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RESUMEN

ESTUDIO DE HERENCIA DE LA RESISTENCIA EN ARROZ AL
HONGO Rhizoctonia solani Y SU ASOCIACION CON MARCADORES
MOLECULARES MICROSATELITES.

Con el fin de investigar la herencia de la resistencia en el arroz a
Rhizoctonia solani, (causante de la pudricién de la vaina en arroz, PDV) y
Su asociacion con microsatélites marcadores moleculares se hicieron un
par de cruces entre los padres de arroz resistentes (Palmar y Jeferson) y
susceptibles (Fonaiapl y Fonaiap2000) para obtener dos poblaciones
experimentales para evaluar la herencia de la resistencia a R. solani y
determinar la asociacién con microsatélites que mostraron polimorfismos
entre los padres evaluados. La progenie F2 de Palmar por Fonaiapl y
Jefferson por Fonaiap2000, en el comienzo de la emergencia de la
panicula, se inocularon 4 hojas en el nudo dentro de la vaina con micelio
del hongo cultivado en agar y se colocaron las plantas en una camara de
humedad durante una semana. Después de este tiempo se midi6 el area
afectada por la enfermedad de PDV en cada planta y se agruparon de
acuerdo a la escala de evaluacion. De la progenie y sus descendientes se
tomaron muestras de hojas para la extraccion de ADN para evaluar los
marcadores moleculares microsatélites seleccionados de la pagina web
Graminae y se amplificé con la ayuda de un termociclador, los productos
amplificados se colocaron individualmente en los pocillos de un gel de
agarosa al 3% y se llevé a cabo la electroforesis en la camara para esto.P
ara la deteccion de QTLs que confieren resistencia a PDV, se utilizé el
método de mapeo por intervalos compuestos usando el descargas de
Windows QTL Cartégrapher 2,5 decretando la presencia de QTL con
umbral LOD> 2,4 (P = 0,05). No se detectaron QTL en la progenie de
cruces entre Jefferson X F2000, mientras que la progenie de los cruces
Pamar X Fonaiapl se detectaron 3 QTLs localizados en los cromosomas
1, 4 y 12, flanqueado por los marcadores RM 572 y RM449, RM273 y
RM3471, RM3472 y RM309, respectivamente. Los QTLs detectado en
este trabajo son una valiosa contribucién al estudio de la resistencia en el
arroz a R. solani

Palabras clave: Rhizoctonia; arroz; microsatélites; resistencia



ABSTRACT

STUDY ON INHERITANCE OF RESISTANCE TO RICE RHIZOCTONIA
SOLANI AND ITS ASSOCIATION WITH MICROSATELLITE
MOLECULAR MARKERS .

In order to investigate the inheritance of resistance in rice to Rhizoctonia
solani (causing sheath blight in rice, ShB) and its association with
microsatellite molecular markers were made a couple of crosses between
rice parents resistant (Palmar and Jeferson) and susceptible (Fonaiap 1
and Fonaiap 2000) so obtain two experimental populations for assess the
inheritance of resistance to R. solani and determine the association with
microsattelite that showed polymorphisms between the parents evaluated.
The F2 progeny from Palmar X Fonaiapl and Jefferson X Fonaiap2000, at
the beginning of the panicle emergence, were inoculated 4 leaves at the
knot within the sheath with fungus mycelium grown in agar and were
placed the plants in moist chamber for a week. After this time was
measured the affected area by disease PDV at each plant and were
grouped according to the assessment scale. From the progeny and their
descendants leaf samples were taken for DNA extraction to evaluate the
molecular markers microsatellite selected from Graminae web page and
was amplified with the aid of a thermal cycler, the amplified products were
individually placed in wells of an agarose gel 3% and was carried out the
electrophoretic run in the camera for this. For detection of QTLs conferring
resistance to ShB, were used method of composite interval mapping
using the sofware Windows QTL Cartographer 2.5 decreeing the
presence of QTL with LOD threshold> 2.4 (P = 0.05). Were not detected
QTLs in the progeny from crosses between Jefferson X F2000 while the
progeny from crosses Palmar X F1 were detected 3 QTL located on
chromosomes 1, 4 and 12, flanked by markers RM 572 and RM449,
RM273 and RM3471, RM309 and RM3472, respectively. The QTLs
detected in this work are a valuable contribution to the study of resistance
to R. solani

Key wordes: Rhizoctonia; rice microsatellite; resistance
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| INTRODUCCION

El arroz (Oryza sativa L.) es una planta originaria de las Indias
Orientales, cuyo habitat, por lo general, es en terrenos muy humedos, de
alli que los agroecosistemas mas productivos sean las planicies bajas
irrigadas. Este cereal es consumido principalmente como grano y suple el
20% de las calorias diarias de la poblacion  mundial
(http://www.apps.fao.org).

En Venezuela el arroz se ubica entre los rubros banderas del Estado,
por ser una fuente cal6rica importante en la dieta diaria del venezolano y
uno de los cultivos de mayor importancia en la agricultura, estimandose
una superficie cosechada de 198.834 ha con un rendimiento promedio de
5.051 Kg/ha para el 2.008, mientras que el rendimiento promedio mundial
fue de 4.309 Kg/ha (Fuente: FAOSTAT 2011)

Al igual que en otros cultivos, las plagas representan una de las
principales limitantes para el aumento de la productividad del arroz en los
tropicos, por aumentar los costos de los insumos en el sembrado y
restringir la expansién del cultivo a nuevas areas.

Entre las enfermedades que afectan a la planta de arroz se encuentra
la pudricién de la vaina (PDV), causado por el hongo Rhizoctonia solani
Kihn, considerada por muchos afios de poca importancia econdmica, sin
embargo. a partir de la década de los 80 comenzaron a observarse

incrementos en su incidencia y severidad, debido al uso de un sistema de



produccion caracterizado por altas densidades de siembra, abundante
aplicacion de fertilizantes nitrogenados y un monocultivo intensivo. Estas
practicas junto con la utilizacion de cultivares susceptibles, la naturaleza
saprofita y el amplio rango de hospedantes del patdgeno, han ayudado a
la diseminacion, establecimiento y persistencia del hongo en la mayoria
de las areas productoras de arroz (34).

Para controlar la enfermedad, se han usado principalmente practicas
culturales y entre ellas el uso de productos quimicos (44), pero debido a
su impacto ambiental se ha generado en los Uultimos afios gran
preocupacion por el abuso de su aplicaciébn en campos comerciales de
arroz. Por ello, se han emitido serios cuestionamientos acerca de la
sostenibilidad de los sistemas de produccidén de este cereal; de alli que
como asegurar una produccion sostenible de alimentos, es un topico de
algida discusion en la actualidad.

Por lo antes expuesto, se hace necesaria la identificacion de genes
que permitan el desarrollo de variedades resistentes, definiéndose como
planta resistente aquella que con caracteres heredados interfiere o
reduce el crecimiento del patégeno, mostrando una menor infeccién o
dafio que otras plantas de esa especie en las mismas condiciones.

La resistencia varietal es una herramienta efectiva, economica y
eficiente, que previene el establecimiento y evita la diseminacion de
enfermedades, comparado con otras medidas de control. Ademas, el uso

de cultivares resistentes es prerrequisito para la agricultura sustentable,



por lo econdémico, biolégicamente seguro, usualmente compatible con el
control biologico, el no ser dafiino para el medio ambiente y no
representar un costo adicional para el agricultor.

El desarrollo de una variedad resistente a enfermedades, en un
programa de mejoramiento vegetal tradicional, puede tomar de 8 a 10
afios 0 aun mas, debido a que en muchos casos la resistencia puede ser
el resultado de la accidon de un grupo de genes, mas que de un gen
individual, siendo la aproximacion méas apropiada para su ubicacién, la
identificacion de  marcadores moleculares que estén asociados y
flanqueen la region conocida del genoma que contiene estos genes de
resistencia. Esta técnica se conoce como Seleccién Asistida por
Marcadores Moleculares (SAM) (18).

El uso de la SAM, incrementa la eficiencia en la determinacion de los
genes de interés en una poblacion segregante, por ser mas preciso el
marcar una regién del genoma que intentar ubicar estos genes en una
planta por su fenotipo, por eso, es de gran importancia identificar
marcadores polimorficos asociados a los genes de interés (18).

La SAM es una nueva y prometedora herramienta para los
fitomejoradores, que puede usarse en combinacion con las practicas de
mejoramiento convencional, ayudando a incrementar la eficiencia en la
determinacion de la transferencia de genes favorables a nuevas
variedades y lograr economizar entre un 50 a 70% en tiempo y esfuerzo

(18). Hasta el presente, la informacion generada en Venezuela acerca de



R. solani, asi como el grado de resistencia que poseen las variedades de
arroz mejoradas en el pais es escasa (9,13), mientras que en lo referente

al mejoramiento asistido por marcadores moleculares es escasa.



II. OBJETIVOS.

1. OBJETIVO GENERAL

Estudiar la herencia de la resistencia al hongo Rhizoctonia solani y su
asociacion con marcadores moleculares en arroz.
2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
2.1. Desarrollar dos poblaciones F, a partir de los cruces entre los
cultivares resistentes y susceptibles a R. solani.
2.2. Evaluar la herencia de la resistencia a R. solani en dos poblaciones
experimentales de arroz.
2.3. Determinar marcadores moleculares que resulten polimérficos en los
progenitores y su descendencia (F»).
2.4. Determinar la asociacion de los marcadores moleculares con los
genes de resistencia a R. solani en los cultivares de arroz evaluados y sus

progenies.



lll. REVISION DE LITERATURA

La Planta de arroz

1.1 Clasificacion Botanica del Arroz
Reino: Plantae

Subreino: Tracheobionta

Division: Magnoliophyta

Clase: Liliopsida (Monocotiledoneas)
Sub-clase: Commelinidas

Orden: Poales

Familia: Poaceae

Subfamilia: Bambusoideae

Tribu: Oryzeae

Geénero: Oryza

Especie: O. sativa L.

El género Oryza se ubica en la Familia Poaceae; esté integrado por 25
especies entre diploides y tetraploides, cuyos genomas se clasifican en
AA, BB, CC,DD, EE, FF, GG, HH, JJ, y KK; mostrando la gran variabilidad
que presenta este género de plantas, lo que provocé que se dividiera en
complejos, estos son: Complejo Sativa; Complejo Officinalis/complejo
Latifolia; Complejo Meyeriana; Complejo Ridleyi y No clasificado (1)
(Cuadro 1).

