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Resumen: Magnaporthe oryzae es responsable de la enfermedad mas importante del arroz en
Europa. En este trabajo se recogieron 987 aislados de este hongo en siete paises europeos
productores de arroz, y se investigo su diversidad genética con |1 marcadores microsatélite.
Los genotipos multilocus (MLGs) mas frecuentes son comunes a los paises europeos. Sin
embargo, algunos son especificos de los distintos paises, o incluso de determinadas areas de
cultivo. La diversidad genotipica media en los campos de cultivo revela que, a pesar de que
hay uno o dos genotipos dominantes, frecuentemente coexisten varios genotipos. La hipotesis
del arroz rojo como una fuente de inéculo primario no se puede excluir. La evolucion
genética de M. oryzae se ha investigado en dos de estos paises en los ultimos 25 anos: en
Francia se han observado cambios significativos de la poblacion con el tiempo, al contrario
que en ltalia. Estos datos muestran que hay un importante flujo de genes entre las zonas
arroceras europeas, probablemente a través del transporte de semillas infectadas. También
muestran evidencias de diferenciacion en una escala geografica muy pequena, lo que sugiere
una adaptacion local.

Palabras clave: Magnaporthe oryzae, arroz, diversidad genética, Europa, migracion,
seleccion.

Introduccion

Magnaporthe orvzae es un hongo patogeno que causa la piriculariosis (la fallada, el quemado,
o ¢l afiublo en Latinoamérica) del arroz y de otras especies de la familia Poaceae. La
enfermedad se distribuye por todo el mundo, incluyendo las regiones de cultivo templadas
como Europa o Japon. La seleccion y el cultivo de variedades de arroz resistentes es una de
las estrategias mas cficientes y rentables para controlar esta enfermedad. Pero la mayoria de
las variedades resistentes a la piriculariosis son atacadas por nuevas razas virulentas de dos a
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seis afios después de empezar a cultivarse (Bonman et al, 1992). Parte del fracaso para
mejorar la resistencia de manera duradera es debido a nuestro limitado conocimiento de la
dinamica y evolucion de las poblaciones del hongo.

Se han realizado numerosos estudios sobre las poblaciones de M. oryzae (Levy et al, 1991;
Han et al, 1993; Levy et al, 1993; Xia et al, 1993; Correa-Victoria et al, 1994; Chen et al,
1995; Roumen et al, 1997; Don et al, 1999a; Don et al, 1999b; Correll et al, 2000; Xia et al,
2000; Park et al, 2003; Javan-Nikkah et al, 2004; Park et al, 2008; Laura-Alvarez et al, 2010),
que han permitido caracterizar o confirmar las caracteristicas biologicas de esta especie. Los
estudios de poblaciones han demostrado que este patdgeno se reproduce clonalmente en la
mayoria de las dreas de cultivo de arroz, con excepciones en el putativo centro de origen de
esta especie (Zeigler, 1998; Kumar et al, 1999; Tharreau et al, 2009; Saleh et al, 2012). El
analisis a nivel mundial también sugiere migraciones intercontinentales (Tharreau et al, 2009).
A escala europea, los estudios de poblaciones preliminares revelan que hay pocos linajes
clonales (6-7), la mitad de los cuales son especificos de un pais, y la otra mitad esta presente
en la mayoria de los paises (Jorge 1996; Roumen et al, 1997; Piotti et al, 2005; Lara Alvarez
et al, 2010). Estos resultados confirman la migracion entre zonas arroceras relativamente
distantes (varios cientos de km). Puesto que las esporas de M. oryzae se dispersan solamente
en distancias cortas (Nottéghem, 1977), se sospecha que la migracion a larga distancia es el
resultado del transporte de semillas de arroz infectadas (Tharreau et al, 2009).

