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INTRODUCCION

La enfermedad del quemado de arroz (Pyricularia oryzae) es una de las limitantes
mas importante en la produccion de este cereal en América Latina. Es causada por el hongo
filamentoso Magnaporthe oryzae, atacando todas las partes de la planta. La generacion de
materiales resistentes a esta enfermedad es la forma mas econémica de control y con
menos impacto ambiental. La resistencia genética a P. oryzae en arroz se comporta segun
el modelo gen a gen donde genes mayores (genes R) son efectivos en controlar infecciones
de linajes del patdégeno que poseen un correspondiente gen de avirulencia (AVR). La
estrategia planteada en nuestro programa de mejoramiento para obtener resistencia durable
en el tiempo es la introgresion de los genes mayores Pi1, Pi2/Pi9, Pi33 y Pita en un solo
genotipo mediante marcadores moleculares. Las técnicas moleculares tienen como ventaja
que nos permiten analizar un numero grande de individuos e identificar cada gen R
individualmente. Entre estos genes, el locus Pi2/9 a sido extensivamente usado por conferir
resistencia efectiva en programas de mejoramiento de arroz por mucho tiempo (Zhou and
Wang, 2009). Los mismos codifican proteinas NBS-LRR (proteina de unién a nucledtidos
con dominios enriquecidos en Leucina) y son considerados genes de amplio espectro. El
gen Pita ha sido usado efectivamente para prevenir brotes de P. oryzae en el sur de
Estados Unidos desde 1990. Este gen codifica una metaloproteina y es efectivo en prevenir
infecciones de razas del patégeno que contienen el correspondiente gen de avirulencia AVR
(Jia et al., 2009). El gen Pi33 también es un gen de amplio espectro y es uno de los cinco
genes que posee la megavariedad IR64 que ha mostrado resistencia durable en los ultimos
20 afos. Este gen presenta incompatibilidad con razas que poseen el gen de avirulencia
ACE1. Su combinacién con los genes Pi1y Pi2 otorgaria proteccion contra la mayoria de
los linajes de P. oryzae existentes en el Mercosur

En el siguiente trabajo se presenta el avance en el desarrollo de lineas con 4 genes
de resistencia a P. oryzae utilizando seleccion asistida con marcadores moleculares.

MATERIALES Y METODOS

La seleccion asistida de individuos portando genes R se realizo usando marcadores
microsatélites (SSR), un marcador SCAR (regiones amplificadas caracterizas y
secuenciadas) y un marcador basado en la amplificacion de secuencias indicadoras de un
sitio especifico (STS). Para los genes Pi1, Pi2 y Pi33 se usaron los marcadores SSR RM
224, RM 527, RM 72 respectivamente. Los genes Pi9 y Pita se seleccionaron usando los
marcadores SCAR pB-8 y STS YL155/87-YL183/87 respectivamente. Para introgresar los
genes en un solo genotipo originalmente se crearon 3 poblaciones segregantes a partir del
cruzamiento entre lineas y variedades donantes de los genes de interés.
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Los cruzamientos se orientaron para introgresar los genes R en un fondo genético
similar a la variedad EPAGRI 108. Esta es una variedad de ciclo largo, alto rendimiento,
buena calidad de grano. A pesar de poseer genes R, su resistencia fue vencida durante la
campafia 1998/1999, un afio después de su liberacion en Brasil (Prabhu y Filippi, 1999).

Se crearon las poblaciones 41-3-7/EPAGRI 108, IR64/EPAGRI 108, 41-3-7/EPAGRI
108//309-5-12. Las mismas se mantuvieron en invernaculo. El tamafo minimo de cada
poblacién para encontrar un genotipo deseado se calculo usando la formula:

N> log (1-t)
log (1-p)

Donde: p=probabilidad de encontrar un genotipo deseado si los genes segregan
independientemente y t= probabilidad del 95% de encontrar ese determinado genotipo.
Dentro de cada poblacion se seleccionaron aquellos individuos con uno o varios genes R en
estado homocigota. Estos individuos se cruzaron entre si para poder generar un genotipo
con los 5 genes de resistencia juntos.

