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DETECCION DE GENES DE RESISTENCIA A Pyricularia oryzae EN VARIEDADES
MEXICANAS DE ARROZ

Eridani Garcia Vazquez, MC.

RESUMEN

Pyricularia oryzae, agente causal de la “quema del arroz”, esta presente en todas las
areas productoras de arroz del mundo. En algunos paises, este hongo es capaz de
causar pérdidas que pueden ser del 100%, comprometiendo el abasto de este cereal
para millones de personas. En Meéxico, el Instituto Nacional de Investigaciones
Agricolas y Pecuarias, liberé algunas variedades con niveles aceptables de resistencia
contra P. oryzae; sin embargo, Milagro Filipino, variedad susceptible, se sigue
cultivando en las areas productoras de arroz mas importantes de México. Alrededor de
23 genes de resistencia se han clonado del arroz, muchos de ellos son dominantes y
codifican proteinas NBS-LRR. Hasta ahora no hay informacion cientifica sobre la
resistencia genética que presentan las variedades mexicanas de arroz, por lo que el
objetivo de esta investigacién fue detectar genes de resistencias a P. oryzae en 11
variedades mexicanas que se cultivan comercialmente. Las semillas se germinaron en
cajas Petri y cinco dias después las plantulas se trasplantaron a macetas de plastico
con Peat-moss. EI ADN gendmico se aislé de las hojas de las plantulas y se realizaron
pruebas moleculares (PCR) para determinar la presencia de los genes Pita, Pib, Pita2,
Pik, Pikm-1 y Pikm-2. Todas las variedades de arroz mostraron al menos dos genes de
resistencia. Cuatro de las seis variedades resistentes, la moderadamente resistente, y
una de las plantas moderadamente susceptibles presentaron cuatro genes de
resistencia, mientras que las variedades susceptibles mostraron al menos tres. Debe
determinarse si los aislamientos del hongo que estan en México tienen los genes de
avirulencia correspondientes; si es asi, entonces debe corroborarse si los genes de
resistencia y avirulencia son dominantes. La ausencia de cualquiera de estos genes o
su condicion recesiva podria resultar en el desarrollo y reproduccion de P. oryzae en la

planta hospedante. La deteccion, identificacién y caracterizacibn de nuevos genes de




resistencia y avirulencia en las diferentes areas de produccion de arroz en México

juegan un papel importante en el desarrollo de nuevas estrategias de manejo y control.

Palabras clave: Tizén del arroz, Oryza sativa, genes de resistencia, variedades

mexicanas de arroz.




DETECTION OF Pyricularia oryzae RESISTANCE GENES IN MEXICAN
VARIETIES OF RICE
Eridani Garcia Vazquez, MC.
ABSTRACT

Pyricularia oryzae, the causal agent of rice blast disease, is present in all the rice
production areas worldwide. In some countries, this fungus is able to cause losses that
can be up to 100%, compromising the supply of this cereal for millions of people. In
Mexico, the Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas y Pecuarias, released some
varieties with acceptable levels of resistance to P. oryzae; however, Milagro Filipino, a
susceptible variety, is still cultivated in the most important Mexican rice production
areas. In rice, about 23 resistance genes have been cloned; many of them are dominant
and encode NBS-LRR proteins. So far there is no scientific information about the
genetic resistance of the Mexican varieties, so the objective of this research was to
detect P. oryzae resistance genes in 11 commercial Mexican rice varieties. Seeds were
germinated in Petri dishes and five days later seedlings were transplanted into plastic
pots with Peat Moss. Genomic DNA was individually isolated from seedling leaves and
molecular tests (PCR) were performed to determine the presence of Pita, Pib, Pita2,
Pik, Pikm-1 and Pikm-2 genes. All the rice varieties showed at least two resistance
genes. Four out of six resistant varieties, the moderately resistant, and one of the
moderately susceptible plants have four resistance genes while susceptible varieties
showed at least three resistance genes. It has to be determined whether the fungal
isolates that are in Mexico have the corresponding avirulence genes; if they do, then we
have to corroborate whether resistance and avirulence genes are dominant. The
absence of any of these genes or its recessive condition could result in the development
and reproduction of P. oryzae in its plant host. Detection, identification and
characterization of new resistance and avirulence genes in different rice production
areas of Mexico play an important role in the development of new strategies of

management and control.

Keywords: Rice blast, Oryza sativa, resistance genes, Mexican rice varieties.
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l. INTRODUCCION

Pyricularia oryzae Cav. [Teleomorfo Magnaporthe oryzae (Hebert) Barr], agente causal
de la “guema del arroz”, es uno de los patdbgenos mas devastadoras en el cultivo de
arroz a nivel mundial. De acuerdo con Liu et al., (2014), este patdgeno, en algunos
casos; puede causar hasta el 100% de pérdidas en la produccion mundial de arroz,
comprometiendo el abasto de este cereal para mas del 50% de la poblacion. El arroz,
después del maiz, es el segundo cereal de mayor produccion en el mundo, por lo que
la “qguema del arroz” ha sido un tema de investigacion ampliamente abordado no solo
por su importancia econdémica y agricola, sino también por representar un modelo de

estudio para entender la interaccién planta-microorganismo (Dean et al., 2005).

Una de las medidas de manejo mas efectiva y econdmica para este patdgeno es el uso
de variedades resistentes. Sin embargo, el hongo es altamente variable, por lo que es
muy comun la pérdida de resistencia, especialmente cuando esta dada por un solo gen
(Huang et al., 2014). En este sentido, la identificacion de nuevos genes de resistencia
en diferentes regiones productoras de arroz juega un papel fundamental en los
programas de mejoramiento y en el planteamiento de estrategias para el manejo de P.
oryzae (Lei et al., 2013; Huang et al., 2014).

En México, P. oryzae se presenta en las zonas productoras de arroz. En 1975, el
Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas (INIA), actualmente Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), inici6 un proyecto de
mejoramiento para la incorporacion de resistencia genética al hongo. Se introdujeron
diversas fuentes de resistencia para usarse como progenitores donadores, tales como
Tetep (Vietham), Mamoriaka (India), Carreon (Filipinas) y Dawn (Estados Unidos de
América), de tal forma que la mayoria de las variedades liberadas y cultivadas en
México, desde la década de los afios 80, poseen niveles aceptables de resistencia a
este patdogeno (Jiménez et al., 2014). Sin embargo, en los principales estados
productores de arroz como son Nayarit, Campeche, Veracruz, Michoacan y Jalisco, se

cultiva la variedad Milagro Filipino, susceptible a P. oryzae. Los industriales arroceros




venden esta variedad con el nombre de “Arroz Tipo Morelos”, debido a que el grano es
grueso y con 10% de “panza blanca”. El precio en el mercado es similar al del auténtico
“Arroz Calidad Morelos”, el cual es también de grano grueso pero mas grande y con
20% de “panza blanca”. Debido a su susceptibilidad a P. oryzae, los productores
aplican fungicidas sin importarles el incremento en el costo del cultivo (Hernandez et
al., 2015). Aun cuando a nivel internacional se han identificado y mapeado mas de 80
genes de resistencia a P. oryzae (Ballini et al., 2008; Wang et al., 2013), en México no
se tienen evidencias cientificas sobre el gen o genes que le confieren la resistencia a
estas variedades, por lo que el objetivo de esta investigacion fue identificar los genes
de resistencia a P. oryzae en variedades mexicanas de arroz cultivadas

comercialmente.