Sin embargo, no se consideraron algunas cuestiones, por lo que importantes caracteristicas
bioldgicas contintan siendo escasamente conocidas. La migracion, supervivencia e incluso la
diversidad del patégeno no fueron evaluadas adecuadamente en estudios anteriores, ya que el
tamaiio de muestra y el método de muestreo utilizado en realidad no permiten caracterizar la
estructura de la poblacion europea, ni evaluar la importancia de la migracion. En términos
generales, la estructura de la poblacion y la diversidad a escala de campo no estan bien
documentadas, sobre todo en los campos de cultivo, pues los estudios publicados se basan
sobre todo en la recogida de muestras en parcelas experimentales donde se cultivan diversas
variedades. Las variedades de arroz tienen genes de resistencia diferentes que excluyen
especificamente algunas cepas. Por lo tanto, la estructura de la poblacién observada depende
de las variedades de arroz de las que se recogié el hongo. Ademas, se realizaron muy pocos
muestreos adecuados, con un numero suficiente de cepas recogidas de la misma variedad de
arroz, para medir la diversidad a nivel de campo. Entre estos pocos estudios, uno realizado en
Corea mostré una diversidad genotipica en los campos de arroz sorprendentemente alta, ya
que casi todos los aislados tenian un tnico genotipo multilocus (MLG; Park et al, 2008). Por
el contrario, en dos campos de cultivo ampliamente muestreados en Arkansas (EE.UU.), Xia
et al (2000) demostraron que habia varios MLGs presentes en cada campo, pero que uno o dos
de ellos eran dominantes. La evolucién de la poblacién a través del tiempo también esta
pobremente documentada. La composicion en linajes no cambié en 20 afios, un periodo en el
que siete variedades dominantes ocuparon el 70% de los campos de arroz en Corea (Park et al,
2003). En Arkansas, durante 17 afios, la tendencia evolucioné generalmente de cuatro a dos
linajes clonales (sensu Levy et al, 1991.), siendo uno de ellos dominante (95%; Correll et al,
2009.). Sin embargo, en otros lugares se observaron importantes variaciones interanuales: en
Japon, los linajes originales desaparecieron con los cambios varietales (Don et al, 1999b); y
en el sur de Espafa también se observaron drasticas variaciones interanuales de los linajes
clonales (Lara-Alvarez et al, 2010), que no pudieron ser explicadas.

En las zonas templadas no hay arroz cultivado durante mas de seis meses, de modo que, a
diferencia de algunos agrosistemas tropicales de arroz, la epidemia de piriculariosis se
detiene durante el invierno. Se demostré que las semillas infectadas son una posible fuente de
indculo primario (Long et al, 2001). La hibernacién en la paja de arroz o en el suelo es dificil
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de probar, pero parece poco probable porque M. oryzae no forma estructuras capaces de
sobrevivir al frio y la competencia con microorganismos. M. oryzae, como especie, €S
patégeno de diferentes plantas huéspedes. Pero las cepas patégenas de arroz se han
especializado y no se ha demostrado que las poblaciones procedentes de malas hierbas causen
la enfermedad en arroz en condiciones naturales. Por lo tanto, la hipétesis de la hibernacion en
una especie huésped alternativa y diferente es también poco probable en las zonas templadas.
Sin embargo, el arroz salvaje (también llamado arroz rojo) se encuentra frecuentemente entre
el arroz cultivado en Europa. Debido a que el arroz rojo y el arroz cultivado pertenecen a la
misma especie (Oryza sativa), las cepas de M. oryzae de arroz son patégenas del arroz rojo.
Por lo tanto, esta maleza podria servir como una fuente de inéculo primario en las zonas
templadas.

En este estudio se ha caracterizado la diversidad de una coleccion de mas de 980 cepas
recolectadas en siete paises europeos con marcadores moleculares (microsatélites). Esta
coleccion retine cepas aisladas en los tltimos 20 afios, e incluye muestreos recientes
disefiados para investigar cuestiones especificas. Se han aprovechado estos datos para intentar
responder a las siguientes preguntas:

- (Cual es la estructura de la poblacion del hongo causante de la piriculariosis del arroz en
Europa? ;Son las migraciones entre las zonas de cultivo de arroz tan frecuentes que ésta se
puede considerar una tinica poblacién?

- (Cémo cambiaron estas poblaciones en los tltimos 20 afios?
- (Cual es la diversidad a escala de campos de cultivo?

- ¢Cudl es la principal fuente de in6éculo? Hemos testado, en particular, la hipétesis de que el
arroz rojo pudiera ser la fuente primaria de indculo.