Las especies del género Oryza son hierbas perennes o anuales, en las
especies perennes el sistema radicular presenta raiz principal con brotes
subterraneos, mientras que en las especies anuales muestran largas

raices adventicias, ligeramente ramificadas (35).



Los tallos en todos los arroces son erectos o ascendente, excepto en
O sativa que son geniculados ascendentes, decumbentes, con
enraizamiento en los nudos y a veces produciendo nuevos brotes en
estos puntos. Todas las especies de arroces que habitan en prados y
bosques son hierbas, suaves y firmes y las especies que habitan suelos
inundados presentan pasajes de aire en la parte de la vaina que se
encuentra sumergida en el agua (35).

Las vainas de la hoja del arroz son siempre abiertas y glabras a lo
largo del borde, sin embargo, .en algunas especies las vainas de las hojas
pueden poseer cilios. Como en los tallos, las vainas de las hojas también
tienen una nervadura claramente marcada o venacion acanalada. De
acuerdo con la forma de la lamina, las especies de arroces pueden
dividirse en dos grupos, aquellos donde la longitud de la hoja es mucho
mayor que el ancho, lineales lanceoladas, son parecidas a una cinta y
aguellos que tienen una forma lanceoladas o lanceolada-alongada. En
algunos casos la base de la hoja es tan estrecha que parece como si esta
formara un peciolo (35).

En todas las especies Oryza la panicula contiene espiguillas con
pedicelos cortos, las glumas coalescentes miden alrededor de 0,5 mm de
largo. La articulacion esta presente en todas las especies de arroz, es
bastante definida en la mayoria de las especies porque las espiguillas

caen facilmente al madurar las semillas. Sin embargo, es menos definida



en la especie cultivada O. sativa donde durante la maduracion de los
frutos, las espiguillas no caen y permanecen en las ramas (35).

Las espiguillas son siempre erguidas, orbiculares u oblicuamente
oblongas, comprimidos hacia los lados, con surcos longitudinales
profundos y costillas obtusas. De acuerdo con la forma de la espiguilla,
los arroces pueden dividirse en tres grupos:

A Arroces con espiguillas estrechas, aquellos donde el largo es mas

de tres veces el ancho, como en O. brachyantha, O. breviligulata,
O. longistaminata, O. ridleyi O. stapffi, O. subulata y O. coarctata.

A Arroz con espiguillas orbiculares, aquellos en los que su largo es
de 2 a 2,5 veces el ancho, como en O. australiensis, O. glaberrima,
O. latifolia, O. officinalis, O. punctata y O. sativa.

A Arroz con espiguillas anchas, aquellos con un largo, aunque mas
ancho es menos del doble de ancho, como en O. grandiglumis, O.
minuta y O. schlechtri.

Las espiguillas en todos los arroces presentan aristas, generalmente
filiforme o setaceas, orbiculares y se estrechan sélo ligeramente en el
apice. De acuerdo con la longitud, las aristas de todas las especies de
arroz se pueden dividir en:

A Sin aristas: O. abromeitiana, O. glaberrima, O. granulata y O.

schlechteri

A Aristas cortas, en las cuales la arista es menor que la gluma por si

misma O. coarctata y O. ridleyi



Cuadro 1. Clasificacion Botanica del arroz y Complejo de especies

Complejo de especies NUumero de Genoma | Distribucién
Cromosomas Geografica
| Complejo Sativa
1. O. sativa L. 24 AA Sur y Sureste Asia
2. O. nivara Sharma et Shastry 24 AA Asia Tropical
3. O. rufipogon Griff 24 AA Asia Tropical
4. O. meridionalis Ng 24 AA Australia Tropical
5. O. glumaepetula Steud 24 AA America Tropical
6. O. glaberrima Steud 24 AA Oeste de Africa y
Tropical
7. O. barthii A. Chev. et Roehr 24 AA Oeste de Africa
8. O. Longistaminata A. Chev. et 24 AA Africa Tropical
Roehr
II | Complejo Officinalis/complejo
Latifolia
9. O. punctata Kotschy ex Steud. 24 BB Africa
10. O. rhizomatis Vaughan 24 CcC Sri Lanka
11. O. minuta J.S.Pesl. ex 48 BBCC Filipina, Nueva Guinea
C.B.Presl.
12. O. malamphuzensis Krishn. et 48 BBCC Sur de India
Chandr. (Kerala)
13 O. officinalis Wall. ex Watt 24 cC Asia, Nueva Guinea
14 O. eichingeri A. Peter 24 cc Este Africa y Sri Lanka
15 O. latifolia Desv. 48 CCDD Ameérica Sur y Central
16 O. alta Swallen 48 CCDD América Sur y Central
17 O. grandiglumis (Doell) Prod. 48 CCDD Sur América
18 O. australiensis Domin. 24 EE Norte de Australia
19 O. schweinfurthiana Prod. 48 BBCC Africa Tropical
1l | Complejo Meyeriana
20 O. granulata Nees et Arn. Ex 24 GG Sur, Sureste Asia
Watt
21 O. meyeriana (Zoll. et Mor. ex 24 GG Sureste Asia
Steud.) Baill.
IV | Complejo Ridleyi
22 O. longiglumis Jansen 48 HHJJ Indonesia,
Nueva Guinea
23 O. ridleyi Hook. F. 48 HHJJ Sureste Asia
V | No clasificado
24. O. brachyantha A. Chev. et 24 FF Africa Oeste, Central
Roehr.
25. O. schlechteri Pilger 48 HHKK Indonesia,

Nueva Guinea

Fuente: Brar and Khush, 2003




A Arista moderadamente larga, la cual es mas larga que la gluma,
pero no mayor de 60 mm: O. australiensis, O. latifolia, O.
longistaminata O. minuta, O. punctata y O. subulata.

A Aristas muy largas 60-200 mm: O. brachyantha, O. breviligulata y
O. stapfii.

Los frutos son pequefios, comprimidos a los lados, 1-8 mm de largo,
oblongos, elipticos u orbiculares, en funcion de la forma y el tamafio de la
espiguilla. Los pequefios frutos de arroz son inicialmente amarillentos y
luego a marrén oscuro.

O. sativa es una planta de habito de crecimiento erecto, anual, de
tamafo variable que puede ir desde 0,4 m (enanas) hasta mas de 7 m
(flotantes), de tallos redondos y huecos compuestos por nudos y
entrenudos, hojas de lamina plana unidas al tallo por la vaina y su
inflorescencia es una panicula ubicada en el apice del tallo, protegida por
una hoja terminal, mas ancha y corta que las anteriores, llamada hoja
bandera (35).

De acuerdo al tipo de polinizacibn se clasifica como una planta
autdbgama, de constitucion genética diploide (n=12), que se propaga por
semillas producidas por autopolinizacion, sin embargo los cruces
naturales pueden ocurrir a una tasa de hasta 5 %. Una espiguilla de arroz
tiene seis anteras con mas de 1.000 granos de polen en cada uno y un

ovulo con un estigma ramificado (35).



1.2 Origen y Distribucién

La domesticacion del arroz (O. sativa) comenz6 hace unos 10.000
afios dentro de un amplio rango geografico y El Centro de origen segun
Vavilov: es la India y segun Harlan es el Cercano Oriente y China (35).

En un estudio fitogeografico realizado con 203 cultivares y 129
especies silvestres, utilizandose para este estudio las diferencias en las
secuencias de ADN en una region de genes del cloroplasto y dos
regiones de genes nucleares, sefialan que el ancestro (O. rufipogon Griff)
de las subespecies de O sativa tiene su centro de diversidad en la India e
Indochina (19). Los autores sugieren que el arroz cultivado fue
domesticado al menos dos veces a partir de O. rufipogon, O. sativa subsp
indica fue domesticado dentro de la region del sur de las montafias del
Himalaya, incluyendo el Este de la India, Myanmar y Thailandia, mientras
que O. sativa subsp japonica puede haberse originado en el sur de
China (20).

1.3 Etapas de desarrollo del arroz

La planta de arroz presenta tres fases importantes de crecimiento:
vegetativa, reproductiva y de maduracion. La fase vegetativa se refiere al
periodo desde la germinacion hasta el macollamiento, la fase reproductiva
se refiere al periodo desde la elongacion del tallo hasta la floracion y la
etapa de maduracion se refiere al periodo desde la emision de la espiga a

la madurez. Sin embargo, las etapas de crecimiento de la planta de arroz



estan codificadas de 1 a 9, donde 1 se refiere a la etapa de la
germinacion y 9 se refiere a la etapa de la madurez (16) (Cuadro 2).
1.4 El arroz en Venezuela

En Venezuela, el arroz fue introducido poco después de la conquista,
las primeras noticias sobre su presencia se remontan a 1578, «cuando la
relacion presentada por el gobernador Juan Pimentel lo sefiala como uno
de los cultivos que se daban en la provincia de Caracas» (32); sin
embargo no es sino hasta la segunda mitad del siglo XX cuando el arroz
comienza a tomar importancia tanto en produccion, como en consumo.

Hacia mediados de los afos cincuenta (1954) se producian en
Venezuela 16 mil t y se importaban 5 mil t de arroz (MAC, 1967). Puede
admitirse que la participacion del arroz en el patron de consumo nacional
es mas bien reciente y su desarrollo parece estar muy asociado a la
introduccién, ampliacién de la produccion y la agroindustria desde finales
de los afios cuarenta hasta fechas contemporaneas.

En 1949, la Corporacion Venezolana de Fomento introdujo en
Venezuela el Plan Arrocero Nacional. Este plan fue iniciado en el estado
Portuguesa y no sélo perseguia impulsar la producciéon del rubro, sino
también promover la transferencia de un paquete de tecnologia que se
fundamentaba en la mecanizacion de las labores de cultivo anual y
semipermanente. Las politicas incluian la colonizacion y de inmigracion
selectiva, asi como programas de construccion de infraestructuras de

vialidad, de riego casas y dotacion de maquinaria.