I REVISION DE LITERATURA

2.1 El arroz

El arroz (Oryza sativa L.), perteneciente a la familia Poaceae, tiene su origen en China
(Franquet y Borras, 2004) y se cultiva entre los 53° latitud norte y 40° latitud sur (Lu y
Chang, 1980) en regiones tropicales y subtropicales. A nivel mundial, la mayor
produccién se concentra en climas humedos tropicales con temperaturas de 24 a 28
°C, y en altitudes que van de los 0 a 1,250 msnm (Franquet y Borras, 2004).

Este cereal es uno de los cultivos de mayor importancia mundial debido a que
representa el alimento basico predominante en varios paises de Asia; América del
Norte, Central y del Sur; Europa; Oceania y Africa (Cuadro 1), aportando el 20% de la
energia alimentaria. Su produccion ha aumentado debido al crecimiento de la

poblacién, por lo que tiene gran valor econémico (FAO, 2015a).

Actualmente, el género Oryza tiene alrededor de 23 especies silvestres y dos
cultivadas, O. sativa y O. glaberrima Steud. (Vaughan et al., 2003). Como se indico
anteriormente, la primera especie se distribuye en varios paises del mundo, mientras
que O. glaberrima crece en areas limitadas al oeste de Africa.

Oryza sativa presenta las subespecies japonica e indica, que se diferencian por sus
caracteristicas morfolégicas, fisiolégicas y genéticas (Oka, 1988; Garris et al., 2005).
Estas subespecies estan asociadas a diferentes habitats de crecimiento; indica se
encuentra generalmente en tierras bajas de Asia tropical y japonica en tierras altas de
China, Corea del Norte y del Sur, Japon, Europa Mediterranea, sureste de Asia e
Indonesia (Londo et al., 2006).




Cuadro 1. Principales paises consumidores de arroz.

Continente Pais

Africa Costa de Marfil, Egipto, Guinea, Mali, Nigeria, Sierra

Leona, Tanzania, Madagascar y Mozambique.

América del Norte Canada, Estados Unidos de América y México.

Ameérica Central Belice, Guatemala, Honduras, El Salvador, Nicaragua,

Costa Rica y Panaméa

Ameérica del Sur Argentina, Brasil, Colombia, Ecuador, Peru y Uruguay

Asia Bangladesh, Camboya, China, India, Indonesia, Iran,
Japén, Corea del Norte y del Sur, Laos, Malasia,
Myanmar, Nepal, Pakistan, Filipinas, Sri Lanka, Tailandia

y Vietnam.

Europa Italia, Espafia, Francia, Grecia, Portugal, Rumania,

Bulgaria, Hungria y Rusia.

Oceania Australia, Nueva Zelanda, Papua Nueva Guinea e lIslas

Salomon.

Fuente: FAO (2015a).

Los principales paises productores de arroz son China, India e Indonesia, que en
conjunto aportan mas de la mitad del arroz que se produce a nivel mundial (Cuadro 2).
En América destacan Brasil y Estados Unidos (Mufioz, 2014). Como paises
exportadores se tienen a India, Tailandia, Vietnam, Pakistan y Estados Unidos de
América (FAO, 2015a). De acuerdo con la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO, 2015a), en el afio 2014 la produccion mundial de




arroz con cascara disminuyo el 0.5%, obteniéndose una produccion total de 741.3
millones de toneladas; esta pérdida se atribuyd principalmente a varios fendmenos

naturales y a la persistente tendencia a la baja de los precios.

Cuadro 2. Principales paises productores de arroz.

Pais Superficie sembrada 2013/2014*  Produccion 2014
(ha) (t)
China 306,000,000 208,200,000
India 44,500,000 157,200,000
Indonesia 12,160,000 70,800,000
Bangladesh 11,700,000 51,800,000
Vietnam 7,700,000 45,000,000
Tailandia 11,120,000 33,200,000
Myanmar 6,500,000 28,900,000
Filipinas 4,750,000 18,900,000
Brasil 2450,000 12,100,000
Japon 1,602,000 10,800,000
Otros 28,050,000 107,100,000
Total mundial 161,202,000 744,200,000

Fuente: FAO (2015b). *Danty (2013).

En México, el arroz es el quinto cereal de mayor importancia después del maiz, trigo,
cebada y avena (SIAP, 2014), aunque histéricamente la siembra de este cereal ha ido
disminuyendo debido a la falta de competitividad del arroz nacional con los arroces de
importacién (Jones et al., 2009; Hernandez et al., 2015). A finales de los afios 80 y
principios de los 90, la demanda nacional de arroz se cubria con las variedades tipo
Sinaloa y Morelos, que en esa época era de 800 mil toneladas anuales. Sin embargo,
con el establecimiento del Tratado de Libre Comercio para América del Norte (TLCAN)
en 1994 y la Apertura Comercial en el 2000, el arroz tipo Sinaloa perdié competitividad
debido a la importacion masiva de arroz que tiene el mismo tipo de grano, pero que se

vende a precio mas bajo. Esta situacion causo la disminucion drastica de la superficie




sembrada y produccién de arroz tipo Sinaloa, pero se mantienen las variedades
Morelos en el Estado de México, Guerrero, Morelos y Puebla para cubrir solo el 10% de
la demanda nacional (Hernandez et al., 2015). Esta situacion dio lugar a que los
productores empezaran a sembrar la variedad Milagro Filipino, introducida a México en
1965. El grano de esta variedad, de regular valor culinario, es muy parecido al “Arroz
Calidad Morelos”, de tal manera que los productores e industriales lo empezaron a
vender como tal (Hernandez et al., 2015).

Posteriormente, a fin de mantener y distribuir el “Arroz Calidad Morelos”, el INIFAP
genero las variedades Morelos A-92, Morelos A-98 y Morelos A-2010. Estas variedades
se siembran en 20 de los 33 municipios del estado de Morelos; en Tlapa de Comonfort
de la montafia de Guerrero; y en los municipios de Mascota y San Martin de Hidalgo,
Jalisco. Morelos A-92 y Morelos A-98 también se cultivan en Malinalco, Estado de
México (comunicacion personal Hernandez, 2015). Recientemente, se liberaron las
variedades INIFLAR RT (riego y temporal) e INIFLAR R (riego) con el objetivo de
sustituir a Milagro Filipino, recuperar la rentabilidad del cultivo y reducir los niveles de

importacion (Hernandez et al., 2015).

El consumo nacional de arroz es de aproximadamente 7.5 kg per capita, lo que lo ubica
en el quinto lugar después del maiz, trigo, sorgo y frijol. El cultivo se hace bajo
condiciones de temporal y riego en Primavera-Verano y riego en Otofio-Invierno
mediante siembra directa o trasplante (Hernandez et al., 2015). De acuerdo con los
datos del Servicio de informacién Agroalimentaria y Pesquera (SIAP, 2014), el arroz
palay se produce en 13 estados de la Republica Mexicana (Cuadro 3) en una superficie
total de 41,078.88 ha, aportando 232,158.62 t. con un rendimiento promedio de 5.71
t/ha.

México importa el 80% del millén 100 mil toneladas de arroz que consume anualmente
y solo el 20% se abastece con la produccion nacional consistente en arroces gruesos
(Calidad Morelos y Milagro Filipino). Los estados con mayor superficie sembrada y

produccion son Nayarit, Campeche, Veracruz y Michoacén, pero los que aportan el




mayor rendimiento son Morelos, Michoacan, Estado de México y Guerrero (Cuadro 3)
(SIAP, 2014).

Cuadro 3. Produccion agricola de arroz palay en la modalidad de riego y temporal.

