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Resumen

El arroz (Oryza sativa L), es alimento basico para las dos terceras partes de la poblacion
del mundo. El afiublo del arroz causado por Magnaporthe oryzae (Hebert) es la
enfermedad mas limitante en su produccion. La resistencia genética es una de las
principales formas de controlar esta enfermedad. Sin embargo, el patégeno tiene la
capacidad de superar la resistencia de las variedades dos a tres afios después de su
liberacion. A nivel internacional, los centros de investigacion como el CIAT, han
desarrollado estudios sobre las poblaciones de este patdgeno y sus interacciones con
genes de resistencia presentes en diferentes grupos de variedades diferenciales,
generando asi diversos tipos de informacién para los programas de mejoramiento. El
presente estudio tuvo como objetivo caracterizar una nueva poblacién de M. oryzae de
Colombia tanto patotipicamente como genotipicamente, el cual se propuso debido a que
hace mas de diez afios no se tiene informacion precisa de la estructura poblacional de
este hongo en Colombia, siendo esta informacién de gran importancia para los programas
de mejoramiento de arroz de América Latina y el Caribe. Este estudio se realizé en la
Estacion Experimental del CIAT-Palmira, con 114 aislamientos del hongo colectados en
siete departamentos del pais entre los afios 2008-2012 y provenientes de 99 materiales
diferentes de arroz. La caracterizacion patotipica de esta poblacion del hongo se realiz6
utilizando un nuevo grupo de lineas diferenciales monogénicas, las cuales representan 25
genes de resistencia, y la metodologia desarrollada por Hayashi y Fukuta (2009), mediante
lo cual se logré determinar el nimero de razas de esta poblacion; también se hicieron
andlisis mediante el indice de similaridad de Sokal & Michener (1958), andlisis de
correspondencia multiple, frecuencias de compatibilidad, distribucion geografica e indice
de diversidad patotipica. Los analisis genéticos se realizaron utilizando la técnica rep-PCR
POT2 propuesta por Hamer et al (1992). Se analiz6 la estructura genética de esta
poblacion mediante el indice de similaridad de Nei-Li, analisis de correspondencia multiple
e indice de diversidad genética. De los 114 aislamientos caracterizados patotipicamente,
se encontraron 61 razas o patotipos, donde la gran mayoria de estos (89%) fueron
representativos del departamento del Meta, siendo el 62% de este 89% total provenientes

de la estacion experimental de Santa Rosa (EESR), el cual es un sitio “HOT SPOT” para
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este patdgeno. Los andlisis de cluster indicaron la presencia de siete grupos patotipicos,
estando los grupos 1, 2, 3 y 4 representados por los aislamientos mas virulentos de la
poblacion y siendo el grupo 3 en el que se encuentran los aislamientos que superaron la
resistencia de los 25 genes de resistencia. Esta poblacién mostr6 una diversidad patotipica
del 97.5%, lo cual indica que es altamente diversa. Las menores frecuencias de virulencia
de la poblacién del hongo se presentaron frente a los genes de resistencia Pi-9(t), Pita-
2(1), Pita-2, Pik-m, Pik-h, Pi20(t) y Piz-t, siendo estos genes los que en este momento
deberian ser utilizados en programas de mejoramiento de la resistencia al patégeno. Para
la caracterizacién genética se utilizaron 95 aislamientos del total de los 114, debido a que
de 19 de ellos no se logré obtener DNA; de estos 95 aislamientos se obtuvieron 67
haplotipos que expresaron un indice de diversidad genética global de la poblacién del
98.7%, indicando esto la alta diversidad genética de este hongo en Colombia. Al igual que
para los analisis patotipicos, el mayor numero de haplotipos se encontr6 en el
departamento del Meta (74.6%), siendo el 72% de estos haplotipos representativos de la
EESR, corroborando nuevamente este resultado la gran diversidad genética y patotipica
de este hongo en este sitio, el cual sigue siendo de gran importancia para la seleccion de
germoplasma por resistencia a M. oryzae. La poblacion se estructurd en siete grupos
genéticos, cuatro de los cuales (1, 3, 5 y 6) presentaron similaridad con los grupos
genéticos SRL-1 a SRL-6 y ALL-7, reportados previamente por Levy et al., 1993 y los
grupos 2, 4y 7 se reportan como grupos genéticos nuevos, debido a que no presentaron
similaridad alguna con los grupos antes reportados por Levy et al., 1993. No se observo

ninguna correlacion entre los grupos patotipicos y los grupos genéticos encontrados.