Resultados
Recoleccion de muestras y aislamiento del hongo

Los aislados se obtuvieron de muestras infectadas de arroz (hojas, cuello, raquis y semillas)
durante diferentes afos (de 1986 a 2009) a partir de diversas variedades de arroz cultivadas en
siete paises europeos: Espafia, Francia, Grecia, Hungria, [Italia, Portugal, y Turquia.
Adicionalmente, se realiz6 un muestreo especifico a nivel de campo: se aislaron de 10 a 30
cepas de un mismo campo de cultivo, en Francia, Grecia, Hungria, Espafia y Turquia. En
Francia se tomaron también muestras de plantas de arroz rojo infectadas paralelamente a las
de arroz cultivado, en varios campos. Diversidad genética de M. oryzae y estructura de la
poblacion a escala europea

La diversidad genotipica de 987 cepas de M. oryzae, muestreadas en siete paises europeos
productores de arroz, con 11 marcadores microsatélites independientes, permitié su
asignacién a 125 genotipos multilocus (MLGs). Nueve de ellos se observaron al menos 40
veces, lo que representa el 58% del nimero total de cepas (Fig. 1). El genotipo mas frecuente
(MLG14) se detectd 107 veces (11%). Otros once MLGs se repitieron entre 10 y 19 veces, 45
se repitieron entre 2 y 9 veces, y 60 solo una vez (Fig. 1). Debido a datos faltantes, 21
genotipos no se pudieron atribuir inequivocamente a un MLG definido y fueron clasificados
como no-determinado (nd). Los seis genotipos mas frecuentes (MLG14, 1, 39, 3, 21,y 7)
estaban presentes en la mayoria de los paises europeos productores de arroz, como Francia,
Italia, Grecia, Espafia y Portugal. Al mismo tiempo, algunos genotipos fueron encontrados
especificamente en sélo uno de estos paises, como ocurre con MLG9 y 107, observados 43 y
41 veces en Francia y en Espaiia, respectivamente. En Turquia, los dos genotipos principales
(MLG103 y 115) se observaron 14 y 3 veces, respectivamente. El primero de estos, MLG103,
también corresponde a una cepa de Portugal. Tres genotipos de menor importancia se
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observaron también una vez en ese pais (MLGS8S8, 113, y 114). En Hungria, las cepas de M.
oryzae revelaron dos genotipos especificos y frecuentes: MLG75 y 77, repetidos 14 y 6 veces
respectivamente, asi como otros cuatro MLGs menores, representados por una sola cepa
(MLGT76, 78, 79, y 80). Por lo tanto, a diferencia de otros paises, todos los MLGs que se
encontraron en Hungria fueron especificos de este pais.

A partir de este amplio conjunto de datos que hemos obtenido, emerge una clara evidencia de
que los MLGs mas comunes son compartidos por todos los paises europeos, como sugerian
los resultados preliminares anteriores (Jorge, 1996; Roumen et al, 1997). Sin embargo,
mostramos que hay algunos MLGs especificos de cada pais, lo que sugiere una cierta
diferenciacion entre los paises europeos.

La diversidad genética dentro de los paises

Para investigar la existencia de diferenciacion local, se examiné la distribucion de MLGs a
nivel regional dentro de los paises. En Francia se definieron dos regiones de muestreos
(Camarga Norte y Sur, a 30 km de distancia una de otra). Nuestro analisis reveld que la
distribucion de MLGs es diferente en las dos zonas de muestreo (Test de », P <0,0001).
Algunos genotipos estuvieron significativamente mas representados o fueron, incluso,
especificos, al norte de Camarga (MLG14, 7, 17 y 48) o al sur de Camarga (MLGI, 39, 21 y
9; Fig. 2a). En Espaiia, Grecia e Italia, las muestras también se recogieron en diferentes areas,
separadas entre si por al menos 50 kilometros. En Espafia se realizaron muestreos en tres
regiones diferentes: Andalucia en el sur (delta del Guadalquivir), Catalufia (delta del Ebro) en
el norte, y Valencia (zona de la laguna de la Albufera) en el centro. La figura 2b muestra que
los tres genotipos mas frecuentes se encuentran, bien en las tres zonas (MLG107), o bien en
Valencia y Cataluia (MLG23 y 3). Por otra parte, algunos MLGs fueron especificos de
Andalucia, como MLG66, 44, y 106. En Grecia, las muestras fueron recogidas en dos
regiones del norte: Tesalonica y la zona nordeste de Tesalonica. Todos los genotipos
identificados fueron, o especificos (MLG44), o predominaron en una sola region (MLG7 y 59
o MLG39; Figura 2¢). En Italia, los muestreos se llevaron a cabo en tres areas diferentes: dos
sitios en Lombardia-Piamonte, a una distancia de 70 km, y el tercero en Venecia. El genotipo
mas frecuente (MLG14) se detecto en las tres areas y no se detecté ningin MLG especifico en
ninguna de estas regiones (Fig. 2d).

