F3. Ese afio el ataque en panicula no fue grave (sélo un 40% en Baixet, la linea
altamente susceptible que se utiliza como testigo y como esparcidor), aunque si se observé
un nivel medio-alto de infecciébn en hoja. Es posible que las condiciones no fueran
favorables para el atague del hongo desde el espigado hasta la maduracion, pudiendo asi
Sivert escapar del ataque en los 6rganos productivos; pero en ese caso, las valoraciones
podrian también no reflejar el nivel de resistencia real de las lineas F3.

Vistas entonces la complejidad del caracter “resistencia a M. oryzae” y las
dificultades para evaluarlo, en el disefio del estudio con la segunda poblacion (JSendra x
Gigante Vercelli, JISxGV), se incluyeron nuevos parametros: por un lado, inoculaciones en
invernadero en las generaciones F2 y F3; y para la determinacion de la resistencia en
campo, se analizd la F3 en varias localidades de tres regiones arroceras de Espafa y se
considerd, ademas de la severidad y la incidencia, el tamafio maximo de las lesiones en
hoja. De nuevo, los parentales de este segundo cruzamiento mostraron algunas respuestas
inesperadas, y tanto estos como la poblacion F3 se comportaron en ocasiones de forma
distinta en las diferentes localidades analizadas (Tabla 18, y Figuras 29 a 33). Asi, por
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ejemplo, GV, que fue completamente resistente a los 41 aislados europeos de M. oryzae
ensayados por Roumen y col. (1997) en invernadero (entre ellos 6 de Espafia y, en
concreto, 4 del Delta del Ebro y 1 de Valencia), no resulté més resistente en hoja que JS en
las localidades de Valencia, ni en panicula en todas las localidades. Es posible, pues, que
las conclusiones obtenidas de los ensayos de inoculaciones no sirvan para predecir la
resistencia frente a un ataque de este hongo en campo, y particularmente en las paniculas.

De igual modo, el estudio con las lineas diferenciales sefiala el importante peso
gue los factores ambientales pueden tener sobre la aparente resistencia de los genotipos
en campo. Se dedica, pues, la primera parte de esta discusién a analizar si los diferentes
métodos de evaluacion de la resistencia a M. oryzae son practicos, fiables y
representativos, asi como si existe relacion entre ellos.

5.1.1. Medida de laresistencia por inoculacion.

El comportamiento de la planta de arroz frente a un ataque de M. oryzae viene
determinado por una gran cantidad de factores, entre los cuales hay que destacar la
virulencia de las razas del hongo presentes en la zona, el genotipo de la planta y las
condiciones ambientales que favorezcan mas o menos el desarrollo de la enfermedad. Para
poder controlar estos factores al maximo, la mayoria de estudios sobre la resistencia se han
realizado en invernaderos, o en camaras de ambiente controlado; pero estos ensayos
dificiimente pueden simular fehacientemente la complejidad de la infeccion por M. oryzae
en campo. Por otra parte, existen diferentes modos de medir la susceptibilidad tras las
inoculaciones, y como se vera no son equivalentes.

Se han realizado muchos estudios para determinar si las inoculaciones en
invernadero sirven para predecir la resistencia a M. oryzae en campo. Surin y col. (1986) y
Mousanejad y col. (2010b) encontraron una alta correlacion positiva entre el area foliar
afectada (AFA) y la pérdida de rendimiento en campo. Bonman y col. (1989a, b) y Roumen
(1992b) observaron que el nimero de lesiones por hoja (LES) en ensayos de inoculacion en
invernadero esta estrechamente relacionado con la resistencia en campo (medida como el
area bajo la curva de progreso de la enfermedad en hoja, y teniendo en cuenta también la
incidencia en cuello). También se encontré6 una gran correlacion entre la pérdida en
rendimiento y el tamafio de las lesiones, especialmente con las inducidas en panicula por
inoculacion (Roumen, 1992c). Pero Roumen y De Boef (1993) observaron que el nimero de
lesiones estaba mas relacionado con la resistencia parcial en campo que el tamafio de las
lesiones. Por ello, se suele afirmar que el nUmero de lesiones en un ensayo de inoculacion
es un buen predictor para el comportamiento de las lineas en campo, pero no asi el tamafio
de éstas.

Por otro lado, AFA se utiliza generalmente como medida de la severidad media en
hoja y LES como medida de la incidencia de la enfermedad (aqui incidencia se refiere al
porcentaje de plantas, o partes de una planta, enfermas en una muestra,
independientemente de la severidad de la enfermedad; distinguir del caracter “Incidencia en
Panicula” de este trabajo) (Kranz y Rotem, 1988; Roumen, 1992a, b, 1993; Xu y Madden,
2002). Sin embargo, en muchos estudios se ha evaluado la severidad en hoja contando el
namero de lesiones (Seem 1984, Seem vy Gillpatrick 1980, Campbell y Madden, 1990,
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Obanor y col., 2005), debido a que se han encontrado correlaciones elevadas entre el
numero de hojas afectadas, LES y AFA en varios cultivos (James y Shih, 1973; Roumen,
1992a, b, 1993, 1996; Shabi y col., 1994; Freymark y col., 1994; MacDonald, 2000;
Abuamsha y col., 2013); ademas es mas rapido y sencillo evaluar LES que AFA vy, a
menudo, mas preciso y reproducible. Y puesto que LES esta altamente correlacionado con
el nimero de hojas afectadas en el tallo principal en los ensayos de inoculacion, y es mas
sencillo contar el nimero de hojas afectadas que el nimero de lesiones por hoja, en
algunos ensayos se han contado las hojas afectadas para evaluar la resistencia parcial a la
piriculariosis (Roumen, 1992a, b). No obstante, se ha constatado que la relaciéon entre
incidencia y severidad en hoja que han encontrado muchos autores no es aplicable a todos
los sistemas planta-patdgeno (Seem, 1984; Agrios, 2005) y debe ser establecida
empiricamente para cada uno de ellos durante varios afios y en varias condiciones (Kranz y
Rotem, 1988). Pese a ser mas complicado y lento evaluar la severidad en hoja, ésta se
considera a menudo una medida mas importante y Util que la incidencia en hoja para
determinar la eficacia de las estrategias de lucha contra las enfermedades (Campbell y
Madden, 1990).

En el presente ensayo no encontramos correlacion entre el nimero de lesiones por
hoja y cualquiera de los otros parametros (incluyendo el AFAmedia de varios aislados, e
incluso AFA por el mismo aislado -TH12-). Ello puede ser debido en gran medida a que LES
es un parametro poco informativo en nuestro caso: tras la inoculacién secuencial de tres
aislados sobre los individuos F2, s6lo hubo segregacion en el nimero de lesiones
provocadas por el primero de ellos, a pesar de que las variedades parentales habian
mostrado diferencias de susceptibilidad también frente a los otros 2 aislados ensayados. Es
posible, pues, que TH12 haya provocado una respuesta de resistencia inducida, no
observandose niveles significativos de infeccién en las inoculaciones posteriores. Para
evitar este problema, en la poblacion F3 se inocularon 20 plantas de cada linea con cada
uno de los 6 aislados, por separado, realizdndose dos repeticiones por aislado. En este
caso si se observo segregacion, si bien el pardmetro medido fue el &rea foliar afectada. Con
este protocolo se redujo el error de las determinaciones y, por otra parte, la combinacion de
los 6 aislados escogidos simula de una forma mas exacta el entorno patogénico al que se
enfrenta el arroz en campo. Esto puede contribuir a que la media de AFA si muestre alguna
correlacion significativa con parametros de resistencia en campo, aunque solo con el
tamafio maximo de mancha en Sueca y con la severidad méaxima en hoja en el Delta, si
bien esta ultima correlacion es negativa. Esto indica que, en nuestro ensayo, la inoculacién,
incluso realizada con diversos aislados, no ha logrado predecir la resistencia en campo.

5.1.2. Medida de laresistencia en campo.

Una cuestion importante es determinar en qué érgano se evalla la susceptibilidad
de la planta. Como ya se ha comentado, en la mayoria de ensayos se estima la resistencia
a la enfermedad sélo en hoja. Si bien este es un pardmetro importante, ya que una mayor
presencia del patégeno en la hoja puede actuar como nueva fuente de inéculo, e
incrementar la probabilidad del ataque a otros érganos o plantas, es en la panicula donde el
hongo causa mayores dafios para el agricultor. Los estudios sobre la relaciéon entre la
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resistencia en hoja y panicula son contradictorios, y ademas existen dudas sobre si los
mecanismos de defensa en ambos 6rganos son los mismos.

Una razon importante para que sea mas habitual estimar la susceptibilidad en hoja
es que se puede realizar la evaluacion desde un estadio temprano del crecimiento de la
planta, mientras que para evaluar la resistencia en érganos como el nudo, el cuello o la
panicula, hay que esperar hasta el final del ciclo reproductivo; esto puede ser complicado
en ensayos en invernadero o camara de cultivo, ya que el arroz no siempre espiga bien en
estas condiciones. Sin embargo, se debe tener en cuenta que las hojas, al igual que las
paniculas, se vuelven mas resistentes con el tiempo (Kahn y Libby, 1958; Roumen, 1982c;
Roumen y col., 1982): el nimero de lesiones desciende cuando la inoculacion se realiza en
plantas de mas edad; también lo hace el tamafio de las lesiones, pero de una manera
menos pronunciada (Goto y col., 1961; Notteghem y Andriatompo, 1979; Roumen, 1992a);
y las hojas de las variedades mas susceptibles tienen periodos de susceptibilidad mas
largos que en las variedades resistentes (Torres, 1986). Puesto que la presién mecanica
ejercida por el patbgeno es importante para la penetracion en los tejidos, el incremento en
la resistencia puede ser debido al progresivo endurecimiento de los tejidos o al
engrosamiento de la pared celular, o a ambas causas. Por otra parte, aun en hojas de la
misma edad, la resistencia parcial no se expresa siempre de la misma forma, y se pueden
encontrar a menudo diferentes tipos de lesiones (Roumen, 1993). Kozaka (1979) lo atribuye
a la diferencia en susceptibilidad de las distintas células epidérmicas: las células buliformes
(células epidérmicas especialmente grandes y de paredes delgadas) son penetradas con
relativa facilidad y el crecimiento de las hifas es mayor que en otras células epidérmicas
infectadas (Yoshino, 1971; Koga, 1989).

Sin embargo, cuando las determinaciones del grado de afectacién se realizan en
campo, la intensidad de la enfermedad no depende tanto del grado de resistencia de los
diferentes 6rganos, sino de que las condiciones ambientales sean favorables para el
desarrollo del hongo. En campo, la enfermedad suele aparecer en picos, por lo que, para
asegurarnos de tener datos en el momento de mayor incidencia, se realizaron varias
evaluaciones a lo largo del crecimiento de las lineas. La intensidad de la enfermedad fue
aumentando con el tiempo y los valores maximos se dieron en la fase de maduracion en
casi todas las lineas de ambas poblaciones.

Se han empleado métodos muy diversos para estimar el grado de resistencia a M.
oryzae en hoja (apartado 1.7.3.3). El método més sencillo, y por ello el méas utilizado, es
usar alguna escala de valores. En nuestros ensayos hemos empleado dos de estas
escalas: la escala adoptada en el primer simposio sobre piriculariosis en el IRRI (Ou, 1965),
en la que se consideran varios parametros como el tamafio, el color y la forma de las
lesiones, y el area foliar afectada, que hemos utilizado en la poblacién SixCNA y la
coleccién de lineas diferenciales (parametro SH); y la escala DARP-UdL-IRTA-2007 en la
poblacién JSxGV. La primera se ha estado utilizando durante afios para evaluar la
gravedad de la infeccion a M. oryzae en ensayos en el Departamento del arroz en el IVIA,
aparte de otros autores (Padmanabhan, 1979; Prabhu y Ferreira, 1991; Ahn, 2001; Bastos y
col., 2002, entre otros). La segunda fue elaborada a causa de la dificultad para expresar los
resultados que encontraba el grupo del IRTA en el Delta del Ebro con las escalas
existentes, y esta adaptada a las caracteristicas intrinsecas del patosistema propio (Catala

y col., 2008). Se ha estado utilizando durante varios afios en los campos del IRTA, donde
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resultd muy atil y mas objetiva para valorar variedades que otras medidas (Catala,
comunicacion personal), entre ellas la escala SES, propuesta por el IRRI en 2002; por ello
decidimos utilizarla en la poblacion JSxGV como método de evaluacion de la susceptibilidad
en hoja.

El uso de escalas para valorar la severidad estd, sin embargo, sujeto a un cierto
grado de subjetividad por parte de los distintos evaluadores. Ademas, presentan
inconvenientes para realizar estudios genéticos, pues al tener pocas categorias (7 y 8 en
las utilizadas en este trabajo), los individuos de la poblacion se distribuyen en esas pocas
categorias discretas, lo cual contrasta con los métodos de andlisis de caracteres
cuantitativos, como es la resistencia parcial, caracterizados por presentar una variacion
continua. No obstante, se ha de tener en cuenta que, a mayor nimero de categorias, mayor
es la dificultad de atribuir la severidad de una infeccién a la categoria correcta: Amanat
(1977) comprobo6 que esta habilidad es baja en evaluadores no entrenados. No obstante, se
afirma que la utilizacion de escalas con 7 categorias es lo 6ptimo en ensayos de
epidemiologia (Kranz, 1970; Kranz y Rotem, 1988; O’Brien y Van Bruggen, 1992).

La escala del IRRI es una escala bastante completa, pues tiene en cuenta
simultdneamente varios aspectos de las lesiones en hoja; por el contrario, la escala DARP-
UdL-IRTA-2007 es mas sencilla (ver Anexo | y Tabla 14), ya que soélo tiene en cuenta el
tamafio de la mancha, parametro medible y menos propenso a la subjetividad del
evaluador. Por otra parte, hay notables diferencias de severidad entre las categorias
designadas por la escala IRRI, de modo que casi todos los individuos de la poblacién
SiXCNA se distribuyeron en sélo 3 de las categorias descritas (Figura 27); por ello, con el fin
de disponer de una distribucién algo menos discreta para el analisis de QTLs, se afiadieron
dos categorias (“3,5” y “4,5”, donde se incluyeron los individuos con caracteristicas
intermedias entre las categorias 3y 4,y 4y 5, respectivamente). Por todo ello, en el estudio
posterior de la poblacion JSxGV se decidi6 usar la escala DARP-UdL-IRTA-2007 (Mmax), y
valorar por separado el porcentaje de area foliar afectada (SmaxH). La distribuciéon de
Mmax en las dos localidades de Valencia en que se midié fue més continua (Figura 32) que
la descrita en el caso de SiXCNA, de manera que la escala DARP-UdL-IRTA-2007 parece
apropiada para describir los diferentes niveles de susceptibilidad también en los arrozales
de Valencia; aunque esta observacion deberia corroborarse a lo largo de varios afios y con
diverso material vegetal.

Sin embargo, aunque hubo correlacion entre el tamafio maximo de mancha en
ambas localidades, no la hubo entre Mmax y las severidades estimadas como % de
superficie afectada en las mismas localidades (Tabla 19). Esto no es de extrafiar si se
consideran la distribuciones tan diferentes de ambos pardmetros (Figuras 31 y 32), pues
hubo mucha més variabilidad en el tamafio de mancha que en el porcentaje de superficie
afectada, que ese afio fue muy bajo en todas las localidades; y podria indicar que ambos
pardmetros miden aspectos diferentes de la susceptibilidad a M. oryzae. Pero dificilmente
se puede extraer una conclusion al respecto, puesto que con valores tan bajos de % de
superficie afectada, las estimas estadisticas pueden ser erréneas.

Para evaluar la susceptibilidad en los 6rganos productivos, por otra parte, en
ocasiones se valoran independientemente los dafios producidos en nudo, cuello y panicula.
Y asi se hizo en el andlisis de las VDs, donde se contabilizaron por separado los nudos y

123



DISCUSION

las paniculas afectadas. Pero en el estudio con las poblaciones segregantes se englobaron
en un Unico término, ya que un ataque en nudo o cuello también puede acabar afectando al
llenado de granos: hemos observado que en las lineas susceptibles una lesién extensa en
el nudo o el cuello puede acabar provocando paniculas total o parcialmente vanas (Figuras
8 y 12), que a menudo es dificil distinguir de los dafios causados en la panicula
propiamente dicha. No obstante, en el analisis de las VDs se observaron lineas con elevada
incidencia en nudo (IN) en las que no se detecté incidencia en panicula (IP) o ésta fue
mucho menor, y viceversa, sobre todo en 2009 y 2010; esto se ve reflejado en la falta de
correlacion entre IN e IP en varios afios (Tabla 15). Por el contrario, las medidas de IN de
varios afos si estan altamente correlacionadas entre si (no asi las de IP). Esto podria
responder a susceptibilidades diferentes entre los tejidos del nudo y de la panicula; hasta
donde sabemos, esta posibilidad no ha sido estudiada. Y también sefiala a la conveniencia
de evaluar por separado los dafios en los diferentes érganos siempre que sea posible. Sin
embargo, llaman la atencién dos aspectos: por una parte, que en algunos casos hay mas
incidencia en nudos que en paniculas, a pesar de que las Ultimas estan mas expuestas a
gue se depositen sobre sus tejidos las esporas de M. oryzae que llegan por el aire; y, por
otra, que algunas lesiones en los nudos parecen haberse producido de dentro hacia fuera,
como si el hongo no hubiese atravesado la vaina de la hoja bandera. Por ello, nos
atrevemos a especular con la posibilidad de que algunas de las lesiones en nudo procedan
de una infeccién sistémica del hongo por una invasion desde las raices, como han
demostrado que puede ocurrir Sesma y Osbourn (2004) en laboratorio.

