VARIABILIDAD GENETICA DE LA ROYA

DEL EUCALIPTO

INTRODUCCION

El sector forestal uruguayo ha tenido en
los ultimos 20 afios un crecimiento
exponencial, que lo ha ubicado entre los tres
sectores agroindustriales exportadores mas
importantes del pais, junto con la ganaderia
y la agricultura (Pou, 2011). Este incremen-
to en el area forestada ha propiciado la apa-
riciobn de nuevos patégenosy plagas, tenden-
cia que ha sido observada también a nivel
mundial, en paises con plantaciones comer-
ciales con especies exéticas como
Eucalyptus y Pinus. En esos paises, el nd-
mero de plagas y enfermedades no registra-
das previamente constituyeron una importante
y creciente amenaza para el sector
(Wingfield, 2003). Muchos de los patégenos
presentes en especies forestales exdticas
han sido presumiblemente introducidos de
forma accidental, pero también existen ca-
S0s en que patdégenos de especies nativas
han «saltado» hacia los nuevos hospederos.
Un claro ejemplo de este tipo de salto de
hospedero es el de Puccinia psidii Winter, el
agente causal de la enfermedad conocida
como «roya del eucalipto». En Uruguay fue
encontrada por primera vez sobre Psidium
guajava L. en 1981 (Koch de Brotos et al.,
1981). Posteriormente, en el afio 2003 se la
registré sobre Eucalyptus globulus Labill.
causando dafios severos en una plantacién
de un afio (Telechea et al., 2003). A partir de
ese momento se la ha observado a campo
sobre diferentes huéspedes y con diversos
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grados de incidencia y severidad (Balmelli et
al., 2004, 2009; Pérez et al., 2010). Se la
considera originaria de América del Sur y
América Central y es capaz de infectar un
amplio rango de hospederos dentro de la fa-
milia Myrtaceae, estando presente en 24
especies de Eucalyptus todas ellas de im-
portancia comercial para la forestacion
(Simpson et al., 2006). En Uruguay, se han
reportado infecciones de P. psidii en:
Myrrhinium atropurpureum var. octandrum
Bent. (palo de fierro), Myrcianthes pungens
(O.Berg) D.Legrand (guaviyu), Psidium
guajava (guayabo brasilero), Eucalyptus
globulus y Eucalyptus grandis Hill ex Maiden
(Pérez et al., 2010; Koch de Brotos et al.,
1981; Telechea et al., 2003).

En Eucalyptus, P. psidii infecta tejidos
jovenes y afecta desde plantas de vivero has-
ta plantas de dos afios en el campo, asi como
rebrotes de tocones. En materiales altamen-
te susceptibles la enfermedad causa defor-
maciones, hipertrofia y necrosis de las por-
ciones afectadas pudiendo, en caso de ata-
ques severos, matar los apices con la consi-
guiente pérdida de dominancia apical y el
desarrollo de un habito arbustivo (Figura 1).
Las lesiones sobre los érganos afectados (la-
minas y peciolos de hojas juveniles y yemas
y brotes jovenes) comienzan como muy pe-
guefas puntuaciones que, transcurridos un
par de dias se transforman en pustulas con-
teniendo uredosporas de color amarillo inten-
so. A partir de ese momento las pustulas
aumentan de tamafio y se producen infec-
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Figural. Infecciones de Puccinia psidii sobre (a) Eucalyptus globulus, (b y ¢) Eucalyptus grandis;
(d) tallo de E. grandis afectado por P. psidii ; (e) follaje de E. grandis de 14 meses
afectado por P. psidii; (f y g) habito arbustivo e impacto sobre el crecimiento en arboles
de E. grandis de 6 meses de edad, afectados por P. psidii .
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ciones secundarias dentro de una misma
planta, principalmente debido al rocioo ala
lluvia.