Superficie Superficie » o
Producciéon Rendimiento

Estado Sembrada Cosechada

(t) (t/ha)

(ha) (ha)

Nayarit 8,935.86 8,743.86 47,789.04 5.46
Campeche 7,862.50 7,766.00 30,850.13 3.97
Veracruz 5,660.00 5,660.00 32,928.70 5.82
Michoacan 4,498.50 4,498.50 39,500.61 8.78
Jalisco 3,166.00 3,166.00 18,546.80 5.86
Tabasco 3,041.00 2,901.00 12,575.23 4.34
Colima 2,978.00 2,978.00 17,394.94 5.84
Tamaulipas 2,473.69 2,473.69 15,111.05 6.11
Morelos 1,222.50 1,222.50 12,314.33 10.07
Chiapas 588 588 1,226.10 2.08
Guerrero 394.83 386.83 2,389.19 6.18
Quintana Roo 185 185 925 5
Estado de México 73 73 607.5 8.32
Total 41,078.88 40,642.38  232,158.62 571

Fuente: SIAP (2014).

2.2 Importancia

El arroz juega un papel fundamental en la agricultura no solo como cultivo de
importancia alimenticia y econOmica, sino también como una planta modelo para el
desarrollo de investigaciones a nivel de genética molecular y genémica en cereales,
biologia, bioquimica y fisiologia vegetal debido, entre otras caracteristicas, a que se

conoce la secuencia completa de su genoma (Xu et al., 2005; Jiang et al., 2012); el




cual, comparado con el genoma del sorgo, maiz, cebada y trigo, es el mas pequefio
(430 Mpb) (Tyagi et al., 2004).

Se tienen disponibles las secuencias de las subespecies cultivables indica y japonica
(Gao e Innan, 2008) y méas de 80,000 sitios polimérficos que permiten distinguirlas, lo
gue resulta en un mapa genético de alta resolucién (International Rice Genome
Sequencing Project, 2005).

A nivel internacional, se tienen bancos de germoplasma de arroz cultivado y silvestre,
extensos programas de mejoramiento genético en casi todos los paises productores
(Jiang et al.,, 2012), y bases de datos que permiten depositar, buscar y analizar
informaciéon gendémica (Xu et al., 2005).

Todos estos datos y los resultados de las investigaciones que se han llevado a cabo
con arroz, no solo aportan informacion soélida sobre su manejo agronémico y
fitosanitario, sino también permiten establecer teorias e hipétesis sobre las
interacciones parasitarias que se establecen entre otros cereales y parasitos a fin de
entender sus bases biolégicas, y proponer medidas de manejo mas amigables con el

ambiente que beneficien a los productores.

2.3 Enfermedades infecciosas

En todas las regiones arroceras del mundo se han reportado diferentes especies de
virus, bacterias, hongos y nematodos (Cuadro 4) infectando al cultivo del arroz (Garcés
et al., 2012). De estos patdgenos, el hongo P. oryzae, agente causal de la “quema del
arroz”, se considera como el principal problema fitosanitario. Este patdgeno ha causado
pérdidas en la produccién que van del 30 (Skamnioti y Gurr, 2009) al 100% (Liu et al.,
2014). De hecho, se ha estimado el fuerte impacto que tiene al causar pérdidas
anuales del 10%, pues la cifra equivale a alimentar a 60 millones de personas en el
mundo (Skamnioti y Gurr, 2009; Shew et al., 2015).

El sintoma caracteristico que induce P. oryzae, y que permite hacer el diagnéstico de la
enfermedad, es la presencia de lesiones foliares en forma de rombo. En cultivares

susceptibles, estas lesiones son grandes y aparecen inicialmente de color gris verdoso,




posteriormente cambian a color gris con bordes necroticos. En cultivares resistentes,
las lesiones son pequefas y de color marrén a marrén oscuro (TeBeest et al., 2007). La
incidencia y severidad de los sintomas inducidos por este hongo dependen de varios
factores, entre ellos condiciones ambientales, y la susceptibilidad y etapa fenol6gica del
cultivo (Kumar et al., 2013); pero se favorecen en gran medida por una alta fertilizacion
con nitrégeno, alta humedad relativa y temperaturas nocturnas de aproximadamente
20° C (Agrios, 2005).

Como referencias de las pérdidas que P. oryzae puede causar, en el 2008, en Kenia,
se produjeron 1972.00 kg/ac (acre) de arroz; el afio siguiente este hongo redujo a 945
kg/ac, causando una pérdida total del 47.9% (Kihoro et al., 2013).

En Tanzania causa pérdidas del 40% (IRRI, 2010; Hubert et al., 2015), y del 75 y 50%
en la India y Filipinas, respectivamente (Kumar et al., 2013). En Japdn se estiman
pérdidas de rendimiento entre el 20 y 100% (Khush y Jena, 2009), mientras que en
Brasil se han reportado pérdidas hasta del 100% en variedades susceptibles bajo

condiciones de secano (Prabhu et al., 2009).

En México, los principales patdégenos del arroz son P. oryzae y Helminthosporium
oryzae, los cuales se encuentran en todas las zonas arroceras del pais. EI complejo de
hongos H. oryzae, Cercospora oryzae, Gerlachia oryzae, Fusarium oxysporum, Phoma
sp., Curvularia lunata y Trichoconiella padwickii, en interaccibn con Pseudomonas
fuscovaginae, inducen la enfermedad conocida como “grano manchado”, recientemente
reportada en el Pacifico Sur (Morelos) y Pacifico Centro (Jalisco y Colima). Los
sintomas inducidos por este complejo de parasitos se presentan en las glumas y en el
endospermo en cultivos establecidos en suelos delgados y poco fértiles o con

deficiencia de nitrégeno (Hernandez et al., 2015).

A la fecha, no existen estadisticas oficiales que reporten las pérdidas que ocasionan P.
oryzae en las zonas arroceras de México (comunicacion personal, Dr. Hernandez). De
acuerdo con los productores del Pacifico Centro, Pacifico Sur, Noreste y Sureste, el

hongo afecta negativamente la produccion del cereal debido a que la mayoria de los




productores siembran la variedad Milagro Filipino, susceptible a este patdgeno
(Hernandez et al., 2015).

Actualmente, en el estado de Morelos, P. oryzae se presenta en algunos lotes
cultivados con la variedad Morelos A-92, regados con aguas negras y con altas dosis
de fertilizantes nitrogenados en dos periodos criticos: a los 35-40 dias (infeccién foliar)
y en floracion (ataque al nudo o cuello panicular) (Pinciroli et al., 2006; Hernandez et
al., 2013).

En Tamaulipas, P. oryzae no solo causa pérdidas en el cultivo de arroz, sino también

afecta las zonas productoras de pasto buffel (Cenchrus ciliaris L.) (Diaz et al., 2007).

2.4 Oryza sativa - Pyricularia oryzae

El patosistema O. sativa - P. oryzae (“quema del arroz”), es de gran importancia no solo
por su impacto en la agricultura a nivel mundial, sino también porque a partir de las
investigaciones que se han desarrollado con este sistema se han generado datos que
permiten entender algunas de las bases moleculares y bioquimicas de la interaccion
planta-hongo y de la teoria del gen-por-gen, por lo que representa un sistema modelo
ideal para el estudio de la interaccion planta-microorganismo (Valent, 1990; Liu et al.,
2014).

Los andlisis genéticos de las subespecies japonica e indica han dado a conocer
alrededor de 80 genes de resistencia a P. oryzae (Cuadro 5) (Ballini et al, 2008; Yang
et al., 2009; Zhai et al., 2011).), de los cuales 19 estan clonados y caracterizados
molecularmente (Cuadro 6) (Sharma et al., 2012; Tanweer et al., 2015).
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Cuadro 4. Patdégenos del arroz reportados a nivel mundial.