Para caracterizar con mayor precision la diversidad a escala sub-regional, se compararon las
cepas del hongo recogidas de cuatro campos en Francia en 2006 y 2009. La composicion en
MLG fue significativamente diferente de una parcela a otra (Fig. 3). El nimero total de MLGs
por campo fue de entre cuatro y ocho. En tres de las parcelas (Vigne - Euro, Chartrousse -
Ambra y Juge), un MLG representé mas de 50% del numero total de cepas mientras que en
otros cuatro (Gimeau, Manusclat, Chartrousse - X, Eyselle) fueron dos los MLG dominantes.
Hubo dos pares de MLGs que se encontraron en tres de las parcelas: MLG14 y 17 en 2006, y
MLGI1 y 43 en 2009, pero no solo fueron diferentes entre afios, sino que también sus
frecuencias fueron significativamente diferentes entre campos. El segundo MLG dominante
fue también diferente en estas parcelas. La comparacién de las cepas aisladas en una misma
localidad (Chartrousse) a partir de dos variedades diferentes (Ambra y una variedad distinta,
no identificada) también mostro diferencias significativas en la distribuciéon de MLG. Sobre
Ambra se detectaron cinco MLGs, de los cuales MLGI representaba el 80% de las cepas.
Sobre la otra variedad, cultivada en un campo adyacente, se observaron seis MLGs, dos de
ellos dominantes: también MLGI (significativamente menos frecuente que en Ambra, 40%) y
MLG39 (Fig. 3). Por lo tanto, mostramos una marcada estructuracién geografica, incluso a
una escala pequeiia (20.000 ha de arroz distribuidas en una area de 150.000 ha en total para
Camarga) y un impacto fuerte de la variedad de origen sobre la estructura de la poblacion.
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Se observan MLGs especificos de diferentes areas de cultivo de arroz en estos paises. Este
resultado sugiere que existe diferenciacion local. Tal diferenciacion puede ser el resultado de
diferencias en las fuentes de in6culo (lotes de semillas), en las variedades de arroz con
distintos niveles de resistencia que se cultivan en cada zona, o en las condiciones agro-
ambientales, o de una combinacion de estos factores con un flujo limitado de genes entre
campos.

Diversidad genética a nivel de campo

La diversidad genética fue evaluada a nivel de campo. Para este estudio solo fueron
consideradas las muestras que contenian mas de 10 cepas recolectadas en un mismo campo de
cultivo, de plantas de una sola variedad. Asi, se analizaron siete muestras procedentes de
Francia, cinco de Grecia, cinco de Espafia y una de Turquia. La diversidad genotipica varié de
0,31 hasta 0,82 con un valor promedio de 0,62 (Tabla 2). El nimero de MLGs por campo fue
de entre tres y ocho, con un promedio de 4,9 (para un promedio de 15,9 cepas por muestra;
Tabla 2). En la mayoria de estas 18 poblaciones, uno o dos MLGs representaron mas del 50%
de las cepas (nueve y ocho poblaciones respectivamente). Los MLGs encontrados en un
mismo campo estaban genéticamente mas relacionados que los MLGs encontrados en el
conjunto de Europa, como demuestra la distribucién de las distancias medias entre MLGs.
Esto sugiere que, en un campo, los diferentes genotipos detectados derivan principalmente
unos de otros por mutaciones.

