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ARTICULO CIENTIFICO

Anibal L. Tapiero?,
Diego Aristizabal
y Morris Levy2

ABSTRACT

Title: Lineaje-exclusion, a strategy for
breeding rice with durable resistance to
Pyricularia grisea Sacc. in Colombia

Rice blast has challenged plant breeders
when they were searching for durable
resistance in Colombia. Rapid resistance
breakdowns were commonly observed in
newly bred cultivars and they are attrib-
uted to frequent appearance of new patho-
types. Recent population studies of the
rice blast pathosystem have shown that
Pyricularia grisea in a given region, typi-
cally expresses a phylogenetic organization
of distinct lineages (‘genetic families’ as
defined by MGR-DNA fingerprinting).
Each lineage exhibits a definable virulence
spectrum, and the potential for developing
new pathotypes appears to be constrained
by lineage-specific avirulences. Lineage-
exclusion is a breeding strategy aimed to
enlighten the choosing of genes to obtain
more durable resistance in the field.
Combining genes that complementary
exclude fragments of virulence, will pro-
vide complete resistance to known lineag-
es. The resistance of pyramids bearing the
major resistance genes Pi-1 (t) and Pi-2 (1)
was determined at three sites in a primary
rice growing region in Colombia, from
1996 to 1998. The chosen R-genes are indi-
vidually defeated by common lineages in
Colombia, but combined, provide resis-
tance to the complementary spectra of vir-
ulence. The pyramids were selected by
screening the progeny of a cross of near-
isogenic lines with the representative. The
presence and homozygosity of both genes
were confirmed through molecular mar-
kers. Neither single Colombian isolate, nor
mixture of isolates infected the pyramids.
The pyramids proved to be highly resistant
in the field, and no major changes in line-
age composition or virulence spectrum
were observed. However, some moderately
compatible isolates of lineage SRL-6 were
transiently observed in the area of Santa
Rosa. Resistance breakdown (vulnerabili-
ty) may depend on within lineage rather
than between lineage distributions

of virulence.

Key words: rice, lineage-exclusion, Pyricularia
grisea, resistance, virulence.
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Exclusion de linajes como estrategia para la
obtencidn de resistencia durable en el arroz
a Pyricularia grisea Sacc. en Colombia

RESUMEN

La durabilidad de la resistencia genética del arroz a Pyricularia grisea Sacc. habia es-
tado comprometida en Colombia, por una rdpida adaptacion aparente del patégeno a
los genes dispuestos para contrarrestar su incidencia. Las variedades mejoradas se
veian afectadas por la enfermedad en el curso de pocos afios y, en ocasiones, a sélo me-
ses de haber sido liberadas. La exclusion de linajes es una estrategia de mejoramiento
que propone la identificacién y posterior ‘piramidaciéon’ de genes con habilidad para
reconocer de manera complementaria las avirulencias de las familias genéticas (lina-
jes) del patégeno. Poblaciones ecolégicamente distintitas, caracterizadas molecular-
mente mediante la sonda MGR-586, exhiben una estructura clonal en la que cada ais-
lamiento del linaje comparte histéricamente el mismo espectro de virulencia. La resis-
tencia obtenida con la piramidacién de genes complementarios funciona como factor
de exclusion hacia la totalidad de la virulencia en la poblacion del patégeno en un eco-
sistema determinado. Asi, en Colombia, los genes Pi-1 (¢) y Pi-2 (¢) son diferencial y
complementariamente excluyentes de la virulencia de las poblaciones de P. grisea.
Fueron obtenidas lineas con estos genes piramidados mediante el cruzamiento de dos
lineas isogénicas; la presencia y condicién homocigota de los genes de resistencia en
las nuevas lineas fue establecida a través de marcadores moleculares. El comporta-
miento de las pirdmides fue evaluado en el laboratorio, en cdmaras de crecimiento con
aislamientos representativos de los linajes colombianos y, en el campo, en una regién
dedicada tradicionalmente a la produccién de arroz donde las epidemias de piricula-
ria son frecuentes. Tanto en las inoculaciones artificiales, como en las areas de cultivo,
las pirdmides conservaron la resistencia. La estructura de virulencia entre la poblacién
del patégeno en el campo permanecié estable durante tres afios, aunque estacional y
transitoriamente se identificaron algunos aislamientos virulentos a las pirdmides en la
estacion experimental.

Palabras claves: arroz, exclusion de linajes, Pyricularia grisea, resistencia, virulencia.

INTRODUCCION posterior adaptacién de nuevos patoti-

Ppos.

LA PIRICULARIA, enfermedad del
arroz (Oryza sativa) causada por el hon-
go filamentoso Pyricularia grisea Sacc.
—forma imperfecta del ascomyceto Ma-
ganporthe grisea (Hebert) Barr.— (Ross-
man et al., 1990), habia confundido por
décadas a los programas de mejora-
miento que procuraban resistencia ge-
nética durable, pues las variedades me-
joradas perdian usualmente su resisten-
cia a la enfermedad corto tiempo des-
pués de haber sido liberadas, ocasionan-
do cuantiosas pérdidas. La causa de la
reduccién del tiempo efectivo de resis-
tencia se habfa atribuido a una variacién
constante de la virulencia del patégeno,
con un patrén de apariciéon regular y

El patdégeno infecta hojas, nudos e in-
florescencias del arroz. Las lesiones en
la hoja adquieren tipicamente la forma
de huso, con centro de color gris y mar-
genes de color café. Al expandirse y coa-
lescer, dependiendo del ambiente y del
manejo del cultivo, las lesiones provocan
el secamiento de los tejidos y ocasionan
la muerte de las plantas. En tallos e in-
florescencias, el patégeno afecta los nu-
dos y el raquis, lo que restringe el movi-
miento de fluidos y nutrientes. Periodos
prolongados de rocio, intermitencia en
el riego y excesos de fertilizacioén nitro-
genada favorecen el desarrollo de la en-
fermedad, que se presenta practica-
mente en cualquier regiéon donde se cul-
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tiva arroz y particularmente en suelos
pobres.

Aunque la utilizacién de resistencia
genética ha sido la practica mas adecuada
para el control de la enfermedad en tiem-
pos modernos (Correa-Victoria et al.,
1994), su pérdida recurrente habia con-
ducido a un importante incremento en el
uso de fungicidas. La duracién de la resis-
tencia parecia limitada por la constante
apariciéon de nuevos patotipos en el cam-
po. Sin embargo, caracterizaciones mole-
culares de diferentes poblaciones del pa-
tégeno alrededor del mundo han permiti-
do establecer que la variabilidad en la vi-
rulencia se restringe a tasas de variabili-
dad tipicas esperadas por mutacién. La
creencia difundida en el pasado sobre
una rapida emergencia de nuevas razas,
incluso a partir de cultivos monospdricos
(Ou, 1985), quedaba asi sin argumento.

Con base en el andlisis estadistico de
la estructura de asociacién (agrupamien-
to o cluster analysis) de los fragmentos
resultantes (fingerprints), al hibridizar el
ADN citoplasmatico del hongo con una
sonda molecular neutral (denominada
‘MGR’ por Magnaporthe grisea repeat)
fue posible discernir la estructura pobla-
cional de P, grisea en el campo (Levy et
al.,1991). En general, la poblacién del pa-
tégeno se caracteriza por un conjunto de
asociaciones discretas separables (fami-
lias genéticas o linajes), cada una de ellas
con un espectro de virulencia definido.
La ausencia (u ocurrencia limitada) de la
reproducciéon sexual en la naturaleza
contribuye a la conservacién de las aviru-
lencias (incompatibilidades especificas)
inherentes a todos los aislamientos perte-
necientes a un mismo linaje. El conjunto
de virulencias por linaje define a su vez el
espectro total de virulencia de la pobla-
cién, cuya diversidad parece restringida a
fendmenos de mutacién o migraciéon en
un area ecoldgica determinada. De esta
manera, el origen, el nivel de adaptacion
y los patrones de dispersion de los patoti-
pos en el campo, pueden establecerse con
base en el grado de conservacién de los
linajes entre la poblacion.