Hay mayor correlacién entre las incidencias que entre las medidas de
susceptibilidad en hoja, tanto en JSxGV en distintas localidades (Tabla 19), como en las
VDs en distintos afios (Tabla 15). En parte, este fendbmeno puede deberse a que la
influencia del evaluador en la determinacién de la incidencia en panicula no es muy
importante, pues se trata de un conteo. Pero también a que, en nuestro estudio, la
incidencia es una media y no una maxima como SmaxH y Mmax: al segregar las lineas F3,
es posible que los genotipos mas susceptibles no estén igualmente representados en las 3
localidades, de modo que el valor maximo de susceptibilidad puede variar entre ellas,
mientras que el valor medio es mas probable que sea similar. Abundando en la
conveniencia de estimar severidades medias y no maximas esta lo observado en el ensayo
de las VDs el afio en que se determinaron tanto el porcentaje medio como el maximo
(2009): la severidad media presenta correlaciones significativas con otras medidas de
susceptibilidad en otros afios, cosa que no ocurre en el caso de la severidad maxima.

También es interesante analizar si las medidas de incidencia y severidad estan
relacionadas entre si, o si, por el contrario, reflejan la existencia de mecanismos de defensa
distintos o independientes, como se ha sugerido. Observamos que en nuestros estudios se
encuentran algunas correlaciones significativas entre ambas estimas de la susceptibilidad:
la IP muestra correlacion, dentro de la misma localidad, con SH en la poblacién SixCNA, y
en la poblacion JSXGV con SmaxH (en El Palmar) o con Mmax (en Sueca). También lo
observamos en la parcela de ensayo de las VDs el afio 2011. Pero, ademas, hubo
correlacion entre incidencias y severidades de localidades distintas (en JSxGV, IPP-SmaxD,
IPD-SmaxHP y S) o de distintos afios (en las VDs, SHagos-IN2009, SmedHze09-1P2011, Y
SHao010-1P2011). Dado que estas correlaciones entre ambos tipos de variables no son menos,
ni menores, que las observadas entre incidencias o entre severidades, se puede concluir
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que, si bien la relacion entre la susceptibilidad en hojas y en 6rganos productivos no es
estrecha en las experiencias presentadas en este trabajo, si existen algunas coincidencias
entre las medidas que hacen suponer que los mecanismos de defensa no son del todo
independientes.

Llama la atencién, por lo tanto, que algunas de las correlaciones sea negativas
(aunque sélo es significativa en el caso de SmaxHD-AFAm en JSxGV). Pero también
observamos algunos valores de r negativos préximos a la significacion entre otras variables
medidas en el Delta, y también en parametros evaluados en 2009 en las VDs. La
explicacion para ello puede encontrarse en los valores de severidad extremadamente bajos
que se dieron tanto en la parcela del Delta (hasta el punto que ni siquiera se realiz6 un
andlisis de QTLs para este caracter) como entre las VDs ese afio; de modo que al intentar
extraer conclusiones de tipo estadistico con esos datos estaremos, probablemente,
obteniendo estimas erroneas.

5.1.3. Relevancia del ambiente en la evaluacién de la resistencia.

Las condiciones ambientales puede afectar a la susceptibilidad de la planta: un
estrés hidrico o una fertilizaciéon nitrogenada elevada suelen provocar mayores dafios
(Suzuki, 1934b; Ou, 1985; Roumen, 1994). Pero, principalmente, determinan el momento
del atagque y la extension de éste, como se describe ampliamente en la Introduccion (1.5.4),
y como demuestra el hecho de que ni las lineas F3, ni las F4, de JSxGV pudieron ser
evaluadas en Sevilla, puesto que precisamente esos dos afios no se detectd una presencia
suficiente de la enfermedad en la parcela de ensayo (cuando M. oryzae si es un problema
en otros afios). En este estudio, entre los efectos ambientales se encuentran ademas las
diferencias climatoldgicas y el efecto de los diferentes equipos de evaluadores en cada
zona arrocera, a pesar de que se intentd consensuar al maximo posible el protocolo de
evaluacion. No obstante, la diferencia mas importante que se puede esperar entre
ambientes seria la existencia de poblaciones del patdgeno distintas. Sin embargo, en este
caso los resultados de la caracterizacion molecular de los aislados muestreados en el Delta
y en Valencia revelaban que en ambas localidades las poblaciones son similares
(comunicacion personal de Didier Tharreau, cuyo equipo del CIRAD-CA en Montpellier
(Francia) ha llevado a cabo la caracterizacion de la poblacion de M. oryzae en varias zonas
y durante varios afios). Pero la presencia relativa de linajes mas o menos virulentos si
puede cambiar de un afio a otro, como se vera méas adelante al hablar de la caracterizacion
de la poblacién mediante VDs.

Se ha tratado de igualar al méximo las condiciones de cultivo de los diferentes
ensayos, y se han tomado todas las medidas posibles para favorecer al maximo la
infeccion, como fechas de siembra y trasplante tardias, densidades de plantacion elevada,
presencia de una variedad esparcidora, elevadas dosis de fertilizantes nitrogenados y
aumento de la humedad ambiental, ya que, afortunadamente para los productores de arroz
en Europa, las condiciones ambientales de la region mediterrdnea no son siempre las
Optimas para el desarrollo de la enfermedad. Aun asi, y como se ira detallando a
continuacién, gran parte de los resultados obtenidos en este trabajo pueden ser achacables
a diferencias ambientales entre ensayos.

125



DISCUSION

Por una parte, como se ha indicado, la incidencia en panicula durante el andlisis
de la poblacion SixCNA (El Palmar, 2007) fue baja incluso en el testigo Baixet a pesar de
que si hubo sintomas en hoja de intensidad media. Esto se puede deber a que las
condiciones climaticas fueran adversas para el desarrollo de la enfermedad en la fase del
espigado, o que los picos de la enfermedad se produjeran antes de que emergencia de las
paniculas. Algo similar puede ocurrir cuando observamos las notables variaciones en el
rango de incidencias entre los diferentes afios en que se ensayaron las VDs (Figuras 22 a
25); especialmente dado que estas lineas son mas bien tardias. Se puede concluir que las
evaluaciones de la incidencia de M. oryzae en los organos productivos estan
particularmente sujetas a las fluctuaciones del nivel de indculo que puede ocurrir en las
fases finales del ciclo de cultivo del arroz, y se debe ser especialmente cuidadoso al asignar
los valores de susceptibilidad en el caso de los genotipos mas tardios. Pese a ello, como ya
se ha indicado, las estimas de incidencia en panicula, nudo y cuello son de interés, no sélo
porque reflejan directamente las potenciales pérdidas de rendimiento, sino porque las
correlaciones entre afios y localidades suelen ser mayores que las estimas de la
susceptibilidad en hojas.

La influencia ambiental también queda patente al observar los resultados en las
distintas localidades en el estudio de JSxGV: aunque las diferencias entre el Delta y las dos
localidades de Valencia eran hasta cierto punto esperables, sorprende la escasa correlacién
gue se encuentra entre estas dos Ultimas, pues los tratamientos y los evaluadores fueron
los mismos, y la cercania entre ambas hace esperar que las condiciones climaticas sean
bastante similares, asi como la poblacién del patégeno. Una probable explicacion radica en
gue para el éxito del ataque del hongo son de gran importancia las condiciones
microclimaticas del campo; en ese aspecto ambas localidades difieren, ya que la parcela de
El Palmar esta rodeada por el lado este por un cafiaveral y por el lado norte por un vivero
de palmeras, que reducen el paso de vientos y, por lo tanto, pueden aumentar la humedad
alrededor de las plantas de arroz; ademds, en esta parcela se instalé un sistema de
aspersion para incrementar la humedad en las horas del dia claves para favorecer el ataque
del hongo (Figura 35).

Sin embargo, no se pueden achacar las correlaciones bajas exclusivamente al
efecto ambiental, pues una coleccibn de variedades comerciales evaluadas
simultaneamente mostré mayores correlaciones entre los parametros y entre localidades
(datos no mostrados). En las poblaciones segregantes, es posible que la existencia dentro
de cada linea F3 de segregacion residual en algunos de los genes que determinan la
susceptibilidad justifique en parte las bajas correlaciones: podria ocurrir que las muestras
de semilla de cada linea repartidas en las tres localidades no fueran absolutamente
uniformes en cuanto a las frecuencias génicas; y al tratarse de QTLs de resistencia parcial
que pueden tener efectos pequefios, pueden ser bastante sensibles a la interaccién GxE.
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Figura 35. Parcela de ensayo de resistencia a M. oryzae en El Palmar. Pueden verse
los aspersores en el centro, y la barrera de cafias al fondo.

5.2. Ensayos con Variedades Diferenciales: espectro de virulencia de
la poblacién de Magnaporthe oryzae

Una buena estrategia de obtencion de variedades resistentes a M. oryzae debe
incluir informacion sobre la composicion de la poblacion del patégeno en cada zona
arrocera. Una herramienta interesante para ello es una coleccion de variedades
diferenciales (VDs), que al albergar por separado diversos genes de resistencia completa
(genes R) en un mismo fondo genético, permite determinar el espectro de genes de
avirulencia presentes. Los distintos linajes del patégeno se pueden describir por su
caracterizacion molecular, pero también en funcién de su patrén de virulencia, por lo que la
respuesta combinada de las VDs permite inferir cuales son los linajes a los que se ha
enfrentado la coleccién en un ensayo de campo particular. Ademas, puede indicar si alguno
de los genes R podria ser efectivo para incrementar la resistencia del cultivo en ese entorno
patogénico concreto.

5.2.1. Validez de |la coleccion IRBL

La coleccion de VDs utilizada en este estudio (las lineas IRBL) no ha resultado tan
informativa como cabria esperar. Los motivos para ello son tres: su maduracion no es
sincrénica con las variedades cultivadas en nuestros arrozales, las lineas no son realmente
isogénicas, y no todas parecen ser monogénicas. Pese a ello, como veremos mas adelante,
si se han podido extraer algunas conclusiones de este estudio.
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Muchas de las lineas de esta coleccion son tardias para los cortos ciclos de cultivo
en las regiones de clima templado, como la mediterranea; de modo que algunos afios no se
evaluo la incidencia en panicula de varias lineas (cuando al final del periodo de cultivo ain
no se habia alcanzado el 50% de maduracién), pues la ausencia de sintomas podria no
indicar que fuesen resistentes, sino que ya no hubiera suficiente presién de inéculo para
producir infeccion tras la emergencia de la panicula. De hecho, el parental recurrente, LTH,
que es relativamente tardio y se considera altamente susceptible a casi todos los linajes de
M. oryzae (Shuyuan, 1980), resultd poco susceptible algunos afios, especialmente en
paniculas y nudos. No obstante, todas las VDs se evaluaron para incidencia al menos un
afio.

Por otra parte, las lineas de esta coleccion dificiimente se pueden calificar de
isogénicas, pues Fukuta y col. (2009) determinaron que poseen entre el 10 y el 50% del
genoma del donador, siendo la media del conjunto de las lineas del 23%. Este genoma
donador, ademas, es de muy diverso origen, incluso en lineas que tienen el mismo gen Pi;
asi, por ejemplo, IRBLA-A e IRBLA-C, ambas portadoras de Pia, tienen como donadores a
las variedades Aichi Asahi y CO39, respectivamente (Tsunematsu y col., 2000). La falta de
uniformidad en el fondo genético hace dificil la comparacion de la respuesta susceptible,
pues el comportamiento agronémico y el estado fenolégico de las diferentes lineas son
poco homogéneos. A esto se le suma la posibilidad de que algunas VDs contengan algin
gen de resistencia adicional, lo que podria llevar a conclusiones errébneas sobre la
existencia o ausencia de reaccion compatible. De hecho, Tsunematsu y col. (2000)
observaron que algunas de las variedades donantes mostraban resistencia a mas aislados
de los esperados segun los genes Pi que se sabe que albergan. La incorporacion adicional
de genes de resistencia desconocidos a priori, 0 las potenciales interacciones entre el gen
R y los distintos fondos genéticos puede explicar que varias de las lineas que poseen el
mismo gen de resistencia se comporten de manera distinta. Asi ocurre, por ejemplo, con las
mencionadas lineas que contienen el gen Pia: IRBLA-A sufrié un ataque severo en hoja en
los afios 2010 y 2011, mientras que en IRBLA-C fue moderado; por el contrario, IRBLA-C
tuvo una incidencia en panicula en 2009 del 33% frente a una incidencia de sélo el 10% en
IRBLA-A. Del mismo modo, las tres VDs que poseen el gen Pita (IRBLTA2-RE, IRBLTA-K1
e IRBLTA-CT2) presentaron valores de severidad e incidencias notablemente diferentes
entre si (Figuras 22-25). También Cho y col. (2005) observaron comportamientos
desiguales entre VDs que contienen el mismo gen de resistencia.

Ademas de lo expuesto, y como se describe en el apartado 5.2.3, la coleccion
IRBL carece de algun gen Pi posiblemente interesante para proteger los cultivos de arroz
en Europa del ataque de M. oryzae (en concreto, Pi33). Ya en 1986, Bonman y col.
recomendaron utilizar sets diferenciales basados en variedades ampliamente cultivadas en
la misma region geografica en la que se pretende describir la virulencia de la poblacion de
M. oryzae. Sin embargo, no se ha construido una coleccion adaptada a los arrozales
occidentales (y, en particular, europeos), por lo que hemos usado la que viene siendo
empleada en las zonas arroceras en las que predomina la ssp. japonica; y nos permite, al
menos, la comparacién con resultados de otros puntos de Espafia.
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5.2.2. Composicidén y estabilidad de la poblacion de Magnaporthe oryzae en
el arrozal valenciano.

Se observaron cambios en la respuesta de las VDs entre los 4 afios en que se
realizé el ensayo, sobre todo en nudo y en panicula. Asi, por ejemplo, IRBL12M (Pil2)
estuvo entre las lineas de mayor severidad en hoja en 2006, 2010 y 2011, pero sélo este
ultimo afio estuvo entre las méas afectadas en cuanto a incidencias (Figuras 22-25). Otro
ejemplo es la linea IRBLKH-K3 (Pik-h), que sufrid una incidencia en panicula extrema en
2006, mientras que apenas la padecié en 2009 o 2010. Por otra parte, los genes Pia, Pish y
Pita-2 estan presentes en varias lineas cada uno, las cuales no siempre mostraron el
mismo grado de susceptibilidad. Aunque esta variacion interanual puede deberse en parte a
que las condiciones climéticas no fueran siempre las méas favorables para el ataque de M.
oryzae, especialmente durante el espigado y en las VDs mas tardias, se constata que hubo
suficiente presién de inéculo en el ensayo por los valores de severidad en hoja y el
comportamiento de las variedades testigo (Baixet y LTH). Esto, unido a que el ranking de
susceptibilidad de las lineas no fue siempre el mismo, indica que la estructura de la
poblacién del hongo varid en los diferentes afios, lo cual estd de acuerdo con las
observaciones de otros autores, como veremos mas adelante.

Los cambios observados de uno a otro afio han hecho dificil el andlisis de los
resultados, pero el andlisis de clusters ha contribuido a interpretarlos. Por un lado, las VDs
gue albergan los genes Pi3, Pi9, Pil2, Pil9, Pi20, Pik-h, Pit y Piz-5 han sufrido dafios
severos varios de los afios estudiados (Tabla 16), por lo que se puede deducir que la
poblacién de M. oryzae de la zona de Valencia contiene linajes con genes de avirulencia
compatibles con estos genes Pi. La poblacién del patégeno debe estar compuesta también
por cepas con genes de avirulencia compatibles con los genes Pia, Pish y Pita-2 (presentes
en més de una VD), pues hubo sintomas de piriculariosis en una u otra linea en varios
afos. Estos genes se encuentran agrupados en la parte derecha del dendrograma (Figura
26), excepto Pia y Pit, no incluidos en el analisis de clusters, y Pita-2, que se localiza en el
cluster de la izquierda.

Por otro lado, algunas lineas tuvieron generalmente valores bajos de
susceptibilidad, tanto en hoja como en panicula y en nudo, durante los afios en los que se
realizé el ensayo. Los genes de estas VDs se localizan en la parte izquierda del
dendrograma, pero formando agrupaciones no siempre faciles de interpretar. Sin atender
estrictamente al andlisis de clusters, los podemos clasificar en 3 tipos: en el primero estan
las VDs que contienen los genes Pil, Pi5, Pii, Pik-m y Piz-t, que son tardias, por lo que no
se pueden extraer conclusiones sobre las bajas incidencias observadas; aunque a nivel de
severidad en hoja muestran pocos sintomas. Otro grupo de VDs, las que llevan los genes
Pi11, Pib, Pik-p y Pita, Unicamente mostraron sintomas severos en 2011 (el afio de mayor
ataque del hongo), lo cual podria sefialar a un aumento de la frecuencia de las razas
compatibles con estos genes durante ese afio. Y el tercer grupo lo forman las lineas que
albergan los genes Pi7, Pik, Pik-s, y Piz, que sélo sufrieron ataques destacables alguno, o
ninguno, de los afios en que se ensayaron; en particular Piz, con una susceptibilidad baja o
moderada durante los 4 afos de ensayo. Se puede deducir, por tanto, que la poblacién de
M. oryzae del arrozal valenciano contiene genes de avirulencia que son incompatibles con
los genes Pi de este ultimo grupo, de modo que aparece una respuesta de tipo resistente.
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La variacion interanual estd de acuerdo con lo observado en los arrozales de las
marismas del Guadalquivir (Lara-Alvarez y col., 2010), donde se han producido cambios en
la poblacion del patégeno a lo largo de los afios. Este estudio, uno de los méas detallados
para caracterizar la presencia de diferentes aislados y linajes en una determinada zona
arrocera (186 aislados, 4 afios), tanto a nivel molecular como patogénico, demostré por
primera vez que tales cambios pueden ser drasticos de un ciclo de cultivo al siguiente. Asi,
por ejemplo, mientras el linaje E4 estuvo presente los 4 afios estudiados -aunque con
frecuencias que variaron entre el 82% (afio 1999) y el 9% (2000)-, el linaje E2 fue el
predominante (91%) en 2000, pero estuvo ausente en 1999, 2002, y sdlo represento el 6%
de los aislados en 2003.