Palabras clave: Afiublo, Patotipo, Haplotipo, Grupo patotipico, Grupo genético, Gen de

resistencia.
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Abstract

Rice (Oryza sativa L) is a staple food for two-thirds of the world’s population. Rice blast
caused by Magnaporthe oryzae (Hebert) is the most limiting disease for rice production.
Genetic resistance is one of the main ways to control this disease. However, the pathogen
has the ability to overcome the resistance of varieties two to three years after their release.
Internationally, research centers as CIAT, have developed studies on populations of this
pathogen and its interactions with resistance genes present on different groups of
differential varieties, thus generating information for breeding programs. The objectives of
this investigation were to characterize a new population of Magnaporthe oryzae of
Colombia both pathotypically and genotypically, which was proposed because it has been
more than ten years that there is no accurate information on the population structure of this
pathogen in Colombia, being this information of great importance for rice breeding
programs in Latin America and the Caribbean. This study conducted at the Experimental
Station of CIAT-Palmira, included 14 pathogen isolates collected in seven departments of
the country between the years 2008-2012 and from 99 different rice materials. The
pathotype characterization of this population was conducted using a new group of
monogenic differential lines, which represent 25 resistance genes, and the methodology
developed by Hayashi and Fukuta (2009) to determine the number of races of the pathogen
in this population; analysis was also performed for the similarity index of Sokal and
Michenner, multiple correspondence analysis, compatibility frequency, geographic
distribution and pathotype diversity index. Genetic analysis was performed using the rep-
PCR POT2 technique, proposed by Hamer et al (1992). The genetic structure of this
population was analyzed by similarity index of Nei-Li, multiple correspondence analysis
and genetic diversity index. The pathotype analysis showed 61 races or pathotypes within
the 114 blast isolates, where 89% of these races were representative of the Meta
department and 62% of this 89% were found on the Santa Rosa Research Station (SRRS),
which is a “HOT SPOT” for this pathogen. The cluster analysis indicated the presence of
seven pathotype groups; the groups 1, 2, 3 and 4 were represented by the most virulent

isolates of the population, with group 3 including blast isolates that overcame the resistance
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of the 25 resistance genes used in the study. This population showed a 97.5% pathotype
diversity, which indicate that it is highly diverse. The lower frequencies of virulence in the
pathogen population were presented against the resistance genes Pi-9(t), Pita-2, Pik-m,
Pik-h, Pi20(t) and Piz-t; these resistance genes should be used in rice breeding programs.
95 isolates of a total of 114 were used to characterize genetically the pathogen population;
it was not possible to extract DNA of the remaining 19 isolates.These 95 isolates were
grouped into 67 haplotypes, expressing a diversity genetic index of 98.7%, indicating the
high genetic diversity of this pathogen in Colombia. As the pathotype analysis, the largest
number of haplotypes were found in the Meta department (74.6%) and 72% of these
haplotypes were representatives of the Santa Rosa Research Station, corroborating again
that this site has the highest for both pathotype and genetic diversity in Colombia. This
finding corroborates the great importance of this research station to select resistant
germplasm to Magnaporthe oryzae. The blast population studied was set in seven genetic
groups, four of which (1, 3, 5 and 6) are highly similar with the genetic lineages SRL-1 to
SRL-6 and ALL-7, reported by Levy et al (1993); the groups 2, 4, and 7 are reported here
as new genetic groups because have not similarity with the groups reported before by Levy
et al (1993) or any other study. No correlation between the pathotype and genetic groups
was observed.

Key words: Rice blast, Pathotype, Haplotype, Pathotype group, Genetic group,

Resistance gene.
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Introduccioén

El arroz es importante como alimento basico, y los sistemas agricolas de produccion son
esenciales para la seguridad alimentaria, la disminucién de la pobreza y el mejoramiento

del estilo de vida de una poblacién (Sanint, 2010).

El arroz es un cultivo semestral tropical y subtropical, que a pesar de que la mayor
produccion a nivel mundial se concentra en los climas humedos tropicales, también se
puede cultivar en las regiones himedas de los subtropicos y en climas templados
(Agrocadenas, 2010).

Este cereal es cultivado en 113 paises de todos los continentes del mundo con excepcion
de la Antartida. De esos paises, los 26 que pertenecen a la regiéon de América Latina y el
Caribe (ALC) producen 25 millones de toneladas de “paddy” (arroz con cascara) que
representa el 4% de la produccion mundial de arroz (Sanint, 2010), que equivale a 592
millones de toneladas (promedio del afio, periodo 2000-2002). El area cultivada de arroz
en ALC es de 5.9 millones de hectareas, aproximadamente, regién en la cual, el aumento
del rendimiento fué de 51% entre 1995 y 2005. La produccién total del arroz en ALC mejoré
un 1.9% y un 1.3% en Asia, mientras que los rendimientos por hectarea aumentaron 3.8%
por afio en ALC y 1.0% en Asia (Sanint, 2010; Khush and Jena, 2009)

Colombia ocupa el puesto 21 en la produccion mundial de arroz, participando con menos
del 1%. Sin embargo, en la region latinoamericana es el tercer productor, después de Brasil
y Perl. Los principales productores de arroz a nivel global son China e India, que
concentran en conjunto el 51% de la produccién mundial. Sin embargo, estos paises no
comercializan volimenes importantes de arroz en el mercado internacional (Sanint, 2010;
GRISP, 2013).
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A pesar que nuestro pais no es reconocido como gran aportador en materia de este cereal
en términos internacionales, internamente, el arroz es uno de los cultivos de mayor

importancia econdmica para Colombia.