La piricularia del arroz ha sido pro-
puesta como sistema modelo para hon-
gos fitopatdgenos filamentosos. Aunque
la especie M. grisea es patégena para di-
versos pastos y cereales, en aislamientos
individuales se mantiene un rango limita-
do de hospederos (Valent, 1990). Adicio-
nalmente, los individuos patogénicos al
arroz pueden agruparse por patotipos o
razas fisiolégicas, de acuerdo con los me-
canismos sugeridos por los modelos clési-

cos de “gen-por-gen” en la relacién hos-
pedero-patégeno (Silue et al., 1992).

La practica convencional de combi-
nar genes mayores de resistencia en una
variedad individual (llamada ‘pirdmide’)
(Agrios, 1997) es efectiva en tanto exista
la presuncion de una fuerte seleccién por
especificidad sobre ciertos genes, poca
posibilidad de sobrevivencia de patoti-
pos con amplio rango de virulencia y mi-
graciéon minima de nuevas virulencias.
Estas presunciones asumen limitaciones
en la recombinacion (sexual o asexual)
entre individuos diferenciables patogéni-
camente. Bajo estos parametros, la es-
tructura de la poblacién y la jerarquia
organizacional que determina la diversi-
dad del patdégeno serian el fundamento
para determinar eficientemente los ge-
nes de resistencia para el mejoramiento.

La definicién de limites de virulencia
(patogenicidad especifica) por linaje ha-
ce posible la identificaciéon de genes de
resistencia eficientes contra la totalidad
de individuos pertenecientes al linaje
(Zeigler et al., 1995). Aquellos genes que,
aunque susceptibles individualmente a la
virulencia de ciertos linajes, al combinar-
se condujeran a la exclusiéon completa
del espectro de virulencia serian los
apropiados para un programa de mejo-
ramiento por resistencia. Esta estrategia,
denominada ‘exclusion de linajes’, exten-
deria la durabilidad de la resistencia en
una variedad piramidada con dicha com-
binacién de genes, teniendo en cuenta la
limitada posibilidad de recombinacién
genética del patégeno en el campo.

Levy et al. (1991) desarrollaron una
técnica basada en el polimorfismo por
tamafio de los fragmentos de restriccion
del ADN (RFLP) para analizar la diver-
sidad genética del patégeno en el campo
utilizando una sonda que identifica se-
cuencias repetitivas en P. grisea (MGR-
586) y que funciona como un marcador
molecular ‘multi-locus’ genéticamente
neutral en virtud de su inespecificidad
(Hamer et al., 1989). Mediante anélisis
estadistico de asociacién (agrupamiento
o cluster analysis) de los MGR-586 fin-
gerprints, obtenidos a través de la hibri-
dizacién del ADN, es posible caracteri-
zar las poblaciones del patégeno por re-
gién ecoldgica. Estas aparecen tipica-
mente organizadas en grupos filogenéti-
cos discretos, linajes o familias genéticas,
mantenidas en el tiempo por la predomi-
nancia o exclusiva asexualidad del paté-
geno cuya estabilidad temporal ha sido
comprobada en Estados Unidos de
América (Levy et al., 1991), Colombia

(Levy et al., 1993); (Correa-Victoria et
al., 1994), Filipinas (Zeigler et al., 1995),
Europa (Romao and Hamer, 1992), el
sudeste de China (Shen et al., 1998), el
sudeste de India (Sivaraj et al., 2000) y
Tailandia (Mekwatanarkarn et al., 2000).

El anélisis de una muestra extensa de
aislamientos conformada durante varios
afos en Santa Rosa (Villavicencio, Me-
ta), sitio comparativamente rico en pato-
tipos de Colombia, permitié caracterizar
una poblaciéon compuesta por sélo seis li-
najes (Levy et al.,1993). Cada uno de es-
tos linajes es virulento a subgrupos espe-
cificos de variedades colombianas y dife-
renciales de piricularia del arroz, como
una red de subgrupos de patotipos no
entrelazados. La totalidad de los aisla-
mientos en cada linaje conservan una vi-
rulencia semejante con cambios en pato-
genicidad histéricamente restringidos a
ciertos rangos, lo cual sugiere un ances-
tro comun (Correa-Victoria and Zeigler,
1993). Las variedades susceptibles a los
aislamientos de un determinado linaje
pueden resultar resistentes a los de otros,
cuyas avirulencias se identificarian por
sus respectivos genes de resistencia en la
totalidad de los miembros del linaje co-
rrespondiente (Zeigler et al., 1994).

La caracterizacién de un numeroso
grupo de aislamientos en Filipinas per-
mitié identificar genes mayores de resis-
tencia a linajes especificos (Zeigler et al.
1995). Para el efecto, se utilizaron lineas
isogénicas (NIL) obtenidas mediante re-
trocruzamiento de donantes con genes
mayores usando la variedad de arroz ti-
po Indica (CO39) ampliamente suscepti-
ble (Mackill and Bonman, 1992). Cada li-
naje (es decir, todos los aislamientos per-
tenecientes a un mismo linaje) fue in-
compatible con una o mas NI, mientras
que la linea NIL C101A51 (con el gen
Pi-2(t)) fue la mas resistente. Sin embar-
go, todas las NIL fueron susceptibles a
por lo menos un linaje y cada una fue
susceptible a por lo menos un aislamien-
to. Individualmente, ningtin gen de resis-
tencia tuvo la capacidad para excluir la
totalidad de la virulencia evaluada.

Tal especificidad en las relaciones
hospedero-patégeno entre variedades de
arroz y linajes de P. grisea determinados
por MGR-586 fingerprinting, conjunta-
mente con la distribucién de virulen-
cia/avirulencia entre la poblacién del pa-
tégeno, llevo a formular la estrategia de
mejoramiento denominada “exclusiéon
de linajes” (Zeigler et al., 1994). Asu-
miendo que el potencial para desarrollar
un nuevo patotipo estaria restringido por
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limites de virulencia especificos a cada li-
naje, posiblemente por necesidades de
conservaciéon de funciones indispensa-
bles inherentes a los genes de avirulen-
cia, y que la composicién de linajes en un
drea ecoldgica es estable, aquélla combi-
nacién de genes que complementaria-
mente confieran resistencia a la virulen-
cia de los linajes excluiria a la totalidad
de la poblacién.

En Colombia, se cultivan mas de
400.000 ha de arroz cada afo; de éstas, al-
rededor de 100.000 se siembran en los
Llanos Orientales, donde se distinguen
dos paisajes predominantes: el piede-
monte y la altillanura (sabanas). La alti-
llanura esta bdsicamente conformada
por grandes extensiones de sabanas pla-
nas, con vegetacion escasa, suelos areno-
sos poco evolucionados, altos contenidos
de Fe3* y A1+, rodeadas por una intrin-
cada red de bosques de galeria. Por su
parte, el piedemonte, también plano, se
caracteriza por suelos mds ricos en mate-
ria orgdnica y otros nutrientes, remanen-
tes de bosques tropicales talados para el
cultivo de pastos y cereales. La mayoria
de los cultivos en la regién se localizan
en el piedemonte. E1 70% del arroz culti-
vado es irrigado mientras que el resto de-
pende de la lluvia (secano). Esparcidos
en la altillanura, se encuentra cultivos pe-
queilos establecidos ancestralmente, ba-
sicamente para autoconsumo. La produc-
ciéon promedio de arroz paddy, por siste-
ma de cultivo, oscila entre 5.800 kg/ha en
riego y 4.800 kg/ha en secano.

La region se caracteriza por una esta-
cién seca de diciembre a marzo y una es-
tacion lluviosa (mas de 200 mm de preci-
pitacién por mes en promedio) de abril a
noviembre, con un corto descenso en la
precipitacion desde mediados de julio a
mediados de agosto. Durante los meses
de mayor precipitacién (abril, mayo, ju-
nio y octubre) se registran hasta 400 mm
de lluvia por mes. La temperatura pro-
medio anual es 26°C con diferencias en-
tre maxima y minima de 14°C en prome-
dio, y ain mayores durante la estacién
seca. El brillo solar promedio se mantie-
ne usualmente por debajo de 5 h, particu-
larmente durante la estaciéon himeda. La
humedad relativa es de 65% en prome-
dio y alcanza 85% durante la estacién
lluviosa; ademds, extensos periodos de
rocio que favorecen la germinacién de P,
grisea son comunes durante todo el afio
(Tapiero-Ortiz, 1991).