Desde el punto de vista productivo la en-
fermedad puede tener efectos directos debi-
dos a la reduccion del crecimiento o a la
muerte de la planta (en casos de mayor se-
veridad) y efectos indirectos debidos al estrés
provocado en la planta, que la hace mas sus-
ceptible a factores abioticos y bidticos
(Balmelli et al., 2004). Debido a su gran ca-
pacidad de dispersion y a su amplio rango
de hospederos esta enfermedad es conside-
rada de gran importancia ya que bajo condi-
ciones favorables y en materiales suscepti-
bles su severidad e incidencia pueden ser
muy altas y ocasionar importantes pérdidas
econdmicas. En Brasil esta enfermedad cons-
tituye un problema de gravedad y una limitante
en el cultivo de Eucalyptus en algunas regio-
nes en las que la temperatura y precipitacio-
nes son adecuadas para el desarrollo de la
misma. La pérdida de volumen de madera de-
bida a P. psidii se estima entre un 20% y un
40% (Takahashi, 2002; Masson, 2009).

A nivel nacional, hacia fines de 2001 y
principios de 2002 se registraron ataques
severos de P. psidii sobre plantas de E.
globulus de un afio de edad (Telechea et al.,
2003). Balmelli et al. (2004; 2009) también
reportaron infeccion de plantas de E. globulus
de 6 a 12 meses de edad. Afines de 2009 y
principios de 2010 el ataque de P. psidii so-
bre clones de E. grandis en la zona centro
del pais llevo a un importante retraso en el
crecimiento en plantas de un afio. Las dos
epidemias de roya que causaron gran pre-
ocupacion en nuestro pais (2001-2002 y
2009-2010), coincidieron con veranos y oto-
fios lluviosos. Recientemente (fines de no-
viembre 2012) se observé una importante in-
feccion de roya sobre plantaciones de E.
grandis de un afio en el departamento de
Cerro Largo, también asociada a las abun-
dantes lluvias de octubre.

El mejoramiento genético a través de la
seleccion y cruzamiento de genotipos resis-
tentes es considerado como la estrategia
mas apropiada en el manejo de enfermeda-
des forestales. Dicha seleccion se realiza
principalmente a través de ensayos de cam-
po o mediante la inoculacion artificial del

patégeno en condiciones controladas. En el
caso de laroya, es posible realizar la inocu-
lacién artificial, asegurando de esta forma la
presencia del patégeno y las condiciones
controladas que favorezcan el desarrollo de
la enfermedad. A su vez, es posible realizar
una seleccién temprana sobre plantines j6-
venes para evaluar la expresién de resisten-
cia/susceptibilidad de diferentes materiales.
Un aspecto importante a tener en cuenta es
que la resistencia seleccionada de esta for-
ma debe contemplar la variabilidad de la po-
blacion del patégeno presente en la natura-
leza. El quiebre en una resistencia seleccio-
nada sin haber tenido en cuenta este aspec-
to, puede tener consecuencias devastadoras
en el cultivo de Eucalyptus, donde la sustitu-
cién por un genotipo mas resistente es difi-
cultosa y onerosa (Simpson y Podger, 2000).
Existen numerosos trabajos en otros paises
donde a través de inoculaciones artificiales
con P. psidii se puso en evidencia la exis-
tencia de variabilidad en la virulencia sobre
diferentes hospederos (MacLachlan 1938,
Rayachhetry et al., 2001; Ferreira, 1983;
Coelho et al., 2001; Xavier, 2002; Aparecido
et al., 2003). Al igual que para otros
patégenos, es esperable que la poblacion de
P. psidii posea variabilidad genética. En Uru-
guay, Pérez et al. (2010) encontraron cierto
grado de variabilidad entre cepas aisladas de
Eucalyptus y algunas mirtaceas nativas, a
través de inoculaciones artificiales y del ana-
lisis genético de la regiéon ITS de los aisla-
mientos. Si bien se trata de resultados preli-
minares, éstos estarian indicando la existen-
cia de variabilidad en la poblacién de P. psidii
presente en nuestro pais. Por lo tanto, la
correcta caracterizacién de la poblacion de
P. psidii en Uruguay resulta imprescindible
para el manejo de la enfermedad a través de
la identificacion y uso de genotipos de
Eucalyptus resistentes a la misma. Actual-
mente, se encuentra en ejecucion la tesis
de maestria PEDECIBA «Estudio de la varia-
bilidad de Puccinia psidii en Eucalyptus
globulus y Eucalyptus grandis en Uruguay»
enmarcada a su vez en el proyecto INIA FO06
«Biologia y epidemiologia de las plagas y
enfermedades prioritarias para el sector fo-
restal». Su principal objetivo es analizar la
variabilidad de P. psidii en E. globulus y E.
grandis con el propésito de manejar la inci-
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dencia de la enfermedad en el Uruguay. En
el presente trabajo se analiza la variabilidad
genética de P. psidii, mediante diversas téc-
nicas moleculares.