Patégeno Especie Distribucion Referencia
Virus Virus de la hoja blanca del arroz América Agrios, 2005
Rice tungro virus. Sudeste Asiatico Agrios, 2005
Bacterias Xanthomonas oryzae pv. oryzae Japén, Filipinas, Indonesia, India, Australia, Guevara y Maselli,
Malasia, América del Norte, oeste de Africa, 1999
Rusia, América Latina y el Caribe.
X. oryzae pv. oryzicola China, Tailandia, Malasia, India, Vietham, Agrios, 2005; Kang et
Filipinas, Indonesia, Africa occidental, América al., 2008
del Sur y Australia.
Pantoea agglomerans Venezuela. Gonzélez et al., 2015
Pseudomonas fuscovaginae México, Brasil, Colombia, Guatemala, Panama, Hernandez et al.,
Pert, Ecuador, Africa Central, Madagascar y 2015; Soriano, 2006
Japon.
Burkholderia glumae Japon, Tailandia, Vietnam, Corea del Sur, Zhu et al, 2008;
Malasia, Filipinas, Sri Lanka, Estados Unidos de Devescovi et al., 2007,
América, Panamd, Nicaragua, Costa Rica y Lim et al, 2009;
Colombia. Nandakumar et al.,
2007; Ham et al., 2011
Fitoplasmas Enanismo amarillo del arroz Sudeste Asiatico. Reveles et al., 2014
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Continuacion Cuadro 4

Patégeno

Especie

Distribucién

Referencia

Hongos

Nematodos

Cercospora oryzae

Helminthosporium oryzae

Pyricularia oryzae

Rhizoctonia solani

Sclerotium oryzae

Sarocladium oryzae
Neovossia barclayana
Entyloma oryzae

Fusarium verticillioides

Criconemella onoensis

Filipinas y Estados Unidos de América.

Africa, América, Europa, Oceania y Asia.

Africa, América, Europa, Oceania y Asia.

Asia, Africa y América.

Estados Unidos, Paquistan, Australia e India.

Japon, Estados Unidos de América y América

Latina.
Cuba.

Asia, Africa y América.
Asia y Africa

Estados Unidos de América, Africa Occidental,

América Central y América del Sur.

Rodriguez 'y Nass,
1991., Sah y Rush,
1988

Ba y Sangchote, 2006;
Dallagnol et al., 2011
Akator et al.,, 2014;
Chuwa et al., 2015
Meneses et al., 2001
Cintas y Webster,
2001; Cother y Nicol,
1999

Deka y Phookan, 1992

Agrios, 2013

Agrios, 2013
Maheshwar et al.,
2009

Sancho y Salazar,
1985; Coyne et al.,
2007
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Continuacion Cuadro 4

Patégeno

Especie

Distribucién

Referencia

Helicotylenchus sp.

Meloidogyne salasi

Pratylenchus zeae

M. graminicola

M. oryzae

Tylenchus sp.

Aphelenchoides besseyi

Heterodera oryzae

Paralongidorus australis

Hirschmanniella gracilis,

H. imamuri, H. oryzae e

Costa Rica y Colombia.

Costa Rica, Panama y Venezuela.

Africa, Sur y Sudeste de Asia.

Asia, Bangladesh, Laos, Tailandia, Vietnam,

India, China, Filipinas, Nepal y Estados Unidos

Sur y Sudeste de Asia

Colombia y Costa Rica

Panama, Bangladesh, Corea, India, Indonesia,
Israel; Japén, Filipinas, Sri Lanka, Taiwan,
Turquia, Hungria, Italia y Australia

India y Bangladesh

Australia

Africa occidental, América del Norte y del Sur,

Sur y Sudoeste de Asia

Salazar y Quesada,
1999; Hoyos y Moya,
2010.

Medina et al., 2011

Guzman et al., 2011;
Coyne et al., 2007
Upadhyay et al., 2014

Coyne et al., 2007

Hoyos y Moya, 2010;
Guzman et al., 2011
Agrios, 2013; Escuer y
Bello, 2000

Coyne et al., 2007

Coyne et al., 2007
Coyne et al., 2007
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P. oryzae es capaz de infectar cualquier 6érgano aéreo de su hospedante, aunque las
hojas y paniculas son los mas comunes. Las infecciones en las hojas reducen el area
fotosintética, mientras que las que ocurren en la panicula son las que causan las
mayores pérdidas economicas debido al impacto mas directo que tienen en la
reduccion del rendimiento (Roumen, 1992). En condiciones atrtificiales, el hongo es
capaz de infectar el sistema radical, penetrando e invadiendo el sistema vascular e

induciendo sintomas en los érganos aéreos (Sesma y Osbourn, 2004).

Cuadro 5. Genes de resistencia a P. oryzae.

Gene Cromosoma Variedad de arroz donador
Pi24(t) 12 Azuenca (J)
Pi62(t) 12 Yashiro-mochi (J), Tsuyuake
Pitg6 12 Tequing (1)
Pi6(t) 12 Apura (1)
Pi12 12 Moroberekan (J)
Pi21(t) 12 Owarihatamochi (J)
Pi31(t) 12 IR64 (1)
Pi32(t) 12 IR64 (1)
Pi157 12 Moroberekan
Pita 12 Tadukan (1)
Pita2 12 Shimokita (J)
Pi19(t) 12 Aichi Asahi (J)
Pi39(t) 12 Chubu 111 (J),
Pi20(t) 12 IR24 (1)
PiGD-3(t) 12 Sanhuangzhan 2
Pia 11 Aichi Asahi (J)
PiCO39(t) 11 CO39 ()
Pilm2 11 Lemont
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Continuacion Cuadro 5

Gene Cromosoma Variedad de arroz donador
Pi30(t) 11 IR64 (1)
Pi7(t) 11 RIL29 (Moroberekan)
Pi34 11 Chubu32 (J)
Pi38 11 Tadukan (1)
PBR 11 St. No. 1
Pbl 11 Modan
Pid4(t) 11 RIL29 (Moroberekan)
Pik-h 11 Tetep
Pi1 11 LAC23 (J)
Pikm 11 Tsuyuake (J)
Pi18(t) 11 Suweon365 (J)
Pik 11 Kusabue (1)
Pik-p 11 HR22 (1)
Pik-s 11 Shin 2 (J)
Pik-g 11 GA20 (J)
Pisel 11 Sensho
Pif 11 Chugoku 31-1 (St. No. 1)
Mpiz 11 Zenith (J)
Pikur2 11 Kuroka (J)
Piisi 11 Imochi Shirazu (J)
Pi28(t) 10 IR64 (1)
Pii2(t) 9 Azucena
Pi5(t) 9 RIL125, RIL249, RIL260
(Moroberekan)
Pi3(t) 9 Kan-Tao

15



Continuacion Cuadro 5

Gene Cromosoma Variedad de arroz donador
Pi15 9 GA25 (J)
Pii 9 Ishikari Shiroke (J)
Pi36 8 Q61 (1)
Pi33 8 IR64 (1)
Pizh 8 Zhai-Ya-Quing8 (1)
Pi29(t) 8 IR64 (1)
Pi17(t) 7 DJ 123
Pi22(t) 6 Suweon365 (J)
Pi26(t) 6 Azucena (J)
Pi27(t) 6 IR64 (1)
Pi40(t) 6 O. australiensis
Piz 6 Zenith (J)
Piz-t 6 Toride 1
Pi9 6 O. minuta
Pi25(t) 6 Gumei 2
Pid2 6 Digu
Pigm(t) 6 Gumei 4
Pi26(t) 5 Gumei 2 (1)
Pi23(t) 5 Sweon 365
Pi10 5 Tongil
pi21 4 Owarihatamochi
Pikurl 4 Kuroka (J)
Pi39(t) 4 Chubu 111 (J)
Pi(t) 4 Tjahaja
Pid1(t) 2 Digu
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Continuacion Cuadro 5