Se ha realizado considerables esfuer-
zos para reducir las pérdidas causadas
por la piricularia del arroz en Colombia.
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A tal fin, se ha implementado con poco
éxito técnicas de mejoramiento, tales co-
mo la piramidacién de genes mayores de
resistencia, el uso de multilineas y la ro-
tacion de genes con base en sistemas de
prevencion. Hasta 1990, 11 de las 20 va-
riedades liberadas por los programas de
mejoramiento habian resultado suscep-
tibles a piricularia en el curso de pocos
afios y las dltimas cuatro, en menos de
un aflo. La utilizacién de fungicidas, que
puede alcanzar hasta 12% del total de
los costos de produccion, se habia man-
tenido como la estrategia mas popular
de control (Tapiero-Ortiz, 1991).

En 1985 fue acondicionada la esta-
cién experimental Santa Rosa para el
mejoramiento de arroz, en el piedemon-
te llanero. Alli, con el objeto de incre-
mentar la presiéon de seleccién durante
el proceso de mejoramiento y favorecer
la expresiéon de patotipos con baja fre-
cuencia entre la poblacién, periddica-
mente se han inoculado variedades co-
merciales y diferenciales a piricularia,
las cuales fueron fertilizadas con altos
niveles de nitrégeno (Zeigler et al.,
1994). Una red de dispersores, compues-
ta por los mismos materiales y ubicada
alrededor de las parcelas con las selec-
ciones a evaluar, ayuda a incrementar la
presién de indculo. El sitio conserva la
mds diversa representacion de patotipos
de P, grisea disponible en Colombia y ha
demostrado ser eficiente para evaluar la
resistencia a piricularia del arroz en
América Latina. En Santa Rosa se selec-
ciono la variedad Oryzica Llanos 5, utili-
zada desde 1989 como referencia de re-
sistencia a piricularia en los més diver-
sos ambientes alrededor del mundo y

que sirvi6 para dilucidar nuevas pautas
fundamentales para la bisqueda de es-
trategias de mejoramiento. En dicha es-
tacion experimental también se seleccio-
né Fedearroz 50, una variedad comercial
de arroz que, adoptando los criterios de
seleccion por “exclusiéon de linajes”,
mostrd y ain conserva resistencia a P.
grisea desde su lanzamiento en 1998
(Corredor y Holguin, 1997).

La investigacién que aqui se reporta
evalda la capacidad de adaptacion de P,
grisea ante la introduccién de genes con
resistencia complementaria para excluir
la virulencia de los linajes de piricularia
del arroz predominantes en Colombia,
buscando establecer la eficacia de una
nueva metodologia para aumentar la
durabilidad de la resistencia.

Materiales y métodos

La patogenicidad de aislamientos
representativos de los linajes predomi-
nantes de P, grisea en Colombia (Levy et
al., 1993) a los genes de resistencia ten-
tativos (t) identificados por Mackill y
Bonman (1992), fue establecida median-
te inoculaciones artificiales en cdmaras
de crecimiento en la Universidad de
Purdue (West Lafayette, Indiana, EUA).
Para la evaluacién se utiliz6 una proge-
nie derivada del cruzamiento realizado
por el Centro Internacional de Agricul-
tura Tropical (CIAT) entre las lineas
C101A51 X C101LAC, que portaban los
genes Pi-2(t) y Pi-1(t), respectivamente.
Los genes identificados actuaron com-
plementariamente en la exclusién del
espectro de virulencia de piricularia en
Colombia (Tabla 1).

Tabla 1. Reaccidn de dos lineas isogénicas a aislamientos de Pyricularia grisea organizados segun los

linajes cominmente identificados en Colombia

Linaje'

Linea Gen2 1 2 3 4

6a 6b 6¢ 7 9 10 13

C101A51  Pi-2()  $3 S R R
C101LAC ~ Pi-1() R R R R

Aislamientos/linaje 11 1M 5 19

1 Linajes determinados mediante la sonda MGR-586 fingerprinting.

2 Gen tentativo (Mackill and Bonman, 1992).

3 Reaccion basada en 8 plantas/variedad. S = susceptible (lesiones tipicas en forma de huso con al menos 2% del drea foliar afectada),

R = resistente.



18 Resistencia del arroz a Pyricularia mediante exclusién genética de linajes

Tabla 2. Aislamientos utilizados para seleccionar la progenie del cruce C10TA51 X C101LAC

en el invernadero

Linaje Aislamiento  No. de serie? Linaje Aislamiento  No. de serie?
SRL1 SR 13018 SRL 6¢ [3-12-2 R 29005
SRL2 CICA9-37-12 AL13014 [3-2-2 SR 29004
CICA9-38-1 AL13015 [3-4-1 SR 29050
(ICA9-36-1 AL13013 [5-3-1 SR 29008
Linea2-15 SR38005 [5-5-3 SR 29057
Linea2-20 SR38007 FN-28-2-1 AL 18027
OLL5-25 SR55014 11-2-1 SR 29046
Linea23-9-1 AL44021 15-10-2 SR 29009
PAPERU2-1 SR195001
MTU9-1-2 SR191000
SRLS FN-47-1 SR 18036 SRL6b DULAR16-1 AL 16006
16-5-2 SR 29010 FN-26-5 AL 18023
[9-1-1 SR 29016 FN-45-1 AL 18034
[9-9-2 SR 29017 CICA8-104-1 SR 12002
1 14-6-2 SR 29080 CEYSV27-1 SR 6068
[16-4-1 SR 29084 CEYSV27-2 SR 6038
[18-1-2 SR 29088 ORY2-19-2 SR'52001
120-3-2 SR 29038 ALL 9b TSU2-1 AL 70001
IR42-4-4 SR 26009
IR42-5-2 SR 26011 ALL 10 (T-80000 AL 150000
K1-18-1 LL 30008
ALL13 K51-9-1 AL 33002
SRL4 SR 29029 ALL7 AL 71002

T \dentificacion de archivo en Purdue University, laboratorio de M. Levy.
2 Los resaltados en negrilla sefialan los aislamientos utilizados para las mezclas de aislamientos con virulencia complementaria.

Tabla 3. Resistencia de la progenie de la planta No. 12 del cruzamiento C10TA51 X C101LAC a aislamientos
representativos de Pyricularia grisea en linajes colombianos'

Resistente Susceptible? Total
Progenie Linaje Plantas
F, 2+ 5 en mezcla 3 73 60 133 =17
2+ 5en serie 65 67 132 (P>02)
En mezcla3 Descendientes por planta4
ks 2+5 52 109 161
546b+6c+9 4 13 17
6¢+9+10+13 8 1 9
F, 6¢+9+10+13 9 0 9

1 Linajes determinados mediante la sonda MGR-586 fingerprinting.

2 Plantas con lesiones tipicas en forma de huso y més de 2% del drea foliar afectada.
3 En mezcla:inoculaciones con aislamientos combinados. En serie: con aislamientos individuales (cada 5 dfas). La prueba de X2 compara

los resultados entre estas dos técnicas.
4 Todas las pruebas fueron realizadas en 16 plantas/progenie.

Las plantas de la F;—F3 de esta pro-
genie fueron subsecuentemente evalua-
das en el invernadero con aislamientos
representativos de los linajes colombia-
nos (Tabla 2). Una vez identificadas en
el invernadero, las progenies aparente-
mente no segregantes (Tabla 3), fueron
plantadas en tres sitios representativos

(Granada, Santa Rosa y Puerto Lépez)
de los dos ecosistemas predominantes
para el cultivo del arroz en los Llanos
Orientales (sabana y piedemonte), du-
rante tres afios y hasta por cuatro épocas
por afio. Los sitios estdn ubicados en un
drea localizada entre las coordenadas
04:8°N, 72:50°W — 03:35°N, 73:44°W; y a

una altitud entre 300 y 400 metros sobre
el nivel del mar y separados 150 km en-
tre si. Los vientos prevalecientes soplan
con direccion ENE-WSW y ESE-WNW,
desde la altillanura hacia el piedemonte.
La precipitacion total durante el proceso
fue 3.1 m en 1996 y 2.44 m en 1997, con
aproximadamente 2/3 del total anual
acumulado entre abril y agosto. La tem-
peratura promedio fue 26°C durante es-
tos dos anos, con maximas de 31°C
(1996) y 34°C (1997) y minimas de 21°C
y 20°C, respectivamente (Edgar Alman-
za, C.I. La Libertad, CORPOICA, comuni-
cacion personal).