MATERIALES Y METODOS

Colectay extracciéon de ADN

Se realizé una colecta de hojas de E.
globulus y E. grandis infectadas por P. psidii
en plantaciones jovenes ubicadas en diferen-
tes departamentos (Lavalleja, Rocha, Flori-
da y Tacuarembd). Las pustulas presentes
en las hojas fueron recortadas y transferidas
a tubos Eppendorff de 2 ml en presencia de
tres esferas de borosilicato de 3 mm de dia-
metro y 25 mg de tierra de diatomeas. La
ruptura de las mismas se realizé por agita-
cion en Tyssue Lyser Il, a maxima potencia
durante 3 min. Posteriormente se aplico un
protocolo de purificacion estandar basado en
el buffer CTAB (Graga, 2011).

Analisis del ADNr (ITS, IGS1)

Para la identificacion de especie y anali-
sis de la variabilidad genética intraespecifica
se analizaron dos secuencias del gen que
codifica para el ARNr. La region ITS (Internal
Transcribed Spacer) fue amplificada con las
combinaciones de cebadores ITS1F -
ITSRustl y PR1 - PR2 de acuerdo con lo
propuesto por Kroop et al. (1995) y Langrell
et al. (2008). Adicionalmente se analizé la

region IGS1 (Intergenic Spacer) del ADN
ribosomal. Para caracterizar esta region se
utilizaron los cebadores LR12 y 5SRNASC
(James et al., 2001). La ubicacion de cada
uno de los cebadores descritos se muestra
en la representacion esquematica de la Fi-
gura 2. Los productos de PCR (Polymerase
chain reaction) fueron corridos en geles de
agarosa 1% y posteriormente secuenciados.
La confirmacion de la especie se realiz6
mediante el software Blast empleando el al-
goritmo BlastN. Posteriormente, se realizé
el alineamiento de las secuencias usando el
software ClustalW y finalmente se constru-
yeron arboles de distancias Neighbour-
Joining mediante el software MEGA (Tamura
etal., 2011). En el Cuadro 1 se resumen las
secuencias utilizadas para los analisis de la
variabilidad de las regiones ITS e IGS1.

Analisis de SSRs (Simple
Sequence Repeats,
microsatélites)

Para la SSR-PCR se utilizaron los
cebadores reportados PpSSR012,
PpSSR022, PpSSR087, PpSSR102,
PpSSR136, PpSSR161, PpSSR195,
PpSSR208 para la amplificacién de
microsatélites de esta especie (Zhong et al.,
2008). Todos los productos de PCR fueron
enviados a un servicio externo de
genotipificacion mediante secuenciador au-
tomatico (Macrogen Inc.).
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Figura 2. Representacion esquematica de los genes del ADN ribosomal y del posicionamiento de
los cebadores empleados en este trabajo.
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Cuadro 1. Lista de cepas utilizadas en el analisis. Cepas obtenidas en este trabajo (UYTB) y en
otros trabajos nacionales e internacionales (NCBI GenBank)

ID # Roya Hospedero Referencia
AB232547 Puccinia hemerocallidi Hemerocallis spp. Chatasiri et al., 2006
EF210141.1  Puccinia psidii Psidium guajava Langrell et al., 2008
EF490601 Puccinia cygnorum Kunzea ericifolia Langrell et al., 2008
EF599767.1  Puccinia psidii Metrosideros polymorpha  Zhong, 2008
EF599768.1  Puccinia psidii Metrosideros polymorpha  Zhong, 2008
EU436721.1 Phakospora pachyrhizi Glycine max Barnes et al., 2009
Puccinia Puccinia graminis f. sp. Triticum spp. Puccinia graminis