Este cereal se considera como una de las principales fuentes de alimento para la mitad de
la poblacién mundial (Fischer et al., 1997; Khush and Jena, 2009).

El arroz, es colonizado por gran cantidad de agentes fitopatdgenos entre los que se
encuentra el hongo Pyricularia grisea, estado asexual del ascomiceto Magnaporthe oryzae,
agente causal de la Pyricularia, afiublo o quemazén del arroz, siendo esta la enfermedad
mas limitante del cultivo en todo el mundo, ocasionando grandes pérdidas en produccion,
tanto en arroz de riego como de secano. Este patdgeno es capaz de infectar todos los
estados de desarrollo de la planta y se adapta facilmente a los hospederos, debido a la
inestabilidad de los genes de avirulencia (AVR) (Valent, 1997; Dai et al., 2010).

El uso de variedades resistentes al hongo ha sido el método mas utilizado, junto con el
control quimico, para combatir la enfermedad; es por esto que los programas de
mejoramiento ademas de enfocar sus estudios de investigacion al incremento en los
rendimientos de las nuevas variedades, también se enfocan en la busqueda de resistencia
durable a M. oryzae. Es decir, se busca la obtencion de materiales con altos potenciales
de rendimiento, a su vez deben poseer una resistencia durable al hongo para que dichos

rendimientos se materialicen y el uso de quimicos se disminuya (Correa, 1997b).

La obtencién de materiales con resistencia durable a M. oryzae requiere de estudios
amplios a nivel genético tanto de la planta como del patégeno, integrando el
fitomejoramiento, la fitopatologia y la biologia molecular para tratar de entender la dinamica
de la poblacion de este patdégeno. Dentro de estas areas, es indispensable caracterizar la
efectividad de los genes de resistencia de acuerdo a la frecuencia de los genes de
avirulencia presentes en las poblaciones del hongo, permitiendo asi determinar las mejores
combinaciones de genes de resistencia en un sitio geografico especifico para la obtencién

de materiales con resistencia durable al hongo (Levy et al., 1993; Fukuta et al., 2009).
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Objetivos

Objetivo general
Caracterizar genética y patotipicamente la poblacién del hongo M. oryzae en cultivos de
arroz en Colombia.

Objetivos especificos

1. Caracterizar patotipicamente parte de la poblacion del hongo M. oryzae en
Colombia.

2. Caracterizar genéticamente parte de la poblacion del hongo M. oryzae en Colombia
mediante estudios de dactiloscopia.

3. Estudiar los espectros de virulencia existentes dentro de los grupos patotipicos y
genéticos obtenidos en los objetivos 1y 2.

Hipotesis

La poblacion de M. oryzae en Colombia es altamente variable tanto en su estructura

patotipica como en su estructura genética.






1.Problematica

A nivel mundial el cultivo del arroz se ve drasticamente afectado por el hongo Magnaporthe
oryzae, debido a que se presenta en cualquier regiéon, adaptandose a los méas diversos
ecosistemas. En regiones donde las condiciones ambientales son favorables, es frecuente
observar variedades susceptibles en la fase de plantula o macollamiento totalmente
destruidas (Guzman, 2000, www.tecnicoagricola.es, 2012) ocasionando pérdidas hasta del
100% (Correa, 1997b; Khush and Jena, 2009), dependiendo de varios factores:

a) La variedad sembrada.
b) La etapa de desarrollo del cultivo en que se presenta la infeccion.

c) Variables ambientales como la humedad, la temperatura y el periodo de rocio.

Cuando no hay destruccion total del cultivo, es bastante dificil estimar las pérdidas
causadas por el afiublo de la hoja. La produccion por ejemplo puede disminuir en un
porcentaje aproximadamente igual al del area foliar afectada, segun la variedad de que se
trate. Las pérdidas causadas por el afiublo del cuello de la panicula son generalmente
altas, observandose que el porcentaje de estas pérdidas es similar al porcentaje de

incidencia alcanzado por la enfermedad en el campo (Correa, 1997a).

Practicas culturales tales como, uso de fungicidas y la resistencia genética han sido los
métodos mas utilizados para el control del hongo. El extensivo e incontrolable uso de
fungicidas afectan la salud humana y la seguridad del medio ambiente; por esta razén, se
considera que la utilizacion de multiples genes con amplio espectro de resistencia, es una
de las estrategias mas efectivas para el manejo de esta enfermedad (Wang et al., 2010;
RoyChoudhury et al., 2012a); sin embargo, la alta variabilidad del patégeno hace que esa

resistencia sea poco durable (Correa y Zeigler, 1993a). Una de las posibles razones para


http://www.tecnicoagricola.es/
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la pérdida de la resistencia es el surgimiento de nuevos patotipos o razas del hongo,
compatibles con los genes de resistencia liberados (Correa, 1997 y 1997a).