Variedades diferenciales a piricularia
fueron sembradas junto con la seleccion
de las lineas piramidadas (piramides) en
el campo (Tabla 4). Estas funcionaron
como indicadores de cambios en la viru-
lencia y/o agresividad del patégeno en
un ambiente natural, en tanto que las di-
ferenciales se utilizaron para estimar la
amplitud del espectro de virulencia del
patégeno en la region, a la vez que ser-
vian de trampas receptoras y dispersado-
ras de indculo.

El tipo de lesion y el drea foliar afec-
tada (AFA) fueron determinados a in-
tervalos entre el estado final de la plan-
tula y el inicio del macollamiento, utili-
zando la escala de 0-9 del sistema estan-
dar de evaluacién para piricularia elabo-
rada por el Instituto Internacional de In-
vestigaciéon en Arroz (IRRI). Los grados
entre 0 y 4 de esta escala diferencian el
tipo de lesién (desde ausencia de lesio-
nes hasta presencia de lesiones tipicas
que cubren el 2% del édrea foliar), mien-
tras que los grados entre 5 y 9 determi-
nan la severidad con base en incremen-
tos de AFA (2%-100%). En esta escala,
hasta el grado 3 se asimila con resisten-
cia, 4 es resistencia moderada, 5 significa
susceptibilidad moderada y arriba de 5,
susceptibilidad. Con el objeto de estable-
cer la formacién de nuevas virulencias,
de las lesiones formadas en las pirdmides
en el campo, se aislaron cultivos monos-
poricos cuya patogenicidad fue evaluada
en sus respectivas fuentes de origen y las
NIL. También fueron reinoculados culti-
vos monospdricos de lesiones atipicas
observadas en las pirimides durante las
pruebas de patogenicidad

Los MGR-586 fingerprints de cultivos
monospdricos provenientes de lesiones
del campo y el invernadero fueron com-
parados con haplotipos de los linajes es-
tablecidos previamente en Colombia
(Levy et al., 1993). Para la obtencién de
los fingerprints se procedié asi: 2 pg de
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ADN del micelio del hongo cultivado en
medio liquido (extracto de levadura-
agar) fueron digeridos con la enzima de
restriccion EcoRI y separados mediante
electroforesis en geles de agarosa
(0.8%) por 48 h a 44V, después de lo
cual se transfirieron a membranas de ny-
lon (Hybond N7T) para ser expuestos
subsecuentemente a una sonda (MGR-
586) con cargas de fésforo radioactivo
(P32) y revelado en filmes para rayos X.

Los marcadores RG-64 'y RZ-536 (es-
te dltimo obsequio de The Cornell Re-
search Foundation, Inc.), fuertemente li-
gados con los locus de los genes Pi-2(t) y
Pi-1(t) respectivamente, fueron utiliza-
dos para el andlisis de homocigocidad
por polimorfismo del tamafio en los
fragmentos de restriccion (RFLP). Para
el efecto de Pi-2(t), el producto fue am-
plificado por un par de cebadores espe-
cificos para RG-64 (5’gttgtttgagctctc-
caatgcctgttc3’ y S’ctgcagtgcaatgtacggce-
cagg3’) mediante reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR) del ADN citoplas-
matico de las pirdmides, fue digerido
con la enzima de restriccion Haelll
(Hittalmani et al., 1995). Por su parte, pa-
ra el efecto del gen Pi-1(t) se realizaron
hibridizaciones (Southern blot) con RZ-
536 al ADN total de las pirdmides dige-
rido con Dral y EcoRI. La extracciéon
del ADN citoplasmatico se realizd si-
guiendo un protocolo de extraccién con
buffer CTAB utilizado en Musa e Ipo-
moea (Gawel and Jarret, 1991), en hojas
sanas y frescas de plantas en el estado de
plantula con 5 hojas.

Tabla 4. Variedades comerciales, diferenciales y progenie (planta No. 12) del cruzamiento C101A51 X

(107LAC utilizadas en los experimentos de campo

Progenie

Variedades y diferenciales PurdueF;-F, CIATF4

(C101A51 x C101LAC-12-) (CT13432)1
5685 R F4 1.PL2-1-1-M-M-M
A5173 P100 P100-01a 08 2.PL2-4-2-M-M-M
Blue Bonnet P101 P101-01a 07 3.PL2-11-1-M-M-M
(aribe 8 P106 P101-18 4.PL4-2-1-1-M-M-M
Ceysvony P119 P266-01a 08 5.PL4-2-2-M-M-M
(ICA4 P266 P281-01a 16 6.PL4-14-1-M-M-M
(ICA8 p278 7.PL5-1-1-M-M-M
(ICA9 P281 8.PL5-1-2-M-M-M
(039 9.PL7-5-2-M-M-M
Fukunishiki 10.PL7-7-1-M-M-M
IR8 11.PL7-10-1-M-M-M
IRAT13 12.PL8-7-2-M-M-M
LAC23 13.PL8-9-1-M-M-M
Linea 2 14.PL8-10-2-M-M-M
Metical 15.PL8-15-3-M-M-M
Oryzica 1
Oryzica 3
Oryzica Llanos 5
PETA
Sabana 6

Wariedades piramidadas de una coleccién separada obtenida del mismo cruce de C101A51 X CT01LAC y seleccionadas con base en
resistencia de campo por el Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) en Santa Rosa.

Resultados y discusion

La presencia de Pi-2(t) en la progenie
de las lineas piramidadas fue confirma-
da mediante digestiones del producto de
ADN amplificado mediante RG-64 en el
PCR con la enzima de restriccion
Haelll. La visualizacién reveld un frag-
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mento de aproximadamente 0.75 Kb
para la sonda misma (control positivo),
que migra junto a fragmentos de peso
similar en C101AS51 y las pirdmides en
P101, P266, P281. Los productos ampli-
ficados de la progenie derivada de éstas
(P101-04, P101-07, P266-06, P266-07,
P281-10 y P281-10-M) revelaron una
banda similar. Las diferencias entre el
donante C101AS51 con el gen de resis-
tencia Pi-2(t) y la variedad susceptible
sin el mismo, fueron reveladas por una
banda de 0.65 Kb aproximadamente, en
CO39y en C101LAC (Figura 1).

Figura 1. Digestion con Haelll del ADN
producto de la amplificacion mediante PCR
con cebadores para RG-64, marcador ligado a
Pi-2(t), de las lineas isogénicas C101LAC
(Pi-1(t)) y CT0TAS51 (Pi-2(1)), las progenies de
la planta 12 del cruzamiento (C101A51 X
C10TLAQ) y la variedad susceptible CO39.

Un fragmento de aproximadamente 0.75 Kb
indica la presencia, en condicion homocigota,
del locus RG-64 en el donante y las pirdmides.
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Figura 2. RFLPS de la digestién con la enzima Dral del ADN citoplasmatico de las Iineas isogénicas
C10TLACy CT0TA5T con Pi-1(t) y Pi-2(t) respectivamente, una progenie de su cruzamiento y la
variedad susceptible (039, hibridizadas con la sonda RZ-536.La presencia y condicion homozigota de
RZ-536 es marcada por un elemento de aproximadamente 11 Kb en CT0TLAC, en LAC23 (inserto de la
derecha) y las pirdmides.
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Figura 3. RFLPS de la digestion con la enzima EcoRl de ADN de las lineas isogénicas C1T01LACy C101A51
con Pi-1(t) y Pi-2(t) respectivamente, progenies de su cruzamiento seleccionadas en Santa Rosa (CTF6-),
en Purdue (C10TA51 X 10TLAC-12-) y por S.Hittalmani (HIT) hibridizadas con RZ-536.El fragmento de
aproximadamente 9.0 Kb indica la presencia y condicién homozigota del locus ligado a Pi-7(t) en las
pirdmides, en contraste con la otra banda de aproximadamente 6.0 kb en C101A51y (039.
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Figura 4. RFLPs de hibridizaciones con RZ-536 de digestiones con EcoRl del ADN de las Iineas
isogénicas C10TLAC (Pi-1(t)) y CT0TA51 (Pi-2(1)), las pirdmides de su cruzamiento seleccionadas en
Santa Rosa y la variedad C039.La presencia en condicion homozigota del locus asociado al gen Pi-
1(t) es marcada por un fragmento de aproximadamente 9.0 Kb en C101LAC, HIT y las pirdmides
seleccionadas por el Centro Internacional de Agricultura Tropical, CIAT (CTF6-15).