El estado Guarico y particularmente Calabozo, fue objeto de politicas

Cuadro 2 Etapas de crecimiento de la planta de arroz

Etapa Descripcion Caodigo
R
Germinacion  Desde la siembra hasta la emergencia del coleoptilo de 1
la semilla
Plantula Desde la emergencia del coleoptilo hasta la aparicion 2

de la quinta hoja (contando como primera hoja la
primera hoja sin lamina)

Macollamiento Desde la aparicion del primer macollo hasta la 3
iniciaciéon de la elongacion del tallo

Elongaciony Desde la iniciacion de la elongacion del tallo hasta el 4

engrosamiento completo desarrollo de la panicula dentro de la vaina

de la vaina de la hoja bandera

Espigamiento Desde la aparicion de la punta de la panicula fuera de 5
la vaina de la hoja bandera hasta mas de 90% de
emergencia de la panicula

Floracion Desde la primera floracién hasta que se completa la 6

floracién de la panicula

Estado lechoso El cariopside desde estado acuoso a lechoso 7
Estado pastoso El cariopside desde estado de masa blanda a dura 8
Maduracién Maduracién de mas del 80% de las espiguillas en la 9

panicula. El caridopside estda completamente

desarrollado, duro y sin tonalidades verdosas

dirigidas a la promocion agricola, estando a la vanguardia de los
programas la construccién y puesta en servicio del Sistema de Riego Rio

Guaérico que fue inaugurado en el afio 1956.



Resultado de estos origenes historicos, es la actual localizacion de las
areas de produccion agricola, de la mayor parte de las instalaciones
agroindustriales y de servicios del arroz en Venezuela, localizandose
éstas en Portuguesa y Guarico donde se concentra aproximadamente el
90% de las producciones primaria y de transformacion industrial, asi como
los servicios relacionados con el rubro. Otras entidades productoras son
Cojedes, Barinas y Delta Amacuro (32).

2. Rhizoctonia solani
2.1 Clasificacion taxonomica de R. solani
Estado teleomorfo Estado anamorfo:
Reino Fungi.

® Filo Basidiomycota.

® C(Clase Basidiomycetes. Deuteromycete

® Orden Ceratobasidiales. Micelia sterilia.

® Familia Ceratobasidiae.

® Género: Thanatephorus (Donk) Rhizoctonia (De Candolle)

® Especie T. cucumeris (A.B. Frank) Donk. R. solani (Kuhn)
(Dictionary of the Fungi IX ed 2.001)

Desde su primer reporte en 1.728 en Francia, las enfermedades
causadas por hongos del género Rhizoctonia, han sido estudiadas por
muchos investigadores en diferentes paises. La primera descripcion del
género Rhizoctonia fue hecha por De Candolle en 1.818 y desde

entonces muchas especies han sido descritas por diferentes autores,



siendo Kuhn en 1.858 el que describi6 la especie R. solani afectando el
cultivo de la papa. (27).

R. solani y otros hongos clasificados en el género Rhizoctonia no
producen conidios y soélo en raras ocasiones producen basidiosporas, lo
que dificulta frecuentemente la clasificacion de este género de hongo.
Hasta los afios 60, la clasificacion de Rhizoctonia, se realizaba en el
laboratorio, basandose en las observaciones morfolégicas de las
estructuras fungicas desarrolladas al sembrar el hongo en medios
nutritivos y por pruebas de patogenicidad realizadas sobre diferentes
especies de plantas. (40).

Debido a lo dificil de identificar a R. solani, en 1.969 J. R. Parmeter y
colaboradores de la Universidad de California en Berkeley, introducen el
concepto de “anastomosis hifal” para caracterizar e identificar a R. solani.
El concepto se basa en que las hifas de los diferentes aislamientos del
hongo, tienen o no la habilidad para reconocerse y fusionarse con otras
de su misma especie, agrupandose el hongo en genéticamente
relacionados al fusionarse y genéticamente no relacionados al no
fusionarse las hifas. Con el criterio de anastomosis hifal los aislamientos
de R. solani se han ubicado dentro de grupos taxondmicos distintivos
llamados grupos de anastomosis (40).

2.2 Agente causal
Para el cultivo del arroz la enfermedad denominada Pudricion de la

Vaina (PDV) fue sefalada por primera vez en Japon por Miyake en 1.910



y denomino al agente causal Sclerotium irregulare. Sin embargo, Swada
en 1.912 observa que la descripcion del hongo hecha por Miyake era
idéntica a la descrita por Shirai en 1.906 para el hongo Hypochnus
sasakii. Luego Reinking en 1918 y Palo en 1.926 describen una
enfermedad similar ocurriendo en Filipinas, la cual consideraron era
causada por un hongo del grupo R. solani (37).

En 1.932 Park y Bertus reportan la enfermedad en Sri Lanka y refieren
al agente causal como R. solani. Wei en 1934 sefiala la presencia de la
PDV en China, luego Sakena y Chaubey en 1.972 y Sakena en 1.973
describen la enfermedad en el cultivo del arroz al Norte de la India, donde
se observd un tizébn en las hojas causado por la infeccion de
basidiosporas y sintomas de manchado y bandeado en las vainas. (37)

Finalmente el agente causal de la PDV en arroz es el hongo cuyo
estado anamorfico es Rhizoctonia solani Kiihn y su estado teleomorfico es
Thamatephorus cucumeris (A.B. Frank) Donk, (Cuadro 3)

En Venezuela, la PDV fue reportada por primera vez en 1.952 (22),
mientras que el agente causal de la enfermedad fue identificado como R.
solani, grupo de anastomosis AG1-IA, estado sexual de Thanatephorus
cucumeris (4).

2.3 El patdogeno

R. solani es un hongo semi-saprofito, que muestra gran capacidad de

supervivencia, manifiesta por su habilidad de adaptarse a distintos

ambientes edafoclimaticos, diseminarse a través de la semilla y por la



formacion de estructuras fungicas llamadas esclerocios, que representan
el indculo inicial para el siguiente ciclo (6).

El hongo posee hifas incoloras a marrén amarillento,
multinucleadas, presentan un septo doliporo, y de un diametro de 8 a 12
M. Las hifas pueden ser lobadas, moniloides y filamentosas, en este ultimo
caso presentan ramificaciones en angulo de 45° o 90°. A partir de las
células moniloides se forman los esclerocios, que son irregularmente
esféricos, aplastados en la base y de color marrén oscuro (6).

2.4 Sintomas

Los sintomas que causados por la infeccién de R. solani se localizan
fundamentalmente en las vainas y en casos severos se observan sobre el
limbo de la hoja. Generalmente la coalescencia de varias manchas sobre
una vaina, causa la muerte de la hoja completa. En casos severos, todas
las hojas de una planta pueden ser atizonadas por esta causa. En los
tropicos es frecuente encontrar afectadas la mayoria de las hojas de una
planta.

Las plantas de arroz manifiestan los sintomas de la enfermedad en la
fase de maximo macollamiento, aproximadamente 50-60 dias después de
la germinacion. Las infecciones en las plantas comienzan al entrar en
contacto los tallos con los esclerocios que sobrenadan en el agua de
riego, los cuales al germinar desarrollan hifas que crecen en los tejidos de
la planta. De estas hifas se desarrollan otras lobadas conocidas como

cojin infeccioso de donde emergen las hifas de penetracion (44).



La mayoria de los sintomas en las plantas se observan en la base de
los tallos a nivel del agua de riego, comenzando con una mancha acuosa,
circular, oblonga o elipsoidal, de color verde oliva de aproximadamente 1
cm de longitud. Luego se desarrollan hasta alcanzar de 2-4 x 1-1,5 cm de
longitud, presentandose un centro de color marrén claro o blanquecino,
rodeada de un halo de color marron o morado con un borde irregular (6).

En condiciones favorables, la enfermedad puede afectar las hojas
superiores, produciendo sintomas similares a los que ocurren en las
vainas y si estas condiciones persisten las lesiones pueden unirse y
provocar el secamiento de las hojas y tallos, las perdidas en rendimiento
pueden llegar de un 5 hasta un 50% (34).

2.5 Patogénesis

La patogénesis se define como el proceso mediante el cual el agente
patogénico provoca la enfermedad en su hospedante, con este proceso
los patdégenos aseguran su nutricion, para ello utilizan diferentes
estrategias que les permiten establecerse en el hospedante. Para el caso
de los hongos necrotrofos, es esencial la induccion de la muerte de las
células de su hospedante antes de la colonizacion de los tejidos de la
planta. Después de la infeccion, la muerte celular es provocada por
cambios en el metabolismo de la célula o por la accion de las toxinas o
enzimas extra celulares producidas por el patégeno (49).

Se reporto que entre 5y 7 horas después de realizarse la inoculacion

sobre la superficie de la vaina de la hoja de arroz con R. solani AG1-IA,



las hifa del hongo crecieron longitudinalmente siguiendo la union de las
células epidérmicas, luego la hifa se ramifica y contindan proliferando
resultando en un micelio indistinguible de la hifa original. Posteriormente,
de algunas hifas se desarrollaron estructuras de infeccion, las cuales
mostraron una agrupacion discreta de hifas compactas que se unen
estrechamente al tejido vegetal sin la presencia de material mucilaginoso,
a estas estructuras se les denomina “cojines de infeccion”. Asi mismo,
reportan que otras hifas individuales forman apresorios lobados, cortos,
hinchados y ramificados que se adhieren a la superficie de la planta sin
observarse sustancias mucilaginosas (23).

La penetracion desde las estructuras de infeccion ocurre por dos vias,
directamente a través de las células de la epidermis o por la abertura de
los estomas ubicados en la superficie de las vainas. En la penetracion
directa algunas de las hifas del cojin de infeccién producen una fina
clavija de penetracion la cual atraviesa la cuticula y la pared celular que
se alargan en el lumen de la célula La penetracién por los estomas ocurre
simplemente por la hifa que se contrae ligeramente para entrar, crece
dentro de la apertura estomatal y luego recupera su diametro original una
vez dentro de la camara sub estomatica (23).

Una vez que penetran las hifas colonizan el tejido tanto inter como
intra celularmente creciendo hacia el centro y periferia del culmo. El
crecimiento longitudinal ocurre a través de los haces vasculares y las

cavidades intercelulares de la vaina (23).