La resistencia a Magnaporthe oryzae, se basa en la hipotesis gen x gen (Flor, 1971; Chen
et al., 2006, citados por Wang et al., 2013), donde los genes mayores de resistencia (R)
son efectivos para el control de razas del hongo que posean los correspondientes genes
de avirulencia (AVR) (Jia et al 2000). Para el control de este patdgeno, hasta el momento
se han identificado y mapeado mas de 80 genes de resistencia (R) y seis de ellos han sido
clonados (McCouch et al., 1988, 1994; Yu et al., 1996; Wang et al., 1999; Bryan et al.,
2000; Gowda et al., 2003; Qu et al., 2006; Zhou et al., 2006; Liu et al., 2007. Citados por
Jia et al., 2009; Ballini et al., 2008; Chen et al., 2006, citado por Wang et al., 2013).

En el patégeno se han descrito 25 genes AVR y algunos de ellos se han clonado ACEL,
Avr-CO39, Avr-Piz-t, Avr-Pia, Avr-Pital, Avr-Pii, Avr-Pik/km/kp (Fudal et al., 2007; Farman
and Leong, 1998; Li et al., 2009; Miki et al., 2009; Yasuda et al., 2006; Yoshida et al., 2009).
ACEL es reconocido por el gen de resistencia Pi-33, y los otros por los genes Piz-t, Pi-a,
Pital, Pi-i, Pi-k, Pi-km, y Pi-kp respectivamente. Estudios recientes han demostrado que
los genes AVR en M. oryzae son muy inestables (Valent, 1997, citado por Wang et al.,
2013) y los cambios rapidos en las razas ya han cuestionado la efectividad de los genes R
(Correll et al., 2000).

El proyecto de patologia de arroz del CIAT, al igual que otros centros internacionales
dedicados a la investigacion en arroz, ha desarrollado diferentes metodologias orientadas
a la obtencion de materiales de arroz con resistencia durable a M. oryzae. Entre ellas, se
encuentran técnicas moleculares, que permiten tener informacion sobre la base genética
de la diversidad patogénica de las poblaciones del hongo. Por otro lado, estas
metodologias siguen necesitando de la informacién aportada por métodos convencionales,
como los estudios a nivel de invernadero, para establecer relaciones de asociacion. Siendo
esta ultima metodologia indispensable en la identificacion de patotipos del hongo, lo que
permite estimar el repertorio de genes de avirulencia encontrados en una poblacion
determinada. Estos patotipos a su vez, también han permitido la caracterizacion de genes
de resistencia presentes en un genotipo de arroz determinado, lo cual representa una

herramienta de validacion util para los programas de mejoramiento enfocados a la



Capitulo 1. Problemética 7

busqueda de resistencia durable a la enfermedad (Correa y Zeigler, 1993; Levy et al.,
1993).

A nivel mundial, la identificacion de razas de M. oryzae se ha hecho bajo el modelo gen x
gen de Flor (1971), basado en la utilizaciébn de un grupo de variedades diferenciales
internacionales que han servido como base para los estudios de especializacion
patogénica y de la relaciébn hospedero-patégeno (Kiyosawa, 1972, citado por Prabhu y
Philippi, 2006; Odjo et al., 2014).

Las primeras variedades diferenciales utilizadas, estaban constituidas por ocho genotipos
seleccionados en estudios cooperativos entre Japon y Estados Unidos; estos genotipos
poseen de uno a dos genes de resistencia al patégeno (Tabla 1-1) (Atkins et al., 1967,
citados por Prabhu y Philippi, 2006; Odjo et al., 2014). El uso de estas variedades no
permitia describir adecuadamente la estructura de razas en muchas regiones y los
investigadores de diferentes paises comenzaron a utilizar nuevamente diferentes series de
diferenciales (Ou, 1972, citado por Prabhu y Philippi, 2006).

Diez afios después en Japon se sugirieron nueve variedades diferenciales con genes de
resistencia vertical conocidos (Tabla 1-2). Sin embargo, la informacién obtenida de razas
aplicaba solamente para los genes de resistencia en la serie diferencial y como estas
variedades no son isogénicas, otros genes de resistencia desconocidos pueden estar
presentes en estos cultivares, lo cual podria generar confusion en los resultados finales
(Yamada, 1976, citado por Prabhu y Philippi, 2006; Odjo et al., 2014).
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Tabla 1-1. Diferenciales internacionales para las razas fisiol6gicas de Magnaporthe oryzae

Grupo* Variedad Gen de Origen
diferencial resistencia
A Raminad Str. 3 - Filipinas
B Zenith Pi-a, Pi-z E.UA
C NP-125 - India
D Usen Pi-a China
E Dular Pi-k Paquistan
F Kanto 51 Pi-k Japén
G Sha-tiao-tsao Pi-ks China
H Caloro Pi-ks E.UA

1 Las razas comparativas para las variedades diferenciales respectivas son clasificadas en grupos
gue van de la letra A hasta la H.
Fuente: Atkins et al., 1967; citados por Prabhu y Philippi, 2006 y Odjo et al., 2014.