Hibridizaciones con la sonda RZ-536
del ADN de las plantulas de arroz dige-
rido con Dral, indicaron la presencia de
Pi-1(t) con un elemento de 11 Kb aproxi-
madamente en C101LAC y LAC23 (Fi-
gura 2). Las pirdmides P100, P101, P106,
P119, P266 y P281, y sus respectivas pro-
genies (P100-03, P100-01-M, P101-03,
P101-M, P-106-05, P106-M, P119-01 y P-
119-M), junto con el control HIT (homo-
cigota para Pi-I1(t) en pruebas con RZ-
424, comunicacién personal de la Dra. S.
Hittalmani), presentaron también el mis-
mo fragmento. En contraste, tanto la va-
riedad susceptible CO39 como la proge-
nie de P278, mostraron un fragmento de
10 Kb aproximadamente.

El ADN digerido con la enzima de
restriccion EcoRI se hibridizé también
con la sonda RZ-536 (Figura 3). Las dife-
rencias entre el donante de Pi-1(t),
C101LAC, LAC23, las piramides P100,
P106, P119, P266, P281 y sus descendien-
tes P106-05, P106-07, P281-10 y P281-10-
M frente al control susceptible CO39,
fueron indicadas por la presencia de un
fragmento de 9 Kb aproximadamente, en
contraste con otro de 6 Kb en CO39y al-
gunas introducciones de C101A51. La
presencia de ambas bandas en P278 y
P278-06 sugiere que esta progenie puede
ser heterocigota para los dos genes. Un
grupo de la Fg (CTF6) del cruzamiento
C101A51 X C101LAC evaluado y com-
probado resistente por el CIAT (Dr. F.
Correa, comunicacién personal) en San-
ta Rosa, fue incluido en estas pruebas.
Las pirdmides CTF6-01, CTF6-02, CTF6-
04, CTF6-07 y CTF6-14 también resulta-
ron homocigotas para Pi-I(z), segin el
mismo marcador. De forma similar, la
condiciéon homocigota de todas las 15 pi-
ramides seleccionadas por el CIAT —jun-
to con algunas introducciones de
C101LAC y HIT-, fue confirmada segin
lo indica la presencia de un fragmento con
un peso aproximado a 9Kb en el ADN di-
gerido con EcoR1 e hibridizado con RZ-
536, en contraste con otro fragmento de 6
Kb en CO39 (Figura 4).

La confirmacién in vivo de la capaci-
dad adquirida por las pirdmides para ex-
cluir la virulencia complementaria de los
aislamientos de la poblacién colombiana
de P. grisea se obtuvo mediante analisis
de la reaccién comparativa de ambas
fuentes de resistencia y el testigo suscep-
tible (CO39), junto con la de algunos
miembros de la progenie (P101, P101-04,
P101-07, P266-02, P266-06, P266-07,
P281-10 y P281-10-M). Las inoculaciones
con diferentes nimeros (n) de aislamien-
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Figura 5. Reaccién de las lineas isogénicas C101LAC (Pi-1(t)) y
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(101A51 (Pi-2(1)), la progenie producto de su cruzamiento y la variedad
susceptible C039 a inoculaciones con aislamientos representativos de los

linajes colombianos SRL-2, SRL-5 y SRL-6 de Pyricularia grisea.

tos de los linajes colombianos SRL-2
(n=8), SRL-5 (n= 13), SRL-6b (n=8) y
SRL-6¢ (n= 8) y con las mezclas SRL-
2+5 (n= 3) y SRL-6b+6¢ (n= 4), indica-
ron la capacidad de la complementarie-
dad genética de Pi-1(t) + Pi-2(t) para ex-
cluir la totalidad de la virulencia de P.
grisea en Colombia (Figura 5). Mientras
que, individualmente, los dos donantes
de resistencia a las pirdmides fueron se-
veramente afectados por aislamientos
de los linajes correspondientes, ningtin
aislamiento, solo o en mezcla con otro
aislamiento de virulencia complementa-
ria, tuvo capacidad para infectar a las pi-
ramides. Adicionalmente, tampoco se
observaron indicios que sugirieran even-
tos de recombinacién parasexual en los
platos Petri donde se sembraron las
mezclas de cultivos de aislamientos
complementarios.

Los aislamientos del linaje SRL-2 in-
fectaron severamente (80% AFA) a la
variedad susceptible CO39 y al donante
de Pi-2(t1) (C101AS1), produjeron pe-
quenas lesiones en C101LAC (3%
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AFA) y no infectaron las piramides. Los
aislamientos del linaje SRL-5 infectaron
a CO39 y C101LAC (70% y 60% AFA,
respectivamente), no indujeron reaccio-
nes de tipo susceptible en el donante de
Pi-2(t), C101A51 (4% AFA), ni infecta-
ron a las pirdmides. La combinacién de
aislamientos de los linajes SRL-2+5 in-
fectaron a C101A51 y C101LAC, al igual
que ala variedad CO39 (70% AFA), pe-
ro no infectaron las pirdmides. Ningiin
aislamiento de los linajes SRL-2 y SRL-
5, individualmente o en combinacion,
produjeron lesiones en grado suscepti-
ble a las piramides, en las que se obser-
varon reacciones de tipo moderadamen-
te resistente (menos de 4% del AFA)
cuando maximo.

Los aislamientos del linaje SRL-6b
infectaron severamente a la variedad
CO39 (80% AFA) y a C101LAC (60%
AFA), pero no provocaron reacciones
de tipo susceptible en C101AS51, ni en las
pirdmides (4% y 1% AFA, respectiva-
mente). En contraste, los aislamientos
del linaje SRL-6¢ infectaron a C101A51

(70% AFA) y a CO39 (80% AFA) y
causaron lesiones atipicas en C101LAC
en 12% de su area foliar, aunque no in-
fectaron a las pirdmides (3% AFA). Las
combinaciones de aislamientos de los li-
najes SRL-6b+c infectaron severamente
a CO39, C101A51 y CI101LAC (75%,
60% y 40% AFA, respectivamente). Es-
tas combinaciones produjeron también
pequeiias lesiones en las pirdmides (4%
AFA en promedio y hasta 9% AFA en
P266 y 8% AFA en P281-10-M).

Los aislamientos del linaje SRL-6c,
que causaron reacciones del tipo mode-
radamente resistente en algunas de las
pirdmides, fueron utilizados de nuevo,
esta vez con resultados negativos en
C101LAC Yy en las pirdmides. Las inocu-
laciones con aislamientos de los linajes
SRL1, SRL4, ALL7, ALL10 y ALL13,
aunque infectaron a CO39, produjeron
solamente resultados negativos, tanto en
las NIL como en las piramides.

Las inoculaciones con aislamientos
de lesiones atipicas en las pirdmides,
reinoculados hasta en tres ocasiones con
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el fin de recuperar cualquier indicio de
mutacidén, no indicaron cambios signifi-
cativos en su patogenicidad distintos a
los de pérdida de la virulencia (Tabla 5).
Ninguno de los re-aislamientos de lesio-
nes en las pirdmides inoculadas con ais-
lamientos de los linajes SRL-2, SRL-5,
SRL-6b y SRL-2+5 gand en virulencia o
mostré sintomas de compatibilidad con
la combinacién de genes evaluada. La
formacion de lesiones atipicas e inusua-
les causadas por aislamientos avirulen-
tos en las pirdmides no indujeron cam-
bios de virulencia, aunque si indicaron la
capacidad del patégeno para sobrevivir y
reproducirse en algunos tejidos (collar y
auricula) de los hospederos resistentes.