Se reporto que R. solani AG1 IA posee 10.489 genes contenidos en 13
cromosomas, que durante un tiempo de 72 h en el proceso de infeccion
se expresan 10.103 genes involucrados en la patogenicidad , ademas
observaron que durante la infeccibn se manifestaron entre 6066 y 4369
genes hiperregulados y entre 5418 y 3711 hiporegulados. Asi mismo,
durante el proceso de infeccion el hongo secreto 223 enzimas
carbohidratos activas (CAZymes), entre las cuales estan la glucésido
hidrolasa (GH) y la polisacarido liasa (PL). Sin embargo las enzimas
celulosa y hemi-celulasa no se detectaron; no obstante R. solani posee
un amplio conjunto de genes que codifican para enzimas que degradan
las paredes celulares, principalmente las pectinasa, xilanasa y lacasa.
Esta ultima, la lacasa degrada la lignina, se presenta en mayor cantidad y
diversidad que en otros hongos del genero Rhizoctonia, demostrandose
gue la lacasa es un factor determinante de la patogenicidad de R. solani
AG1-IA (49).

Por otro lado, observaron la ausencia de la enzima cutinasas, por lo
que sugieren que estas enzimas no son criticas para la penetracion e
infeccion por R. solani AGL1 IA, lo cual es apoyado por el hecho de que la
cuticula de la planta permanece intacta después de penetracion a
excepcion de las areas de entrada de las hifas. Adicionalmente, R. solani
produce una serie de metabolitos secundarios involucrados en la
patogénesis, reportandose que en el desarrollo de las lesiones y sintomas

de la PDV participan fitotoxinas, demostrandose en investigaciones que



el acido fenil acético (PAA), los derivados del PAA, compuestos fendlicos
y un hidrato de carbono actian como fitotoxinas de R. solani, sugerido su
asociacion con la patogenicidad de R. solani AG1 IA. El PAA es un
producto catabdlico del aminoacido aromatico fenilalanina, cuyo precursor
es el acido chorismico, que es el producto final de la via del shikimato.
Ademas es sefialado la asociacion con la patogenicidad del metabolisto
secundario indol alcaloide (49)
2.6 Epifitiologia

R. solani sobrevive entre cultivos como esclerocios en el suelo y en
menor grado como micelio en restos de plantas (35). Los esclerocios
pierden su viabilidad después de 21 meses en el suelo seco, flotan en el
agua durante el fangueo, la nivelacion o cualquier otra labor agricola que
se realice con el empleo del agua. Pueden ser transportados a grandes
distancias hasta que finalmente se pone en contacto con la planta de
arroz e inician la infeccién. Inmediatamente después de aparecer las
primeras lesiones, el micelio crece con mucha rapidez sobre la superficie
de la planta, penetra en tejido de esta y ocasiona lesiones secundarias. El
micelio es mas activo e infeccioso cuando las lesiones son jovenes, sobre
las lesiones viejas se forma muy poco micelio (6).

El hongo penetra en la planta por los estomas o directamente a traves
de la cuticula, ocurriendo generalmente por la superficie interna de la

vaina, pero en la hoja puede ocurrir por ambas caras.



La infeccion puede producirse a temperaturas entre 23 y 35°C, con un
optimo de 30 a 32°C. Se requiere ademas una alta humedad relativa (96 a
77%) para que este proceso ocurra. Al principio de la infeccion, la
enfermedad se desarrolla en sentido vertical extendiéndose hacia las
hojas superiores, después se desarrolla horizontalmente e infecta los
tallos vecinos (6).

La PDV es una enfermedad muy destructiva en condiciones de alta
humedad y temperatura. La temperatura dentro del campo de arroz esta
condicionada a la temperatura del aire; en cambio, la humedad
predominante en el microclima de la planta esta influida por la densidad
de siembra, el uso de fertilizantes y las caracteristicas varietales, en lo
concerniente refiere al potencial de macollamiento, por eso la enfermedad
es mas severa cuando la densidad de siembra es alta, se aplican grandes
cantidades de fertilizantes o cuando la variedad de arroz empleada
produce un numero abundante de hijos. Esta enfermedad es observada
con mas frecuencia al finalizar la etapa de macollamiento de la planta (6).

2.7 Estrategia de control de R. solani

Se considera que el desarrollo de la enfermedad no es controlada ni
siquiera por las plantas consideradas resistentes al hongo, por lo que se
buscan otras estrategias para limitar la produccion de esclerocios o su
longevidad (44).

El inoculo primario puede ser reducido si se combinan cultivares

resistentes con fungicidas. Esto Ultimo, en conjunto con programas



culturales disefiados para limitar el in6culo y reducir la severidad de la
enfermedad, estan siendo mejorados y desarrollados a nivel mundial (6)

Entre estos programas se incluye mantener los campos bajo
inundacién para limitar la sobrevivencia de los propagulos del hongo o
lograr cierto control biologico a través de antagonistas del suelo (26; 30).
3. Marcadores Moleculares Microsatelites

Entre los marcadores moleculares se encuentran los microsatélites o
secuencias simples repetidas (SSR), que fueron descritos por primera vez
en 1989 y comenzaron a ser usados en muchos campos de la ciencia,
debido a su alta variabilidad, convirtiéndolos en un marcador molecular
muy poderoso (47). Los microsatélites, tienen de 1 a 6 bases repetidas
una tras otray se encuentran en todos los genomas de los procariontes
y eucariontes analizados hasta la fecha (48).

Los marcadores moleculares SSR son neutros (no son decodificados),
co-dominantes y poseen una alta tasa de mutacion lo que los hace muy
polimérficos, sin embargo, la variabilidad que presentan es muy util para
Su uso como marcadores moleculares, su variabilidad es respecto al
namero de repeticiones y no a su secuencia repetida. Por poseer estas
caracteristicas son marcadores eficientes para detectar QTL al ser
polimorficos, con modo de herencia definido, ubicados a lo largo del
genoma, co-dominantes y con frecuencias alélicas fijas en cada

progenitor (8).



Esta segunda generacion de marcadores es somaticamente estable y
heredada de manera co-dominante siguiendo las leyes de Mendel,
distinguiéndose ademas los heterocigotos de los homocigotos. Los
microsatélites son secuencias abundantes, hipervariables, multialélicas y
estan equitativamente distribuidas a través del genoma nuclear, proveen
una valiosa fuente de polimorfismo, lo que los hace una importante clase
de marcador molecular (8).

Estos marcadores usualmente estan caracterizados por un alto grado
de longitud polimorfica y se presentan tanto en regiones codificadas como
no codificadas del genoma, pero en su mayoria se encuentran en
regiones del ADN que no codifican, en donde la tasa de sustitucion de
nucleotidos es mayor en comparacion con las regiones que codifican (48).

El nivel excepcional de polimorfismo detectado por los marcadores
SSRs, referidos también como SSLP (secuencias simples de longitud
polimorficas), es debido a la variabilidad en el numero de repeticiones
seguidas una tras otra en un locus particular. Los marcadores SSLP
pueden ser evaluados facilmente, en forma precisa rapida y econémica
utilizando la técnica de PCR, mediante cebadores especificos con
secuencias Unicas para cada flanco del SSR. Todos estos factores
conjuntos han hecho de los marcadores SSR ideales para el
mejoramiento de plantas, analisis de ligamiento genético, mapeo de
genes, andlisis de paternidad, identificacion forense, conservacion

biologica y genética de poblaciones (8).



Alrededor del 50% del genoma del arroz consiste en secuencias
repetidas de ADN con aproximadamente 5.700 a 10.000 SSR. Del total
hasta el afio 2.000 solo 312 SSR habian sido mapeados en los doce
cromosomas del arroz, éstos se ubican a una distancia promedio de un
SSLP cada 6 cM. Muchos de los SSR estudiados principalmente
contienen dinucleétidos y unos pocos trinucledtidos, mientras que hay
muy pocos loci identificados con microsatélites que contengan tetra
nucleotidos (8).

En el afio 2.002 de un total de 2.414 loci Unicos marcados se
encontraron 2.240 nuevos di, tri y tetra nucledtidos con pares de primer
no redundantes, desarrollados y experimentalmente validados para el
arroz. La mayoria (92%) de los pares de primer desarrollados amplifican
en regiones que flanquean repeticiones perfectas = 24 bp en longitud,
obteniéndose un total de 2.740 SSR confirmados experimentalmente
(29).

La mas reciente publicacién realizada por el equipo del proyecto
internacional de secuenciacién del genoma del arroz, formalmente
establecido en 1.998, resefia que el tamafio del genoma del arroz es de
389 Mb, ademas de reportar un total de 18.828 SSR di, tri y tetra
nucleotidos, con un promedio de 51 SSR hipervariables por Mb, lo que
provee una rica fuente de marcadores que pueden ser usados en

genética y mejoramiento de la planta de arroz (15).



Para determinar la asociacion entre dos 0 mas genes es necesario
contar con un estadistico y uno de ellos es la Prueba de Maxima
Verosimiltud con el cual se acepta o rechaza el ligamiento entre genes,
este estadistico se conoce como Lod-Score. EI LOD score o puntuacion
LOD es un estimador que nos permite detectar ligamiento y estimar la
frecuencia de recombinacion mas probable entre genes. Se calcula como
el logaritmo de la razén entre la probabilidad de la descendencia dada la
existencia de ligamiento con frecuencia de recombinacién R respecto al
caso sin ligamiento (11).

Z= IoglO Probabilidad de los genotipos de una descendencia dada una cierta recombinacion R
Probabilidad de los mismos genotipos suponiendo segregacion independiente

La prueba de Lod Score se ajusta a la evaluacién con los marcadores
SSR por mostrar co-dominancia en las poblaciones segregantes, y por
ende de herencia mendeliana. El Lod-Score se puede interpretar como
“Cuan probable los datos observados se derivaron de un QTL presente
que de uno ausente”. Si el Lod-Score en un determinado segmento del
ADN sobrepasa el umbral, generalmente entre 2 y 3, se toma como
indicio de que el QTL esta en el intervalo evaluado. (11)

Para determinar si dos genes estan ligados es necesario conocer la
intensidad de ligamiento, ésta se mide a través de la frecuencia de
recombinacién. Se espera que los loci que se encuentren muy préximos
presenten recombinaciones poco frecuentes y viceversa. Para conocer la

intensidad de ligamiento existen dos funciones para predecir los



entrecruzamientos, una propuesta por Haldane y la otra propuesta por
Kosambi, la funcion de Haldane es simple por no asumir que exista
interferencia, mientras que la funcion de Kosambi incluye interferencia
parcial, por lo tanto en este trabajo se utiliz6 ésta ultima, por brindar
mayor precision (11).