graminisf. sp.
tritici

tritici

sequencing project

uYy1371 Puccinia psidii Eucalyptus grandis Pérez et al., 2010
uYy1372 Puccinia psidii Eucalyptus grandis Pérez et al., 2010
uY1374 Puccinia psidii Eucalyptus globulus Pérez et al., 2010
uUY1375 Puccinia psidii Eucalyptus globulus Pérez et al., 2010
uY1731 Puccinia psidii Eucalyptus grandis Pérez et al., 2010
uY1732 Puccinia psidii Syzygium jambos Pérez et al., 2010
uy217 Puccinia psidii Eucalyptus grandis Pérez et al., 2010
uY220 Puccinia psidii Myrrhinium atropurpureum Pérez et al., 2010
var. octandrum
uYy221 Puccinia psidii Myrcianthes pungens Pérez et al., 2010
uYg894 Puccinia psidii Eucalyptus globulus Pérez et al., 2010
uUY895 Puccinia psidii Eucalyptus globulus Pérez et al., 2010
UYTB 20 Puccinia psidii Eucalyptus grandis Este estudio
UYTB 26 Puccinia psidii Eucalyptus globulus Este estudio
UYTB 29 Puccinia psidii Eucalyptus globulus Este estudio
uYTB 31 Puccinia psidii Eucalyptus globulus Este estudio
UYTB 33 Puccinia psidii Eucalyptus globulus Este estudio
UYTB 36 Puccinia psidii Eucalyptus globulus Este estudio
UYTB 39 Puccinia psidii Psidium guajava Este estudio
uYyTB 41 Puccinia psidii Eucalyptus globulus Este estudio
UYTB 42 Puccinia psidii Eucalyptus globulus Este estudio
UYTB 45 Puccinia psidii Eucalyptus globulus Este estudio
UYTB 49 Puccinia psidii Eucalyptus globulus Este estudio
UYTB 52 Puccinia psidii Eucalyptus globulus Este estudio
uyTB 71 Puccinia psidii Eucalyptus globulus Este estudio
UYTB 75 Puccinia psidii Psidium guajava Este estudio
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RESULTADOS

Analisis del ADNr

Los analisis de Blast de las secuencias
generadas de la region ITS permitieron en
todos los casos confirmar la identificacion
de la especie como P. psidii, con e-value =
0, una cobertura de secuencia (querycover)
de 100% y un reconocimiento de identidad
de 100% para cada una de la muestras ana-
lizadas. Estos resultados indican que no
existe variabilidad genética para este locus,
como puede observarse ademas en el arbol

de distancias Neighbour-Joining construido
a partir de estas secuencias (Figura 3). Si
bien se confirma el valor taxonémico de la
secuencia ITS como herramienta de diagnés-
tico a nivel especie para P. psidii, resulta
evidente su limitado potencial para estudios
de variabilidad genética dentro de la especie.

El analisis de la regién IGS1 exhibié poli-
momorfismo a distintos niveles. En electro-
foresis de agarosa se detecté polimorfismo
de peso molecular (Figura 4). Adicionalmen-
te se observd que muchas muestras tienen
un patrén de amplificacién di-alélico de tipo
codominante, similar al esperado para geno-
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UY1374
UYTE 42
uy137
UYTB 75
uy1375
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99 | UY895
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Phakopsora pachyrhizi EU436721.1
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Figura3. Arbol de distancias Neighbour-Joining en base a la regién ITS de Puccinia
psidii sobre Eucalyptus spp. y Psidium guajava y secuencias de otras
royas. Los nodos muestran valores de Bootstrap analizado en base a

1000 réplicas.
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Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa de la amplificacion realizada con los cebadores LR12
— 5RNASC. Se observa variabilidad genética en el tamafio del amplicon asi como
también un patrén de amplificacién de tipo codominante.

tipos diploides o dicariéticos (James et al.,
2001). Los resultados de BlastN de las se-
cuencias correspondientes a estas bandas
evidenciaron su variabilidad genética a nivel
nucleotidico. Sin embargo, no fue posible
confirmar la homologia con P. psidii ya que
las secuencias IGS1 generadas en este re-
porte son las primeras reportadas para esta
especie. A su vez, presentaron homologias
con regiones IGS1 de otras especies fungi-
cas con e-values diferentes de cero y cober-
turas de secuencia inferiores al 64%. Como
era de esperar de la comparacién con otras
especies flngicas, el porcentaje de identi-
dad en ningun caso llegé al 100%. El poten-
cial de laregion IGS1 para estudios de varia-
bilidad genética intraespecifica en P. psidii
se puede observar en el arbol de distancias
de la Figura 5, en la que las secuencias de

P. psidii quedaron separadas en dos gran-
des grupos: uno formado por secuencias de
roya provenientes de E. globulus y otro por
secuencias provenientes de una mirtacea
nativa.