Deducir con precisién la composicion en linajes de la poblacién de M. oryzae en la
zona de la Albufera es, sin embargo, bastante dificil sélo con los datos de nuestros
ensayos. Como se indico en la Introduccion (apartado 1.5.6), en los arrozales espafioles se
puede esperar encontrar aislados de los linajes E1, E2, E4 y E5, y quiza también del E6,
hasta ahora hallado sélo en las Marismas del Guadalquivir. Lara-Alvarez y col. (2010)
describen para cada linaje un determinado patotipo o patréon de virulencia, que hemos
intentado aplicar a nuestros resultados; asi, la frecuente aparicion de susceptibilidad en las
VDs de nuestro estudio que llevan los genes Pia, Pit, Pik-m y Pis-h coincidiria con la
presencia de cualquiera de los 5 linajes arriba mencionados; pero hay otras caracteristicas
gue no se cumplen: segln estos autores, todos estos linajes no deberian causar lesiones
en las lineas que llevan los genes Pik, Pik-p y Pita, y sin embargo en nuestro estudio las
VDs que los llevan fueron susceptibles en el afio 2011. La causa podria ser la aparicion
durante ese afio de algin nuevo vy virulento linaje en los arrozales valencianos (en ltalia
parecen existir otros dos linajes adicionales; Piotti y col., 2005). Pero no se puede afirmar
con rotundidad dado que las diferentes metodologias empleadas también pueden jugar un
papel: estos estudios se vienen realizando mediante la inoculacién de VDs con los aislados
obtenidos en cada region, mientras que nuestros resultados proceden del andlisis en
campo; y como hemos discutido ampliamente en el apartado anterior, la respuesta de las
plantas en campo no siempre se corresponde con lo que predicen los ensayos por
inoculacion. Sin embargo, si nos parece recomendable una caracterizacién similar a la
realizada en Sevilla de la poblacion de M. oryzae presente en la zona de la Albufera.

Los mencionados autores discuten las posibles causas de los rapidos y masivos
cambios observados en la estructura de la poblacion de M. oryzae, y los achacan a la
introduccion de semillas como nueva fuente de indculo: algunas variedades se incorporaron
al arrozal sevillano durante el periodo de estudio, y sugieren que sus semillas pueden haber
introducido el nuevo linaje E6, que aparecidé en 2002 y 2003 con una elevada frecuencia.
Curiosamente, una de estas variedades, Fonsa, pasé también a formar una parte
importante de la estructura varietal en la zona de la Albufera a partir del cambio de siglo y,
popularmente, se acusa a esta introduccion del fuerte incremento de la enfermedad
observado a partir de ese momento en el arrozal valenciano.

Por dltimo, la posibilidad de que la poblacion del patégeno pueda cambiar con
relativa facilidad puede ser una parte importante de las diferencias ambientales que
describimos en el apartado 5.1.3, y podria explicar, al menos en parte, el diferente
comportamiento observado en parentales y poblaciones segregantes en las diferentes
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localidades de nuestro estudio, que suponiamos a priori bastante similares a nivel
patogénico.

5.2.3. Genes Pi potencialmente Gtiles para mejorar la resistencia de las
variedades cultivadas en Espafia.

Hemos comparado los resultados de esta tesis con otros ensayos realizados con
estas mismas VDs en afios recientes en los parques naturales del Delta del Ebro, (Catala y
col., 2008) y la Albufera de Valencia, aunque en una localidad diferente a la empleada en
nuestros ensayos (Osca, comunicacion personal). Y hemos podido comprobar que las
conclusiones a las que llegan no siempre coinciden con las nuestras. Creemos que las
importantes variaciones anuales en la respuesta de las lineas, junto con potenciales
diferencias en la composicién de la poblacién del patégeno entre las diversas zonas
arroceras, e incluso entre localidades de una misma zona, limitan considerablemente la
utilidad de la coleccion de lineas diferenciales para la comparacion de resultados; vy,
particularmente, para determinar si un determinado gen Pi puede aportar una resistencia
eficaz, y ser candidato a ser incorporado en los programas de mejora de la resistencia. No
obstante, estos otros estudios han servido para corroborar o completar algunos de nuestros
resultados, como que los genes Pii y Pita no pueden considerarse entre los que aportan
resistencia (el primero nos parecia dudoso por encontrarse en una VD tardia, y el segundo
s6lo habia mostrado sintomas en 2011); y también que la VD con el gen Pi7 no tuvo
sintomas de piriculariosis en casi ninglin ensayo, incluidos los nuestros.

También hemos comparado nuestros resultados con un estudio sobre el espectro
de virulencia de 30 aislados europeos de M. oryzae (Tharreau, comunicacién personal), y
con el anteriormente citado estudio de caracterizacién en el arrozal sevillano. Segun estos
trabajos, los genes que confieren resistencia a todos los aislados europeos ensayados son
Pib, Piz-t, Pita-2 y Pi33; mientras que otros provocarian una resistencia de amplio
espectro, efectiva contra la mayor parte de los aislados ensayados: Pil, Piz-5, Pik, Pik-h,
Pik-p, Pita y Piz. Y en el caso de la zona sur de Espafia, serian los genes subrayados los
gue procurarian resistencia a todos los aislados. Aunque la efectividad de los genes Pi33 y
Pi7 no se ha podido comparar (el primero no se encuentra en la coleccion IRBL, y el
segundo no estaba entre las VDs de los estudios de inoculacion), nuestro trabajo coincide
en varios casos: Pik y Piz serian eficaces; Pib, Pik-p y Pita s6lo resultaron ineficaces en el
afo de mayor ataque del hongo; y no podemos afirmar rotundamente si los genes Pil y Piz-
t lo fueron por encontrarse en VDs de maduracion tardia. Pero hay 3 genes, Pik-h, Pita-2 y
Piz-5, que en nuestros estudios ya se ven claramente superados por el patégeno (como lo
ha sido Pita en los ensayos en las otras regiones arroceras espafiolas).

Estos cambios en la virulencia de las poblaciones de M. oryzae que infestan
actualmente los cultivos son las responsables de la rotura de la resistencia que se observa
aunque se hayan piramidado varios genes Pi de resistencia completa en una misma
variedad. En los Ultimos 10-15 afios se consideraba que la combinacion de Pil, Pi33 y Piz-5
era suficiente para controlar la infeccidn en los arrozales de América Latina (Correa-Victoria
y col., 2002; Correa-Victoria y Martinez, 2009) y Europa (Tharreau, comunicacion personal);
y por ello se generaron lineas y variedades con esta configuracion genética. Pero en 2009
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la resistencia a Pil y Piz-5 ya habia sido superada por el hongo (como hemos comprobado
que ocurre en Valencia con el segundo de estos genes). Por ello, con posterioridad, se
propuso piramidar los 4 genes sefialados en negrita en el parrafo anterior. Pero nuestro
trabajo demuestra que ya hay aislados capaces de superar, al menos, a Pita-2. Esta es la
causa de que la estrategia de incorporacion de resistencia parcial, cuantitativa, parezca
mas prometedora; los siguientes apartados analizardn la genética de este tipo de
resistencia.

5.3. Deteccion de QTLs de resistencia a Magnaporthe oryzae

5.3.1. Mapas de ligamiento

Aunque los SSR se consideran marcadores con un alto nivel de polimorfismo, la
tasa de polimorfismo encontrada en la poblacion JS y GV fue del 35%, y algo superior en la
poblacién SixCNA: 44%. Pero la bibliografia muestra frecuencias iguales o incluso inferiores
en estudios similares: Yamagishi y col. (2004) encontraron un 23% de polimorfismo en un
cruzamiento entre japonica templado y japonica tropical, y Kwon y col. (2008) un 19,5%
entre dos variedades de japonica templado. La mayor proporcion de loci polimoérficos entre
Sivert y CNA-6159 se debe probablemente a que la segunda procede de un cruzamiento
entre japonica e indica; y coincidiria con el 48% de SSRs polimérficos hallados por Zhang y
col. (2001) en un cruzamiento entre japonica e indica.

La escasez de marcadores polimérficos ha sido mas notable en algunas regiones
de los cromosomas 4, 5, 9, 10 y 12, en las dos poblaciones que hemos analizado (Figuras
28 y 34); lo cual ha sido también observado en otros cruzamientos entre lineas japonica
(Tabata y col., 2007; Kobayashi y col., 2007a; Kown y col., 2008). Igualmente, en otros
estudios del Departamento del Arroz en el IVIA, en cruzamientos que comparten
germoplasma con nuestras poblaciones, Torr6 (2010) hall6 también un alta tasa de
polimorfismo en los cromosomas 1, 2, 3y 6, y baja en los cromosomas 4, 8, 9y 11. Estas
coincidencias indican que estas regiones gendémicas estan altamente conservadas en esta
subespecie, quiza porque contengan genes que determinen algunos de los rasgos propios
de la subespecie; y también permiten pensar que, si bien pueden quedar sin detectar QTLs
ubicados en ellas, es probable que estos no estén segregando y no contribuyan a la
variacion fenotipica observada.

En ambas poblaciones, algunos marcadores presentaron una segregacion
distorsionada: un 27% en SixCNA y un 11% en JSxGV. La mayor proporcion de frecuencias
alélicas que se apartan de lo esperado en la primera poblacion puede ser debida, de nuevo,
a la mayor distancia genética que se le puede suponer a CNA-6159 respecto al resto de
parentales, por incluir parte de germoplasma indica. Se han observado frecuentes
desviaciones como éstas en descendencias de cruzamientos inter-subespecificos
(Harushima y col., 1996; Xu y col., 1997; Sirithunya y col., 2002). La distancia genética
entre los parentales es probablemente también la causa de que en numerosas plantas de la
poblacién SixCNA se observara cierto grado de esterilidad, que se mantuvo en sucesivas
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generaciones; de hecho se abandoné la seleccion de genotipos resistentes al continuar
este problema en F5.

La segregacion distorsionada es un fenémeno muy extendido en plantas,
incluyendo el arroz, y cada vez mas se considera como una posible fuerza evolutiva. La
desviacion respecto a las frecuencias mendelianas puede ser provocada por numerosos
mecanismos, pero en la mayoria de casos se trata de seleccion gamética, esterilidad o
translocacién cromosoémica (Sandler y Novitski, 1957; Nakagahra 1972; Maekawa y Kita,
1985; Hedrick y Muona, 1990; Sano 1990; Lyttle, 1991; Lorieux y col., 1995; Harushima y
col., 1996, 2001, 2002; Xu y col., 1997; Luo y Xu, 2003; Matsushita y col. 2003; Taylor e
Ingvarsson, 2003; Zhu y col., 2007; Li y col., 2007c; Koide y col., 2008a, b, 2011b; Wang y
col., 2009b; Liu y col., 2010b; Reflinur y col., 2014). Otra caracteristica de este fenémeno es
gue la mayoria de loci afectados suelen agruparse en ciertas regiones cromosémicas, como
se ha observado ocurre en numerosas especies (Tai y col., 2000; Xu, 2008; Li y col., 2010).
Asi, por ejemplo, tanto en SiXCNA como en el ensayo de Reflinur y col. (2014), se
encontraron abundantes casos en los cromosomas 3 y 8. La existencia de frecuencias
genéticas andmalas influye en la precision del mapa de ligamiento y del analisis de QTLs
(Wu y col, 2010), aunque se ha observado que, salvo que la distorsion sea
extremadamente elevada, la influencia sobre las estimas de la posicién y efecto de los
QTLs, asi como sobre el nimero de falsos positivos, es practicamente nula (Kuang y col.,
1999; Cerveray col., 2001; Fishman y col., 2001; Hackett y Broadfoot, 2003; Doucleff y col.,
2004; Xu, 2008; Xu y Hu, 2009; Zhang y col.,, 2010). Ademas, algunos programas
informaticos, entre los que se encuentran los utilizados en esta Tesis, tienen opciones que
permiten detectar y corregir la existencia de tales segregaciones.

Los mapas de ligamiento calculados para las poblaciones SixCNA y JSXGV se
corresponden bien con lo esperado segln los diferentes mapas publicados, en cuanto al
orden de los marcadores y las distancias entre estos. La figura 36 permite comprobar la
colinearidad de ambos mapas, asi como la coherencia, generalmente alta, en las distancias
genéticas entre marcadores.
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Figura 36. Alineacion de los mapas de ligamiento de las poblaciones SixCNA (izq.) y
JSxGV (der.); los marcadores con segregacion distorsionada aparecen subrayados. Se
muestran también sus QTLs (segun formato y nomenclatura de las Figuras 28 y 34), y la
localizacién de genes de resistencia completa (Pi), genes candidatos (en gris), y metaQTLs
del estudio de Ballini y col. (2008); estos Ultimos estan representados por barras verdes
(QTLs de campo) o marrones (QTLs de invernadero); (P) indica metaQTLs de resistencia
parcial; en los restantes, la naturaleza de la resistencia no ha sido determinada
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5.3.2. Resultados generales del analisis de QTLs de resistencia

Muy pocos estudios sobre resistencia a M. oryzae se han realizado evaluando la
resistencia en campo y ninguno con variedades adaptadas a las condiciones del cultivo del
arroz en el area mediterranea. Por otro lado, la mayoria de estos estudios se ha realizado
con la subespecie indica o a partir de cruzamientos entre indica x japonica, en diferentes
tipos de poblaciones y en diferentes condiciones ambientales. Nuestro estudio es el primero
gue se ha realizado con una amplia base de germoplasma japonica y en el entorno
patoldgico de nuestra zona.

Fuentes de resistencia y segregacion en las poblaciones

Los cuatro parentales utilizados en este estudio, no solo los teéricamente
resistentes, aportan cierto grado de resistencia a Magnaporthe oryzae en hoja y/o en
panicula. Esto se puede observar en los ensayos de campo: ni Sivert ni CNA-6159
mostraron sintomas de enfermedad en panicula, y el segundo tuvo una baja susceptibilidad
en hoja (Figura 27); y JSendra fue igual o mas resistente que Gigante Vercelli al menos en
una localidad en cuanto a susceptibilidad en hoja (severidad y tamafio de mancha), y en
todas las localidades en cuanto a incidencias (Figuras 31 a 33). El analisis de QTLs
corrobora esto: en bastantes casos, encontramos que son los alelos de Si y JS los que
aportan resistencia. Esto explica que JS haya tenido buena respuesta frente a M. oryzae en
ensayos en la zona del Delta del Ebro (Catala y col, 2008). El sorprendente
comportamiento en campo, respecto a lo que predecian los ensayos de inoculacién, de las
variedades que considerabamos susceptibles confirmaria también que este tipo de estudios
falla al predecir la compleja interaccion que ocurre entre la planta de arroz y el hongo en los
campos de cultivo, y especialmente cuando se trata de pronosticar la respuesta en los
organos productivos.

Mientras que algunos de los caracteres segregaron con una aproximacion
suficiente a una distribucién normal (los valores directos, o con alguna transformacion
algebraica), en algunos otros hay una clara tendencia a que los fenotipos se acumulen en
un extremo de la distribucion, pese a que los parentales muestren, en algunos casos,
valores intermedios; esto ha llegado al extremo en SmaxH e IP en el Palmar, e IP en
Sueca, dénde hemos realizado el analisis como si las variables fueran de tipo discreto en
lugar de continuas (por ejemplo: SmaxH inferior al 1%, frente a susceptibilidades mayores).
Por ultimo, no hubo segregacién suficiente en la SmaxH en el Delta para realizar el andlisis,
de acuerdo esta vez con unos parentales que no mostraron sintomas apreciables en este
parametro.

Algunos caracteres mostraron segregacion transgresiva, es decir, una frecuencia
notable de lineas F3 que exceden claramente los valores de los parentales: en SixCNA, la
incidencia; y en JSxGV, las AFAs por diversos aislados, el tamafio de mancha en Sueca, y
las incidencias en las 3 localidades. Varios autores han encontrado también segregaciones
transgresivas en la resistencia a M. oryzae (Marchetti y Bonman, 1989; El Hissewy y col.,
1997; Liy col., 1998; Ali y col., 2004; Noenplab y col., 2006; Lestari y col., 2011; Selvaraj y
col., 2011). Se trata de un fendmeno frecuente: Rieseberg y col. (1999) lo hallaron en el
44% de los caracteres y el 91% de los estudios con poblaciones segregantes, tanto en
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plantas como en animales. Y se debe fundamentalmente a la existencia en cada parental
de QTLs con efectos antagonicos, de modo que en ambos parentales hay alelos con
efectos en la misma direccion; ello facilita la obtencién de genotipos mejorados, pues en
algunos individuos pueden combinarse los QTLs de una forma mas favorable que en el
parental con el valor mas positivo (de Vicente y Tanksley 1993; Rieseberg y col., 1999).
Esto coincide plenamente con lo que hemos observado en nuestros estudios, pues los 4
parentales presentan alelos de los QTLs detectados con efectos opuestos: unos loci
aumentan la resistencia y otros la susceptibilidad, en todos los parametros considerados.