Para determinar la distancia de mapeo se debe cumplir con la
aditividad, es decir, que cuando se afiadan nuevos loci al mapa las
distancias ya determinadas no necesiten ser reajustadas, ademas se
deben medir el nimero total de entre cruzamientos pares e impares entre
dos marcadores. El andlisis de ligamiento consiste en determinar si dos
loci ubicados en diferentes cromosomas tiene una probabilidad de
recombinarse y de segregar independientemente comparado con dos loci
gue se encuentran ubicados en el mismo cromosoma y segregan juntos.
(11)

El ligamiento se entiende como la fraccion de recombinacién, que mide
indirectamente la distancia entre dos loci y define la distancia genética. En
otras palabras 1% de recombinacion es igual a 1 centimorgan (cM),
equivalente a una [1] unidad de mapa (11).

El analisis de ligamiento permite distinguir entre la segregacion
independiente de caracteres, mediante la estimacion de la fraccion de
recombinacion llamado ¢, por ejemplo si dos loci segregan
independientemente, q asume un valor de 0.50 y el Lod Score es el

logaritmo del cociente entre la probabilidad de cualquier fraccion de



recombinacion, dos loci estarian ligados segun la probabilidad de que
esos loci tengan una segregacion independiente. Gracias a esta
informacion se puede decir que la distancia de mapa es la razon entre el
namero observado de individuos con genotipos recombinantes y el
namero total de individuos evaluados (33).

El Analisis por Regresion por Marcadores proporciona un primera
aproximacion al analizar regiones del genoma asociadas con
caracteristicas de interés. Con este método se identifican un gran niamero
de marcadores asociados con el rasgo de interés. Es bien sabido sin
embargo, que la principal desventaja de este tipo de andlisis es que
cuanto mayor sea la distancia entre el marcador y el gen de interés,
menor es la probabilidad de que sea detectado estadisticamente, debido
a la recombinacién entre el marcador y el gen. (11).

El método de Mapeo por Intervalo Simple y el Mapeo por Intervalo
Compuesto son dos métodos ampliamente utilizados para superar las
desventajas de la regresion por marcador. El Mapeo por Intervalo Simple
(SIM) se basa en el analisis de regresién mediante el uso de marcadores
ligados para el analisis de la evaluacion de la probabilidad estadistica de
que se produjera un QTL en el intervalo entre dos marcadores (11)

El Mapeo por Intervalo Simple tiene como desventajas, que la prueba
de deteccion no es realmente una prueba por intervalo, ya que no puede
distinguir si hay un QTL o no dentro de un intervalo definido y ademas ser

independiente de los efectos de otros QTL fuera de dicho intervalo. Si hay



mas de un QTL en un cromosoma, la prueba estadistica en una posicion
dada estara afectada por esos QTL y los estimados de posicion y efecto
de los QTL identificados por este método es probable que estén
sesgados. No es eficiente el uso de so6lo dos marcadores a la vez para
realizar la prueba, ya que la informacion de los otros marcadores no se
utiliza (11).

Para solucionar los problemas que presenta el Mapeo por Intervalo
Simple se propuso un método que utiliza una combinacion de aquél con la
regresion multiple, lo cual se conoce como Mapeo por Intervalo
Compuesto (CIM) método considerado mas potente estadisticamente,
debido a que con este método se intenta explicar el efecto del QTL
ubicado en otro lugar del genoma que pueda tener un efecto que
interfiera, con lo cual aumenta la exactitud y precisién de la deteccion de
QTL (11).

Se presentan dos tipos de funcibn de mapeo una de ellas es; la
funcibn de mapeo de Kosambi, la cual realiza una correccion del
fenémeno de interferencia y doble recombinacion, el cual se fundamenta
en que el efecto de recombinacién inhibe la formacién de otro en una
region cercana; y la otra funcion de mapeo es la de Haldane, la cual
asume que las recombinaciones se generan al azar entre los bivalentes
sin que influyan entre ellas (7).

El programa QTLCARTOGRAPHER (QTLCART) es un algoritmo de

computacion que se encarga de obtener los estimados de los efectos



aditivos, dominancia, epistasis y posicion del QTL segun el modelo CIM.
Los datos del mapa cromosémico fueron suministrados segun el ya
elaborado por la Universidad de Cornell. Por su precision se uso6 el
Modelo 6 que emplea un numero fijo de marcadores previamente
asociados al caracter a través de regresion paso a paso, y una ventana
de longitud variable a los lados del intervalo que no se considera para

controlar el antecedente genético (11).



IV MATERIALES Y METODOS

1 Localizacion del estudio

La formacion de las poblaciones experimentales a partir de los
parentales susceptibles y resistentes para la evaluacion de la resistencia
tanto en progenitores como en su descendencia y la evaluacion de la
reaccion de los padres y su descendencia a R. solani mediante
inoculaciones artificiales se realiz6 en el umbraculo ubicado en las
instalaciones del INIA-Portuguesa, Araure, estado Portuguesa.

La extraccion del ADN de los padres y su descendencia se efectu6 en el
laboratorio de Biotecnologia del INIA-CENIAP, asi como la amplificacién y
evaluacion de los diferentes SSR seleccionados.

2. Material vegetal a evaluado

Progenitores Resistentes: Palmar y Jefferson.

Susceptibles: Fonaiap 1 y Fonaiap 2000.
Cruces a evaluar: Fonaiap 1 X Palmar;
Fonaiap 2000 X Jefferson

Estos parentales fueron elegidos de acuerdo con los resultados
obtenidos por Delgado y Rodriguez en el 2005 (9).

Desarrollo de progenies: F1 y F»

Las semillas de los cultivares a ser cruzados fueron suministrados por

el programa de mejoramiento de plantas de arroz del INIA.



3. Etapas de cruzamiento
3.1 Siembra, emasculacion y polinizacion de progenitores.

La siembra de progenitores se realizO en materos de plastico,
utilizandose un pote por cultivar. Se colocaron 5 plantulas/matero, estas
plantulas se obtuvieron al sembrar las semillas de cada cultivar en cajas
de petri estérii contentivas de papel absorbente esterilizado vy
humedecidas con agua destilada estéril. Luego de la emergencia de la
radicula, se procedi6é al trasplante al matero respectivo, el cual contenia
suelo previamente esterilizado dos veces en una autoclave por 30 min a
121°C y 15 psi de presion. Para asegurar la coincidencia de floracion
entre los progenitores se realizaron 3 siembras escalonadas con 5 dias de
diferencia.

Las plantas en umbraculo fueron mantenidas bajo observaciones
periddicas, realizdndose, en los casos necesarios, las practicas culturales
requeridas para mantener su buen desarrollo y sanidad. Al llegar a la
etapa de emergencia de la panicula le fueron removidas las macollas
cuyas paniculas presentaron una emergencia de 5 a 10 cm de la hoja
bandera. Las macollas fueron removidas de la planta el dia anterior a
realizarse la emasculacion. Estas se cortaron a ras del suelo con la ayuda
de un cuchillo y luego le fueron removidas todas las hojas cortandose en
la base de la lamina con la ayuda de una tijera.

Las macollas se conservaron en cilindros de plastico contentivos de

agua, que dando los tallos sumergidos en 15 cm de agua. El agua se



cambié cada dos dias manteniéndose las macollas en el umbraculo,
evitando asi la evapotranspiracion excesiva. Luego fueron identificadas
con etiquetas, donde se indico el nombre del cultivar y la fecha de
recoleccion.

La emasculacion se realizé removiendo las anteras de las flores de las
plantas seleccionadas como madres antes de que ocurriera la antesis,
evitindose la autofecundacion. De las paniculas se eliminaron las
espiguillas ubicadas en el tercio superior e inferior. Luego con la ayuda de
una tijera se efectu6 el corte de las espiguillas en el punto medio,
permitiéndose observar las anteras con facilidad. Después se removieron
las 6 anteras con la ayuda de una pinza de punta fina, cuidando no dafar
el estigma ni el ovario. Se emascularon 50 espiguillas por panicula.

Una vez emasculadas las espiguillas, éstas se protegieron de ser
polinizadas por polen indeseado, cubriéndolas con una bolsa de papel
glasé. La polinizacién se realiz6 al ocurrir la antesis en el progenitor
masculino, anotando el nombre del cultivar padre y la fecha de
polinizacién. Una vez que las paniculas emasculadas se polinizaron, se
cubrieron inmediatamente de nuevo con la bolsa de papel glasé,
dejandose cubiertas por 5 dias, tiempo en el cual el estigma deja de ser
receptivo y se puede quitar la bolsa.

Una vez realizada la polinizacion los tallos se mantuvieron en
umbraculo hasta el desarrollo completo de la semilla, realizandose el

cambio del agua del cilindro de plastico cada dos dias.



Cuando la semilla maduro, se colecté y guardé en sobres, estos se
identificaron con el cruce y fecha de cosecha, luego se almacenaron en la
nevera hasta su utilizacion.

Las semillas F; se sembraron en cajas de petri que contenian papel
de filtro esterilizado y se humedecieron con agua destilada estéril.
Después de 4 dias las plantulas se trasplantaron a materos de plastico,
utilizando 5 materos por cruce y colocando 5 semillas por matero, los
cuales contenian suelo esterilizado en autoclave. Durante el desarrollo de
las plantas se realizaron todas las practicas culturales necesarias para
garantizar un sano y buen desarrollo de las plantas y semilla.

Una vez madurada la semilla se colectaron en bolsas individuales
identificadas con el cruce y fecha de cosecha, esta semilla constituyé la
generacion F,. Las semillas colectadas fueron almacenadas en
refrigeracién hasta su uso.

4. Evaluacién de la reaccion de los progenitores y las progenies

4.1 Disefio experimental y evaluacion estadistica

La evaluacion de los cultivares de arroz por su reaccion a R. solani, se
hizo con un disefio completamente al azar. Se utilizaron tres potes por
variedad con 4 plantas cada uno y se evaluaron tres tallos por planta,
mientras que en la progenie, cada individuo se evalu6 de manera
independiente, colocando una planta por pote y se evaluaron 3

tallos/individuo.



4.2 Produccion del in6culo.

En este estudio se usé el aislamiento 101 - 18, el cual posee
comprobada patogenicidad, colectado de plantas enfermas en campos
de produccion comercial. Este aislamiento ha sido registrado, identificado
y preservado en el laboratorio de Fitopatologia del INIA-Portuguesa.