Andlisis de SSRs

Los resultados obtenidos para los SSRs
mostraron estar dentro de los rangos
alélicos descritos por Zhong et al. (2008).
De las ocho muestras analizadas sélo una
mostro diferencias genotipicas con respec-
to a las demas, comportandose como
monomarfica para el locus PpSSR102
mostrando un alelo de 287pb. Para el res-
to de los loci analizados no se detecto nin-
gun tipo de variacion (Cuadro 2).

89

UYTB 45

61

—— UYTB 36
1 | UYTB 29
331UYTB 49
UYTB 75 ‘ P. guajava
981UYTB 39

E. globulus

uyTB 52

e
02

Puccinia graminis f. sp. tritici 1GS

Figura 5. Arbol de distancias Neighbour-Joining basado en las secuencias IGS1 de Puccinia
psidii sobre Eucalyptus globulus y Psidium guajava y de Puccinia graminis f. sp. tritici
como grupo externo. Los nodos muestran valores de Bootstrap analizado en base a
1000 réplicas. Otros arboles Bootstrap (con 1000 réplicas) construidos utilizando
UPGMA y Maximum Parsimony mostraron igual topologia.
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Cuadro 2. Alelos (tamafio representado por pares de base, pb) obtenidos a partir de Puccinia psidii, utilizando microsatélites (SSR) especificos para

esta especie (Zhong et al., 2008). El rango de tamafios (pb) de los SSR en el trabajo original se presenta entre paréntesis.

Marcadores SSR

PpSSR102

PpSSR161  PpSSR195  PpSSR208
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PpSSR022  PpSSR087
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CONCLUSIONES Y
PERSPECTIVAS

El andlisis de las regiones ITS demostro
ser de gran utilidad para el posicionamiento
a nivel de especie y confirmacion de la iden-
tidad de las muestras. Sin embargo, el po-
tencial de esta técnica para explorar la va-
riabilidad genética intraespecifica en P. psidii
es bajo ya que en ninguna de las muestras
analizadas en este trabajo se detecto
polimorfismo. Asimismo, el andlisis de
microsatélites mostré muy baja variabilidad
para los alelos analizados. El tener mayor
grado de variabilidad genética con IGS1 que
con SSR es un resultado inesperado. Los
resultados del analisis de la regiéon IGS1
muestran indicios de especializacién de la
roya entre Eucalyptus y Psidium guajava. Si
bien se trata de resultados preliminares, la
existencia de diferentes genotipos asociados
a distintos hospederos coincide con lo ob-
servado por Graca et al. (2011a, b), quienes
encontraron genotipos asociados a hospe-
deros para poblaciones de roya en Hawaii y
varios paises de Sudamérica. En el caso de
Eucalyptus un Unico genotipo estaria asocia-
do a este hospedero. Estos autores postu-
lan a su vez que la reproduccién de P. psidii
en las poblaciones observadas es clonal. En
este contexto, en nuestro pais también se-
ria esperable encontrar un genotipo clonal de
P. psidii asociado a especies de Eucalyptus,
el cual corresponderia al genotipo que efec-
tud el «salto» a este hospedero, y una ma-
yor variabilidad entre P. psidii de mirtaceas
nativas. De confirmarse esta hipotesis, este
ultimo aspecto resulta decisivo para los pro-
gramas de mejoramiento genético ya que las
mirtdceas nativas actuarian como un
reservorio de diferentes cepas P. psidii con
el potencial de efectuar nuevos «saltos» ha-
cia el Eucalyptus. El analisis de un mayor
numero de cepas tanto de Eucalyptus como
de mirtaceas nativas permitira contar con
resultados mas robustos para probar esta
hipotesis. A su vez, los resultados deberian
ser contrastados con ensayos de
patogenicidad para poder comprender el sig-
nificado biolégico en relacién a su virulencia.
Una vez caracterizados los diferentes
genotipos del patdgeno presentes en el pais
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y evaluada su patogenicidad, se podria in-
corporar a los programas de mejoramiento
genético de Eucalyptus la evaluaciéon de
germoplasma para resistencia a la roya a tra-
vés de la inoculacion artificial del patégeno.
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