Arroz rojo vs arroz cultivado

Para probar si el arroz rojo es una posible fuente de indculo para la piriculariosis del arroz
cultivado, se compararon las estructuras de poblacién de estos dos huéspedes en Francia. Para
ello utilizamos las muestras recogidas entre 2006 y 2009 sobre ambos huéspedes en un mismo
campo 0 en campos contiguos. Si el arroz rojo es la fuente del in6culo, se espera que las
estructuras de la poblacion sean similares. En conjunto, la distribuciéon en los diferentes
MLGs no fue significativamente diferente (prueba 2, P = 0,95; Fig. 4). Quince MLGs fueron
comunes a ambos huéspedes, aunque otros 24 y 12 MLGs se identificaron sélo en el arroz
cultivado y en el arroz salvaje, respectivamente. Pero la mayoria de estos MLGs especificos
representaron menos de 2,6% del numero total de cepas, y, probablemente, no fueron
detectados sobre el otro huésped por su limitada presencia. Estos datos sugieren que las
poblaciones de ambos huéspedes son similares y que el arroz rojo puede representar una
fuente de indculo primario. Sin embargo, las frecuencias de cinco MLGs fueron
significativamente diferentes entre los dos huéspedes (prueba %, P <0,01): MLG7, 21 y 27
estuvieron significativamente mas representados en el arroz rojo, mientras que en el arroz
cultivado, los genotipos MLG39 y 43 fueron dominante y tnico, respectivamente (Fig. 4).
Esto puede sugerir cierta especificidad. Para probar esta hipétesis, y porque la estructura
genética general puede no reflejar la estructura local, se compararon las frecuencias para las
cepas aisladas en un mismo lugar, en cuatro campos. En tres de estos campos (1, 3, 4; Fig. 5),
uno o dos MLGs estuvieron significativamente mas representados en un huésped que en otro,
incluyendo los MLG7, 39 y 43 mencionados arriba. Sin embargo, en cada campo, la
distribucion general de MLGs no fue significativamente diferente entre las muestras recogidas
de arroz rojo y de arroz cultivado. En tres campos (1, 2, 4; Fig 5) el MLG dominante fue el
mismo en ambos huéspedes. Basandose en estos resultados, parece que el arroz rojo y el arroz
cultivado hospeden las mismas cepas. Por lo tanto, la hipotesis del arroz rojo como fuente de
inoculo primario para el arroz cultivado no se puede excluir.

Evolucion del polimorfismo de M. oryzae durante los ultimos 25 arios

En Francia y en Italia se han recogido muestras de piriculariosis regularmente desde 1986. Por
lo tanto, decidimos estudiar la evolucion de los MLGs a través de esos 25 afios en estos dos
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paises. Aunque el tamaiio de las muestras esta bastante desequilibrado, tratamos de estudiar la
evolucion de la poblacién a través del tiempo mediante la comparacion de la frecuencia de los
MLGs en Francia durante los periodos 1986-1994 (19 cepas), 1996-2000 (13 cepas) y 2001-
2009 (444 cepas). La mayoria de los MLGs dominantes antes de 1994 todavia estaban
presentes en 2001-2009 (MLGI1, 7 y 9; Fig. 6a), pero sus frecuencias cambiaron
significativamente. Se detectaron MLGs especificos de cada periodo: los MLGs
contemporanecos MLG14 (el mas frecuentemente observado en Europa), 39 y 21 no se
detectaron en los periodos anteriores; por el contrario, otros han desaparecido hace tiempo o
recientemente (MLG4, 5, 10, 12, 13, 94, 122 y 123), o estan desapareciendo (MLG2, 6, 8, y
11). En general, el cambio de composicion de la poblacion parece gradual; algunos genotipos
desaparecen y algunos otros aparecen progresivamente, una evolucion que se puede observar
en un plazo de 8-10 afos. En contraste, la poblacion italiana parece mucho mas estable (Fig.
6b), a pesar de que aparecen en bajas frecuencias nuevos MLGs (solamente en 2001-2009).