La produccién del in6culo se hizo en cajas de petri estériles
contentivas de 20 mL de agar papa dextrosa esterilizado y acidificado
(APDA), dejandose crecer en ambiente de laboratorio por 5 d, luego se
tomaron 10 trozos de agar contentivo de micelio del hongo y se colocaron
en igual numero de caja de petri contentivas de APDA y se dejaron en un
meson en ambiente de laboratorio hasta su utilizacion.

4.3 Método de inoculacion

Las semillas de los cultivares de arroz usados como progenitores y su
descendencia fueron pre-germinadas en papel de filtro humedecido por 3
d en ambiente de laboratorio. Luego los progenitores se trasplantaron a
potes contentivos de suelo estéril, colocando 4 plantulas por pote,
mientras que para las progenies F; y F, fue sembrada una plantula por
pote y se colocaron en condiciones de umbraculo hasta su inoculacion.
Para el caso de la progenie, de cada cruce se evaluaran 100 plantas.

Los estados de crecimiento de los progenitores y su descendencia
fueron registrados. La inoculacion se realizo al inicio de la exercion de la
panicula. Las hojas se enumeraron del 1 al 5 comenzando de arriba hacia

abajo, siendo la numero 1 la hoja bandera. Se evaluaron las lesiones en



la segunda, tercera, cuarta y quinta hoja por ser estas las mas indicadas
para determinar la severidad de la infeccion en plantas individuales (12).

Con la ayuda de un sacabocados previamente flameado, los tallos se
inocularon tomando discos de agar contentivos de micelio del hongo y
colocados en las cuatro hojas por debajo de la hoja bandera a nivel del
nudo dentro de la vaina. Inmediatamente después de la inoculacion las
plantas se cubrieron con una bolsa plastica y se dejaron incubadas en
camara humeda por una semana (12).

4.4 Evaluacion de la reaccién ala inoculacién con R. solani

Después de una semana de la incubacién, se midi6 el area total y el
area afectada de cada una de las plantas, determinandose con estos
datos el porcentaje de area afectada, por la enfermedad PDV para luego
ser agrupadas segun la escala 0 a 9 donde 0 = sin lesion, 1 = lesiones
cubriendo el 10% de la superficie del area foliar y asi sucesivamente
hasta 9 = lesiones cubriendo toda el area foliar (90 a 100% de las hojas).
5. Evaluacién molecular de los progenitores y sus progenies

5.1 Extraccién de ADN.

Las semillas de los progenitores y su descendencia fueron pre-
germinadas en papel de filtro humedecido por 3 d en ambiente de
laboratorio. Luego se trasplantaron a potes de 12,5 cm de diametro
contentivos de suelo estéril y colocadas en umbraculo hasta que las
plantas presentaron macollamiento. En este momento se colectaron 7

hojas/planta con las cuales se procedio a la extraccion del ADN.



Las hojas se colocaron en un mortero agregandole rapidamente
nitrogeno liquido, se maceraron con la ayuda del pestillo hasta obtener un
polvo fino; de éste se tomaron 40 mg y se colocaron en un tubo de micro-
centrifuga de 1,5 mL de capacidad, adicionandose 750 pL de solucion
tampon de extraccion CTAB (2X) para solubilizar las membranas lipo-
proteicas y desnaturalizar las proteinas, luego se agité con la ayuda de un
vortex durante 1 a 3 s hasta lograr el total humedecimiento del material
vegetal. y se colocaron los tubos en bafio de Maria por 30 min a 65°C

Luego, se agregaron 300 uL de acetato de potasio (3 M a pH 4,8), se
mezclé suavemente y se colocéd a -20°C por 15 min. Transcurrido este
tiempo se sometieron a centrifugacion por 10 min a 14.000 RPM. Luego
se transfirié cuidadosamente el sobrenadante a otro tubo.

Después, en la campana de flujo laminar, se agregaron 500 pL de
cloroformo-alcohol isoamilico 24:1, se mezcldé suavemente por inversion y
se centrifugd a 14.000 RPM por 5 min. Luego se agregaron 500 pL de
isopropanol muy frio y se dejo a -40°C entre 30 y 60 min. Transcurrido el
tiempo, se centrifugd a 14.000 RPM por 10 min y se descarto el
sobrenadante, quedando el ADN en el pelet.

El pelet se lavd dos veces con 500 pL de etanol al 70% frio,
centrifugandose dos veces a 14.000 por 5 min, luego se dej0 secar
invertido sobre una servilleta. Para resuspender el ADN se utilizé6 tampon

TE y se guard6 a -20°C



5.2 Seleccién de Iniciadores de PCR.

Las secuencias y posicion en el mapa de los cromosomas del arroz de
los marcadores SSR para PCR, se obtuvieron de la base de datos
GRAMENE (28), pagina Web creada y mantenida por la Universidad de
Cornell, y sintetizados en IDT, Inc. (Coralville, IA, EE.UU). Para
determinar cuales microsatélites resultaban polimérficos y mostraban
mayor asociacion con el gen o los genes de resistencia presentes en los
cultivares progenitores y sus segregantes, se evalué un conjunto de
aproximadamente 150 microsatélites seleccionados con base a una
separacion de 10 cM aproximadamente entre dos marcadores.

5.3 Amplificaciéon de los microsatélites

Los extractos de ADN obtenidos de las muestras, se sometieron a
PCR usando la técnica de microsatélites o de secuencias simples
repetidas (SSR), bajo las siguientes condiciones de reaccién: Volumen
final 15 pL, extracto de ADN 1,5 pL (10ng/ml), cebadores (primers) 0,6 pL
(10 uM, sentido y contrasentido), mezcla de dNTPs 0,3 puL (10 mM),
Tampén 10X PCR/MgCl, 1,5 uL, Taq polimerasa 0,15 pL y agua

desionizada estéril 10,95 pL.

El programa de amplificacion se realizé en un termociclador PTC-100
Programmable Termal Controller MJ Research, Inc., el cual consté de un
paso de desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 min. Seguido de 35 ciclos
de desnaturalizacion 94°C por 15 s, hibridacion a 55°C por 15 s, seguido

de extension a 72°C por 15 s, luego paso de extension final a 72°C por 5



min 'y se terminé con una temperatura de 4°C para conservar
indefinidamente.

Los marcadores se amplificaron a diferentes temperaturas de
hibridacién [Tm: por sus siglas en ingles melting temperature] de acuerdo
a la temperatura estimada por el fabricante para los cebadores.

5.4 Electroforesis

Una vez amplificado el ADN, las muestras se sometieron a corridas
electroforéticas en geles de agarosa a una concentracion del 3% usando
el tampon de corrida TBE 1 X en una camara de electroforesis horizontal,
con el fin de observar el polimorfismo de los microsatélites evaluados. Se

observaron los productos de PCR amplificado que fueron mayores de 50

pb.

5.5 Electroforesis en geles de agarosa

Para la elaboracién de los geles de agarosa se emplearon cadmaras de
250 mL y peines de 42 pozo. Se mezclaron 250 mL de buffer TBE 1X con
7,5 gr de agarosa [3%] y se sometid a calentamiento en horno microondas
con agitaciones periédicas hasta ebullicion. Luego, bajo agitacion lenta,
cuando la mezcla alcanzé una temperatura aproximada de 45°C, se
agregaron 5 pL de bromuro de etidio y se sirvio en la camara de
extraccion dejando polimerizar por el término de 30 min
aproximadamente. Una vez polimerizado el gel se retiraron los peines y

se introdujo en la cubeta con tampon TBE 1X.



A cada muestra de producto de PCR amplificado se le afiadié 2 pL de
tincion de carga 2X [Formamida 95%, EDTA 20mM, Azul de bromofenol
0,05%, Xilencianol FF 0,05%], y se colocaron en cada pozo 10 uL de la
mezcla. Al completar el llenado de los pozos se corrio durante 1 h 45
min aproximadamente a 60 W/cm® y posterior a este tiempo, el gel se
expuso a luz ultravioleta para visualizar las bandas ampliadas de ADN las
cuales se digitalizaron en un ChemiDoc™ XRS + System.

6. Analisis de la informacién.
6.1 Andlisis de la reaccion de los progenitores y las progenies a R.
solani.

Las plantas inoculadas se clasificaron de acuerdo a la escala de
evaluacion en resistentes (R) y susceptibles (S), representandose en una
matriz. El criterio para dicha clasificacion fue el siguiente, todas aquellas
plantas que mostraron, segun la escala, valores entre 0 y 4 segun la
escala fueron consideradas resistentes, mientras que las que tuvieron
valores entre 5y 9 se consideraron susceptibles. Se usé la prueba de Chi-
cuadrado (%) para el anélisis de la herencia de la resistencia a la PDV.

El criterio utilizado fue el siguiente: Si las plantas evaluadas en la
poblacién F, muestran una distribucion normal de acuerdo con la escala
de evaluacion, para su analisis cada planta mantendra su valor de

acuerdo con la escala de evaluacion.



6.2 Andlisis de los datos para detectar la asociacion entre la
resistencia en plantas de arroz a R. solani y los SSR

Para detectar la presencia de QTL que confieren resistencia a la PDV
en arroz asociado a marcadores SSR se utilizé6 el método de Mapeo por
Intervalo Compuesto.

A partir de la visualizacion de los productos de PCR en geles de
agarosa, se preparé una matriz para asignarle el alelo correspondiente
por cada SSR seleccionado a cada progenitor y progenie F, El promedio
del porcentaje de area afectada de cada individuo de la poblacién F, y la
funciébn de Kosambi fueron utilizados para determinar la distancia de
mapeo por intervalo compuesto (CIM) (11).

El analisis QTL [(Quantitative Trait Loci), Loci de Rasgos
Cuantitativos] se realiz6 usando el programa Windows QTL
Cartographer®, version 2.5 (45), con los parametros predeterminados del
modelo 6, modelo estandar, con cinco marcadores fijados previamente
asociados al caracter a través del método de regresion paso a paso y una
longitud de ventana de 10 cM a los lados del intervalo. Para declara la

presencia de QTL se usé el umbral de LOD 22.4 (P= 0,05).



V RESULTADOS

1. Cruzamiento

De los cruces realizados entre los cultivares Palmar x Fonaiap 1 y
Jefferson X Fonaiap 2000 se obtuvo un total de 30 semillas F; de cada
cruce. El almacenamiento de las semillas bajo refrigeracion no afecto su
viabilidad, mostrando un 100% de germinacion. De las semillas F;
provenientes de cada cruce, se obtuvieron aproximadamente 3000
semillas F..