Gene Cromosoma Variedad de arroz donador
Pig(t) 2 Guangchangzhan (1)
Pitg5 2 Teqing
Piy1(t) 2 Yanxian No. 1
Piy2(t) 2 Yanxian No. 1
Pib 2 Tohoku IL9
Pi25(t) 2 IR64 (1)
Pil4(t) 2 Maowangu
Pi16(t) 2 Aus373 (I)
Pit 1 Tjahaja
Pi27(t) 1 IR64 (1)
Pi24(t) 1 Azuenca (J)
Pitp(t) 1 Tetep
Pi35(t) 1 Hokkai 188 (J)
Pi37 1 St. No. 1 (J)

Fuente: Tanweer et al., 2015

*J (Japonica) | (Indica)
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Cuadro 6. Genes de resistencia a P. oryzae clonados.

Gene Cromosoma Cultivar Tipo de arroz
Pib 2 Tohoku IL9 Japonica
Pita 12 Tadukan Indica

Pi54 11 Tetep Indica

Pi2 6 Jefferson Japonica
Pi-zt 6 Zenith Indica

Pi9 6 75-1-127 (101141) Oryza minuta
Pid2 6 Digu Indica

Pi36 8 Q61 Indica

Pikm 1 Tsuyuake Indica

Pi37 11 St. No. 1 Japonica
Pi21 9 Owarihatamochi Japonica
Pid3 1 Digu Indica

Pit 6 Tjahaja Japonica

Pi5 4 Moroberekan Japonica
Pbl 1 Modan Indica

Pish 11 Shin 2 Japonica

Pik 11 Koshiminori Indica

Pikp 11 HR22 Indica

Pia 11 Aichi Asahi Japonica

Fuente: Tanweer et al., 2015
2.5 Estrategias de control
Actualmente se han aplicado varias estrategias de control contra P. oryzae. En general,

estas estrategias se agrupan en dos de los cuatro principios de control de patégenos:

proteccion y resistencia genética.
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2.5.1 Proteccion

En términos globales, para controlar al agente causal de la “quema del arroz” se
recomienda sembrar en densidades no mayores a 150 o 200 plantas/m?, aplicar dosis
correctas de fertilizantes nitrogenados y potasicos segun los requerimientos
nutricionales, hacer manejo adecuado de la lamina de riego, tratamiento quimico de la
semilla, incorporacion de restos de vegetales al suelo, uso de productos a base de
bacterias rizosféricas y el uso de fungicidas especificos (Acebo et al., 2011).

También se sugiere quemar los residuos de cosecha (paja y rastrojos infectados),
sembrar semilla libre de patdégenos, evitar el exceso de fertilizantes nitrogenados y que
el cultivo se maneje bajo condiciones de inundacién continua.

Estas medidas de control no son completamente eficientes cuando el patégeno se
desarrolla en condiciones favorables (Skamnioti y Gurr, 2009). Ademas, el uso de
fungicidas no sélo es costoso, sino también dafiino para el ambiente ya que ademas de
contaminar el manto freatico y los cuerpos de agua colindantes (Padovani et al., 2006;
Acebo et al., 2011), genera resistencia en el hongo y destruyen o desestabilizan las

poblaciones de organismos benéficos.

En México, el control de este patégeno se ha basado en la aplicacion balanceada de
fertilizantes, principalmente de nitrégeno y fosforo-potasio, siembra en fechas
recomendadas y con densidad adecuada de semilla certificada, y riego controlado.

Como medida preventiva se aplican fungicidas como Benlate, Azoxystrobin,
Pyraclostrobin o Kasumin al inicio de la formacién de los primordios florales o cuando

aparecen los primeros sintomas (Hernandez et al., 2015).

2.5.2 Resistencia genética

La incorporacion de genes de resistencia de amplio espectro en cultivares comerciales
de arroz, y la utilizacién de genes que aumenten la eficiencia y rapidez de la expresion
de los mecanismos de defensa representan una opcidon complementaria para el control
de este patdgeno (Wilson y Talbot, 2009; Acebo et al., 2011).
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Los estudios genéticos relacionados con la resistencia a P. oryzae comenzaron hace
mucho tiempo (Takahashi, 1965), pero pocos cultivares han mostrado resistencia
duradera (Ou, 1985) debido, principalmente, a la variabilidad genética del patégeno.
Considerando la importancia que tiene este cultivo, las investigaciones mas recientes
se han enfocado en la clonacion y secuenciacion de genes de resistencia, analisis de

QTL, y seleccion asistida por marcadores moleculares, entre otras (Miah et al., 2013).

En México, en todas las regiones productoras de arroz se presenta P. oryzae. En estas
regiones se cultivan algunas variedades cuya respuesta a este fitopatégeno va desde
la resistencia hasta una fuerte susceptibilidad, como Milagro Filipino (Cuadro 7).
Aungue se conocen los progenitores y el pedigree de tales variedades; a la fecha no se
tiene algun tipo de reporte sobre los genes de resistencia que expliqguen tales
respuestas (Cuadro 7).

El hongo sigue extendiéndose en las principales zonas arroceras de México y del resto
del mundo, por lo que hay una necesidad urgente de liberar variedades de arroz con
resistencia alta y duradera para garantizar la seguridad alimentaria en los paises en
vias de desarrollo (Wang et al., 2000; Tanweer et al., 2015).

El uso de estas variedades, complementado con medidas de proteccién, permitira la
recuperacion de los costos de inversion en el cultivo y la reduccion de los volimenes
de grano importado, lo que beneficiara al pais, a los productores y al abasto de uno de

los cereales de mayor importancia econdémica y alimenticia a nivel mundial.
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Cuadro 7. Regiones de produccion de variedades Mexicanas de arroz resistentes y susceptibles a Pyricularia oryzae.

Region Estado Variedad Progenitores Respuesta a
productora P. oryzae
Nayarit Milagro Filipino Peta/Dee Geo Woo Gen Susceptible
El Silverio Seleccidn de linea pura de Milagro Filipino Moderadamente resistente
INIFLAR RT CT10825-1-2-1-3/FEDEARROZ//FL02066-4P-  Resistente
1-1P-M
INIFLAR R CT9506-28-3-3P-M-1-M/ FSR214-M-5-1-1// Resistente
FL0O3191-7P-8-2P-4P
Pacifico Jalisco Milagro Filipino Susceptible
centro El Silverio Moderadamente resistente
INIFLAR RT Resistente
INIFLAR R Resistente
Colima Milagro Filipino Susceptible
El Silverio Moderadamente resistente
INIFLAR RT Resistente
Michoacan Milagro Filipino Susceptible
INIFLAR RT Resistente
INIFLAR R Resistente
Pacifico sur Morelos Morelos A-92 Jojutla Mejorado/lguala A70*/C4-63°%/IR480-5- Moderadamente susceptible
7-3/C4-63°Tetep
Morelos A-98 IR62/LP4861//LP34-86 Resistente
Morelos A-2010  Mutacioén con rayos gamma ®*Co con 30 krad Resistente

de la Morelos A92
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Continuacion Cuadro 7