Tabla 1-2. Variedades diferenciales utilizadas para la identificacion de razas de M. oryzae
en Japén.

Consecutivo Variedad diferencial Gen de resistencia

1 Shin 2 Pi-ks
2 Aichi Asahi Pi-a
3 Ishikari-shiroke Pi-i

4 Kanto 51 Pi-k
5 Tsuyuake Pi-km
6 Fukunishiki Pi-z

7 Yashiromochi Pi-ta
8 PiN° 4 Pi-ta?
9 Toride 1 Pi-zt

Fuente: Yamada, 1976; citado por Prabhu y Philippi, 2006 y Odjo et al., 2014.

Mackill y Bonman (1992) desarrollaron cinco lineas isogénicas del cultivar CO39, cada una
con un gen de resistencia conocido, las cuales han sido utilizadas por muchos
investigadores, afladiéndolas a su grupo de variedades diferenciales para estudios de

diversidad patotipica del hongo (Tabla 1-3). Estas lineas isogénicas, se utilizaron en
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estudios en Colombia, para determinar la importancia de la combinacién de los genes de
resistencia P-1, Pi-2 y Pi-33 (este ultimo también presente en la linea isogénica C 101 LAC
y para la identificacion de marcadores moleculares asociados al gen de resistencia Pi-1
(Prado, 2004; Fuentes et al., 2008).

Tabla 1-3. Lineas isogénicas (NIL’s) del cultivar CO39, donantes del gen de resistencia y
genes de resistencia identificados

Lineaisogénica Donador Origen Gen de
resistencia

C 101 LAC LAC 23 Liberia Pi-1

C 101 A51 5173 Colombia Pi-2

C 104 PKT Pai-Kan-Tao | China Pi-3

C 101 PKT Pai-Kan-Tao | China Pi-4a

C 105 TTP-4L23 | Tetep Vietnam Pi-4b

Fuente: Mackill y Bonman, 1992.

El uso de variedades diferenciales con genes de resistencia conocidos permite detectar
combinaciones de genes de avirulencia en el patégeno, sin embargo, su uso es limitado
para la clasificacion de razas de M. oryzae, por presentar base genética diferente. (Kumar
et al., 2000). En cuanto al uso de lineas isogénicas (NIL’s) como diferenciadoras, la
variedad CO39, utilizada como progenitor recurrente posee genes de resistencia. Para
superar este problema, Ling et al., 1995, desarrollaron otro grupo de variedades
diferenciales internacionales, cada una con un gen mayor de resistencia, utilizando como
“background” susceptible la variedad Lijiangxintuanheigu (LTH). Esta es una variedad
japonica oriunda de la provincia de Yunnan, China, que presentd susceptibilidad a 1.739
aislamientos de M. oryzae en diferentes partes de China, indicando que posiblemente esta
variedad no posee genes de resistencia al patégeno. Utilizando la variedad LTH como
progenitor recurrente y algunas diferenciales japonesas de Kiyosawa, con genes
conocidos como donadores de resistencia, fueron desarrolladas otra serie de NIL’s (Tabla
1-4).
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Tabla 1-4. Lineas isogénicas de LTH, genes de resistencia y donante de resistencia.

Consecutivo NIL* Gen de resistencia | Donante?
1 F-80-1 Pi-k Kusabue
2 F-89-7 Pi-k™ Tsuyuake
3 F-124-1 Pi-ta K1
4 F-128-1 Pi-ta? Pi-No.4
5 F-129-1 Pi-kP K60
6 F-145-2 Pi-b BL1

1 LTH fue utilizado como progenitor recurrente en el desarrollo de estas lineas isogénicas.
2 Variedades diferenciales japonesas de Kiyosawa
Fuente: Ling et al., 1995.

Estas lineas isogénicas presentan distinta reaccion de resistencia o susceptibilidad y
permiten diferenciar las razas patogénicas de M. oryzae, en zonas sembradas tanto con

cultivares indicas como japonicas (Ling et al., 1995).

Con la ayuda de las herramientas moleculares se ha logrado avanzar mas rapidamente en
la identificacion y caracterizacion de genes de avirulencia en el patégeno, y de genes de
resistencia en el hospedero. Es por esto, que los diferentes grupos de diferenciales
utilizados hasta ahora en Colombia no dan informacién sobre los genes de resistencia
identificados recientemente. Por esta razon, a pesar de que siempre ha existido un sistema
de monitoreo de razas a nivel fenotipico, se necesita un sistema mas preciso en los cuales
se puedan evaluar la mayor cantidad de genes de resistencia hasta ahora conocidos, que
se encuentren en la misma base genética, y que a su vez se adapte a un sistema mas

global de evaluacion para efectos comparativos.