Las pruebas para evaluar las tasas de
mutacion en los genes de avirulencia en-
tre los linajes predominantes en Colom-
bia, con base en reacciones fenotipicas
de las pirdmides, no indicaron tampoco
mayores diferencias entre la virulencia
original del aislamiento inoculado y los
reaislamientos subsecuentes. Los haplo-
tipos de aislamientos de lesiones atipicas
en variedades resistentes fueron idénti-
cos a los de los aislamientos utilizados
inicialmente. La retencién de haplotipos
en los reaislamientos, luego de inocula-
ciones con mezclas de virulencia com-
plementaria, indic6 una ausencia marca-
da de eventos parasexuales en el patoge-
no, al menos en la limitada extension de
los experimentos realizados.

Los ensayos de campo con las F3y Fy
de las piramides seleccionadas fueron
conducidos por primera vez en Santa
Rosa en julio de 1996, aunque otra pro-
genie del mismo cruce habia sido eva-
luada en el mismo sitio por el CIAT des-
de 1995. Durante la siembra més tem-
prana, la enfermedad afect6 severamen-
te mads de 75% del 4rea foliar de
C101A51 (grado 9), seguida por el testi-
go susceptible CO39 con AFA entre 25-
50% (Figura 6). LAC23, Llanos 5 vy
C101LAC fueron infectados con apenas
2% AFA (grado 4), mientras que las pi-
ramides P101 y P266 estuvieron com-
prometidas severamente por el patdge-
no (grado 6). Durante la segunda siem-
bra en Santa Rosa (noviembre 1996), la
expresiéon de la infeccion en todas las
NIL y las pirdmides estuvo por debajo
de los niveles considerados susceptibles,
aunque fue moderadamente susceptible
en CO39 (grado 5). El tnico experimen-
to de campo conducido en el drea de
Granada en 1996 mostré que las pirdmi-
des, C1011LAC, Llanos 5 y CO39 sufrie-
ron infecciones bajo del umbral de resis-
tencia (grado 4). Niveles de severidad
moderadamente susceptible (grado 5)
fueron registrados solamente en
C101A51 en este sitio.

Se condujeron cuatro ensayos de
campo entre abril-julio de 1997 con un
mes de intervalo en los tres sitios. En es-
te aflo, el mds caluroso y seco de los tres

Tabla 5. Patogenicidad de Pyricularia grisea aislada de lesiones atipicas entre la progenie del cruce
(107A51 X C101LAC (P No.) y C101A51, en inoculaciones con aislamientos de linajes colombianos

Reaccion’

Linaje Aislamiento Aislado de C101A51 C101LAC  Piramides
SRL2 (MTU9-1-2) P281-10-M? 0.4 - -
0.8 - -
0.1 - -
P281/281-10-M3 0.2 - -
SRLS (16-5-2) P266-06 0.1 0.7 -
SRL6b+cC (ORY2-19-2) + (FN-28-2-1) C101A51 0.1 - -
SRL2 + SRLS (CICA9-37-1) + (16-5-2) P101-07 - 0.7 -
- 03 -
P266-06 - 0.4 -
P266-07 0.2 - -
P281-10 0.6 - -

1 Proporcién de drea foliar afectada en 16 plantas/variedad o negativa (—) cuando la afeccién fue menor a 0.05.

2 M = masal.

3 Nislado después de una segunda inoculacién con un aislamiento obtenido en P281.

en que se realizaron los experimentos, la
precipitaciéon disminuyé notablemente
(més de 600 mm). Asi mismo, las dife-
rencias entre temperatura maxima y mi-
nima fueron mayores que las de 1996
(14°C comparado con 10°C). En conjun-
to, estas condiciones se consideran favo-
rables para el desarrollo de epidemias
de piricularia y en tal sentido se mani-
festd la infeccion.

Durante 1997, la resistencia de las pi-
ramides no fue comprometida en ninglin
otro sitio ni época de siembra mds que
en Santa Rosa, durante las segunda y
tercera siembras, donde se observé una
severidad de la infeccién hasta de grado
6 (Figura 7). La epidemia de piricularia
eliminé las plantas de CO39 (grado 9)
durante la primera y segunda siembras y
las de C101AS51 en la segunda siembra.
Estas mismas variedades se vieron afec-
tadas severamente durante las otras dos
épocas de siembra. La severidad en las
NIL, Llanos 5 y las pirdmides fue baja en
Santa Rosa (por debajo del grado 5 y so-
lamente en grado 4 en las pirdmides),
durante las primera y cuarta siembras en
1997. En Puerto Lopez, la severidad en
C101LAC lleg6 hasta grado 5 en 1997,
pero disminuyd notablemente en la
cuarta siembra. La severidad en Llanos
5y en las piramides estuvo siempre por
debajo del grado 4 durante este afio. En
Granada, la enfermedad alcanzé niveles
susceptibles a la cuarta siembra pero so-
lamente en CO39, las NIL y Llanos 5, el
testigo resistente. En este sitio no se ob-
servé infeccién en las pirdmides (todas
con nivel inferior a grado 2).
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Figura 6. Resistencia de campo de las Iineas isogénicas C10TA5T (Pi-2(t)) y CT0TLAC (Pi-2(t)), las pirdmides seleccionadas, la variedad susceptible (039 y la
variedad resistente Llanos 5, en Santa Rosa y Granada, 1996 y Granada, 1997. Severidad determinada con base en la escala de 0-9 del Sistema Esténdar de
Evaluacién para piricularia del IRRI donde los grados de 0-4 indican resistencia a moderada resistencia, 5 moderada susceptibilidad y 6 o mds, susceptibilidad.
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Figura 7. Resistencia de campo de las Iineas isogénicas C10TA51 (Pi-2(t)) y C10TLAC (Pi-1(t)), las pirdmides seleccionadas, la variedad susceptible C039y la
variedad resistente Llanos 5, en Santa Rosa y Puerto Lopez, 1997.Sever|dad determinada con base en la escala de 0-9 del Sistema Estandar de Evaluacion para
piricularia del IRRI, donde los grados de 0-4 indican resistencia a moderada resistencia, 5 moderada susceptibilidad y 6 0 mds, indican susceptibilidad.

REVISTA CORPOICA * VOL 4 » N°1 « SEPTIEMBRE 2003



24 Resistencia del arroz a Pyricularia mediante exclusién genética de linajes

Fuerto Lopez 98A, B
C101A51 .

C101LAC

35 43 48

Dias Despuas de Siembra

—g3— 0. Llanos & *

Jul 24 .

Santa Rosa 98A B

——Co 38
=
Jul 10
s B
-
=
@ 4 |
d =
22 29
Jul 16
o [
o
-
D 3

21 28 a3
SHFI- 1 *_'_'_'_'_'_._,_'—F-d
o
[ |
e N -

Figura 8. Resistencia de campo de las Imeas isogénicas C10TA51 (Pi-2(t)) y CT0TLAC (Pi-1(t)), las pirdmides seleccionadas, la variedad susceptible 039y la
variedad resistente Llanos 5,en Santa Rosa y Puerto Lopez, 1998. Severidad determinada con base en la escala de 0-9 del Sistema Estandar de Evaluacion para
piricularia del IRRI donde los grados de 0-4 indican: resistencia a moderada resistencia, 5 moderada susceptibilidad y 6 o mds susceptibilidad.

La enfermedad alcanz6 de nuevo ni-
veles considerables de susceptibilidad
en CO39 y C101A51 en Santa Rosa (ju-
lio y septiembre) y en Puerto Lépez (ju-
lio) en 1998 (Figura 8). En C101LAC,
Llanos 5y las piramides, s6lo se observa-
ron infecciones por debajo del nivel de
susceptibilidad durante este mismo afio.
A su vez, en Santa Rosa el nivel maximo
de infeccién observado en las pirdmides
estuvo por debajo del grado 4 (siembra
de julio).