2. Evaluacién de lareaccion de los progenitores y progenie

El método de inoculacioén realizado mostr6 ser efectivo, al presentarse
en todas las vainas inoculadas sintomas de la enfermedad entre las 24 y
48 h después de realizada la inoculacion.

Los progenitores mostraron un porcentaje de &area afectada entre un
11 y 67%, resultando resistentes Palmar (11%) y Jefferson (32%)
mientras que los cultivares Fonaiap 1 (60%) y Fonaiap 2000 (67%)
resultaron susceptibles. La variacion fenotipica a la reaccion a la PDV
entre los progenitores, medida por la diferencia del area foliar afectada,
fue de 49% entre los cultivares Palmar y Fonaiap 1 y entre los
progenitores Jefferson y F2000 fue de 35%.

La poblacién F, producto del cruce entre Palmar X Fonaiapl mostré un
porcentaje de area afectada entre el 8 y 91%, siendo la variacion a la

reaccion en esta poblacion de 83%, mientras que para el cruce Jefferson



X Fonaiap2000 el porcentaje de area afectada mostro valores entre un 80
y un 12%, con una variacién de 68%. La prueba de Chi-cuadrado (%)
mostrd una relacion 1:1 resistente susceptible para ambas poblaciones
evaluadas.

La poblacién F, obtenida del cruce Palmar X Fonaiap 1 mostro, de
acuerdo a la formula de probabilidad para normalidad de Shapiro-Wilk,
gue la reaccion fenotipica de la poblacion segregante al hongo R. solani
presentan una variacién continua con un valor de P(W)= 0,4084, por lo
tanto se ajustd a una distribucion normal (Fig. 1), con media de 47,5; una

desviacién muestral de 17,54 y una varianza muestral de 307,80.
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Fig. 1 Distribucion modal del porcentaje de area afectada por el hongo R.

solani en la poblacion segregante F, Palmar x Fonaiap 1



De acuerdo a la formula de probabilidad de Shapiro-Wilk, la poblacion
F. del cruce Jefferson X Fonaiap 2000 mostrd, que la reaccion fenotipica
de la poblacion segregante al hongo R. solani presentd una variacion
continua con un valor de P(W)= 0,1052, por lo tanto se ajusté a una
distribucion normal (Fig. 2), con una media de 48,62; una desviacion

muestral de 13,55 y una varianza muestral de 183,48.
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Fig. 2 Distribucion modal del porcentaje de area afectada por el hongo R.
solani en la poblacion segregante F, Jefferson x Fonaiap 2000.
3. Evaluacion molecular de los progenitores y sus progenies

La visualizacién de la amplificacion de los marcadores SSR en geles
de agarosa al 3% fue posible, observandose una banda producto de la
amplificacion del marcador para cada progenitor. Para los progenitores y

la poblacion F, producto del cruce Palmar x Fonaiap 1 se encontraron 70



marcadores SSR polimorficos, mientras que para los progenitores y la
poblacién F, producto del cruce Jefferson x Fonaiap 2000 se encontraron
69 SSR polimérficos.

La distribucion de los 70 marcadores para el cruce Palmar x Fonaiap 1
fue la siguiente: 10 SSR cromosoma 1, 10 SSR cromosoma 2, 11 SSR
cromosoma 3, 5 SSR cromosoma 4, 7 SSR cromosoma 5, 2 SSR
cromosoma 6, 8 SSR cromosoma 7, 2 SSR cromosoma 8, 6 SSR
cromosoma 9, 3 SSR cromosoma 10, 3 SSR cromosoma 11, 3 SSR
cromosoma 12.

La distribucion de los 69 marcadores para el cruce Jefferson x Fonaiap
2000 fue la siguiente: 7 SSR cromosoma 1, 8 SSR cromosoma 2, 9 SSR
cromosoma 3, 6 SSR cromosoma 4, 6 SSR cromosoma 5, 7 SSR
cromosoma 6, 8 SSR cromosoma 7, 2 SSR cromosoma 8, 4 SSR
cromosoma 9, 4 SSR cromosoma 10, 4 SSR cromosoma 11, 4 SSR
cromosoma 12.

4. Asignacion de QTL para laresistencia a R. solani.

Como los segregantes F, provenientes de ambas poblaciones
mostraron una distribucion normal, de acuerdo con la escala de
evaluacion, el analisis para la asignacion de QTL se realizé manteniendo
cada planta su valor en porcentaje de area foliar afectada debida a la

inoculaciéon de R. solani.



En la poblacién Jefferson x Fonaiap 2000 no se detecto la presencia
de QTL, todos los valores obtenidos en el analisis, se ubicaron por debajo
del limite LOD = 2,4,

El mapa SSR para el analisis QTL, para la poblaciéon Palmar x Fonaiap
1, fue construido utilizando 96 plantas segregantes y 70 marcadores SSR,
distribuidos en los 12 cromosomas del arroz.

Tres QTLs fueron identificados para la resistencia a R. solani, estos
fueron qShB1, gShB4 y gShB12 localizados en los cromosomas 1, 4y 12
respectivamente.

Los alelos resistentes provenientes del cultivar Palmar, mostraron los
siguientes resultados, el gShB1 explic6 18,17% de la variacidén fenotipica
total, con un efecto aditivo de 11, 2281; el gShB4 explicé el 2,94% de la
variacion fenotipica total, con un efecto aditivo de 4,2229, mientras que el
gShB12 explico el 10,5% de la variacion fenotipica total, con un efecto
aditivo de 9,1270 (cuadro 3). Los marcadores microsatélites RM572 y
RM449 flanquean el QTL qShB1, los microsatélites RM3471y RM273
flanquean el QTL qShB4 y los microsatélites RM3472 y RM309 flanquean

el QTL gShB12 (fig. 3).



Cuadro 3. Sumario del analisis de QTLs para la Resistencia

pudricion de la vaina usando mapeo por intervalos compuestos

QTL* Cromo- SSRen SSR cercano LOD" Efecto % de variacion

soma intervalo al locus aditivo® fenotipica
gShBl 1 RM572RM449 RM572 4.3670 11.2281 18,17
gshB4 4 RM3471 RM273 RM3471 2.3119 4.2229 2,94

gShB12 12 RM3472 RM309 RM3472 2.2951 9.1270 10.50

a QTL : Loci de caracteres cuantitativos
b gShB-QTLs fueron determinados usando un valor de probabilidad (LOD) de 2.4.

¢ El efecto aditivo es el efecto asociado por la sustitucién del alelo del Palmar por su

correspondiente alelo del Fonaiap 1.
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Fig. 3 Cromosomas (CHR) 1, 4 y 12 donde se localizan los QTLs

identificados para resistencia a la PDV
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VI DISCUSION

En el presente trabajo se evalud la reaccién a la infeccion por R. solani
en plantas de arroz, tanto en los progenitores como su descendencia, en
dos poblaciones segregantes de arroz, producto de los cruces entre los
cultivares Palmar x Fonaiap 1 y Jefferson x Fonaiap 2000. Las plantas
fueron inoculadas con el hongo al alcanzar la etapa de crecimiento R4
(cuadro 2), debido a que la enfermedad PDV se desarrolla rdpidamente
dentro de la hoja envainadora, cuando las plantas se encuentran en la
etapa de formacion de la espiga. Ademas, ha sido demostrado que la
severidad de la infeccion de R. solani es menor, cuando las plantas de
arroz son inoculadas en etapas de crecimiento mas tempranas a la R4
(12).

Se demostré la compatibilidad entre los parentales evaluados, asi
como también, se constatdé que el método utilizado para la emasculacion
de las flores de las plantas utilizadas como parental hembra fue
adecuado, al poder obtener dos progenies segregantes que mostraron
variabilidad fenotipica, evidenciadas por las diferencias en las épocas de
floracion.

Es importante resaltar que para realizar la prueba de patogenicidad
independientemente del agente bibtico causal de una enfermedad en
plantas, se deben cumplir rigurosamente tres condiciones, la presencia de

un patégeno capaz de causar la enfermedad, un hospedante susceptible



al patogeno evaluado y un ambiente favorable para el desarrollo del
patogeno y del hospedante

Para realizar estudios sobre grados de resistencia al hongo R. solani
en arroz, las plantas pueden ser inoculadas con el hongo de diferentes
maneras, en este estudio la inoculacion se realizé colocando discos de
agar (PDA) colonizados por R. solani en las vainas de las hojas por haber
sido demostrado que es mas efectivo que otros meétodos descritos;
ademas, el método utilizado permitié diferenciar la reaccién entre los
individuos evaluados (10). Otra ventaja de la inoculacion artificial de R.
solani en condiciones controladas es la disminucién de la variacion debida
al ambiente.

Por otro lado, ha sido sefialado que en los experimentos para
determinar la existencia de cultivares con susceptibilidad reducida a la
PDV, se utilizan diferentes métodos de inoculacion (24; 25: 28: 47),
siendo la mas utilizada, la evaluacibn en parcelas experimentales en
campos inoculados artificialmente con R. solani (5; 38). Sin embargo las
evaluaciones en estas pruebas muestran inconsistencia en la respuesta a
la enfermedad, incluso entre plantas del mismo cultivar, repeticiones, afio
a afo y de una localidad a otra (42).

Estudios realizados en invernadero para determinar la resistencia a
PDV en diferentes cultivares de arroz, demostraron que ademas de la
poca precision en la determinacion del grado de enfermedad, los

cultivares seleccionados como resistentes en evaluaciones en campo,



resultaron ser susceptibles en condiciones de invernadero (3;12;19); de
alli que es recomendable realizar las evaluaciones en invernadero, para
determinar la resistencia a PDV en condiciones controladas y uniformes
(42).

Debido a lo expuesto, el protocolo utilizado en este estudio para
determinar eficientemente la reaccién de los padres y su progenie a la
infecciébn causada por el hongo R. solani en condiciones controladas,
resulté ser efectivo al no ocurrir escape, lo que se evidencié porque todas
las plantas mostraron sintomas de la enfermedad con diferentes grados
de severidad, lo que permitid agrupar a la descendencia (F;) de acuerdo
al porcentaje del area afectada. El estudio mostré que el mayor porcentaje
de area afectada por la enfermedad fue del 91%.