Discusion

Nuestro andlisis de la diversidad genética de 987 cepas europeas del hongo responsable de la
piriculariosis del arroz ha demostrado que los MLGs mas frecuentes se observaron en la
mayoria de los paises europeos examinados. Estos datos estan de acuerdo con resultados
anteriores (Jorge, 1996; Roumen et al, 1997) que apoyan una extensa distribucion de algunos
linajes. Como la dispersion a larga distancia por esporas es poco probable, esta distribucion
relativamente amplia de MLGs entre muchos paises distantes podria explicarse por el
intercambio de semillas infectadas entre esos paises. De hecho, en Europa no se requiere
control fitosanitario de la presencia del hongo de la piriculariosis en las semillas comerciales.
En los ultimos 20 afios, la mayoria de las nuevas variedades cultivadas en Francia se habian
cultivado también en Italia antes y, a causa de la importante capacidad de produccion de
semillas, la mayoria de la semilla utilizada en Francia provenia de Italia. Por lo tanto, el flujo
de semillas de arroz ocurre principalmente de Italia a Francia. Al comparar el afio de la
primera deteccion en la muestra de los MLGs presentes en Italia y en Francia en los tltimos
20 afios, 14 MLGs fueron detectados antes en Italia frente a 3 en Francia (datos no
presentados). La transferencia intercontinental de material vegetal por los seres humanos, que
resulta en un flujo de genes importante, ya se ha observado afectando a diferentes patogenos
(Zhou et al, 2007; Fry, 2008; Robin et al, 2009) y se sospechaba también para M. oryzae
(Tharreau et al, 2009). La importancia de las semillas infectadas como indculo primario se
demostré ya para M. oryzae (Long et al, 2001, Faivre-Rampant et al, 2012).

Se compararon las estructuras de poblacion del arroz rojo y del cultivado en Francia para
probar si el primero puede ser una posible fuente de inéculo para el segundo. La hipétesis de
que el arroz rojo es una fuente primaria de inéculo en Europa no puede ser excluida. Pero, en
algunos casos, algunos MLGs son especificos de uno u otro huésped. Por lo tanto, nuestro
estudio reveld que, en algunos casos, las dos poblaciones pueden ser diferenciadas. Ademis,
las observaciones de campo muestran claramente que el arroz rojo no es la tnica fuente de
indculo primario, porque campos de arroz sin presencia de arroz rojo durante varios afos,
pueden verse severamente atacados. En tales casos, las semillas infectadas son probablemente
la fuente primaria de indculo, como se demostr6 anteriormente (Long et al, 2001).

Este trabajo también confirmo, con una muestra mucho mas amplia de cepas, la existencia de
algunos MLGs especificos a nivel nacional, lo que sugiere una diferenciacion entre los paises
europeos. Este fue el caso de Francia, Espafia, Turquia y Hungria. Todos los MLGs hangaros
son especificos. En este caso particular, el limitado intercambio de semillas de arroz entre
Hungria y los otros paises europeos productores de arroz es suficiente para explicar esta
diferenciacion. Este factor también puede ser importante para Turquia.
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paises. Aunque el tamafio de las muestras esta bastante desequilibrado, tratamos de estudiar la
evolucion de la poblacion a través del tiempo mediante la comparacion de la frecuencia de los
MLGs en Francia durante los periodos 1986-1994 (19 cepas), 1996-2000 (13 cepas) y 2001-
2009 (444 cepas). La mayoria de los MLGs dominantes antes de 1994 todavia estaban
presentes en 2001-2009 (MLGI1, 7 y 9; Fig. 6a), pero sus frecuencias cambiaron
significativamente. Se detectaron MLGs especificos de cada periodo: los MLGs
contemporancos MLGI14 (el mas frecuentemente observado en Europa), 39 y 21 no se
detectaron en los periodos anteriores; por el contrario, otros han desaparecido hace tiempo o
recientemente (MLG4, S, 10, 12, 13, 94, 122 y 123), o estan desapareciendo (MLG2, 6, 8, y
11). En general, el cambio de composicion de la poblacion parece gradual; algunos genotipos
desaparecen y algunos otros aparecen progresivamente, una evolucion que se puede observar
en un plazo de 8-10 aios. En contraste, la poblacion italiana parece mucho mas estable (Fig.
6b), a pesar de que aparecen en bajas frecuencias nuevos MLGs (solamente en 2001-2009).