Limitaciones del disefio experimental

Un factor importante para un andlisis de QTLs, aparte de disponer de datos
fenotipicos y genotipicos fiables, es el tamafio de la poblacién: cuanto mayor sea, mas
potentes y robustos seran los analisis estadisticos, pues influye en la significacion y los
limites de confianza de las estimas de los efectos y las posiciones de los QTLs. Pero, por
otro lado, cultivar y evaluar las poblaciones segregantes, especialmente en campo y hasta
la maduracién, requiere un esfuerzo considerable, y una disponibilidad de espacio y
recursos no siempre accesible. Por ello, el tamafio poblacional siempre es un compromiso
entre lo tedricamente adecuado y lo realizable en la practica. En nuestro caso,
consideramos que no era viable trabajar con mas de 200 lineas F3 en cada poblaciéon a
analizar, en particular al evaluar la poblacion JSxGV en 4 localidades diferentes. En esta
poblacién, desafortunadamente, el nimero de lineas F3 se redujo finalmente a 154 por la
intensidad de la enfermedad en las inoculaciones sobre los 200 individuos F2. Por otro lado,
también en JSxGV, en los caracteres en los que la distribucién no fue uniforme (severidad
en hoja e incidencia en panicula en El Palmar, e incidencia en Sueca) los analisis de QTLs
se pudieron llevar a cabo con sélo una parte de la poblacion; ello provoco que los QTLs
detectados en estos casos tuvieran, en general, una baja significacion.

Lander y Botstein (1989) establecieron que generalmente, para asegurar que la
tasa de falsos positivos no superase el 5%, se necesitaba un LOD entre 2 y 3 (lo que
equivale aproximadamente a un LR entre 9 y 14); no obstante, en cualquier analisis de
QTLs siempre apareceran falsos positivos. Los umbrales que ha calculado el programa QTL
Cartographer para una tasa de falsos positivos no superior al 5% en los caracteres
estudiados en esta Tesis son algo mayores (LRs entre 15,2 y 17,7 con la excepcion de
SmaxH en Sueca, en que se requeriria un 23,1). Sélo unos pocos QTLs de JSxGV (dos de
tamafio maximo de mancha y uno de incidencia en panicula en El Palmar) tuvieron LR
mayores que los umbrales calculados. Esto se debe, con una alta probabilidad, al reducido
tamafio muestral que hemos mencionado: como es de esperar, una disminucion del tamafio
de la poblacion esta linealmente relacionada con un descenso en el LOD de los QTLs
detectados (Li y col., 2006b). Aun asi decidimos establecer, como criterio general para
proponer la existencia de un QTL, que su LR fuese mayor que 8, conscientes de que
algunos de los picos de probabilidad no reflejarian un QTL real. Creemos que tal falta de
exigencia puede estar justificada en los siguientes casos: por una parte, cuando un pico con
LR bajo (en ocasiones algo menores que 8) muestra alguna interaccion significativa con
otro QTL, considerandolo entonces un QTL epistatico; y por otra, cuando coinciden en una
misma region cromosomica picos de probabilidad para mas de un aislado de los ensayos
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de inoculacion; pese a la poca robustez estadistica de estos QTLs, la repeticion de un
mismo patron corroboraria la presencia de un QTL en esa region (que podria aportar,
ademas, una resistencia no del todo especifica).

Por ultimo, el disefio experimental se basoé en la utilizacion de lineas F3 en lugar
de F2, por los motivos expuestos en el apartado 5.1. Pero este tipo de poblacion presenta
un inconveniente a la hora de realizar el analisis de QTLs: en estos casos el genotipado se
realiza con tejido de las F2, y se asume que el valor fenotipico medio de cada linea F3
representa el valor del individuo F2; pero a menudo no se tiene en cuenta que se reduce a
la mitad la heterocigosis respecto a la F2, con lo que los promedios de las lineas F3 si
representan los valores aditivos de su correspondiente F2, pero no asi los valores
dominantes.

Importancia de la dominancia

La dominancia es un factor nada desdefiable en la genética de la resistencia a M.
oryzae, ya que tanto en los parametros que miden la susceptibilidad en hoja como en
panicula y en las dos poblaciones, numerosos QTLs (en ocasiones la mitad) muestran
dominancia, e incluso sobredominancia (Tablas 17 y 20). Hay que tener en cuenta que se
trata de lineas F3, que todavia poseen un elevado grado de heterocigosis (teéricamente, un
promedio del 25% de los loci) y, por tanto, el peso del efecto dominante ain puede ser
importante. Aunque la existencia de dominancia no afecta a los intereses de un programa
de mejora de lineas puras, ya que sélo los efectos aditivos van a ser mantenidos en futuras
variedades, la existencia de una dominancia considerable si puede afectar a la deteccion y
las estimas del efecto y la significacion del resto de QTLs que determinan un caracter.

Aproximadamente en la mitad de los casos, en ambas familias, los efectos
dominantes de los QTLs aumentaron la resistencia, y en el resto la redujeron. Pero es
interesante notar que, en JSxGV, la dominancia contribuye a aumentar la susceptibilidad en
4 de los 6 QTLs de tamafio de mancha, y en 2 de los 3 QTLs de incidencia mas
significativos. La combinacién de QTLs en los que la dominancia reduzca la resistencia
podria ser una de las causas por las que muchas variedades de arroz hibrido resulten
susceptibles a la piriculariosis (Reddy y col., 1998; Prabhu y col., 2002; Ni y col., 2015;
Jiang y col., 2012; 2015; Ni y col., 2015; http://www.reuters.com /article/2015/04/12/china-
rice-idUSL4AN0X903620150412)

QTLs pleiotrépicos

Es destacable que, en ambas poblaciones, hay muchas co-localizaciones entre
QTLs de diferentes caracteres, incluso entre los que miden la resistencia en hoja y en
panicula. Aunque se describen los casos concretos mas adelante, en resumen en la
poblaciéon SixCNA, 3 de los 7 QTLs de severidad coinciden con un QTL de incidencia (figura
28); y en JSxGV 6 de los 13, (figura 34), si consideramos las diferentes medidas de la
susceptibilidad en hoja (severidad y tamafio de mancha). Ello est4d de acuerdo con la
existencia de correlaciones significativas entre los dos grupos de paradmetros, y corrobora
que, en nuestros experimentos, hay relacion entre la resistencia en hoja y en panicula.
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En lo que respecta a las diferentes medidas de susceptibilidad en hoja, sélo 1 de
los 6 QTLs de Mmax solapa con un QTL de Smax, coincidiendo con la nula correlacion
entre ambos caracteres, que indicaria que miden aspectos diferentes de la susceptibilidad.
Por el contrario, 3 de los QTLs de Mmax coinciden claramente con QTLs de AFA,
precisamente los detectados en la localidad de Sueca, donde se encuentra una correlaciéon
significativa entre ambos parametros.

Ahora bien, estas regiones con QTLs solapados no tiene porqué corresponder
necesariamente a QTLs pleiotrépicos, pues en ocasiones los QTLs tienen efectos aditivos
de signo contrario, y porgue es probable que se trate de agrupaciones de QTLs en regiones
cromosOmicas concretas, igual que ocurre con los genes de resistencia completa (Monosi y
col., 2004). Un ejemplo de ello son clusters de QTLs de resistencia a M. oryzae que Li y col.
(2007b) encontraron en los cromosomas 8, 9 y 12, o la frecuente agrupacién de genes
candidatos y RGAs (Monosi y col. 2004; Vergne y col., 2008), que se encuentran no sélo en
arroz.

QTLs epistaticos

A pesar de las cada vez mayores evidencias de la importancia de las interacciones
epistaticas en el control genético de diversos caracteres, raramente se encuentran
indicaciones de como estas pueden afectar a la toma de decisiones a la hora de aplicar los
resultados de un estudio de QTLs, pues de existir habria que considerar su magnitud y
direccion para elegir qué alelos seleccionar. En el caso de la resistencia a M. oryzae,
Talukder y col. (2004), Noenplab y col. (2006), y Li y col. (2008b) encuentran que las
interacciones digénicas son un importante componente de su control genético, y que
pueden contribuir a la inestabilidad observada en muchos QTLs.

Cuando decidimos investigar la existencia de tales interacciones en nuestros
experimentos, lo hicimos teniendo en cuenta Unicamente las interacciones aditivas, y entre
QTLs de un mismo caracter dentro de una sola poblaciébn. No podemos descartar la
existencia de epistasia con otros loci (potenciales QTLs de efecto indetectable, o
pleiotropicos, o entre efectos dominantes,...) pero hubiera sido imposible analizar todas las
combinaciones posibles entre dos loci mediante ANOVA factorial. Decidimos utilizar este
método dado que el mdodulo de célculo de interacciones de Windows QTL Cartographer
mostré dificultades para el andlisis en los caracteres con un reducido tamafio muestral.
Somos conscientes de que la probabilidad de que algunas de las interacciones
significativas pueden ser falsos positivos no es desdefiable; especialmente cuando, en
algunos casos, se han aceptado significaciones bajas cuando el patron de la interaccion se
repitid en mas de una localidad. Pero precisamente la repeticion de una misma respuesta,
como veremos mas adelante, hace que aumente nuestra confianza en que la mayor parte
de las interacciones sean fenébmenos reales. Nuestra conclusion es, pues, similar a la de los
trabajos anteriormente citados: la epistasia es un importante factor a considerar en la
genética de la resistencia, que Talukder y col. (2004) estimaron en un 24%, como media, de
la variacién observada en varios caracteres e inoculaciones.

Los Anexos Il y lll muestran todas las interacciones significativas encontradas. A
continuacién analizamos las respuestas mas destacadas; en primer lugar, respecto a los
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efectos genéticos, utilizando como ejemplo las interacciones entre QTLs de severidad en
hoja en SixCNA: en muchas ocasiones, la combinacion de alelos que considerariamos
favorables al observar los QTLs por separado no es la que aporta mayor resistencia al tener
en cuenta la interaccion. Asi, por ejemplo, para limitar la severidad, hubiésemos
seleccionado el alelo CNA en SH2.1 si solo atendiésemos a este QTL; pero al interaccionar
con SH7.2 y SH11.1 observamos que el alelo Si es el que produce el genotipo mas
resistente cuando se combina con el alelo Si en los otros dos QTLs (Is.1 del Anexo I1).

Por el contrario, otras interacciones confirman el alelo a seleccionar; seria el caso
de las 2 interacciones significativas de SH11.1 en SixCNA (Is.6), pues el alelo Si en
combinacién con su homdlogo en SH2.1 y SH2.2 confiere una resistencia notablemente
mayor que cualquier otro genotipo. Pero casos como este hacen cuestionarse si el valor
aditivo obtenido en ese QTL es real, o equivale a la suma del valor de las interacciones, de
modo que el QTL seria, quiza, mas epistatico que individual.

De los casos en que se detectan interacciones significativas en un QTL cuyo
principal efecto es la dominancia, podemos extraer dos conclusiones: por un lado, que pese
a que no hubiésemos considerado ese QTL para obtener variedades resistentes, por ser
basicamente heterético, determinadas combinaciones de genotipos en este y los otros loci
con los que interacciona pueden mejorar la respuesta de la planta. Asi, por ejemplo, SH2.2
no se hubiese incluido en la seleccién, pues su principal efecto es una dominancia negativa;
pero aprovechando sus 4 interacciones significativas podemos reducir la severidad
considerablemente si elegimos el alelo Si en dicho locus, acompafiado del alelo adecuado
en los otros 4 loci (Is.2). Y por otro lado, que es posible que en tales QTLs la aditividad no
sea tan despreciable como aparenta, sino que son las interacciones las que pueden anular
los efectos aditivos al actuar en sentidos contrapuestos.

Respecto a los efectos relacionados con el ambiente, pueden servirnos de ejemplo
las interacciones entre QTLs de incidencia en JSxGV:

La mayoria (14) de las interacciones encontradas fueron significativas en una o
dos de las localidades en que se detectaron los QTLs, pero otras 2 s6lo en una de ellas y
una distinta, y 3 se identificaron en una localidad en la que no se expresaron los QTLs
correspondientes; curiosamente, estas 5 interacciones se detectan en Sueca, pese a que
ninguno de los QTLs implicados lo hizo en dicha localidad. Esto sefiala a una posible
explicacion para la falta de estabilidad de los QTLs en las diferentes localidades del ensayo,
pues los QTLs epistaticos son mas proclives a mostrar interacciones con el ambiente: de
variar la magnitud o direccion de las interacciones en los diferentes ambientes, las estimas
de los valores de cada QTL por separado se veran afectadas.

En 6 de las 8 interaccion que fueron significativas en dos localidades, el patron de
la interaccién es el mismo en los dos ambientes (1j.13, 1j.15, 1j,23, 1j.24 e 1j.40, Anexo lll), o
igual para uno de los QTLs que interacciona, pero no para el otro (lj.11 e 1j.12). Pero,
ademas, en los dos casos en que la interaccion es diferente segin el ambiente (1j.30 e
j.39), uno de los alelos muestra el mismo comportamiento en ambas localidades. Estas
coincidencias sugieren que las interacciones epistaticas encontradas en esta Tesis no
siempre, al menos, son apariciones espurias.
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Estabilidad de los QTLs en varios ambientes

En el ensayo de JSxGV realizado en varias localidades, sé6lo 7 QTLs se han
detectado en mas de una, y sélo dos se hallaron en las tres localidades (Tabla 20). Esta
inconsistencia coincide con la escasa correlacion observada en los tres ensayos (Tabla 19),
y sefala la poca similitud entre localidades, incluso entre las dos localidades de Valencia,
ya que hay mas QTLs hallados tanto en El Palmar como en el Delta, que en El Palmar y en
Sueca; y ningiin QTL de MM se detectd en las dos localidades de la Albufera.

Sin embargo, hay otras causas que pueden explicar la falta de estabilidad de los
QTLs: una de ellas es la posible diferencia en el estado fenoldgico de las plantas en el
momento en que se dio el pico de infeccion en cada campo de ensayo, de modo que lineas
con los mismos QTLs no los hayan expresado de igual modo. También podria deberse a
gue la generacién F3 aln segregaba para los caracteres analizados y que existiera una
variacién sensible entre las lineas de las diferentes parcelas. Por Ultimo, que los efectos de
un mismo QTL fuesen de diferente magnitud en cada localidad, de modo que en algunas no
se alcanzase la significacion suficiente para ser detectado; asi, por ejemplo, en varios loci
en los que se ha detectado un QTL de incidencia en El Palmar por el estudio de asociacion
de marcadores, se han observado diferencias similares en la proporcion de alelos en
Sueca, aungue no resultaron estadisticamente significativas. Esta causa es especialmente
probable, dadas las circunstancias que se han descrito anteriormente: los efectos
generalmente pequefios de los QTLs, las limitaciones del andlisis (tamafio muestral y
distribuciones no normales), y también el importante peso de las interacciones epistaticas.

Coincidencia de QTLs en las poblaciones estudiadas, y con estudios
previos. ¢Representan estos QTLSs resistencia parcial?

La Figura 36 muestra que en muchas regiones se han detectado QTLs tanto en
SiXCNA como en JSxGV; pero también coincidencias con QTLs de estudios previos, con
genes candidatos, y con genes Pi. Aungue las regiones mas destacadas se describen con
detalle en el siguiente apartado, es interesante hacer una revisién global de estas co-
localizaciones.

Por una parte, se observa que nueve de los catorce QTLs de INC y cinco de los
ocho QTLs de SH en SIXCNA solapan con QTLs en JSXGV (principalmente de AFA y PAN).
Mientras que hay cinco regiones cromosomicas en las que se han detectado QTLs de
incidencia en panicula en ambas poblaciones, en ninglin caso ocurre esto con los QTLs de
la medida directa de la severidad de hoja (aunque en algun caso si coinciden QTLs de SH
de SixCNA con los de tamafio de mancha o AFA de JSxGV). Esto puede deberse, en gran
medida, a que la severidad en hoja se evalué de forma distinta en ambas poblaciones; pero
también a las dificultades para el andlisis de QTLs de la SH en JSxGV causadas por la
escasa variacion observada para este caracter.

A pesar de las diferencias en el germoplasma utilizado y en las condiciones
ambientales, los QTLs que hemos hallado suelen coincidir espacialmente con metaQTLs de
estudios previos Ballini y col. (2008 y 2009). Dado que estos se han realizado,
principalmente, con variedades de la subespecie indica, mientras que en esta Tesis se ha
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utilizado una amplia base de germoplasma japonica, el solapamiento de regiones
cromosOmicas implicadas en la resistencia al hongo apunta a que estas regiones estan
conservadas en el genoma del arroz, incluso entre ambas subespecies. Es mas, Chen y
col. (2003) encontraron cuatro QTLs de resistencia a M. oryzae en posiciones
correspondientes de los genomas de arroz y cebada. El alto grado de conservacién puede
explicarse por la naturaleza de la resistencia parcial, e indicaria que efectivamente los QTLs
detectados reflejan este tipo de resistencia, pues se ha observado que la expresion
constitutiva de genes de defensa es responsable de gran parte de la resistencia parcial en
el sistema arroz — M. oryzae (Vergne y col., 2010). Al regular mecanismos de defensa
comunes, es de esperar que estos loci estén mas conservados en el genoma del arroz que
los mecanismos mas especificos de resistencia completa.