Un total de 376 aislamientos, 165 ob-
tenidos de lesiones en las pirdmides, fue
caracterizado mediante MGR-586 fin-
gerprinting (Tabla 6). El andlisis indico
que los aislamientos colectados de los
experimentos de campo en Colombia
eran miembros de los linajes SRL-2,
SRL-4 y SRL-6 de Santa Rosa, previa-
mente caracterizados. La gran mayoria
de los aislamientos (241, de los cuales
134 fueron colectados de lesiones en las
pirdmides), pertenecieron al linaje SRL-
6. El segundo linaje mds abundante en la
muestra fue SRL-4 (104 aislamientos),
pero solamente 27 de ellos fueron obte-
nidos de lesiones en las pirdmides. De
los 26 aislamientos pertenecientes al li-
naje SRL-2, colectados en el curso de los

experimentos de campo, inicamente dos
de ellos provenian de las pirdmides.

La gran mayoria de los aislamientos
colectados en Granada durante 1997 co-
rrespondieron al linaje SRL-4 (Figura
9), con muy baja participacién de los
otros dos linajes. En contraste, este mis-
mo afio en Puerto Lépez predominaron
los aislamientos del linaje SRL-6 y sola-

mente una tercera parte de la muestra
correspondi6 al linaje SRL-4; estos ulti-
mos fueron colectados Unicamente du-
rante una fecha de siembra. Los aisla-
mientos del linaje SRL-2 observados alli
tuvieron una frecuencia diez veces me-
nor que la del linaje SRL-6. Una distri-
bucién més equitativa entre aislamien-
tos de los linajes SRL-4 y SRL-6 fue co-

Tabla 6. Linajes de los aislamientos de Pyricularia grisea de lesiones en variedades comerciales y la
progenie del cruce C10TA5T X CT0TLAC en los ensayos de campo en tres sitios de los Llanos Orientales de

Colombia, 1996-1998

Linaje en Santa Rosa !

Localizacion Aiio 2 4 6 Indeterminadas
Santa Rosa 1996 9(2)3 4(1) 8 (6) 3

1997 [4] 2 5 9(4) 99 (62) 2

1998 [2] 1(1) 27 (12) 45(22) 0
Puerto Lopez 1997 (3] 8 18(2) 66 (40) 0

1998 2] 1 19 (8) 21(3) 0
Granada 1997 (2] 2 27 (1) 2(1) 0
TOTAL: 376 (165) 26 (3) 104 (28) 241 (134) 5

1 Linajes establecidos mediante MGR-586 fingerprinting sequn (Levy et al., 1993).

2 Entre corchetes [ J:ndmero de pruebas por afio en cada sitio.

3 Numero total de aislamientos y (nimero) de aislamientos de las pirdmides por linaje.
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Figura 9. Porcentaje de aislamientos por linaje (U:indeterminados, 2: SRL2, 4: SRL4, 6: SRL6) caracterizados mediante la sonda MGR-586 fingerprinting, por afio y
época de siembra, colectados durante los experimentos de campo en Granada, Santa Rosa y Puerto Lpez de 1996-1998.

lectada en este sitio durante 1998, en tan-
to que el linaje SRL-2 se mantuvo escaso.

La mayor diversidad de linajes du-
rante el curso de la investigacion fue co-
lectada en Santa Rosa, si bien se conser-
v6 la predominancia de SRL-6 observa-
da en Puerto Lépez. La mayoria de los
aislamientos colectados en 1997 en este
sitio fueron miembros del linaje SRL-6,
con una presencia limitada de aislamien-
tos pertenecientes al linaje SRL-4. Co-
mo en Puerto Lépez, durante 1998 se
observé en Santa Rosa un balance mas
equitativo entre aislamientos de los lina-
jes SRL-6 y SRL-4.

De los cuatro haplotipos observados,
la mayoria de los aislamientos del linaje
SRL-6 de la muestra colectada en 1996
en Santa Rosa se agruparon solamente
en dos haplotipos que agruparon la tota-
lidad de aislamientos de los afios subsi-
guientes. Con el nimero de fragmentos
revelados por MGR-586 en P. grisea es
aceptable esperar pequefias variaciones
entre haplotipos de un mismo linaje, co-
mo se observa en el caso de GUY-11
(wild-type), aislamientos de referencia
presumiblemente uniformes. La presen-
cia o ausencia de algunos fragmentos en
GUY-11 de laboratorios en Africa, India
y Francia, fueron comparables a las dife-
rencias entre haplotipos de aislamientos
del linaje SRL-6 en Santa Rosa (Figura
10). En todos los casos se observé una
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Figura 10. MGR-586 fingerprints de aislamientos de la cepa de laboratorio GUY-11 (wild-type) con
diferentes procedencias y del linaje colombiano SRL-6 aislado de lesiones en la progenie del cruce
C107A51 X C101LAC durante los experimentos de campo. Las flechas indican las diferencias por
presencia/ausencia de fragmentos de hibridizacion entre los haplotipos.
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notoria correspondencia entre la virulen-
cia de los aislamientos y el haplotipo.

Como la infeccién observada durante
los experimentos de campo sugiere la
probable emergencia de nuevas virulen-
cias con la capacidad de infectar aquellos
materiales que poseen la combinacién de
genes piramidados, asi como la penetran-
cia limitada de estos genes en la progenie
seleccionada, se llevaron a cabo varios
ensayos de patogenicidad para evaluar
aislamientos de estas lesiones. Las inocu-
laciones confirmaron que solamente ais-
lamientos del linaje SRL-6 conservan la
virulencia necesaria para infectar su pira-
mide de origen (Tabla 7). Los dos aisla-
mientos del linaje SRL-2 colectados en
Santa Rosa (1996) no fueron patégenos a
los materiales de origen ni a C101LAC,
como era de esperarse. Las infecciones
oportunistas o derivadas de plantas con-
taminantes (voluntarias) que crecieron
en las parcelas pudieron ser el origen de
estos aislamientos. El aislamiento del li-
naje SRL-4 fue parcialmente patégeno
para P-278, su hospedero de origen y fue
virulento en C101A51. Esta constituiria
una nueva caracteristica de virulencia en-
tre aislamientos del linaje SRL-4, tam-
bién observada recientemente en Colom-
bia (Fernando Correa, comunicacion per-
sonal). Sin embargo, la ausencia de pato-
genicidad en CI101LAC increment6 la
sospecha de que P278 podria estar atin
segregando para Pi-1(t).

Conclusiones

Segtin lo determinado por el anélisis
de asociaciéon de los MGR-586 finger-
prints de aislamientos provenientes del
campo, la estructura genética de P. grisea
en los Llanos Orientales de Colombia
conservod caracteristicas semejantes a las
determinadas previamente por Levy et al.
(1993). La poblacién de P. grisea conservé
su filogenia y virulencia histdrica, mos-
trando estabilidad patogénica en el trans-
curso de estos tres afios de muestreo.

Las curvas de progreso de la enferme-
dad indicaron que la variedad, el adrea
ecoldgica y la época de siembra, en su or-
den, son los elementos mas relevantes
que se deben tener en cuenta para elabo-
rar modelos de manejo basados en la epi-
demiologia de la enfermedad. La identifi-
cacién de la capacidad de exclusién com-
plementaria con la combinacién de genes
de resistencia utilizados, se destac6 como
el elemento més importante a considerar
en el disefio de estrategias para el mejo-
ramiento genético del arroz en Colom-
bia.

Tabla 7. Relacion entre el nimero de plantas susceptibles y el nimero de plantas total en pruebas de
patogenicidad con aislamientos de Pyricularia grisea en lesiones de la pirdmides (Santa Rosa, 1996)

Aislado de C101A51 X¥ C101LAC-12-

100 101 106 19 266 278 100-01 1013
Linaje! 6 6 6 6 6 4 2 2
Pirdmide de origen 102 1.0 1.0 1.0 1.0 0.7 0.2 0.1
C101A51 10 10 10 10 10 10 0.9 03
C101LAC 08 08 10 10 10 03 03 0.2
039 10 10 10 10 10 10 08 10

1 Linajes colombianos determinados mediante MGR-586 fingerprinting, segun Levy et al., 1993.

2 Reacciones basadas en la presencia de lesiones esporulantes que cubren al menos 5% del drea foliar en 16 plantas/variedad.