Discusion

Nuestro analisis de la diversidad genética de 987 cepas europeas del hongo responsable de la
piriculariosis del arroz ha demostrado que los MLGs mas frecuentes se observaron en la
mayoria de los paises europeos examinados. Estos datos estan de acuerdo con resultados
anteriores (Jorge, 1996; Roumen et al, 1997) que apoyan una extensa distribucion de algunos
linajes. Como la dispersion a larga distancia por esporas es poco probable, esta distribucion
relativamente amplia de MLGs entre muchos paises distantes podria explicarse por el
intercambio de semillas infectadas entre esos paises. De hecho, en Europa no se requiere
control fitosanitario de la presencia del hongo de la piriculariosis en las semillas comerciales.
En los Gltimos 20 afios, la mayoria de las nuevas variedades cultivadas en Francia se habian
cultivado también en Italia antes y, a causa de la importante capacidad de produccién de
semillas, la mayoria de la semilla utilizada en Francia provenia de Italia. Por lo tanto, el flujo
de semillas de arroz ocurre principalmente de Italia a Francia. Al comparar el afio de la
primera deteccién en la muestra de los MLGs presentes en Italia y en Francia en los Gltimos
20 anos, 14 MLGs fueron detectados antes en Italia frente a 3 en Francia (datos no
presentados). La transferencia intercontinental de material vegetal por los seres humanos, que
resulta en un flujo de genes importante, ya se ha observado afectando a diferentes patdégenos
(Zhou et al, 2007; Fry, 2008; Robin et al, 2009) y se sospechaba también para M. oryzae
(Tharreau et al, 2009). La importancia de las semillas infectadas como indculo primario se
demostr6 ya para M. oryzae (Long et al, 2001, Faivre-Rampant et al, 2012).

Se compararon las estructuras de poblacion del arroz rojo y del cultivado en Francia para
probar si el primero puede ser una posible fuente de indculo para el segundo. La hipétesis de
que el arroz rojo es una fuente primaria de in6culo en Europa no puede ser excluida. Pero, en
algunos casos, algunos MLGs son especificos de uno u otro huésped. Por lo tanto, nuestro
estudio reveld que, en algunos casos, las dos poblaciones pueden ser diferenciadas. Ademas,
las observaciones de campo muestran claramente que el arroz rojo no es la unica fuente de
in6culo primario, porque campos de arroz sin presencia de arroz rojo durante varios anos,
pueden verse severamente atacados. En tales casos, las semillas infectadas son probablemente
la fuente primaria de in6culo, como se demostré anteriormente (Long et al, 2001).

Este trabajo también confirmd, con una muestra mucho mas amplia de cepas, la existencia de
algunos MLGs especificos a nivel nacional, lo que sugiere una diferenciacion entre los paises
europeos. Este fue el caso de Francia, Espana, Turquia y Hungria. Todos los MLGs hingaros
son especificos. En este caso particular, el limitado intercambio de semillas de arroz entre
Hungria y los otros paises europeos productores de arroz es suficiente para explicar esta
diferenciacion. Este factor también puede ser importante para Turquia.
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Nuestro andlisis muestra que, a nivel de campo, hay una diversidad genética y que varios
genotipos coexisten. Ademas, mostramos una marcada estructuracion geografica a una escala
pequeia y un impacto fuerte de la variedad de origen sobre la estructura de la poblacion. Estas
informaciones son importantes para el manejo de la piriculariosis.
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Tabla 1 Descripcion de los primers y rango de tamaifios alélicos de los 11 marcadores
microsatélites usados para estudiar la diversidad genética de Magnaporthe oryzae en Europa

Multiplex Allele size

Markername  Repeat motif Primers pool range (bp)