Abundando en la posibilidad de que estemos ante resistencia parcial, a la que
generalmente se supone un control poligénico y efectos inespecificos, observamos que en
ninguno de los caracteres analizados en campo se han detectado QTLs con efectos
mayores, pues tanto la variacion fenotipica explicada (Rz) como los efectos genéticos son
pequefios: solo PAN6.2P en JSxGV alcanza un R? del 20%. Sin embargo, no siempre se
puede afirmar con seguridad que la ausencia de efectos mayores responda a la ausencia
de genes de resistencia completa, puesto que las reacciones compatibles y especificas
propias de los genes R pueden quedar diluidas ante la mezcla de patotipos a los que esta
expuesta la poblacion en condiciones naturales. En ese sentido es interesante notar que, a
menudo, los QTLs de resistencia a M. oryzae se localizan en regiones en las que se han
cartografiado genes de resistencia completa (genes Pi), como puede observarse en la
Figura 36. Sin embargo, esto también se puede interpretar como lo hacen Li y col. (1999) o
Talukder y col. (2004): al menos algunos de los QTLs detectados si proporcionarian
resistencia parcial, pero en realidad se trataria de alelos de genes Pi que han dejado de ser
eficaces para provocar la respuesta hipersensible, debido a cambios en la virulencia del
hongo, pero que conservan cierta efectividad residual (“genes derrotados”). Estos segundos
autores encuentran también que la mayoria de los QTLs de su estudio retienen cierta
especificidad. Por otra parte, se puede esperar que los QTLs que co-localizan con genes de
defensa candidatos si aporten resistencia parcial, puesto que este grupo de genes regulan
mecanismos de defensa, a menudo basal, y en general inespecificos.

La situacion es distinta en el caso de los QTLs detectados tras la inoculaciéon con
aislados concretos, pues el porcentaje de variacion fenotipica explicada por los QTLs de
AFA suele ser mayor, llegando al 51% en AFA9.2 (este QTL tiene R? superiores al 23%
para tres aislados). Hay otros QTLs con elevados R? y que generalmente muestran efectos
significativos para varios aislados (Anexo V). En varios de estos loci el alelo de GV es el
que incrementa la resistencia, y es interesante notar que GV fue totalmente resistente a la
inoculacion por 4 de los 6 aislados ensayados. Podria argumentarse que estos QTLs de
efectos tan significativos corresponden a la presencia de un gen de resistencia completa en
esa localizacion; pero ello se contradice con la resistencia mostrada por los QTLs que es, si
no de amplio espectro, al menos poco especifica, frente a aislados pertenecientes a
diferentes linajes; sin duda seria interesante caracterizar la variedad Gigante Vercelli para
ver si es portadora de algin gen Pi.
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Implicaciones parala Mejora de la resistencia a Magnaporthe oryzae

Este trabajo, al igual que muchos anteriores, ha demostrado la dificultad de la
evaluacion y del estudio genético de la resistencia a M. oryzae. El objetivo de identificar
QTLs a introgresar en un programa de mejora de la resistencia se ve gravemente
obstaculizado por la naturaleza compleja del caracter: se identifican numerosos QTLs de
efecto pequefio (en concordancia con los estudios previos), y con abundantes
interacciones, tanto intragénicas (dominancia) como intergénicas (epistasia); ademas
presentan efectos pleiotrépicos que no siempre repercuten en la misma direccion, asi como
una falta de estabilidad en diferentes ambientes.

Sin embargo, algunas regiones cromosémicas concretas muestran efectos
consistentes en varios ambientes, y/o sobre varios componentes de la resistencia, por lo
gue son candidatas interesantes a ser introgresadas para la obtencion de variedades
resistentes a M. oryzae. Y, de hecho, en un trabajo que no se presenta en esta tesis, se
realizé seleccién genotipica con los QTLs identificados en la poblacion JSxGV, y se
obtuvieron lineas F4 con una respuesta positiva a la seleccion. Ello indica que la
combinacién en un mismo genotipo de diversos factores que ayudan a controlar el hongo,
aunque su efecto individual sea poco significativo, puede ser eficaz.

5.3.4. Regiones cromosOomicas importantes para laresistencia a
Magnaporthe oryzae

Cromosoma 1, intervalo 1: RM3148 — RM259

En la region distal del brazo corto del cromosoma 1 se han detectado 4 QTLs en la
poblacién JSxGV, que influyen tanto sobre la incidencia, como sobre varios parametros de
la susceptibilidad en hoja. Dos son QTLs robustos, explicando el 13% de la variacion en el
caso del de MM, y 3 de ellos actian en la misma direccién (el alelo de JS es el que aporta
resistencia), aunque AFAL1.1 es basicamente dominante para uno de los dos aislados en
que se detecta; el efecto aditivo de signo opuesto de SH1.1P puede ser debido a su
interaccion epistatica (lj.1,Anexo Ill), pues segun la combinacion de genotipos con el otro
QTL, el alelo de JS también puede aportar resistencia. No se encuentra ningun QTL en esta
region en la poblacion SixCNA.

En el mismo intervalo se encuentran varios metaQTLs (Ballini y col. (2008):
glF1(P) y q1F2(P), que agrupan QTLs de resistencia parcial detectados en campo (de ahi
la F, por “Field”), y q1G1, q1G2, gl1G3, qlG4, que agrupan QTLs identificados en
invernadero (G, por “Greenhouse”); y también se encuentran en esa region los genes Pit,
Pi24 y Pi27(t) (de los dos Ultimos existen genes homonimos en otros cromosomas). Al
menos AFA1.1 (que se detecta para 2 de 6 aislados) no parece corresponder a q1G1 y
g1G2, que confieren resistencia de amplio espectro (Ballini y col., 2009), al igual que Pit.
Aunque los ensayos con VDs han probado que la poblacion del patégeno presente en la
zona de Valencia contiene linajes compatibles con Pit, una versién atenuada de este gen
podria ser un candidato para los QTLs identificados.
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En conjunto, esta region tiene loci con efectos importantes que confieren
resistencia en panicula y en hoja, tanto en ensayos en invernadero como en campo, y que
puede ser interesante introgresar en un programa de obtencion de variedades de
resistencia a M. oryzae.

En la proximidad se localizan otros 2 QTLs, pero de baja significacion y que
podrian ser distintos del grupo anterior (LES1.1 y PAN1.2P).

Cromosoma 1, intervalo 2: RM294B — RM246

Entre RM294B y RM246 se encuentran INC1.2 en SixCNA y AFAL.2 en JSxGV; en
ambos, el alelo que mejora la resistencia es el de las variedades locales, aunque AFA1.2
tiene un efecto dominante muy elevado; ademas, muestra resistencia a un solo aislado.
Estos QTLs solapan con los metaQTLs q1F3(P) y q1G9(P), y con el gen de resistencia
completa Pitp. Aunque los efectos no son tan consistentes ni robustos como en la region
anterior, el hecho de que se manifieste en las dos poblaciones sugiere que puede ser una
zona de interés.

Cromosoma 1, intervalo 3: RM315 — RM476

En el extremo del brazo largo de este cromosoma se ha hallado dos QTLs en
JSxGV: PAN1.3S y AFAl.4, interesante este Ultimo por aportar resistencia frente a 3
aislados (ademéas de para la media y otro aislado, aunque en este con muy baja
significacion); y siempre con efectos similares: GV aumenta la resistencia. Aunque en el
QTL de incidencia el efecto aditivo es poco significativo, se puede aprovechar, al menos en
este fondo genético, la interaccién entre PAN1.3S y PAN1.1P, que en la combinacion
adecuada permite el control de la incidencia con el alelo GV en PAN1.3S.

Hay varios datos que avalan el interés de esta zona: co-localiza con el metaQTL
glG11, y con gBDR1, un QTL de resistencia a M. oryzae hallado precisamente en ensayos
por inoculacién con Gigante Vercelli (Urso y col., 2015), y con un espectro de resistencia
amplio, coincidiendo asi con AFAl.4. También se encuentran en esta region los genes
Pi35, Pish y Pi37; los dos primeros son alélicos: Pi35 se identific6 como un QTL en la
variedad Hokkai 188 en 1961 y su resistencia parcial y de amplio espectro ha sido duradera
hasta la actualidad (Nguyen y col., 2006) y Pish es un alelo con resistencia completa, pero
de espectro reducido (Fukuoka y col., 2014). Podemos descartar que estemos ante Pish,
pues este no confirié resistencia a las VDs que lo contenian frente a los linajes de M. oryzae
presentes en la Albufera de Valencia. Finalmente, Pi37 se expresa constitutivamente y se
induce ligeramente por la infeccion por M. oryzae (Lin y col., 2007). En la misma zona se
encuentran dos genes candidatos: WRKY13 y GH3-8, que también co-localizan con QTLs
de resistencia a piriculariosis detectados por distintos grupos de investigacion (Wang y col.,
1994; Chen y col., 2003; Hu y col., 2008): WRKY13 regula la respuesta de las rutas de
transduccion mediadas por SA y JA (Acidos salicilico y jasménico; Qiu y col., 2007; 2008;
2009) y su expresion es inducida en interacciones incompatibles entre la planta de arroz y
M. oryzae o Xanthomonas oryzae pv oryzae (Wen y col., 2003); mientras que GH3-2 regula
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mecanismos de defensa basal: reduce la produccion de expansinas, proteinas que debilitan
la pared celular, mediado por IAA (Acido indol-acético, Fu y col., 2011).

Cromosoma 2, intervalo 1: RM109 — RM423

La region en el extremo del brazo corto del cromosoma 2, entre RM109 y RM423,
podria ser interesante porque en ambas poblaciones se ha hallado un QTL de incidencia en
panicula (INC2.1 y PAN2.1S); ambos solapan, ademas, con un QTL de AFA. Aunque en
ambos QTLs el alelo que reduce la incidencia es el de la variedad local (Si y JS), es dificil
afirmar si se trata del mismo QTL,; por otra parte, en AFA2.1 sélo se detecta, para los dos
aislados en que se manifiesta, efecto dominante. Tampoco es favorable que PAN2.1S
presente 4 interacciones epistaticas significativas (Ij.13, 14, 15 y 16), aunque se da la
circunstancia de que en todas ellas una determinada combinacion del alelo GV reduce
considerablemente la incidencia. Los tres QTLs solapan con los metaQTLs q2G1 y q2G2 y
con los genes Pil4(t) y Pil6(t).

Cromosoma 2, intervalo 2: RM 341- RM 530

Esta es, sin duda, una regién cromosémica interesante, con QTLs identificados en
ambas familias, metaQTLs y genes candidatos. Pero es una region amplia, y
probablemente estemos ante varios QTLs préoximos entre si. Por una parte, entre RM341 y
RM263 coinciden en SIXCNA un QTL robusto de severidad de hoja (SH2.2) y un QTL de
incidencia en panicula (INC2.2), mientras que en JSxGV se encuentra otro QTL de
incidencia (PAN2.2P) y uno de AFA (AFA2.2; detectado para dos aislados, aunque con
efectos genéticos diferentes en cada uno de ellos). Los efectos aditivos de estos QTLs no
son del todo consistentes, pero lo que si se repite es una notable dominancia. Esto, unido a
las frecuentes interacciones epistaticas identificadas en esta regién (4, 3y 2 en los tres
primeros QTLs, respectivamente), haria dificil tomar decisiones sobre los fragmentos a
introgresar para mejorar la resistencia. Aunque seria recomendable intentar mejorar la
cobertura de marcadores en esta zona y con ello la localizacion de los QTLs, pues en la
region se localizan 3 genes candidatos de interés: un cluster de tres GLP (germin like
proteins), la proteina-A 14-3-3 y una quitinasa. Las GLP se suponen implicadas en el
proceso de produccion de H,O,, aunque a diferencia de las germinas de cereales carecen
de actividad oxalato-oxidasa, y se han asociado con resistencia a patégenos en arroz, entre
ellos a M. oryzae (Manosalva y col., 2009; Breen y Bellgard, 2010); en algunos estudios han
co-localizado con QTLs de resistencia a este hongo. Las proteinas 14-3-3 son
transductores de sefiales que estan involucradas en la respuesta a estreses (Sehnke y col.
2002), y las quitinasas hidrolizan la quitina de hongos e insectos y se ha observado que
aumenta la resistencia a M. oryzae (Nishizawa y col., 1999). Todos estos genes candidatos
se han visto relacionados con QTL de resistencia a este hongo (Kou y col., 2010, Liu y col.,
2004a). Ademaés, este intervalo es de las pocas regiones en las que co-localizan QTLs de
severidad en hoja y de incidencia en panicula, lo que lo hace interesante para programas
de mejora.

Por otra parte, el QTL AFA2.3, situado entre RM263 y RM530, también solapa con
SH2.2 de SixCNA, aunque aparentemente es un QTL distinto a los anteriores. La
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importancia de AFA2.3 radica en que reduce el area foliar afectada media y méxima,
considerando la media de los 6 aislados ensayados; asi, aunque no tiene un efecto
especifico significativo, podria aportar algin factor limitante de amplio espectro. Ademas, en
esta zona coinciden varios genes R (Pib, Pig(t), Pi25(t), Pitg5, Piyl(t) y Piy2(t)) y metaQTLs:
entre los genes de resistencia completa, Pib es de interés pues se supone que confiere
resistencia frente a todos los aislados de M. oryzae presentes en Europa, aunque en el
ensayo con VDs resulté ineficaz el afio en que hubo el mayor ataque del hongo. Los
metaQTLs son 2G4, g2G5(P) y g2G6(P), de resistencia en invernadero (los dos ultimos de
resistencia parcial), y g2F2 y q2F3 de resistencia en campo (el primero robusto por agrupar
QTLs de cuatro ensayos); aunque es posible que estos Ultimos estén mas relacionados con
un QTL de incidencia en JSxGV, PAN2.3D, que aparece al final del intervalo; en SixCNA no
encontramos marcadores en esta parte distal.

Cromosoma 3, intervalo 1: RM 569 — RM 517

En este intervalo coinciden un QTL en SixCNA (SH3.1) y dos en JSXGV (PAN3.1P
y AFA3.1). Aunque no es evidente que los QTLs de las dos poblaciones correspondan al
mismo factor, tienen en comun que tanto SH3.1 como PAN3.1P son QTLs robustos
(mientras que AFA3.1 muestra efectos menos significativos, pero similares, para dos
aislados, y la media de los seis), y que SH3.1 y AFA3.1 muestran una importante
sobredominancia. Por otra parte, los efectos aditivos de los dos QTLs en JSxGV son
antagonicos, aunque la aditividad es poco relevante en AFA3.1. Las interacciones
epistaticas son poco importantes en esta region: sélo una entre QTLs de severidad, o de
incidencia.

Estos QTLs solapan con metaQTLs de invernadero, y de resistencia parcial en
campo (g3G2, q3G3, q3F1(P) y g3F2(P)), asi como una protein-quinasa; este grupo de
proteinas juegan un papel importante en los procesos de transduccion de sefiales como
respuesta al ataque de un patégeno (Mishra y col., 2006).

Cromosoma 3, intervalo 2: RM 251 — RM 473C

En las proximidades del centrémero del cromosoma 3 coinciden dos QTL en
JSXGV: AFA3.2 y PAN3.2P. El QTL de AFA es uno de los mas destacados para aumentar
la resistencia a la piriculariosis debido a su amplio espectro de resistencia, pues es robusto
y aporta resistencia frente a 5 de los 6 aislados ensayados. Ademas, coincide con un QTL
de incidencia en panicula que, aunque de menor significacion, explica un 17% de la
variacion observada en El Palmar. Ambos QTLs tienen efectos similares: es el alelo de JS
el que aumenta la resistencia; en el de AFA es asi frente a casi todos los aislados (para uno
de ellos la aditividad es despreciable, al igual que al considerar el AFA media); aunque
también en ambos QTLs los efectos dominantes son mayores que los aditivos, y son
negativos. El interés en este intervalo viene avalado por coincidir con 4 metaQTLs (q3G5,
g3G6, q3G7(P) y g3G8), el primero de los cuales es bastante robusto, ya que agrupa a
QTLs de cuatro ensayos diferentes.
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Cromosoma 4, intervalo 1: RM 335 — RM 16584

En el estrecho intervalo que constituye el brazo corto del cromosoma 4 se localizan
otros tanto QTLs: uno de severidad en SixCNA y otros de tamafio de mancha, de incidencia
y de AFA en JSxGV; ademas, en diferentes localidades: el de incidencia en El Palmar y el
Delta (PAN4.1P+D) y el de mancha en Sueca (MM4.1S). En el primer cruzamiento, el alelo
a seleccionar seria el de Sivert (mejora la resistencia en SH4.1). En el segundo, el alelo de
GV es el que aporta la resistencia en AFA4.1, MM4.1S y PAN4.1P+D en el Delta; pero en El
Palmar tiene el efecto opuesto; en este fondo genético, ademas, los QTLs muestran
dominancia positiva, aunque de diversas magnitudes. Los QTLs de severidad e incidencia
son, ademas, epistaticos.

La presencia de QTLs de resistencia frente a inoculaciones, y en campo, tanto en
hoja como en panicula, hacen que este intervalo sea de gran interés para la mejora de la
resistencia a este caracter. Lo corroboran dos metaQTLs que co-localizan, uno de campo
(q4F1) y otro de resistencia parcial en invernadero, g4G1(P), que confiere resistencia de
amplio espectro. También se localiza en esta region el gen Pi(t), que es diferente del gen Pit
incluido en el estudio de las VDs.