Regidn Estado Variedad Progenitores Respuesta a
productora P. oryzae
Noreste Tamaulipas  Milagro Filipino Susceptible

Aztecas Sinaloa A80/ITA231//IR8 Resistente

INIFLAR RT Resistente

INIFLAR R Resistente
Golfo centro  Veracruz Milagro Filipino Susceptible

INIFLAR RT Resistente

INIFLAR R Resistente

El Silverio Moderadamente resistente

Tabasco Milagro Filipino Susceptible

INIFLAR R Resistente

INIFLAR RT Resistente

Choca A-05 P3084-F4-56-2-2-/IRAT 120//P2191-F4-39-5- Resistente

1B-3-1B

El Silverio Moderadamente resistentes
Sureste Campeche Milagro Filipino Susceptible

El Silverio Moderadamente resistente

INIFLAR RT Resistente

Aztecas Resistente

INIFLAR R Resistente

Fuente: Hernandez et al., 2015
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.  MATERIALES Y METODOS

3.1 Obtencion de material vegetal

Se evaluaron seis variedades de arroz resistentes a P. oryzae (Aztecas: A, Choca A-
05: ChAO05, Morelos A-98: MA98, Morelos A-2010: MA2010, INIFLAR RT: INIRT e
INIFLAR R: INIR); una medianamente resistente (El Silverio: S); dos medianamente
susceptibles (Morelos A-92: MA92 y Céardenas A-80: CrA80) y dos variedades
susceptibles (Milagro Filipino: MF y Campeche A-80: CmA80). Todos estos materiales
se obtuvieron del banco de germoplasma del Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) con sede en el Campo Experimental

Zacatepec, Morelos, México.

Las semillas se germinaron en cajas Petri en una cadmara de ambiente controlado
(Sherer-Gillett, Marshall, Mich. modelo CEL 512-37) a 26°C y 12 horas luz. Cinco dias
después de la germinacion, las plantulas se trasplantaron a macetas (2
plantulas/maceta) de plastico de 10 cm de diametro con sustrato Peat Moss (Pro-Mix
Flex), y se mantuvieron en la cAmara de ambiente controlado a 26°C, con riego cada
48 horas durante 30 dias. Después de este periodo de tiempo se hizo la extraccion de
ADN.

3.2 Extraccion de ADN

El ADN se aislé con el Kit de extraccion Wizard® SV Genomic DNA Purification System
de Promega (Catalogo A2360). De cada material y de manera independiente, se
maceraron 20 mg de tejido foliar con nitrégeno liquido en mortero de porcelana. El
macerado se colocé en tubos Eppendorf estériles con 250 pL de amortiguador de lisis y
se mezclod invirtiendo los tubos. El lisado celular se transfirio a una columna con tubo
colector y se centrifug6 a 13,000 g por 3 min. Se descart6 el eluido, se agregaron 650
pL de la solucion de lavado, se centrifugé a 13,000 g por 1 min y se descart6 el eluido.

El lavado se repitid 3 veces.
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La columna se coloco en el tubo de colecta y se centrifugd a 13,000 g por 2 min. Se
removié la columna y se coloco en un tubo Eppendorf estéril con 250 uL de agua libre
de nucleasas y 2 pL de RNasa A. La muestra se incub0 por 2 min a temperatura
ambiente y se centrifugé a 13,000 g por 1 min. La columna se descartd y el ADN se
incubo a temperatura ambiente durante 10 min.

La integridad del ADN se verific6 mediante electroforesis a 85 V durante 1 h en un gel
de agarosa al 1% (p/v) (Invitrogen®) en amortiguador TBE 1X (Tris-Borato- EDTA) y la

calidad se cuantificé en un nanodrop® 2000 Thermo Scientific ™.

3.3 PCR

Las secuencias de los fragmentos de los genes Pita, Pib, Pita2, Pik, Pikm-1 y Pikm-2
(Cuadro 8), los cuales estan reportados en la literatura como genes de resistencia a P.
oryzae (Jia et al., 2002; Hayashi et al., 2004; Hayashi et al., 2006; Cho et al., 2007; Suh
et al., 2009; Costanzo y Jia, 2010; Trang et al., 2012; Imam et al., 2013), se mandaron

a sintetizar a la empresa Integrated DNA Technologies, Inc.

La amplificacion de los genes Pita, Pib, Pita2 y Pik, se realiz6 en un volumen total de 25
ML con 40 ng de ADN, 0.2 mM de dNTPs, 1.5 mM de MgCl,, 1X de buffer de PCR, 10
pmol/uL de cada primer y 1 U de Taq polimerasa (Promega®). Para los segmentos de
Pita y Pib, la PCR se llevo a cabo en condiciones de desnaturalizacion inicial a 95° C
durante 4 min; 35 ciclos de 30 s a 95° C, 30 s a 55° C, 1 min a 72° C con una extension
final a 72° C durante 10 min; y un periodo de enfriamiento rapido a 4° C, esperando una
banda de 440 y 629 pares de bases (pb), respectivamente (Jia et al., 2002; Hayashi et
al., 2004; Cho et al., 2007; Suh et al., 2009).

La amplificacion de los genes Pita2 y Pik se llevé a cabo con una desnaturalizaciéon
inicial a 94° C durante 5 min, seguida de 35 ciclos de 45 s a 94° C, 45 s a 59° C (Pita2)
0 60° C (Pik), 2 min a 72° C y una extension final a 72° C durante 5 min, obteniéndose
una banda de 861 y 112 pb, respectivamente (Hayashi et al., 2006; Imam et al., 2013).
Finalmente, los fragmentos de los genes de Pikm-1 y Pikm-2 se amplificaron en un
volumen total de 50 pL [100 ng de ADN, 0.2 mM de dNTPs, 1.5 mM de MgCl,, 1X de
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buffer de PCR, 10 pmol/uL de cada primer y 1.25 U de Tag polimerasa (Promega®)] a
una temperatura inicial de desnaturalizacion de 95° C durante 5 min; seguida por 30
ciclos de 30 sa 95° C, 30 sa 60° C, 30 s a 72° C; y una extension final a 72° C durante
5 min, seguida de un enfriamiento a 4° C. El tamafio de los fragmentos esperados es
de 223y 291 pb, respectivamente (Costanzo y Jia, 2010; Trang et al., 2012).

Todas las amplificaciones se hicieron en un termociclador Thermo Scientific ™ y se
repitieron a partir del ADN que se extrajo de 5 plantas independientes de cada una de

las variedades.

Los productos de las amplificaciones se separaron mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1% a un voltaje constante de 90 V durante 2 h, y se visualizaron en un

fotodocumentador Gene Wizard, Syngene Bio Imaging.

3.4 Secuenciacion y andlisis

Los productos amplificados se mandaron a purificar y secuenciar en ambas direcciones
a la empresa Macrogen. Las secuencias resultantes se analizaron con el programa
BIOEDIT Sequence Alignment Editor version 7.0.5.3 28 (Hall, 1999) y se compararon
con las secuencias reportadas en la base de datos del banco de genes del NCBI
(National Center for Biotechnology Information, www.ncbi.nih.gov) con el programa
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).
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Cuadro 8. Primers especificos para la identificacion de genes de resistencia a P.

oryzae
Gen Primer Secuencia del Primer (5°-3") Referencia

Pita YL153 CAACAATTTAATCATACACG Jia et al., 2002; Suh et
YL154 ATGACACCCTGCGATGCAA al., 2009.