RESULTADOS Y DISCUSION

El proceso de seleccion asistida comenz6 con la eleccién de la linea 41-3-7
(Pi1/Pi1, Pi2/Pi2, Pita/Pita) de una poblacién segregante (EPAGRI 108/CT 13432) creada en
CIAT, Colombia. Esta linea se selecciono con marcadores moleculares por tener los genes
de resistencia y un fondo genético 88% similar a EPAGRI 108 (Colazo et al.,2009). La
misma se uso como padre en la creacion de las poblaciones segregantes. A partir de estas
poblaciones se seleccionaron las lineas 181/09-203 (pi1/pi1, Pi2/Pi9, Pi33/pi33, Pita/pita) y
174/09-12 (Pi1/Pi1, Pi9/Pi9, pi33/pi33 Pita/Pita). En la campafia 2010/2011 una poblacién
proveniente de la autofecundacion de la linea 174/09-12 fue evaluada en la provincia del
Chaco, Argentina. Esta linea mostré resistencia a P. oryzae donde el testigo EPAGRI 108
presento susceptibilidad. A partir del cruzamiento de las lineas 181/09-203 x 174/09-12 se
originaron dos poblaciones F1 denominadas 107/10 y 108/10. El analisis molecular de 17
individuos F; permiti6é seleccionar la planta F1 108/10-13 portando los 5 genes de
resistencia en estado heterocigota. A partir de este individuo se genero una poblacion
segregante F, de 240 individuos los cuales se genotipificaron con el set de marcadores
moleculares (Fig 1 y 2). De esta poblacién se seleccionaron 6 lineas con los genes Pi1/Pi1,
Pi9/Pi9, Pi33/Pi33, Pita/pita y 1 lineas con la combinacién Pi1/Pi1, Pi2/Pi2, Pi33/Pi33 y
Pita/pita

Figura 1. Poblacion segregante 108/10-13. Gel de agarosa al 3% tefiido con bromuro de etidio. Del lado
izquierdo del gel sobre la parte superior se muestra el microsatélite RM 527 ligado al gen Pi2, sobre la parte inferior el
microsatélite RM 224 ligado al gen Pi1. Del lado izquierdo se muestra el microsatélite RM 72 ligado al gen Pi-33. Se
pueden identificar individuos homocigotas y heterocigotas para cada marcador. También se muestra el individuo 46 que es
una de lineas seleccionadas portando los genes Pi1/Pi1, Pi9/Pi9, Pi33/Pi33, Pita/pita .Se utilizo como control positivo la
linea 41-3-7 (Pi1/Pi1, Pi2/Pi2) y como control negativo la variedad EPAGRI 108 (pi1/pi1, pi2/pi2).
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Figura 2. Poblacion segregante 108/10-13. Gel de agarosa al 3%. El marcador YL 155/87es un marcador
dominante donde se produce amplificacién cuando el individuo porta una o dos copias del alelo resistente PITA. El
marcador YL 183/87 también es dominante y la amplificacién se produce cuando el individuo porta una o dos copias del
alelo susceptible pita

Los genes Pi2 y Pi9 forman parte del mismo cluster génico y estan estrechamente
ligados en repulsion por lo tanto se seleccionaron lineas con combinaciones de 4 genes
porque es poco probable encontrar individuos con los genes Pi2 y Pi9 juntos.

Préximamente se iniciaran los ensayos de patogenicidad con la coleccion de
aislamientos representativos de los linajes de P. oryzae encontradas para evaluar la accion
conjunta de las dos combinaciones obtenidas de los 4 genes: Pi1/Pi1, Pi9/Pi9, Pi33/Pi33,
Pita/pita y Pi1/Pi1, Pi2/Pi2, Pi33/Pi33, Pita/pita. Estas lineas se utilizaran para introgresar
estos genes en variedades elites susceptibles al quemado de arroz. Estos materiales
ademas seran probados en ambientes especificos para evaluar sus fondos genéticos.

CONCLUSION

Se lograron obtener lineas con dos combinaciones de cuatros genes R mediante
seleccion asistida con marcadores moleculares. La seleccion con marcadores moleculares
es una herramienta eficiente para seleccionar individuos portadores de genes R en
poblaciones segregantes.
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