La composicion filogenética del paté-
geno conservo su unidad estructural por
drea ecoldgica, con variaciones en la
agresividad determinadas por factores
de tiempo (atmosférico) y elementos
predisponentes a la expresion de resis-
tencia genética, como son la disponibili-
dad de agua y el tipo de suelo. Sin em-
bargo, la escasa disponibilidad de infor-
macién meteoroldgica por sitio y la
complejidad de los procesos de causa-
efecto limitarian sustancialmente la ela-
boracion de modelos epidemioldgicos
basados en estos elementos.

Una ampliacién probable del espec-
tro de virulencia entre aislamientos del
linaje SRL-6 fue observada en Santa
Rosa, pero su expresion en las dreas co-
merciales de cultivo de las dos regiones
ecoldgicas analizadas no fue detectada.
El incremento en la agresividad se limi-
t6 al dnico linaje en Colombia con una
capacidad predecible de virulencia tal
que le permite adaptarse a la resistencia
determinada por genes complementa-
riamente excluyentes de virulencia en el
campo. Sin embargo, su confinacién a la
estacion experimental (Santa Rosa) y la
restriccion de su expresion a épocas de-
finidas es indicativa de su especificidad
por tiempo (estacién) y ambiente. Ante
la ausencia de clones con la secuencia de
los genes de virulencia y resistencia in-
volucrados para confirmar su presencia,
podria especularse que la supuesta am-
pliacién de la agresividad sea mds bien
el resultado de una penetrancia limitada
de los genes de resistencia en algunas de
las progenies de los materiales pirami-
dados, de silenciamiento ocasionado por
otros genes o de factores predisponentes
involucrados con factores ambientales
no identificados plenamente.

Las barreras de incompatibilidad ve-
getativa, caracteristicas de los linajes de

P, grisea identificados por MGR-586 fin-
gerprinting, podrian explicar la ausencia
de recombinacién observada entre aisla-
mientos de linajes diferentes. El andlisis
reciente de una extensa muestra colecta-
da entre 1991-1997 en Estados Unidos
de América revel6 una estructura tipica-
mente clonal de los cuatro linajes predo-
minantes, resultado aparente de una re-
produccién estrictamente asexual entre
la poblacién del patégeno. La completa
correspondencia entre linajes, grupos de
compatibilidad vegetativa y tipo de apa-
reamiento entre los aislamientos asi lo
sugieren (Correll et al., 2000). Sin em-
bargo, en la misma investigacion se re-
porta la existencia de aislamientos que
sugerian cierta incongruencia con una
asexualidad estricta. Dos aislamientos
de archivo colectados entre 1970 y 1980,
agrupados en linajes diferentes y con di-
ferente tipo de apareamiento indicaron
compatibilidad vegetativa en el labora-
torio. Los autores sugieren que esta
compatibilidad serfa indicio de rema-
nentes de recombinacién sexual o para-
sexual en el pasado, pero una revisién
sobre estos mismos dos linajes indicé
que sus fingerprints han sido claramente
diferenciables por mds de 20 afios (Levy
et al., 1991). Con ello se colige que la
compatibilidad reportada en el labora-
torio no pudo haber tenido lugar en el
campo. De otra forma hubiese sido im-
posible distinguir entre los dos linajes
por la similitud entre los recombinantes.
De igual manera no ha sido reportada
evidencia alguna de recombinacién en-
tre linajes en Colombia por lo menos
durante los pasados 20 afios (Correa-
Victoria et al., 2000; Levy et al., 1993).
Sin embargo, con el estudio de Co-
rrell et al. (2000) se vislumbra un poten-
cial de intercambio genético entre aisla-
mientos de un linaje con mismo grupo
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vegetativo. Tal parasexualismo, en caso
de que ocurriese en el campo, tendria un
efecto positivo en la conservacion de avi-
rulencias especificas por linaje, en tanto
que prevendria el decaimiento genético
de los individuos del linaje por acumula-
cion de mutaciones; este escenario con-
tribuye a reforzar los potenciales de la
especificidad de la virulencia por linajes
para el diseflo de estrategias de mejora-
miento, como la de exclusién de linajes.

La conclusién de que la resistencia de
las pirdmides en F3 hubiese estado com-
prometida por fenémenos de segrega-
cién en ciertos miembros de la progenie,
pareciera ser la més adecuada, y es afin
con observaciones mejor documentadas
sobre la segregaciéon de Pi-1(t) en
C101LAC en otras areas ecoldgicas (P.
Mekwatanarkarn, comunicacién perso-
nal). Pero teniendo en cuenta la respues-
ta fenotipica de las generaciones subsi-
guientes de las pirdmides, la compatibili-
dad estacional entre ciertos haplotipos
del linaje SRL-6 y variedades a las que se
les comprobé su condicién piramidal, in-
dicaria que en el ambiente persiste una
subpoblacién de este linaje con habilidad
para infectar materiales con la combina-
cién Pi-1(t) y Pi-2(t). La capacidad de
adaptacion de esta subpoblacién estaria
comprometida por factores ambientales
o de manejo predisponentes.

Cualquier mutacién que afecte un gen
de avirulencia no necesariamente condu-
ce a variaciones en la patogenicidad. De
esta manera, de las ‘hasta siete’ sustitu-
ciones especificas de amino-acidos iden-
tificadas en las secuencias de varios ale-
los del gen AVR-Pita, que codifica por un
polipéptido funcional relacionado con la
avirulencia en aislamientos de los linajes
SRL-3 y ALL-7, patégenas para el arroz
en Colombia, s6lo una de ellas ha indica-
do intervenir en alguna transicion a la vi-
rulencia. Tanto los alelos virulentos como
los avirulentos en la poblacién evaluada
difieren por las mismas sustituciones de
bases (mutaciones puntuales) de la se-
cuencia codificadora. Claramente, estas
sustituciones puntuales se acumularon
por alguna razén diferente del azar en el
tiempo y sugieren la conservacién de la
funcién del gen de avirulencia, indepen-
dientemente de la conservacion del feno-
tipo relacionado con la virulencia (Bryan
et al.,2000).

La evoluciéon hacia la aparicién de
nuevas virulencias ocasionadas por la pi-
ricularia del arroz en Colombia aparece
histéricamente limitada por la interac-
cién entre la seleccion de hospederos y la
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estructura clonal que resulta de la ase-
xualidad predominante del patégeno. No
todos los cambios en virulencia son posi-
bles en el telén de fondo que definen los
linajes residentes, al menos en el corto
plazo. Los efectos de adaptacién inhe-
rentes a genes especificos de avirulencia
parecen constreilir los cambios por azar.
Pero, el nimero, la diversidad alélica y la
distribucién filo-geogréfica de los genes
AVR (como la de los genes R) en el pa-
tosistema piricularia del arroz contindan
aun por develarse completamente. Saber
con exactitud cudles tipos nuevos alta-
mente adaptados son posibles, depende
del conocimiento sobre la estructura lo-
cal del patosistema.

Es muy interesante que el gen Pi-2(t)
sea resistente a una extensa diversidad
de linajes de piricularia del arroz alrede-
dor del mundo (Shen et al., 1998; Sivaraj
et al., 2000; Zeigler et al., 1995), y sea si-
multidneamente susceptible a los tres li-
najes con mayor prevalencia en Colom-
bia. En este escenario serfa razonable es-
perar que piramides con el gen Pi-2(t)
fuesen especialmente vulnerables a una
pérdida de resistencia rdpida y multi-li-
naje en Colombia, lo cual no ha sido ob-
servado adn. Quizd los genes de aviru-
lencia que condicionan la incompatibili-
dad con Pi-2(t) y Pi-1(t) tengan funcio-
nes mutuamente excluyentes. Ello impli-
caria que las mutaciones sincrénicas en
los alelos de ambos genes serian de ocu-
rrencia extremadamente dificil en virtud
de su poca habilidad de adaptacién.

Ademis de la experiencia histérica de
resistencia comprobada por més de 10
afios de cultivo comercial de la variedad
Llanos 5, y més recientemente con Fe-
dearroz 50, esta investigacion demostrd
la validez de una estrategia de mejora-
miento basada en la utilizacién de genes
mayores de resistencia complementarios
que, combinados en variedades indivi-
duales (pirdmides), excluyan el espectro
de virulencia observado entre las fami-
lias genéticas (linajes) del patégeno, para
extender la durabilidad de la resistencia
a la piricularia del arroz en Colombia.
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