Pib NSb F ATCAACTCTGCCACAAAATCC Cho et al., 2007; Suh et
NSb R CCCATATCACCACTTGTTCCCC al., 2009.

Pita2 Pita3 F AGTCGTGCGATGCGAGGACAGAAAC Imam et al., 2013.
Pita3 R GCATTCTCCAACCCTTTTGCATGCAT

Pik K39512 F GCCACATCAATGGCTACAACGTT Hayashi et al., 2006.
K39512 R CCAGAATTTACAGGCTCTGG

Pikm-1 DkmlF CTGGAGAGCTTCCGTGTCGAC Costanzo y Jia, 2010.
Dkml R TCTTCACGACGTCAATGGTGGC

Pikm-2 Dkm2F GTTGTTCACTCCGTATCTACTACGTC Costanzo y Jia, 2010.

Dkm2 R TTCCTCCGTGATCTCAGCAACG
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V.

Todas las variedades Mexicanas de arroz presentaron al menos dos genes de
resistencia a P. oryzae. El 66.6% (4/6) de las variedades resistentes (R) mostraron
cuatro genes de resistencia, al igual que la variedad moderadamente resistente (MR) y
una de las variedades moderadamente susceptibles (MS). Las variedades susceptibles

RESULTADOS

(S) son portadoras de al menos tres genes de resistencia (Cuadro 9).

Cuadro 9. Genes de resistencia a Pyricularia oryzae en 11 variedades Mexicanas de

arroz.
Variedad Gen de Resistencia
Pib Pita Pikm-1 Pikm-2 Pik Pita2

INIRT R + - - - + -
INIR R + - - - + +
MA98 R + + - - + +
MA2010 R + + - - + +
ChAO05 R + + - - + +
A R + + - - + +
S MR + - + + + -
CrA80 MS + - - - + -
MA92 MS + + - - + +
CmA80 S + - + + + -
MF + - + - + -

INIRT: INIFLAR RT; INIR: INIFLAR R; MA98: Morelos A-98; MA2010: Morelos A-2010;
ChAO5: Choca A-05; A: Aztecas; S: El Silverio; CrA80: Cardenas A-80; MA92: Morelos
A-92; CmA80: Campeche A-80; MF: Milagro Filipino. +: presente; -: ausente.

De acuerdo con los resultados de PCR, en las variedades resistentes INIRT, INIR,
MA98, MA2010, ChAO5 y A, los primers utilizados amplificaron el fragmento esperado
para los genes Pib (629 pb) y Pik (112 pb) (Figura 1). Las secuencias de los

fragmentos de estos genes fueron 99 y 98% similares, respectivamente, a las
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secuencias con numero de acceso JN564625.1 (O. sativa indica, cultivar Krengosa) y
AB616659.1 (O. sativa japonica, cultivar Kanto 51) reportadas en el GenBank.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
INIRT INIR MA98 MA2010 ChAO5 A S  CrAB0 MA92 CmAB80 MF

,‘_—-——————__-

Figura 1. Productos de PCR amplificados con los primers especificos a partir de ADN
foliar de 11 variedades Mexicanas de arroz. M: Marcador de peso molecular
(Promega® 100 pb). Panel A: Gen Pib (629 pb). Panel B: Gen Pik (112 pb). Carriles 1 -
6: variedades resistentes; carril 7. variedad moderadamente resistente; carriles 8 y 9:
variedades moderadamente susceptibles; carriles 10 y 11: variedades susceptibles;
carril 12: control negativo.

Estas mismas variedades, a excepcion de INIRT e INIR, son portadoras de Pita, y
solamente en la variedad INIRT los primers no amplificaron la banda esperada para el
gen Pita2 (861 pb) (Figura 2).

Las secuencias de los fragmentos Pita y Pita2 se alinearon con las secuencias
GQ918457.2 de O. sativa cultivar Ai-Chiao-Hong y AF207842.1 de O. sativa Japonica,

respectivamente, con el 100% de similaridad.
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
es [INIRT INIR MASS8 MA2010 ChAO5 A S CrA80 MAS2 CmAB0 MF
=
o

500 pb

Figura 2. Productos de PCR amplificados con los primers especificos a partir de ADN
foliar de 11 variedades Mexicanas de arroz. M: Marcador de peso molecular
(Promega® 100 pb). Panel A: Gen Pita (440 pb). Panel B: Gen Pita2 (861 pb). Carriles
1 - 6: variedades resistentes; carril 7: variedad moderadamente resistente; carriles 8 y
9: variedades moderadamente susceptibles; carriles 10 y 11: variedades susceptibles;
carril 12: control negativo.

En la variedad El Silverio (S), reportada como moderadamente resistente a P. oryzae,
los primers correspondientes amplificaron para los genes Pib, Pik (Figura 1), Pikm-1
(223 pb) y Pikm-2 (291 pb) (Figura 3). El dltimo par de genes tienen el 99% de
similaridad con las secuencias de O. sativa indica cultivar Tetep y O. sativa indica
cultivar Dular, reportadas en el GenBank con los nimeros de acceso GU811852.1 y
GU811869.1, respectivamente.

Las variedades moderadamente susceptibles Cardenas A-80 y Morelos A-92 tienen los
genes Pib y Pik, y solamente MA92 posee dos genes adicionales de resistencia, Pita y
Pita2 (Figuras 1y 2).

En Milagro Filipino (MF) y Campeche A-80 (CmAS80), susceptibles al agente causal de
la “quema del arroz”, los primers amplificaron el fragmento esperado para los genes

Pib, Pik (Figura 1) y Pikm-1 (Figura 3); y solamente en CmAS80, al igual que en la
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variedad S, el par de primers correspondiente amplifico el fragmento del gen Pikm-2

(Figura 3).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
INIRT INIR MA98 MA2010 ChAO5 A S CrA80 MA92 CmA80 MF

500 pb

Figura 3. Productos de PCR amplificados con los primers especificos a partir de ADN
foliar de 11 variedades Mexicanas de arroz. M: Marcador de peso molecular
(Promega® 100 pb). Panel A: Gen Pikm-1 (223 pb). Panel B: Gen Pikm-2 (291 pb).
Carriles 1 - 6: variedades resistentes; carril 7: variedad moderadamente resistente;
carriles 8 y 9: variedades moderadamente susceptibles; carriles 10 y 11: variedades
susceptibles; carril 12: control negativo.
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V. DISCUSION

En algunos paises, Pyricularia oryzae, agente causal de la “quema del arroz”, es capaz
de ocasionar pérdidas totales en la produccion de arroz. En todas las regiones
productoras de México se presenta este patdgeno, y aun cuando no se tienen reportes
formales sobre las pérdidas que causa en este cereal, los productores lo catalogan
como un problema fitosanitario importante, al igual que Helminthosporium oryzae, el
cual se asocia con otros patdégenos para causar la enfermedad conocida como “grano
manchado” (Hernandez 2015, comunicacion personal).

El INIFAP liber6 variedades comerciales de arroz que son resistentes vy
moderadamente resistentes a P. oryzae, no obstante, la variedad Milagro Filipino, que
es altamente susceptible al hogo, se sigue sembrando en todas las regiones arroceras
del pais (Hernandez et al., 2015). A la fecha no hay evidencias cientificas que reporten
la resistencia genética de estas variedades, por lo que en la presente investigacion se
evaluaron 11 variedades mexicanas de arroz (subespecie indica) con el proposito de
detectar los genes implicados en tal resistencia.