Recientemente, en un trabajo conjunto entre JIRCAS (Japan International Research
Center for Agricultural Science) e IRRI (International Rice Research Institute) se
desarrollaron 26 lineas monogénicas utilizandose como progenitor recurrente la variedad
japonica (LTH); cada linea posee un Unico gen de resistencia, con excepcion de LTH que
supuestamente no posee ningln gen y constituyen el nuevo grupo de variedades

diferenciales-monogénicas internacionales que se estd utilizando en diferentes sitios,
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principalmente de Asia, para estudios de diversidad patotipica de M. oryzae de forma mas
precisa (Tabla 5-5) (Tsunematsu et al., 2000; Kobayashi et al., 2007. Citados por Hayashi
y Fukuta, 2009 y Odjo et al., 2014). Estas lineas ya estan siendo utilizadas por diferentes
instituciones a nivel mundial para caracterizar las poblaciones del hongo en sitios

especificos de alta produccién de arroz (Toung Le et al., 2010; Wang et al., 2013).

En los estudios de diversidad patotipica del patégeno, realizados en Colombia con
aislamientos colectados en la Estacién Experimental de Santa Rosa (EESR), ubicada en
el departamento del Meta, donde las condiciones ambientales son altamente favorables
para el desarrollo del patégeno, se utilizaron las variedades diferenciales sugeridas por
Atkins et al., 1967 y las variedades diferenciales propuestas por Yamada, 1976, citados
por Pabhu y Filippi, 2006 y Odjo et al., 2014, (Tablas 1y 2), detectdndose la presencia de
45 razas del hongo. Estos resultados permitieron seleccionar a la estacion de santa Rosa
como sitio ideal para evaluar materiales de arroz por su resistencia a pyricularia. En este
sitio se concentra la seleccion de materiales de los programas de mejoramiento del CIAT
y de sus colaboradores nacionales debido a la gran diversidad patogénica del hongo
(Correay Zeigler, 1993; Levy et al., 1993; Correa-Victoria, 1997c).
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Tabla 1-5. Nuevo grupo de lineas diferenciales internacionales, constituido por lineas

monogénicas, cada una posee un solo gen de resistencia

Entrada Linea monogénica | Gen de Resistencia Donante
IRBL 1 IRBLa-A Pi-a AICHI ASAHI
IRBL 3 IRBLI-F5 Pi-i FUJISAKA 5
IRBL 5 IRBLKs-F5 Pi-ks FUJISAKA 5
IRBL 6 IRBLK-ka Pi-k KANTO 51
IRBL 7 IRBLkp-K60 Pi-kp K 60
IRBL 8 IRBLkh-K3 Pi-kh K3
IRBL 9 IRBLz-Fu Pi-z FUKUNISHIKI
IRBL 10 IRBLz5-CA Pi-z5 C101 A51
IRBL 11 IRBLzt-T Pi-zt TORIDE 1
IRBL 12 IRBLta-K1 Pi-ta K1
IRBL 14 IRBLb-B Pi-b BL1
IRBL 15 IRBLt-K59 Pi-t K59
IRBL 16 IRBLsh-S Pi-sh SHIN 2
IRBL 18 IRBL1-CL Pi-1 C 101 LAC
IRBL 19 IRBL3-CP4 Pi-3 C 104 PKT
IRBL 20 IRBL5-M Pi-5(t) RIL 249 (Moro)
IRBL 21 IRBL7-M Pi-7(t) RIL 29 (Moro)
IRBL 22 IRBL9-W Pi-9 WHD-1S-75-1-127
IRBL 23 IRBL12-M Pi-12(t) RIL 10
IRBL 24 IRBL19-A Pi-19 AICHI ASAHI
IRBL 25 IRBLKM-Ts Pi-km TSUYUAKE
IRBL 26 IRBL20-IR24 Pi-20 ARL 24
IRBL 27 IRBLta2-Pi Pi-ta2 Pi No. 4
IRBL 28 IRBLta2-Re Pi-ta2 REIHO
IRBL 29 IRBLta-CP1 Pi-ta C 101 PKT
2008DS 32 | LTH Sin gen

Fuente: Tsunematsu et al., 2000; Kobayashi et al., 2007; citados por Hayashi y Fukuta, 2009 y Odjo
etal., 2014.