Cromosoma 5, intervalos 1y 2: RM122—- RM574 y RM430 — RM161

En el cromosoma 5 encontramos dos zonas muy similares: en ambas coinciden,
en JSxGV, un QTL de AFA gque se detecta para un Unico aislado, y un QTL de tamafio
maximo de mancha. En ambas regiones es el alelo de GV el que aumenta la resistencia al
hongo, si bien este efecto aditivo es de poco peso comparado con la dominancia, que es
negativa en el caso de AFA, y positiva en el de MM. La Unica diferencia entre las dos
regiones es que AFA5.1 se detecta para el aislado CD49 (tanto en AFAmed como en
AFAmax), y AFAS.2 para el aislado FR94 (en AFAmax). Tantas coincidencias hacen dudar
si estos QTLs no estaran reflejando, en realidad, a otro/otros en la region intermedia para la
gue no se han encontrado marcadores en esta poblacién. De hecho, los QTLs del primer
intervalo presentan su maximo de probabilidad sobre el marcador RM574, en el extremo del
intervalo, apuntando al siguiente intervalo o la zona entre ambos (ver figura 36). Entre esta
region intermedia y el segundo intervalo se encuentra el metaQTL de resistencia parcial
g5G5(P), que es robusto por agrupar a QTLs de 4 diferentes ensayos de inoculacion; y
también los genes Pi23 y Pi10.

Cromosoma 6, intervalo 1: RM 539 — RM 564

De nuevo, en el cromosoma 6 sdélo detectamos QTLs de resistencia en el
cruzamiento JSxGV. En el primer intervalo destacado se hallan PAN6.1S+P+D, AFA6.1 y
MM6.1S. PAN6.1S+P+D es un QTL robusto, que se detecta en las tres localidades del
ensayo, aunque su efecto varia segun localidad: en Sueca y El Palmar es el alelo de GV el
gue aumenta la resistencia, mientras que en el Delta es JS quien, como en AFA6.1 y
MM®6.1S, aporta la resistencia. AFA6.1 es un QTL muy interesante, pues confiere
resistencia a los 6 aislados ensayados, y siempre con efectos similares entre si y con
MM®6.1: la aditividad es negativa (excepto en FR13, donde es nula), y con una dominancia
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positiva de la misma magnitud, o superior. Esta es una zona que podia ser de interés en un
programa de obtencion de variedades resistentes a M. oryzae, por el amplio espectro de
resistencia de AFA6.1, que se acompafia con una reduccion del tamafio de las manchas;
pero habria que confirmar su repercusion sobre la incidencia de la enfermedad en la
panicula.

Este intervalo coincide con varios metaQTLs identificados a partir de ensayos por
inoculacion, dos de ellos de resistencia parcial: q6G5(P) y q6G6(P). Entre los genes
candidatos en esta region encontramos los de resistencia completa Piz-t, Piz-5, Pi25(t),
Pi40(t) y Pid2, los dos primeros, presentes en las VDs ensayadas, siendo susceptibles las
lineas que contenian Piz-5, y sin datos suficientes en el caso de Piz-t, por ser tardia la VD
que lo porta; y también se encuentra una taumatina, proteina que se ha asociado a QTLs
de resistencia a piriculariosis en arroz (Ramalingam y col., 2003). Las taumatinas son
proteinas PR (de la clase PR-5), que al ser sobreexpresadas en arroz lo hacen mas
resistentes frente a M. oryzae que sus correspondientes tipos naturales (Hiroyuki y
Terauchi, 2008). La actividad antifingica que muestran este grupo de moléculas es efectiva
contra un amplio espectro de hongos (Vigers y col., 1992), y se ha propuesto que podria
deberse a que permeabilizan la membrana celular del hongo (Roberts y Selitrennikoff,
1990).

Cromosoma 6, intervalo 2: RM 342B — RM 162

Mas cerca del centrémero, encontramos un QTL de incidencia y otro de severidad
solapados; pero mientras que en PANG6.2P el alelo de GV ayudaria a controlar la
enfermedad, en el caso de SH6.1SP este alelo provocaria una mayor susceptibilidad, en las
dos localidades en que resultd significativo. Este es un intervalo bastante amplio con pocos
marcadores, por lo que es posible que un mejor cartografiado de la zona indicara que en
realidad ambos QTLs son contiguos. Para ambos QTLS, sin embargo, la dominancia
positiva es considerable y, ademas, ambos tienen un elevado nimero de interacciones
significativas. En el mismo intervalo se encuentran dos metaQTLs de resistencia parcial en
invernadero, q8G6(P) y q8G8(P); el ultimo es un metaQTL robusto, pues agrupa QTLs de 5
diferentes ensayos. Por otro lado, también se han localizado en esta zona un cluster de
genes de protein-quinasas (importantes en las rutas de sefializacién) y otro de genes de
peroxidasas; estas Ultimas participan en la defensa de la planta catalizando reacciones que
producen especies reactivas de oxigeno, que dafian a los patdégenos (Lamb y Dixon, 1997).

Cromosoma 7, intervalo 1: RM 481 — RM 542

En el brazo corto y la region centromérica del cromosoma 7 solo se han
encontrado polimorfismos en SixCNA, y se detectan un QTL de incidencia (INC7.1) y uno
de severidad (SH7.1), que parecen corresponder a regiones genémicas diferentes pese a
presentar efectos aditivos similares (el alelo de Si aumenta la susceptibilidad). Es posible
que este intervalo sea interesante, pues en él coinciden varios metaQTLs de inoculaciones
(uno de ellos, q7G3(P), de resistencia parcial, y otro, q7G2, robusto, pues agrupa QTLs de
4 estudios independientes); y un gen candidato que codifica para una taumatina; pero la
falta de polimorfismo en el cruzamiento JSxGV podria indicar que esta region esté
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conservada en las variedades japonica, de modo que no afadiria variacion ni, por tanto,
resistencia.

Cromosoma 7, intervalo 2: RM 2 — RM 505

En esta region co-localizan dos QTLs de incidencia (uno en cada poblacion) con
otros dos en JSxGV: un de severidad de hoja, y uno de AFA (para un Unico aislado). Los
dos QTLs de JSxGV en campo se han expresado sélo en El Palmar. En todos ellos es el
alelo de la variedad cultivada (Si 0 JS) el que aumenta la resistencia, aunque la dominancia
también puede ser importante, y de distinto signo segun el cruzamiento. Los QTLs de
incidencia de ambas poblaciones presentan un elevado nimero de interacciones (4 y 5,
respectivamente); y se da la circunstancia de que ambos lo hacen con otros sendos QTLs
de incidencia localizados en el cromosoma 8, intervalo 1 (Is.14 e 1j.39); esta interaccion
debe ser importante, al repetirse en ambas poblaciones.

No es de extrafiar haber identificado QTLs en esta zona, pues aqui se encuentran
cuatro metaQTLs (dos en campo -q7F1(P) y q7F2- y dos en invernadero -q7G3(P) y
g7G4(P)-, que, excepto q7F2, son de resistencia parcial), y varios genes candidatos:
OsDRS, el gen de resistencia parcial Pil7(t), y genes de quitinasas y dehidrina. OsDR8 esta
implicado en la resistencia a enfermedades al controlar, supuestamente, la sintesis de
tiamina, un co-factor para la acumulacién de proteinas relacionadas con la defensa (Wang y
col., 2006); y en varios estudios ha co-localizado con QTLs de resistencia a M. oryzae
(Wang y col., 1994; Wen y col., 2003). Las dehidrinas estan relacionadas con la respuesta a
diversos estreses biéticos y abidticos (Yang y col., 2012), y también concretamente en la
resistencia a M. oryzae (Liu y col., 2004a).

Cromosoma 7, intervalo 3: RM 505 — RM 342D

Un poco mas alejado del centromero que el intervalo anterior, un QTL de
incidencia en SixCNA (INC7.3) solapa con uno de AFA en JSxGV; AFA7.2 es un QTL
interesante, pues interviene en la resistencia a 3 de los aislados ensayados de forma
significativa, pero también se detecta con baja probabilidad para los otros 3. Aunque los
efectos genéticos sobre los aislados son variables en magnitud y direccion, al analizar el
promedio de las respuestas (AFAmMed) se observa que el alelo de GV aporta resistencia. El
inconveniente de esta region es que ambos QTLs presentan dominancia, y que, al menos
INC 7.3, es un QTL epistatico.

En este intervalo se agrupan una gran cantidad de metaQTLs, varios de los cuales
son de resistencia parcial; entre ellos destacan q7G5 por conferir resistencia de amplio
espectro, y q7G10 por ser robusto, ya que se ha hallado en 4 ensayos diferentes. Ademas,
en este intervalo se localizan dos genes candidatos interesantes: GH3-8 que, al igual que
GH3-2, inactiva al IAA, evitando asi el debilitamiento de la pared celular (Ding y col., 2008);
y el gen que codifica para la peroxidasa POX22.3, que co-localiza con un QTL de nimero
de lesiones (Ramalingam y col., 2003).
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Cromosoma 8, intervalo 1: RM 506 — RM 38

Varias zonas del cromosoma 8 aparecen con frecuencia en los estudios de QTLs
de resistencia a M. oryzae; también ocurre en este estudio, donde encontramos dos
regiones implicadas en el control genético de varios caracteres relacionados con la
resistencia. En la primera, un estrecho intervalo en el extremo del brazo corto, encontramos
3 QTLs de incidencia (uno en SixCNA, y dos en JSxGV, uno de los cuales se detecta en las
tres localidades, PAN8.2S+P+D); y otros 2 QTLs en JSxGV: uno de severidad y otro de
AFA, que afecta a dos aislados. Aunque ninguno de los QTLs es muy robusto, los efectos
son coincidentes con la excepcion de PAN8.1S de JSxGV, que podria ser un QTL diferente
(situado en el extremo del intervalo); en el resto, el efecto aditivo del alelo de JS disminuye
la susceptibilidad o es nulo, y si hay dominancia, es negativa. Es probable que INC8.1 de
SiXCNA coincida con PAN8.2S+P+D de JSxGV (y los de severidad y AFA), pues ambos
presentan una interaccion significativa, anteriormente mencionada, con la misma region del
cromosoma 7 (en el intervalo 2), y presentan dominancia negativa. Este es otro intervalo
interesante por la agrupacion de QTLs que controlan la resistencia a M. oryzae en
inoculaciones en invernadero, y en campo, tanto en hoja como en panicula, y por
expresarse PAN8.2S+P+D en todos los ambientes ensayados. También se encuentra en
esta region el metaQTL de resistencia parcial y de amplio espectro q8G2(P), ademas de los
genes Pi33 (también de amplio espectro, incluidos numerosos aislados europeos) y Pi36;
asi como un cluster de 12 genes GLP. Manosalva y col. (2009) observaron que cuantas
mas copias dentro de este cluster se silencian, mayor es la susceptibilidad de las plantas
frente a M. oryzae.

Cromosoma 8, intervalo 2: RM 310 — RM 342A

Mas proximos al centromero, pero también en un intervalo corto, y sélo en JSxGV
en este caso, co-localizan QTLs de incidencia (en dos localidades), severidad y AFA
(aunque frente a un Gnico aislado), y con efectos similares: el alelo de GV aumenta la
resistencia, y la dominancia es positiva. Los tres son robustos, y de hecho PAN8.3S+P es
uno de los QTLs de efecto destacado en este estudio, con un LR de 26,2, y explicando el
16% de la variaciéon de la incidencia de la enfermedad en El Palmar. Sin embargo, es
interesante notar que el efecto de AFA8.2 es diferente cuando se analiza la respuesta
promedio de los 6 aislados ensayados, pues la aditividad es de signo contrario, y no se
detecta dominancia; es posible, pues, que haya dos QTLs contiguos, uno de ellos de
resistencia significativa pero restringida, y que coincidiria con PAN8.3S+P y SH8.2P, y otro
de baja significacion, pero con un espectro de resistencia mas amplio.

En este intervalo se agrupan los metaQTLs q8G4, q8G5, q8G6, asi como los
genes de resistencia Pizh, Pi29(t) y PiGD-1(t) y un gen de oxalato oxidasa. Las oxalato
oxidasas, involucradas en los procesos oxidativos, han sido relacionados con QTLs de
resistencia a M. oryzae en arroz (Carrillo y col., 2009). Pero en esta region, ademas, se
localiza un QTL de gran efecto sobre la fecha de maduracion (datos no mostrados), por lo
que habria que considerar la introgresion de esta region con precaucion.
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Cromosoma 9, intervalo 1: RM 23973 — RM 14B

En la region centromérica del cromosoma 9 se han hallado INC9.1 en SixCNA y
AFA9.2 en JSxGV. AFA9.2 es un QTL robusto que afecta, de manera similar, a la
resistencia frente a 2 aislados, en los que explica una gran proporcion de variacion
fenotipica (51% de FR95med, y 25% de FR13max): el alelo de GV es el que aporta
resistencia, junto con cierta dominancia negativa. En INC9.1 la dominancia, positiva, es el
efecto més importante, aunque el alelo de Si también contribuye ligeramente a la
resistencia. Con estos QTLs coinciden los 3 metaQTLs, destacando q9G1(P) por
identificarse para resistencia parcial de amplio espectro; y los genes Pi3, Pi5, y Pil5. Los
dos primeros, con amplio espectro de resistencia, estan presentes en el ensayo con VDs: el
alelo de resistencia completa de Pi3 no aport6 resistencia frente a la poblacién del patégeno
presente en la Albufera; y la linea que contiene Pi5 es tardia, por lo que no se pueden
extraer conclusiones respecto a su respuesta en la fase productiva, si bien la severidad en
hoja fue moderada en los cuatro afios de ensayo.

Cromosoma 9, intervalo 2: RM 409

El marcador RM409 tedricamente se encuentra en el brazo largo del cromosoma 9,
pero no aparece ligado a otros marcadores, y sélo ha sido polimérfico en JSxGV, por lo cual
no podemos precisar su posicion. Su interés radica en que el alelo de GV ha resultado
asociado con un aumento de la resistencia, tanto en panicula en la localidad de Sueca,
como frente al aislado TH12; por ello hemos declarado sendos QTLs asociados a este
marcador, que solaparian, de ser correcta la posicion, con el metaQTL q9G3 (que agrupa
QTLs detectados en dos ensayos en invernadero).

Cromosoma 9, intervalo 3: RM 242 — RM 215

En este intervalo, que se sitia el extremo del brazo largo del cromosoma 9,
coinciden tres QTLs en la poblacion JSxGV: SH9.1P, AFA9.4 y PAN9.2P+D. En los QTLs
de campo es el alelo de JS el que incrementa la resistencia (también en las dos localidades
en el caso del QTL de incidencia); mientras que el QTL de AFA se caracteriza por su efecto
exclusivamente dominante, y sobre un solo aislado; la dominancia también es importante en
los otros QTLs, aunque con signo variable segun localidades. Esta regién debe ser de gran
importancia en el control de la resistencia a M. oryzae, pues en ella se localizan numerosos
metaQTLs, tanto de campo (q9F2, q9F3 y q9F4) como de invernadero (q9G5, q9G6- un
metaQTL robusto, que agrupa a QTLs detectados en cuatro ensayos distintos-, q9G7 y
g9G8). Este intervalo es, pues, bastante interesante porque su efecto contribuye a la
resistencia en campo (hoja y panicula), y también en ensayos de inoculacion.

Cromosoma 10, intervalo 1: RM 294C — RM 333

Pese a la escasa variabilidad hallada en el cromosoma 10 en el cruzamiento

JSxGV, se ha detectado un QTL de incidencia en ambas poblaciones, sobre el mismo
marcador en el extremo del brazo largo. Ademas, PAN10.1P+D se expresa en dos
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localidades (aunque la magnitud del efecto aditivo es bastante diferente en cada una de
ellas, probablemente debido a la incidencia mucho mas elevada en El Palmar que en el
Delta). En ambos cruzamientos, el alelo de la variedad local causa una mayor
susceptibilidad. Estos QTLs coinciden espacialmente con el metaQTL q10G8, y con 4
genes candidatos: el gen de resistencia completa Pi28(t), dos genes de quitinasas y otro
para una protein-quinasa.

Cromosoma 11, intervalo 1: RM 286 — RM 441

En el brazo corto del cromosoma 11 hay una zona con una pobre cobertura de
marcadores, pero en la que se localizan los QTL robustos SH11.1P, AFA11.1 y MM11.1S
en JSxGV. A pesar de que parecen QTLs diferentes atendiendo a los picos de maxima
probabilidad, en los 3 QTLs (y en los 3 aislados para los que se detecta AFA11.1, asi como
para el promedio de AFA) los efectos genéticos son similares, apuntando a un Unico QTL
de gran efecto: es el alelo de GV el que aporta resistencia, existiendo también dominancia
negativa. AFA11.1 explica ademas un gran porcentaje de la variacion fenotipica en los 3
aislados (desde un 15 hasta un 43%), lo cual resalta el interés de este intervalo al aportar
una resistencia poco especifica en las inoculaciones, y contribuir también al control de la
susceptibilidad en campo en lo que respecta a los parametros medidos en hoja (SH y MM),
aungue no parece repercutir sobre la incidencia en panicula. Se encuentran en esta zona
los metaQTLs q11G1, q11G2, q11G3(P) y q11G4(P) de resistencia en invernadero (los dos
ultimos de resistencia parcial), y los genes de resistencia completa Pia, PiCO39, Pikur2,
Pise y MPiz. La poblacion de M. oryzae de los arrozales de la Albufera debe contener
linajes con genes de avirulencia compatibles con Pia, ya que una u otra de las dos VDs que
poseen este gen presentaban sintomas de ataque del hongo varios afios; sin embargo, una
version atenuada de este gen es un candidato para los QTLs hallados.