En las progenies evaluadas se observé una variacion continua en la
reaccion fenotipica a la inoculacion artificial del hongo R. solani, por lo
que se ajusta a una distribucion normal, demostrdndose en ambas
descendencias que la resistencia a R. solani en plantas de arroz es una
caracteristica cuantitativa condicionada por varios genes.

Ademas, se observd segregacion transgresiva, determinada por la
reaccion fenotipica a la inoculacién artificial con R. solani de la
descendencia (F;), que mostré individuos extremos, es decir, mas
resistentes o mas susceptibles que los respectivos parentales; la herencia
transgresiva es considerada el efecto principal producto de la accion

complementaria de genes presentes en ambos progenitores, por esto la



resistencia a PDV en estas poblaciones segregantes es determinada por
muchos genes, donde cada gen tiene un efecto pequefio sobre la
expresion fenotipica final de resistencia, siendo ésta la suma de los
efectos individuales.

Ha sido determinado que existe ausencia de resistencia completa en
arroz a R. solani (28; 31), considerdndose que esta resistencia es
multigénica, siendo dificil evaluar el efecto individual de los genes que
confieren esta resistencia (5). Los resultados del presente estudio
coinciden con las investigaciones antes sefialadas.

En el presente trabajo, se evaluaron 100 marcadores SSR,
obteniéndose las secuencias de los cebadores que los amplifican y su
ubicacion en los cromosomas del arroz sefialados por Mc Couch et al (28)
de los cuales 70 SRR resultaron polimérficos en la descendencia obtenida
de los progenitores Palmar x Fonaiap 1 y 69 SSR mostraron polimorfismo
en la descendencia obtenida del cruce entre los progenitores Jefferson x
Fonaiap 2000, pudiendo ser detectados en geles de agarosa.

En la descendencia segregante del cruce Jefferson x Fonaiap 2000
no se detectd la presencia de QTL, con el programa Windows QTL
Cartographer®, versiéon 2.5 (46), por ubicarse la asociacién entre los
marcadores SSR y la resistencia a PDV por debajo del limite LOD = 2,4
(P= 0,05); propuesto como umbral para declara la presencia de QTL, esto

puede explicarse debido a la divergencia fenotipica (68%) no es lo



suficientemente amplia, por 1o que se necesita aumentar el tamafio de la
poblacidon experimental para poder detectar los QTL con LOD > 2,4,

En la descendencia del cruce Palmar x Fonaiap 1, que mostré una
divergencia fenotipica de 83%, se detectd asociacion entre marcadores
SSR y la resistencia a R. solani, identificandose tres QTL para la
resistencia a PDV, qShB1, qShB4 y qShB12, localizados en los
cromosomas 1, 4 y 12 respectivamente.

Los alelos qShB1 y gqShB12 explican el 28,67% de la variacion
fenotipica total, con un efecto aditivo de 20,36; demostrando la
importancia de detectar estos dos qShB en plantas de arroz provenientes
de los cruces Palmar x Fonaiap 1, estos QTL estan flanqueados por los
marcadores microsatélites RM572 - RM449 y los microsatélites RM3472
— RM309 respectivamente.

El hecho de haber realizado las inoculaciones artificiales de R. solani
bajo condiciones controladas, permitié evitar que las respuestas genéticas
se confundieran con otras variables como los factores ambientales (21),
incluyendo también a otros factores fisiol6gicos y morfolégicos, como la
altura de la planta y fecha de emision de la espiga, los cuales han sido
reportados como factores que confunden la asociacion entre la respuesta
de resistencia y los genes cuantitativos (45; 50).

Desde 1995 hasta 2009, se han desarrollado diferentes poblaciones
experimentales para la evaluacion de QTL, estas poblaciones provienen

de los cruces entre cultivares resistentes (Tequing, Jasmin85, Jingxi,



Minghui 63, 4001, Hinohikari y Pecos) y susceptibles (Lemont, Zhaiyeqing
8, Zhenshan 97, XZX19, WSS2 y Rosemont), usando segregantes
obtenidos como F; bulk (granel), dobles haploides, F,, RILs (Lineas
endocriadas recombinantes), BC; (una retrocruza) Fi1, observandose que
en estos casos existe asociacion entre los QTL con resistencia a la
enfermedad PDV y QTL que determinan algunos rasgos agronomicos
como altura de planta y fecha de emision de la espiga (17).

Asi mismo, otros reportes sefialan correlacion entre QTLs para
resistencia a la PDV y varios caracteres morfolégicos en arroz,
encontrandose que estos rasgos morfologicos y la resistencia estan
localizados en el mismo intervalo (48); ademas, se sefala que la
inadecuada forma de evaluar la respuesta de la planta a la PDV, es
probablemente la razén principal de los resultados inconsistentes entre
los reportes anteriores (14).

Para lograr el objetivo con la SAM, es importante comprender los
mecanismos de resistencia a la PDV, tener un mapa detallado de los
genes de interés y la clonacion de los mismos. Existen dos problemas
comunes para el uso de SAM con QTL de resistencia al PDV, (i) Los
marcadores de ADN identificados pueden no estar asociados a la
resistencia a PDV en un germoplasma diferente al evaluado, y (ii) Los
meétodos de evaluacion fenotipica deben ser precisos para verificar la

resistencia genética (39).



La SAM es una técnica que ayuda ahorrar tiempo, recursos, esfuerzo,
se puede aplicar en etapa de plantula, esto ultimo es util cuando las
caracteristicas de interés se manifiestan en etapas posteriores de
desarrollo de la planta, eliminando los genotipos no deseados en etapas
tempranas, reduciendo el numero de lineas a evaluarse en las etapas
avanzadas del programa y aumenta la eficiencia del mejoramiento por
realizarse la seleccion cuando existe mayor probabilidad de ligamiento
entre el marcador y el QTL seleccionado. La SAM es una via rapida por
seleccionar plantas segun su genotipo y ser dificil distinguir por fenotipo
las plantas homocigotas de las heterocigotas para el caracter deseado
(2).

Por lo sefalado en los parrafos anteriores y de acuerdo a los
resultados obtenidos en el presente trabajo, es importante sefialar que
una vez identificados los marcadores moleculares asociados a los QTL
que confieren resistencia a PDV en una descendencia segregante, es
posible plantear el uso de la SAM.

Para el caso de resistencia a la PDV, la SAM debe realizarse en
generaciones tempranas, debido a que en éstas generaciones existe un
mayor grado de asociacion entre el marcador y el QTL de resistencia a
PDV detectado, ademas, al avanzar las generaciones la asociacion entre
el QTL y los marcadores seleccionados puede romperse debido a la

recombinacion genética (2).



Los resultados obtenidos en este trabajo, sugieren que con la SAM
pueden seleccionarse genotipos que presenten la acumulacion de genes
de resistencia ubicados en diferentes loci, que dan como resultado un
incremento en los grados de resistencia a la enfermedad (Fig. 1).

Adicionalmente, con la SAM se posibilitara la seleccion de los
individuos con mayor resistencia a la PDV, presentes en la poblacion
obtenida del cruce Palmar X FONAIAP 1, utilizando como referencia los
marcadores asociados a los QTL de resistencia a esta enfermedad, que
explican el 31,81% de la variacion fenotipica total, sin necesidad de llevar
a cabo la inoculaciéon y evaluacién de la resistencia.

Asi mismo, Zuo et al (2008) demostraron el potencial que tienen los
marcadores moleculares para la clonacion e implementacion del uso de
genes de resistencia QTL en el mejoramiento del germoplasma en arroz
entre sub especies (51). Se ha reportado que -cultivares de arroz
susceptibles poseen genes que confieren resistencia a la PDV vy los los
padres susceptibles portadores de estos genes una fuente valiosa para el
desarrollo de nuevas lineas con resistencia a la PDV superior a sus
padres (52).

Zou, et al, encontraron que es efectiva la transferencia de QTLs entre
cultivares de arroz, mejorandon asi la resistencia a la PDV al reducir la
severidad de la enfermedad. Tambien demostro, que algunos cultivares
con reaccion moderadamente resistente a la PDV, es posible mejorarlos

en sus respuesta de resistencia por introgresion de genes contenidos en



QTLs, constituyendo una importante estrategia de desarrollo de cultivares
con resistencia a la PDV. Es importante sefialar que los QTLs favorables
se puede transferir facilmente utilizando la SAM a cultivares élites para
reforzar sus grados de resistencia, por ello, los marcadores moleculares
ligados a QTLs asociados a la resistencia a la PDV, son de mucha utilidad
practica en programas de mejoramiento de arroz (52).

En las progenies seleccionadas con la técnica SAM, se espera la
predominancia del genotipo deseado dando lugar al final del proceso de
mejoramiento, a lineas de arroz con resistencia durable y de amplio
espectro a la PDV (41). Por ultimo, los tres QTL detectados en el presente
trabajo no han sido sefialados en la literatura, o que constituye un valioso

aporte en el estudio de la resistencia a la PDV.



VII CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El método de inoculacion bajo condiciones controladas utilizado en
este estudio mostré ser efectivo, al lograr que todas las plantas se
enfermaran.

La etapa de desarrollo de las plantas de arroz es importante al momento
de realizar la inoculacién, debido a que la mayor susceptibilidad de las
plantas de arroz a R. solani es la etapa R4 .

Debido a que la respuesta a la inoculacion en las poblaciones evaluadas
muestran una distribucion continua, la resistencia en arroz a R. solani es
poligénica.

El uso de marcadores SSR que resultaron ser polimorfos en los padres y
su descendencia permitio detectar QTLs.

Se detectaron tres QTL en la poblacion segregante obtenida del cruce
entre los progenitores Palmar y Fonaiiap 1, los cuales no han sido
sefalados en la literatura.

Se recomienda aumentar el ndmero de individuos a evaluar en la
poblacion segregante obtenida del cruce entre los progenitores Jefferson
y Fonaiap 2000 para poder detectar QTL

Se recomienda realizar la evaluacion fenotipica de progenitores a la
reaccion de patdgenos del arroz, con fines de determinar si la resistencia
es cualitativa o0 cuantitativa, en condiciones controladas.

Los progenitores a evaluar para detectar QTL deben ser polimorficos a los



marcadores moleculares utilizados y poseer marcada divergencia a la

caracteristica de interés a estudiar.
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