Con respecto a los estudios de la estructura genética de la poblacion de Magnaporthe
oryzae en Colombia, con analisis de fingerprinting utilizando la sonda MGR586 basado en
RFLP-DNA y rep-PCRPot2 (George et al., 1998), se pudo concluir que las 45 razas del
hongo se agrupan en seis familias genéticas (Levy et al., 1991y 1993; Zeigler et al., 1995).
Igualmente, estas familias o linajes genéticos estdn compuestos por aislamientos que
infectan un especifico y limitado grupo de cultivares, que a su vez representan un grupo
especifico de patotipos. Se pudo deducir por este estudio que cada linaje envuelve un

grupo de patotipos muy relacionados en su espectro de virulencia (Levy et al., 1993).
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En Colombia se realizaron estos estudios hasta el afio 2004, por esta razén, hoy en dia no
se sabe con exactitud como esta conformada la poblacion de este patégeno en nuestro
pais en relacion a su estructura patotipica, la frecuencia de los genes de
virulencia/avirulencia y su estructura genética, lo cual hace, que no haya una informacion
actualizada sobre cudles podrian ser los genes de mayor utilidad en este momento y que

combinados entre si proporcionen una resistencia durable a M. oryzae.

El presente estudio se propuso con el objetivo de caracterizar parte de la poblacién del
patdbgeno en Colombia tanto en su estructura patotipica, utilizando la metodologia
desarrollada por Hayashi y Fukuta, 2009 y el nuevo grupo de variedades diferenciales-
monogénicas desarrollado por Tsunematsu et al., 2000 y Kobayashi et al., 2007; citados
por Hayashi y Fukuta, 2009; Fukuta et al., 2009 y Odjo et al., 2014. Igualmente se propuso
para este estudio caracterizar la estructura genética de esta poblacién del hongo, utilizando

la técnica rep-PCR fingerprinting (George et al., 1998).

Estos estudios se plantean con el fin de tener informacién sobre la base de los cambios en
la poblacién, ya que no se sabe si el patdégeno solo ha cambiado a nivel de virulencia o si
ha involucrado todo su genoma. De la misma manera, se podrd tener una vision
actualizada de cual es la variabilidad patogénica dentro de cada linaje y asi determinar si
hacer mejoramiento basado en exclusion de linajes sigue siendo una buena estrategia, o
si por el contrario hay que recurrir a estrategias complementarias como mejoramiento

basado en la frecuencia de las razas del patdgeno.

Otro de los motivos en realizar esta investigacion es la incertidumbre que tienen los
mejoradores, puesto que las variedades y lineas avanzadas que se estan seleccionando
como resistentes a Magnaporthe oryzae en un sitio, son susceptibles en otros y variedades
gue anteriormente eran susceptibles, ahora estan presentando resistencia y viceversa.
Para dar una explicacion a esta situacion, se hace necesario comprender la dindmica

poblacional de este patégeno en Colombia.






2. Marco de Referencia

2.1 El arroz

2.1.1 Origen, tipos y distribucion

Teofrastes lo denominé Oryza en su clasificacién botanica del siglo IV a. C. (Grist, 1958,
ciado por Sanint y Gutierrez,, 2001; Franquet, 2004). Las dos especies de arroz
comercialmente cultivadas en el mundo provienen de las especie Oryza sativa y Oryza
glaberrima. Esta ultima solo se cultiva en Africa. En Asia, de donde se presume que es
originario Oryza sativa, el arroz se encuentra enraizado en los ritos sagrados y de mayor
tradicion de muchos pueblos (China, India, Tailandia, Indonesia, Filipinas, Japon, etc.) en
donde le atribuyen origen divino y lo consideran un regalo de los dioses. Los &rabes dicen
gue el arroz proviene de una gota de sudor de Mahoma caida del paraiso. La méas conocida
es la legendaria instaurada por el emperador japonés Shen Nung hace casi 5.000 afios (en
2.700 a. C) que consistia en que el emperador, que era el Unico que podia sembrar arroz,
lo hacia de mano propia, cada primavera, frente a los miembros de la casa real, a quienes
cabia el privilegio de sembrar los otros cereales (trigo, sorgo, millo). Esto le permitié al
arroz un prestigio enorme; de alli que se considere el cereal por excelencia. Las
excavaciones arqueoldgicas muestran ya indicios del cultivo del arroz en el norte de
Tailandia hace unos 6.000 afios (Huke and Huke, 1991, Franquet, 2004; Sanint, 2010).

En Europa, son los compafieros de Alejandro Magno (s. IV a. C) quienes traen la
descripcion de los arrozales de la India. Los Moros traen el arroz a la peninsula Ibérica en
el s. VIl d. C (Sanint y Gutierrez, 2001, Franquet, 2004).

En América, hay referencias del arroz en Sao Paulo (Brasil), en el s. XV. A Estados Unidos

llega en 1694 procedente de Madagascar, llevado por el gobernador de California; de alli
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paso, en 1781 a, Lousiana y luego a Alabama, Texas, Florida, California, etc (Granato,
1914, Citado por Sanint y Gutierrez, 2001; Franquet, 2004).