Cromosoma 11, intervalo 2: RM 26816 — RM 27222

En el brazo largo del cromosoma 11 co-localizan QTLs de incidencia en las dos
poblaciones estudiadas, junto con uno de severidad en SixCNA. En los dos QTLs de
incidencia existe dominancia o sobredominancia, aunque de distinto signo. A pesar de que
en SixCNA coinciden QTLs de severidad e incidencia, lo hacen con efectos opuestos en lo
que se refiere a la aditividad: el alelo de Si aumenta la susceptibilidad en panicula, pero
disminuiria la de hoja; pero ello podria explicarse por las dos interacciones epistaticas que
presenta SH11.1 con dos regiones, distintas, del Cromosoma 2 (Is.6): en ambas, el alelo de
Si sélo se asocia con una reducida severidad en combinacion con su homalogo en los otros
dos loci; en el QTL de incidencia (INC11.1), sin embargo, no se observa ninguna interaccion
que afecte al alelo Si. Dada la coincidencia de QTLs de incidencia, un buen candidato en
esta region es el gen Pbl, que se caracteriza por conferir resistencia duradera y de amplio
espectro en las paniculas (Hayashi y col., 2010). En esta region también coinciden varios
metaQTLs de invernadero y de campo, algunos de ellos de resistencia parcial; destacan
como QTLs robustos q11G7 y q11F2, pues agrupan QTLs de 4 ensayos distintos. Ademas,
es esta zona se localizan al menos 16 genes R, varios de los cuales estan presentes en las
VDs ensayadas en esta tesis: Pik-h no resulté efectivo, mientras que Pi7, Pik y Pik-s
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confirieron resistencia a las VDs en los afios ensayados, y la VD de Pik-p mostré sintomas
sélo en 2011 (indicando el posible aumento de linajes compatibles con el gen); por otro
lado, las VDs con Pik-m o Pil (que tiene una resistencia de amplio espectro) mostraron
cierta susceptibilidad, aunque sin resultados concluyentes en cuanto a incidencia por ser
variedades tardias. Finalmente, también se hallan en esta zona otro GLP y un gen JAMyb,
un factor de transcripcién inducido por JA, asociado con la respuesta de defensa de la
planta de arroz frente a la infeccion por M. oryzae (Lee y col., 2001), y que co-localiza con
QTLs de resistencia a piriculariosis en otros estudios (Ramalingam y col., 2003).

Cromosoma 12, intervalo 1: RM 19 — RRP5E

En este intervalo, de nuevo, encontramos dos QTLs de efectos antagonicos en
SiXCNA: el alelo de Si en INC12.1 disminuye la incidencia, mientras que en SH12.1
aumenta la severidad; no obstante en ambos casos hay sobredominancia de signo
negativo. Aungue es posible que se trate de dos QTLs contiguos, cabe la posibilidad de que
los efectos contrapuestos respondan también en este caso a la epistasia: ambos QTLs
presentan varias interacciones significativas cada uno (con regiones diferentes entre si; Is.7
e 1s.20), que pueden alterar notablemente la respuesta, especialmente, del alelo de Sivert.
La poblacion JSxGV muestra un escaso polimorfismo en esta zona; sin embargo, en ella se
detecta un QTL que también podria co-localizar con los anteriores: AFA12.1, que se detecta
para un solo aislado, y que también muestra sobredominancia negativa. De todos modos,
es dificil establecer una demarcacion clara entre este intervalo y el siguiente.

En esta regién coinciden un importante grupo de metaQTLs, tanto de campo
(q12F1, q12F2 y q12F3) como de invernadero (q12G5, q12G6, q12G7, y q12G8, este lltimo
muy robusto), asi como un cluster de al menos 16 genes de resistencia completa. Algunos
de estos genes (Pita, Pita-2, Pil2, Pi19 y Pi20) se ensayaron en la coleccion de VDs,
aungue en su versién como genes de resistencia completa no resultaron claramente
eficaces para controlar los linajes presentes en la poblacion de M. oryzae en la Albufera; sin
embargo alelos atenuados de estos genes Pi son candidatos para esta zona rica en QTLSs.

Cromosoma 12, intervalo 2: RM 101 — RM 270

Por Ultimo, encontramos una region préxima al centromero, en la que se han
detectado un QTL de incidencia en la poblacion SIXCNA y dos QTLs para las inoculaciones
en JSxGV: LES12.1 y AFA12.1 son significativos para un solo aislado, diferente entre si;
ademas, sus efectos genéticos son bastante distintos, en magnitud y signo; esto podria
reflejar que, efectivamente, LES y AFA estiman dos aspectos diferentes, y poco
relacionados, de la respuesta de la planta a la infeccion. Los dos QTLs més robustos,
INC12.2 y LES12.1, aun en poblaciones distintas, coinciden en una importante dominancia
negativa. INC12.2 se detectd, ademas, en el andlisis con la poblacién SixCNA completa y
también en el que se hizo eliminando los genotipos que no presentaron sintomas. Los QTLs
de este intervalo coinciden con tres metaQTLs de ensayos en invernadero (q12G9, un
metaQTL robusto que engloba a QTLs de siete experimentos distintos, q12G11 y q12G13).
Aparte de ello, en la regién se localizan dos genes candidatos que codifican para quinasas.
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Caracterizacion de la poblacion de Magnaporthe oryzae mediante
variedades diferenciales (VDs)

e La coleccion de VDs utilizada en este estudio (las lineas IRBL) no es del todo
adecuada para la caracterizacién de la poblacion de Magnaporthe oryzae en
nuestra zona, principalmente porque su maduracion no es sincroénica con las
variedades cultivadas en nuestros arrozales y porque no esta presente al menos
uno de los genes que podrian ser interesante frente a los linajes europeos: Pi33.
Pese a ello, se pueden extraer algunas conclusiones.

e La considerable variacion en la respuesta de las VDs a lo largo de los 4 afios de
ensayos, sobre todo en nudo y panicula, denota que la estructura de la poblacién
de M. oryzae en el Parque Natural de la Albufera no es estable, al menos en
cuanto a la prevalencia de los diferentes aislados. Pero hay indicios de que estos
cambios también pueden reflejar la aparicién de algin nuevo linaje virulento, de
acuerdo con la recientemente observada variacion en los arrozales de las
marismas del Guadalquivir.

e La poblacion de M. oryzae del arrozal valenciano contiene genes de avirulencia
incompatibles con Pi7, Pik, Piz, y Pik-s. Los tres primeros, al menos, coinciden con
estudios en otras zonas arroceras espafiolas y de Europa, por lo que son buenos
candidatos a ser utilizados en la mejora de la resistencia de las variedades
europeas. Por el contrario, se han identificado en la Albufera aislados capaces de
superar ya la resistencia conferida por otros genes que habian sido propuestos
para este fin: Piz-5 y Pita-2.

Andlisis de los métodos de evaluaciéon de la resistencia a
Magnaporthe oryzae

e Los ensayos de inoculacién en invernadero no predijeron adecuadamente, en
nuestro caso, la respuesta de lineas F3 de JSxGV frente a la poblacién de M.
oryzae en campo, segun se deduce de la falta de correlacion entre los parametros
de cada &mbito experimental. Incluso, pese a haber inoculado seis aislados que se
consideraban representativos de la poblacion del patdgeno en Europa.

e Al evaluar la severidad de la enfermedad en hoja, es més recomendable
considerar el valor medio que el maximo, al menos en genotipos que presenten
algun grado de segregacion, como las lineas F3.

e Las estimas de la incidencia de la enfermedad en panicula, nudo y cuello se deben
valorar con cautela en variedades de maduracion tardia, pues dependen de que
haya suficiente presion de indculo al final del cultivo, fase en que las condiciones
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climaticas son menos favorables para el hongo que a lo largo del periodo
vegetativo. No obstante, la incidencia en los 6rganos productivos del arroz es de
gran interés, no solo porque es donde el hongo causa las mermas de produccion,
sino también porque presenta mayores correlaciones entre afios y localidades que
las medidas de susceptibilidad en hoja, y porque, correspondientemente, se
encuentran mas co-localizaciones entre QTLs de incidencia de ambas poblaciones
segregantes que entre QTLs de severidad.

Identificacion de QTLs de resistencia a Magnaporthe oryzae

e Se han detectado QTLs de resistencia a M. oryzae que afectan a todos los
caracteres estudiados. Los cuatro parentales utilizados en este estudio, Sivert,
CNA-6159, JSendra y Gigante Vercelli, poseen alelos de QTLs que aportan
resistencia. Las distintas combinaciones de QTLs con efectos antagénicos en los
parentales y en las poblaciones segregantes explican la moderada susceptibilidad
en Sivert y JSendra, asi como la aparicion de segregaciones transgresivas en
ambas poblaciones y en varios de los caracteres estudiados.

e La mayoria de QTLs se expresan s6lo en una localidad, lo cual esta de acuerdo
con la baja correlaciéon encontrada entre localidades, e indica una importante
influencia ambiental en la resistencia, al menos en poblacién JSxGV.

e La baja contribucién a la variacién fenotipica de la mayor parte de los QTLs
detectados en este estudio confirman que la resistencia parcial a M. oryzae es un
caracter complejo, controlado por numerosos genes con efecto menor. Muchos de
ellos, ademés, presentan importantes efectos dominantes que, con frecuencia
contribuyen a aumentar la susceptibilidad al ataque de M. oryzae.

e Lamayoria de QTLs hallados al inocular las lineas F3 de JSxGV con seis aislados
confieren resistencia a uno o muy pocos aislados; pero la resistencia de algunos
loci es més inespecifica, y estos estarian de acuerdo con la hipétesis segun la cual
la resistencia parcial es de amplio espectro. Sin embargo, algunos QTLs, que
explican una elevada proporcion de la variacion fenotipica tras la inoculacion y que
co-localizan con genes Pi, podrian corresponder a algin gen de resistencia
completa, cuyo efecto quede enmascarado por la mezcla de linajes en campo.

e Las coincidencias espaciales entre QTLs de resistencia en hoja y en panicula, en
ambas poblaciones estudiadas, junto con algunas correlaciones significativas entre
los parametros de severidad e incidencia, apoyan la hipétesis de que los
mecanismos de defensa en ambos 6rganos estan relacionados o tienen procesos
en comun.
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e La frecuente coincidencia entre los QTLs encontrados tanto con metaQTLs
hallados en estudios con germoplasma genéticamente distante, como con genes
de defensa candidatos, sugiere que existen regiones con QTLs de resistencia a M.
oryzae conservadas en muy diversas variedades de arroz; y es coherente con la
naturaleza de la resistencia parcial, en la que prima la expresion constitutiva de
genes de defensa comunes.

Implicaciones para la seleccién asistida por marcadores de genotipos
resistentes

e Algunos de los QTLs detectados pueden ser Utiles en programas de mejora para la
obtencién de variedades europeas con resistencia a M. oryzae, especialmente los
siguientes:

o Entre los QTLs hallados en los ensayos en invernadero, destacan por su
amplio espectro de resistencia AFAL1.4, AFA3.2, AFA6.1, AFA7.2 y AFA
11.1.

o Para la resistencia en hoja son candidatos, por su efecto aditivo o/y por
su expresién en varios ambientes, los QTLs identificados en SixCNA
SH4.1, SH7.1 y SH11.1; asi como SH6.1P+S, MM1.1S y MM11.1S entre
los identificados en JSXGV.

o Por los mismos motivos, para la resistencia en panicula son interesantes
INC1.1, INC1.2, INC7.2, INC10.1, INC11.1, INC12.1 e INC12.2 de
SiXCNA, y los QTLs PAN 1.2P, PAN2.3D, PAN4.1P+D, PAN6.1S+P+D,
PAN 6.2P, PAN8.2S+P+D, PAN8.3S+P, PAN9.2P+D, PAN10.1P+D y
PAN11.1D de JSxGV; algunos co-localizan en ambas poblaciones.

e Pero destacan algunas regiones cromosomicas en las que se agrupan varios QTLs
gue afectan a diferentes pardmetros, con efectos que van mayoritariamente en el
mismo sentido, y que por lo tanto son interesantes porque se pueden mejorar
varios aspectos de la resistencia introgresando una Unica region. Se trata de los
segmentos flanqueados por RM3148 y RM259 en el cromosoma 1, RM539 y
RM564 en el cromosoma 6, RM506 y RM38 en el cromosoma 8, RM310 y
RM342A también en el cromosoma 8, RM242 y RM215 en el cromosoma 9 y
RM286 y RM441 en el cromosoma 11.

e Sin embargo, la interaccion entre QTLs ha mostrado ser un elemento importante,
gue ayuda a explicar la expresién diferencial de los QTL de resistencia en las
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diversas localidades en que se realizd el ensayo. Tales interacciones epistaticas
afectan al valor final de los genotipos, y por tanto deben tenerse en cuenta a la
hora de determinar qué QTLs y alelos de estos deben incorporarse a un programa
de mejora de la resistencia a M. oryzae.
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Anexo |: Escala adoptada en el primer simposio sobre piriculariosis
en el IRRI en 1963 (Ou, 1965)
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Anexo II: Interacciones aditivas significativas entre QTLs de

severidad (SH) y de incidencia en panicula (INC) en el cruzamiento
SiXxCNA

a = valor aditivo (a > 0: el alelo de Si aumenta el caracter, es decir, la susceptibilidad; a < 0:
Si disminuye el caracter, es decir, aumenta la resistencia). d = valor dominante. LR:
significacion del QTL. Significacién: Nivel de significacion de la interaccion.
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ANEXOS

Anexo lll: Interacciones aditivas significativas entre QTLs de
severidad (SH) y de incidencia en panicula (PAN) en JSxGV

a = valor aditivo (a > 0: el alelo de JS aumenta el caracter, es decir, la susceptibilidad; a < 0:
JS disminuye el caracter, es decir, aumenta la resistencia). d = valor dominante. LR:
significacion del QTL. Significacién: Nivel de significacion de la interaccion.

245



ANEXOS

SH1.1P
El Palmar
a d NS
5 SH7 1P
I =¥
SH1.1P +) *
M 1
N
SH7.1P ) * i
of
N GV IS
Significacién: 0,07 SHL 1P
SH7.1P
Sueca
a d NS
or 3 SHL1P
=3
SH1.1P ) * n} ]
o
SH7.1P ¢ * !
N
o
o GV I8
Significacion: 0,07 SHL 1P

246



ANEXOS

SH6.1S+P
Delta
a d NS
15F 7 SH8 2P
=GV
120 1=1JS
SH6.1S+P ) ** ol
06
SH8.2P (+) - *x 03}
ok
- L, GV JS
Significacién: 0,01 SH6_1SP
SH8.2P
El Palmar
a d NS
8F 7 SH8 2P
-GV
6l 1=1JS
SH6.1S+P | (-) *x
4 L
SH8.2P (+) - *x 2r
0 L
oV 35
Significacién: 0,07 SH6_1SP
SH6.1S+P
El Palmar
a d NS
8F 7 SH11 1P
=
SH11.1P |SH6.1S+P | (-) o o ]
4+
SH11.1P | (+) ** 2t
ol _—
— . GV JS
Significacion: 0,06 SH6_1SP

247



ANEXOS

SH7.1P
El Palmar
a d NS
. SH1 1P
-GV
SH7.1P 6] * ) _JS
of
ok
SHL1P | (+) * i
ok
o GV JS
Significacion: 0,07 SH7_1P
SH1.1P
Sueca
a d NS
. 1 SHLIP
=%
SH7.1P | (9 * w2}
9
SHL1P | (+) * :
0
o GV S
Significacion: 0,07 SH7_1P

248



ANEXOS

SH8.1P
Delta
a d NS
16 i SH8 2P
=i
SH8.1P | () * 12 ]
08
SH8.2P | (+) x* o
ol
N GV S
Significacion: 0,04 SH8_1P
SH8.2P
Sueca
a d NS
UF SH8 2P
uf -
SH8.1P () * "
15r
SH8.2P | (+) * N
ol
N
S GV JS
Significacion: 0,001 SH8 1P

249



ANEXOS

SH8.1P
Delta
a d NS

. 7 SH 1P
=

SH8.1P | () * |
09
06

SH9.1P ) ) * 03l
ol

o . GV JS
Significacién: 0,08 SH8_1P
SH9.1P
El Palmar
a d NS
. 5 SH9 1P
=

SH8.1P () * i ]
St

SH9.1P ) ) * i
of

o . GV JS
Significacién: 0,000 SH8 1P

250



ANEXOS

SH8.2P
Delta
a NS
157 7 SH6 ISP
-GV
s 1=18
SH8.2P (+) *x sl
06 -
SH6.1S+P (-) *% 031+
ol
GV JS
Significacién: 0,01 SHg 2P
SH6.1S+P
El Palmar
a NS
8F 7 SH6 1SP
)
SH8.2P (+) *k 6F ]
4 L
SH6.1S+P ) *k 2L
ok —
GV 3
Significacién: 0,07 SHe_2P

251



ANEXOS

SH8.2P
Delta
a d NS
16F SH8 1P
-GV
SH8.2P | (+) ok Lo} =3
08 -
SH8.1P ) * sl
0 |-
ignificacion: [ 35
Significacién: 0,04 SHg_2p
SH8.1P
Sueca
a d NS
ur SH8 1P
ak -GV
*% - JS
SH8.2P +) e
15 -
SH8.1P “) * 2y
g L
6,
Significacion: 0,001 GV JS
SH8 2P