La resistencia a P. oryzae puede ser completa o parcial (Wang, 1994; Liu et al., 2014).
La resistencia completa se basa en la teoria del gen por gen (Flor, 1971), que
establece que la expresion de los mecanismos de defensa de la plata estd mediada por
la interaccion de dos proteinas, una codificada por un gen de avirulencia en el
patégeno y la otra por el correspondiente gen de resistencia en la planta hospedante, lo
cual resulta en una relacion incompatible (ausencia de enfermedad). Sin embargo, este
hongo presenta alta variabilidad genética, por lo que la durabilidad de la resistencia

puede ser de uno, dos (Wang, 1994) o mas afios (Hernandez, comunicacion personal).

Hasta la fecha, se han identificado y documentado mas de 90 genes de resistencia en
las subespecies japonica (45%) e indica (51%) (McCouch et al., 1994; Ballini et al.,
2008; Huang et al.,, 2011; Xiao et al., 2011; Sharma et al., 2012). Estos genes se
distribuyen a lo largo de los 12 cromosomas del arroz, excepto en el cromosoma 3
(Yang et al., 2008; Liu et al., 2010; Imam et al., 2013) y codifican proteinas con
dominios NBS-LRR (Nucleotide Binding Sites-Leucine Rich Repeats).
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Con base en los resultados de PCR, los genes Pib y Pik, localizados en el cromosoma
2 y 11, respectivamente (Yamasaki y Kiyosawa, 1966; Yokoo et al., 1978; Hayasaka,
1996), fueron los que se presentaron de manera prevalente en todas las variedades
resistentes que se evaluaron, incluyendo la moderadamente resistente (S). El gen Pib
también se detectd en las variedades susceptibles y moderadamente susceptibles.
Estos resultados concuerdan con los reportados por Imam et al (2013), quienes
encontraron frecuentemente al gen Pib en 31 de 32 accesiones de arroz del Este y
Noreste de India. Este gen forma parte de una familia pequefia de genes que confiere
al arroz alta resistencia contra un amplio rango de aislamientos de P. oryzae, por lo que
es muy utilizado en varios programas de mejoramiento genético (Constanzo y Jia,
2010; Nadarajah et al., 2010).

De acuerdo con lo reportado en la literatura, el gen de resistencia Pik tiene los alelos
Pik, Pikm, Pikh, Pikp, Piks y Pil; cuatro de los cuales, incluyendo Pik y Pikm, evaluados
en la presente investigacién, requieren de un par de genes mas a fin de disparar los
mecanismos de defensa contra P. oryzae (Pik: Pik-1 y Pik-2; Pikm: Pikm-1 y Pikm-2).
Se sefiala que la proteina codificada por uno de esos genes de resistencia es la que
reconocerda al producto del gen de Avr correspondiente, mientras que la otra proteina
de resistencia sera la encargada de transferir las sefiales que disparan los mecanismos

de defensa del arroz (Liu et al., 2014).

Adicionalmente, en cuatro de las seis las variedades resistentes (MA98, MA2010,
ChAO5 y A) se detectaron los genes Pita y Pita2. Estos genes se localizan cerca del
centréomero del cromosoma 12 y estan estrechamente relacionados entre si (Wang et
al.,, 2002), aunque se reporta que el gen Pita2 tiene un espectro de resistencia mas
amplio (Rybka et al., 1997; Bryan et al., 2000; Imam et al., 2013), pero no es claro si la
resistencia implica solo uno de ellos o la accién de los dos (Jia et al., 2004; Wang et al.,
2015).La resistencia conferida por estos genes es eficaz y, al igual que el gen Pib, se

utilizan comunmente en los programas de mejoramiento del arroz (Jia et al., 2003).
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La resistencia y moderada resistencia que se reporta en las variedades INIRT, INIR,
MA98, MA2019, ChAO5, A; y S, respectivamente (Hernandez et al., 2015), podria
explicarse porque poseen el gen Pib. Ademas, en estas variedades, a excepcion de
INIRT, INIR y S, el pobre o absoluto desarrollo y reproduccion de P. oryzae también
podria ser limitado porque poseen Pita y Pita2, pero no por Pik porque aunque lo
presentan no es funcional debido a que carecen de los genes Pik-1 y Pik-2. Es posible
también que en la variedad S, Pikm-1 y Pikm-2 estén involucrados en su moderada
resistencia (Liu et al., 2014). Un factor muy importante que debe sefalarse es que por
ahora se desconoce si en esta resistencia realmente participan Pib, Pita y Pita2, ya que
los aislamientos o razas de P. oryzae que se localizan en los cultivos de arroz en

México pueden o no poseer el correspondiente gen de avirulencia.

La moderada y alta susceptibilidad en las variedades MA92 y CrA80, y en CmAS80 y
MF, respectivamente, posiblemente se deba a que el gen Pib dej6 de ser funcional
porque hubo una mutacion en el correspondiente gen de avirulencia, hasta ahora no
detectado (Liu, et al., 2014), lo cual también pudo haber ocurrido para los genes Pita y
Pita2 en la variedad MA92. Sin embargo, es claro que debe determinarse si los
aislamientos o razas del patdégeno que se encuentran en México tienen los respectivos
genes de avirulencia. Si las razas poseen estos genes, entonces debe comprobarse si
todos ellos (resistencia y avirulencia) son dominantes y se expresan. La ausencia de
algunos de los genes o su estado recesivo implicaria el desarrollo de la enfermedad en

la planta, que es lo que se observa en los terrenos cultivados con Milagro Filipino.

La identificacion de nuevos genes de resistencia y avirulencia en las diferentes
regiones productoras de arroz, juega un papel fundamental en los programas de
mejoramiento y en el planteamiento de estrategias para el manejo de P. oryzae (Huang
et al., 2014), por lo que estos programas deben basarse en el estudio y entendimiento

de la diversidad genética del patégeno y de la planta hospedante (Higuera, 2015).
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VI.

CONCLUSIONES

. Es posible que la resistencia a P. oryzae en las variedades INIFLAR RT,

INIFLAR R, Morelos A-98, Morelos A-2010, Choca A-05 y Aztecas esté dada por

el gen Pib, y por Pita y Pita2 en las ultimas cuatro variedades.

La resistencia moderada de EIl Silverio podria explicarse por la presencia de
Pib, Pikm-1 y Pikm-2.

La variedad Morelos A-92 es moderadamente susceptible a P. oryzae
probablemente porque los aislamientos en las regiones productoras de México

no son portadores de los genes de avirulencia Pib, Pita ni Pita2.

La susceptibilidad de las variedades Campeche A-80 y Milagro Filipino podria

deberse a la ausencia o mutacién del gen de avirulencia Pib.

Es posible que la susceptibilidad de Campeche A-80 se deba a que los
aislamientos de P. oryzae en México no poseen los genes de avirulencia

correspondientes para Pikm-1 ni Pikm-2.
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VIl. INVESTIGACION FUTURA

Los resultados que se presentan en esta investigacion deben complementarse con el
aislamiento y caracterizacion de los genes de avirulencia que se presentan en los
aislamientos de Pyricularia oryzae en las regiones productoras de arroz en México.

Las variedades mexicanas de arroz que se evaluaron deben inocularse con
aislamientos del hongo que sean portadores de los genes de avirulencia
correspondientes a los genes de resistencia que aqui se detectaron, y con los
aislamientos de P. oryzae que se obtengan de las regiones arroceras del pais.

Los datos que se generen, no solo nos permitirdn determinar la funcionalidad de los
genes de resistencia y la posible mutacion de los genes de avirulencia, sino también
detectar la existencia de razas del hongo y/o la presencia de otros genes de

resistencia.
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