Pymms37-38 CA/GTe+CT/GA 12 F: (NED)-ACCCTACCCCCACTCATTTC -4 188-278
R: AGGATCAGCCAATGCCAAGT

Pyrms47-48 TA1s F: (FAM)-TCACATTTGCTTGCTGGAGT | 156-195
R: AGACAGGGTTGACGGCTAAA

Pyrms63-64 CT/GA1s F: (NED)- TTGGGATCTTCGGTAAGACG 3 149-177
R: GCCGACAAGACACTGAATGA

Pymns77B-78  CA/GT2a+ F: (PET)-AGGCTCTCTGCCTACGAAGT 2 220
R: GCTTTCGGCAAGCCTAATC

Pymns83-84B  TCA/AGT3 F: (PET)-GTCTGCCTCGACTCCTTCAC 3 112
R: GCAAAGITGTTTGAGCAAGG

Pyrms233-234 CAG/GTCio F: (FAM)-TGAGATGGACCGCATGATTA 4 239-283
R: TTGATGGCAGAGACATGAGC

Pyrms319-320 CAA/GITs F: (NED)-TAAGACCACTGGCGGAATCT 4 283-292
R:GGCTTTGTCTGGTTGTACGG

Pyrms409-410 TA/AT23 F: (FAM)-TCCCAGTACTTGCCCATCTC 2 311
R: CTCCGATTCATGGCACACAC

Pyrms427-428 AT/TA1e F: (VIC)-CTGTCACCACAACCAAGACG 1 196-242
R: TTGCCCTGATTTGTCAGTCA

Pyrms607-608 GCA/CGT13 F: (VIC)-CCCAAGCTCCATAATACGCTAC 3 271-302
R: TCCGAGACTCTTTGGATAGCAC

Pyms657-658 CA/GT 12 F: (VIC)-ATCAGTCGAACCCACAAAGC 2 161-171

R: ATGTGTGGA CGAACCAGTCC
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Tabla 2 Diversidad genética de Magnaporthe oryzae en 18 campos de Europa (FR: Francia,
GR: Grecia, SP: Espaiia, TR: Turquia).

FR1 FR2 FR3 FR4 FRS FR6 FR7 GR1 GR2 GR3 GR6 GR7 SPl! SP2 SP3 SP4 SP5 TRI Average

Sample size 10 11 13 15 23 23 37 10 10 10 10 10 12 13 13 18 29 19 159
No of MLG 7 7 3 3 5 6 8 6 7 4 Rl 3 7 3 6 3 3 4 49
Genotypic diversity 0.82 0.81 0.46 0.34 0.31 0.71 0.77 0.80 0.82 0.70 0.58 0.58 0.81 0.38 0.78 0.54 0.47 0.43 0.62

Frequency of most frequent MLG  0.30 0.27 0.69 0.80 0.83 0.39 0.32 0.30 0.30 0.40 0.60 0.50 0.33 0.77 0.31 0.61 0.66 0.74 0.51

Figura 1: Distribucion de genotipos multilocus (MLGs) representativos de la diversidad
genética de Magnaporthe oryzae en siete paises europeos: Francia, Grecia, Hungria, Italia,
Portugal, Espafia y Turquia.
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Figura 2: Distribucion de genotipos multilocus (MLGs) representativos de la diversidad
genética de Magnaporthe oryzae dentro de Francia, Espafia, Grecia e Italia. (A) Area arrocera
francesa: Camarga (norte y sur); (B) Areas arroceras espaiiolas: Delta del Ebro (norte),
Valencia (centro) y Andalucia (sur); (C) Areas arroceras griegas cerca de Tesalonica (GR1) y
al nordeste de Tesalonica (GR2); (D) Areas arroces italianas: Piamonte-Lombardia (IT1, I1T2)
y Veneto (IT3).
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Figura 3: Diversidad genotipica en seis campos de cultivo en Francia. Cada campo es
designado por el nombre del lugar y el nombre de la variedad entre corchetes (X o Y =
nombre varietal indeterminado).
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Figura 4: Diversidad genotipica observada en Francia en arroz cultivado y en arroz salvaje
del mismo campo de cultivo o de campos adyacentes.
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Figura 5: Diversidad genotipica observada en cuatro campos de cultivo de Francia en arroz
cultivado y salvaje. *frecuencia significativamente diferente entre arroz salvaje y cultivado

(test ¢*.<0.05).
w0 o I 120 - o o
. } Field 1 8 Weidy - Field 2 " Weedy
m Cultivated & Cultivated
£
E as .
-
- 38 .
0 4 BB

a - m ~ < m
-

-
~ - - -

¢ 8

° -~ -
c - ~
-

Multilocus genotypes (MLG) Multilocus genotypes (MLG)
100 4 150 4
s i Field 4
| Field 3 — - uWeedy
m Cultivated P » Cultivated
z ® 100 4
£ 60 4
g g 75 4
g  *
-
L ] { 25 4 ?
0 .o N
& ki e N a e = ¢ 2 3 g "
Multilocus genotypes (MLG) Multilocus genotypes (MLG)

Figura 6: Evolucion del polimorfismo de Magnaporthe oryzae en Francia (A) e Italia (B) en
los ultimos 25 afios.
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