252



ANEXOS

SH9.1P
Delta
a d NS
15F 1 SH3 1P
=
SH9.IP | () 6 * N
06
SH8.1P | () * o3}
ok
oV IS
Significacién: 0,08 SH9_1P
SH8.1P
El Palmar
a d NS
4 SH8 1P
=
SH9.1P ¢ ¢ * i
N
SH8.1P 0 * g
of B
oV Js
Significacién: 0,00 SH9_1P
SH11.1P
El Palmar
a d NS
oF 3 SH6 ISP
=
SH6.1S+P | sH11.1P | (+) *x T ]
J
SH6.1S+P | () xx I
D,
GV IS
Significacién: 0,06 SHll 1P

253



ANEXOS

PAN1.1P
El Palmar
a d NS
BF 7 PANI 3S
o
INC1.1P ) . ] |
80 F
163
INC1.3S | (+) . ok
65 &
GV JS
Significacién: 0,06 PAN1_1P
PAN1.3S
Sueca
a d NS
wr 7 PANL 3S
-GV
9l 1=JS
INCLIP | () R /
9% 1
INC1.3S | (%) " ul \ ]
2k 1

Significacién: 0,03

Y
PANI_1P

254



ANEXOS

PAN1.3S
El Palmar
a d NS
%F 7 PANI_1P
-GV
0F 1=1Us
INC1.3S | (+) * g5} ]
80
E
INCLIP | () * b
65 E
oV 3
Significacién: 0,06 PANL_3S
PAN1.1P
Sueca
a d NS
0 7 PANL 1P
-GV
INC1.3S (+) * Bl 1=J5
9 -
INCLIP | () * wul
/AS
Significacion: 0,03 GV JS
PANL 35

255



ANEXOS

PAN2.1S
El Palmar
a d NS
8 F 3 PAN2 2P
-GV
B =135
PAN2.1S | (+) * 65 F
55 F
45E
PAN2.2P | () * ol
GV JS
PAN2_1S
Significacién: 0,02
PAN2.2P
Sueca
a d NS
99 F 7 PAN2 2P
-GV~
89 {=1JS
PAN2.1S (+) * ol
69 |
PAN2.2P ) * 59 |
49t
GV 3s
Significacién: 0,01 PAN2_1S
PAN2.1S
Sueca
a d NS
102 | PAN3.2P
%! | *GV
PAN3.2P | PAN2.1S (+) * ik {9
90§
aef-
PAN3.2P | -1,89 | -2,32 | 8,7 %!
7t
GV Js
Significacién: 0,09 WEARRR

256



ANEXOS

PAN2.1S
El Palmar
a d NS
o 7 PAN6_2P
-GV
sk ER
PAN2.1S | (+) * N
61
PANG6.2P | 1,88 | 4,38 | 10,8 Jl
GV S
PAN2_1S
Significacién: 0,03
PANG.2P
Sueca
a d NS
07 F 7 PAN6_2P
-GV
97 F = JS
PAN2.1S (+) * &l
e
67
PANG6.2P | 1,88 | 4,38 | 10,8 ot
[ s
PAN2_1S
Significacién: 0,005
PAN2.1S
El Palmar
a d NS
9% .PAN9.2D
* GV
PAN9.2P+D | pAN2.1S | (+) * % s
76
66
PAN9.2P+D | () ) * 5
46
Significacién: 0,003 & pana1s™

257



ANEXOS

PAN2.2P
El Palmar
a d NS
85F 3 ,PAN2.1S
= GV
i 138
PAN2.2P ) * o5t
551
PAN2.1S | (+) * o
B GV JS
,.PAN2.2P
Significacién: 0,02
PAN2.1S
Sueca
a d NS
9F 3 ,.PAN2.1S
== GV
8 138
PAN2.2P | () * -
69
59F
PAN2.1S | (+) * o
GV JS
,.PAN2.2P
Significacion: 0,01
PAN2.2P
El Palmar
a d NS
9BF 7 PAN6 2P
-GV
8} 175
PANG.2P | PAN2.2P () * 5l
68
PAN62P | 1,88 | 4,38 | 10,8 sl
GV JS
PAN2_2P
Significacién: 0,06

258



ANEXOS

PAN3.1P
Sueca
a d NS
105F f_P/é;l‘l/S_ZP
% e 125
PANG6.2P | PAN3.1P ) * SE ]
BE
65 F
PANG.2P 1,88 | 4,38 | 10,8 &l
45E
oV JS
Significacion: 0,005 PANSIP
PAN3.2P
Sueca
a d NS PAN21S
w *Gv
" *s
PAN2.1S | PAN32P | -189 | -232 | 87 "
PAN2.1S | (+) * .
b (] JS
PAN3.2P
Significacién: 0,09
PAN3.2P
El Palmar
a d NS
103F 7 PANG 2P
-GV
PAN3.2P | -1,89 | -2,32 8,7 af =3
PANG.2P
83
PANG6.2P 1,88 | 4,38 | 10,8 3
63
GV IS
Significacién: 0,05 PAN3_2P

259



ANEXOS

PAN3.2P
Sueca
a d NS
105F 7 PAN7_1P
—¥
PAN7.1P | PAN3.2P | -1,89 | -2,32 | 8,7 B ]
65
PAN7.1P G b sp
B
o GV S
Significacién: 0,0002 PAN3 2P
PAN3.2P
El Palmar
a d NS
9F 7 PAN8_3SF
R
PAN3.2P |-1,89 (-2,32| 87 o ]
59
PAN8.3S+P | 3,89 | 8,07 | 26,2 ]
GV S
PAN3_2P
Significacién: 0,02
PAN8.3S+P
Sueca
a d NS
00F 7 PAN8_3SF
% —_— —:JGSV
PAN3.2P |-1,89|-2,32| 8,7 Z 1
84+
80
PANB.3S+P | (+) | (+) o o
GV Js
PAN3_2P
Significacién: 0,09

260



ANEXOS

PAN4.1P+D
Delta
a d NS
B 7 PAN6_2P
-GV
ut {=1Js
PAN4.1P+D | 1,51 | 0,54 | 8,0 wl
541
PANG.2P | 1,88 | 4,38 | 108 o
GV JS
PAN4_1PD
Significacién: 0,01
PANG6.2P
Sueca
a d NS
% F 7 PANG 2P
(]
PAN4.1P+D | -1,84 | 6,59 | 11,0 By 1
84t
80
PAN6.2P | 1,88 | 4,38 | 10,8 o
GV JS
PAN4_1PD
Significacién: 0,04
PAN4.1P+D
Sueca
a d NS
103F 3 PAN7 1P
-GV~
BE 1=1JS
PAN7.1P | PAN4.1P+D | -1,84 | 6,59 | 11,0 st
B
PAN7.1P 0 o :
GV JS
PAN4_1PD
Significacién: 0,00

261



ANEXOS

PAN4.1P+D
Delta
a d NS
5 3 .PAN9.1S
* GV
PAN4.1P+D | 1,51 | 0,54 | 8,0 il I
PAN9.1S ssF
45
PANO.1S + | & * s)
25E G S
V
Significacion: 0,01 e
PANG6.1S+P+D
El Palmar
a d NS
e 7 PAB IS
PANS.1S | PANG.ISHP+D | (+) | (+) > Bl -8
Br
PANS.1S +) * 3
55
o GV 3
Significacién: 0,004 PAN6_1SPD
PANG6.1S+P+D
El Palmar
a d NS
“r AN 2
PAN8.25+p+D | T ANGISHPD | (4) *) R PN S
3
PAN8.2S+P+D O] * 83 f
53t
o GV s
Significacién: 0,005 PANG_1SPD

262



ANEXOS

PANG6.1S+P+D
Sueca
a d NS
10 3 PAN9 1S
ok 1=GV
-Js
PAN9.1S PANG.1S+P+D | (+) | () o o ]
87k
82
PANS.1S (+) +) * m
nE
oV IS
Significacién: 0,07 PANG_1SPD
PANG6.1S+P+D
El Palmar
a d NS
sF 3 PAN9 2P
¢
PANG6.1S+P+D | (+) o) o Bh E
80 F
%
PAN9.2P+D ) ) * b
65 &
oV JS
Significacién: 0,05 PAN6_1SPD
PAN9.2P+D
Sueca
a d NS
®F 3 PAN9 2PT
=R
PANG6.1S+P+D +) 0] *k 0L ]
86 |-
82
PANO.2P+D ) ©) * Z
oV IS
PANG_1SPD
Significacién: 0,11

263



ANEXOS

PANG.2P
El Palmar
a d NS
oF 7 PAN2 1S
-GV
81 1=
PANG6.2P | 1,88 | 4,38 | 10,8
nr
61
PAN2.1S | (+) *
51
GV JS
Significacion: 0,03 PANG_2P
PAN2.1S
Sueca
a d NS
07F 7 PAN2_1S
. 1Z%
PAN6.2P | 1,88 | 4,38 | 10,8 al
mE
PAN2.1S | (+) * .
5Tk
GV JS
Significacion: 0,005 PAN6_2P
PANG.2P
El Palmar
a d NS
9B F 7 PAN2_2P
-
PAN2.2P | PAN6.2P | 1,88 | 4,38 | 10,8 i ]
8F
68 |-
PAN2.2P | () *
58 &
GV JS
PANG6 2P
Significacion: 0,06 -

264



ANEXOS

PANG.2P
Sueca
a d NS
05F 7 PAN3 1P
95 / 7:98\/
PAN3.1P | PAN6.2P | 1,88 | 4,38 | 10,8 st ]
BE
65 F
PAN3.1P | () o .l
45E
GV JS
Significacién: 0,005 PAN6_2P
PANG.2P
El Palmar
a d NS
103 7 PAN3 2P
-GV
PAN3.2P | PAN6.2P | 1,88 | 4,38 | 10,8 Bt 1=
8
PAN3.2P | -1,89 |-2,32| 8,7 al
63
Significacion: 0,05 oV JS
PANG_2P

265



ANEXOS

PANG.2P
Delta
a d NS
8 7 PAN4 1PL
-GV
s 1=JS
PANG6.2P 1,88 | 4,38 | 10,8 o4
54
PAN4.1P+D | 1,51 | 0,54 | 8,0 “
UL
GV S
Significacién: 0,01 PANe 2P
PAN4.1P+D
Sueca
a d NS
wF 7 PAN4 1P
=g
PANG6.2P | 1,88 | 4,38 | 10,8 8 ]
84
80
PAN4.1P+D | -1,84| 6,59 | 11,0 s
nt
GV JS
PAN6_2P
Significacién: 0,04 -
PANG.2P
Delta
a d NS
a0 7 PAN11.1C
-GV
0F 1=d
PAN11.1D | PAN6.2P | 1,88 | 4,38 | 10,8 60l
50 F
PAN11.1D |-6,84 |-7,06 | 13,6 |
GV S
PAN6_2P
Significacion: 0,03

266



ANEXOS

PAN7.1P
Sueca
a d NS
105F 7 PAN3 2P
-%
PAN3.2P | PAN7.1P ) had Sy ]
85
PAN3.2P |-1,89|-2,32 8,7 nr
65
L ., GV JS
Significacion: 0,00 PAN7_1P
PAN7.1P
Sueca
a d NS
103F 7 PAN4_1PC
-GV
B 1=1JS
PAN4.1P+D | PAN7.1P ) * b
B3E
PAN4.1P+D |-1,84| 6,59 | 11,0 63 F
5t
GV JS
Significacién: 0,00 PAN7_1P

267



ANEXOS

PAN7.1P
Delta
a d NS
&F 7 PANS 25F
58 F | _JGSV
PAN7.1P ) ok o i
8+
PAN8.2S+P+D | -1,36 | -547 | 9.2 “r
B/E
BE
- ., GV JS
Significacion: 0,06 PANT 1P
PANS8.2S+P+D
Sueca
a d NS
W05 7 PANS 25F
-GV
s =35
PAN7.1P ®) - © 1
BE
65 F
PAN8.2S+P+D ®) * 55
45t
o . GV JS
Significacién: 0,06 PAN7_1P

268



ANEXOS

PAN7.1P
El Palmar
a d NS
102 PAN11 1C
-GV
92 —d
PAN7.1P | () i o
s
PAN11.1D |-6,84 |-7,06 | 13,6 ok
GV JS
PAN7_1P
Significacién: 0,05
PAN11.1D
Sueca
a d NS
100 F 7 PAN11 1C
-GV -
PAN7.1P | (9 o ] j=1s
9% -
PAN11.1D |-6,84 |-7,06 | 13,6 ul
2k
Significacién: 0,09 GV 35
PAN7 1P
PANS8.1S
El Palmar
a d NS
%F 7 PANG_1SF
-GV
&f {=%
PANG6.1S+P+D PAN8.1S (+) *
BE
65
PAN6.1S+P+D | (+) ) o o
GV i
PANS 1S
Significacién: 0,004

269



ANEXOS

PAN8.2S+P+D

El Palmar
a d NS
9 F 7 PAN6 1SF
-GV~
83 ]=3%
PANG.1S+P+D | PAN8.2S+P+D | (-) *

PAN6.1S+P+D | (+) (+) hd

GV S
o PANS_2SPD
Significacién: 0,005
PAN8.2S+P+D
Delta
a d NS
6F 7 PAN7 1P
sl =GV
=JS
PAN8.2S+P+D | -1,36 | -5,47 | 9,2 b
48
3E
PAN7.1P ) * 5l
BE
N ., GV JS
Significacién: 0,06 PAN8_2SPD
PAN7.1P
Sueca
a d NS
105 3 PAN7_1P
% —_— =6y
=JS
PAN8.2S+P+D ) * ek ]
BE
65 |
PAN7.1P 6] ok sk
45E
GV JS
Significacién: 0,06 PAN8_25PD

270




ANEXOS

PANS8.3S5+P
El Palmar
a d NS
9 PAN3_2P
% -GV
—-JS
PAN8.3S+P | 3,89 | 8,07 | 26,2 3
69 -
59 F
PAN3.2P | -1,89 |-2,32| 8,7 st
Ik
GV JS
Significacién: 0,02 PANB_35P
PAN3.2P
Sueca
a d NS
100 F 7 PAN3 2P
9% [ j=y
- JS
PAN8.3S+P | (+) | (+) | ™ 2 / ]
88 - 4
84
PAN3.2P | -1,89 |-2,32| 8,7 or
76 £
GV JS
L . PAN8_3SP
Significacién: 0,09

271




ANEXOS

PAN9.1S
Delta
a d NS
e S PANA IPL
-Gy
65 1=1JS
PAN4.1P+D | PAN9.1S ) ) * o
45E
PAN4.1P+D 1,51 0,54 8,0 B
BE
oV 35
Significacion: 0,01 PAND_IS
PAN9.1S
Sueca
a d NS
102F 7 PAN6_1SF
. el
=%
PANG.1S+P+D | PAN9.1S CHEG) * % ]
87
82
PANG.LS+P+D | (+) * m
72
oV 3
PAN9 1S

Significacién: 0,07

272



ANEXOS

PAN9.2P+D
El Palmar
a d NS
%[ 3 _IDA&l/z_ls
86 —— i=Js
PAN2.1S |PAN9.2P+D| () | () | * ot
66 -
PAN2.1S | (#) * s
46 £
GV S
o PAN9_2PD
Significacién: 0,003
PAN9.2P+D
El Palmar
a d NS
Els 7 PANG_ISF
0F 1=0GV
=JS
PAN9.2P+D ) ) * o 3
80
5E
PAN6.1S+P+D | (+) *) o ok
65
GV JS
Significacion: 0,06 PAN9_2PD
PAN6.1S+P+D
Sueca
a d NS
®F P— 7 PANG_ISF
[ 1=0GV
-Js
PAN9.2P+D ) ) * o 1
86 -
82
PAN6.1S+P+D | (+) * wh
4t
GV JS
Significacién: 0,12 PAN9_2PD

273



ANEXOS

PAN11.1D
Delta
a d NS
8 7 PANG 2P
1z%
PANG6.2P | PAN11.1D | -6,84 | -7,06 | 13,6 o
50
PAN6.2P | 1,88 | 4,38 | 10,8 wf
nE —
GV d
Significacion: 0,03 PANLL. 1D
PAN11.1D
El Palmar
a d NS
102F 7 PAN7_1P
-GV
%2 1=
PAN11.1D | -6,84 | -7,06 | 13,6
82+
PAN7.1P | 1,88 | 4,38 | 10,8 i
62 £
GV d
Significacién: 0,05 PAN1L_ID
PAN7.1P
Sueca
a d NS
100F 7 PAN7_1P
-
PAN11.1D | -6,84 | -7,06 | 13,6 o ]
9% -
PAN7.1P | 1,88 | 4,38 | 10,8 ur
2t
GV JS
Significacion: 0,09 PAN11_1D

274



ANEXOS

Anexo IV: Resultados del ensayo de inoculacién en la poblacion F3
del cruzamiento JSxGV y en los parentales
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ANEXOS

Anexo V: QTLs del area foliar afectada en la poblacién JSxGV:
desglose por aislado, y promedios

Medidas de AFA (porcentaje de area foliar afectada) por 6 aislados de M. oryzae, y valores
promedio de todos los aislados; valores sin transformar. Med: porcentaje medio de cada
aislado; Max: porcentaje maximo de cada aislado; AFAmed: Promedio de los porcentajes
medios de AFA; AFAmax: Promedio de los porcentajes maximos. Cr.: Cromosoma; a =
valor aditivo (a > 0 6 (+): el alelo de JS aumenta el caracter, es decir, la susceptibilidad; a <
0 6 (-): JS disminuye el caracter, es decir, aumenta la resistencia). d = valor dominante. R? =
variacion fenotipica explicada; Sign. = Nivel de significacion: se refiere al LR.
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