La especie de arroz Oryza sativa, considerablemente variable, se ha clasificado en dos
tipos: Indica y Japdnica. Los arroces cultivados en el mediterrdneo, sureste de Asia, sur
de China, Corea, Japon y algunas regiones de Africa, son en general de tipo japdnica y
se caracterizan por ser pequefias, con hojas angostas y erectas, tolerantes a bajas
temperaturas, mas resistentes al desgrane y de granos cortos con bajo contenido de
amilosa, responden a la fertilizacién nitrogenada y no sufren volcamiento. Los arroces de
tipo indica son cultivados en la India, Madagascar, este de Africa, norte de China, América
y también el sureste de Asia y se caracterizan por su rapido y vigoroso crecimiento inicial,
poseen hojas largas y anchas, tallos altos y débiles, susceptibles al desgrane, de
maduracion tardia y no poseen dormancia (Leal, 1990; Chyler, 1979, citado por Tascoén, E
y Garcia, D, 1985, citados por Flor 1998; Franquet, 2004).

El arroz se cultiva entre los 55° N en China y 36° S en Chile (Khush, 1997, citado por
Gallego, 2003; Franquet, 2004).

2.1.2 Importancia econdémicay social

El arroz estd intimamente involucrado en la cultura, la alimentacion y la economia de
muchas sociedades y se ha convertido en la base alimenticia de la mayor parte de la
poblacion del mundo (Huke y Huke, 1991; Franquet, 2004).

El arroz se produce bajo cuatro sistemas de cultivo: Riego, secano favorecido, secano e
inundacion. La mayor parte de la produccion mundial de arroz se produce bajo riego (93
millones de ha en el mundo) o secano favorecido (52 millones de ha en el mundo). El
secano representa cada vez un segmento menor (Pingali et al., 1997; Franquet, 2004;
GRISP, 2013).

La produccion mundial a inicios del siglo XX era de unos 140 millones de toneladas de
arroz cascara, en un area de 80 millones de ha, para rendimiento de 1.75 tons/ha (FAO,
1965, citado por Sanint y Gutierrez, 2001). En los albores del mismo siglo, Asia tenia el

privilegio casi exclusivo del cultivo del arroz, pues representaba el 99% de la produccion
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mundial. En aquel entonces la India y China producian cada una el 40% del total. Hoy,
ambos paises siguen siendo los principales productores: China representa el 33% vy la
India el 20%. A mediados del siglo, se producian 168 millones de toneladas en un area de
130 millones de ha con rendimientos alrededor de 1.3 ton/ha. Al finalizar el siglo, se
produjeron casi 600 millones de toneladas en 154 millones de ha y los rendimientos se
incrementaron a 3.9 ton/ha. En la actualidad la situacion es igual (Sanint y Gutierrez, 2001;
Franquet, 2004; GRIiSP, 2013).

La gran expansién del arroz se produce a raiz del lanzamiento de la variedad IR8 y de
otras variedades similares, de alto rendimiento y bajo porte durante la década de los 60s.
En las Ultimas tres décadas, la produccion mundial crecié 2.6% y los rendimientos 2.0%.
Una caracteristica de las nuevas variedades es su eficiencia en la asimilacion de nitrégeno
(N). En términos de eficiencia de calorias, las nuevas variedades mantienen una alta

conversion y altos rendimientos (Sanint y Gutierrez, 2001).

En América Latina se siembran aproximadamente nueve millones de ha y se producen
cerca de 20 millones de toneladas de arroz cascara, que representa aproximadamente el
3.6% de la produccion mundial de arroz (Sanint y Wood, 1998; GRiSP, 2013).

Colombia en la actualidad ocupa el puesto 25 en la produccion mundial de arroz cascara,
el tercero en América Latina después de Brasil y Pery, sin embargo, la participacion en el
mundo es marginal, 0,4% del total (GRiSP, 2013). La produccién nacional paso de 2.12
millones de toneladas en 1990 a 2.41 millones de toneladas en 2010. El crecimiento fue
constante entre los afios 1990 y 1999 y ha sido variable desde entonces. Entre los afios
2004 y 2010, la produccién de arroz riego cay6é de 1.59 millones de toneladas a 1.32
millones y la produccién en condiciones de secano cay6 de 877,341 a 752,515 toneladas
(GRiSP, 2013).

La disminucién en la produccion de arroz en Colombia se debié parcialmente al
decrecimiento en el total del area cultivada que cay6 en 56.300 ha desde 1990 (paso de
521.100 ha en 1990 a 464.794 ha en 2010). Sin embargo, los rendimientos de arroz,
pasaron de 4.1 t/ha a 6.3 t/ha durante 1990-2008, aunque estos bajaron a 5.2 t/ha en 2010

(GRISP, 2013). Se estima que para el 2016, el area cultivada se incremente en 38.000 ha,
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con lo cual se llegaria a un area cultivada de 500.00 ha, esto debido a las condiciones del
mercado y a la oferta agroclimética, especialmente para las zonas de los Llanos Orientales

y la Mojana (www.agronet.gov.co, 2016).

El arroz es el cuarto cultivo mas importante de Colombia, después de la Cafia de azUcar,
Palma africana y Platano, igualmente es el cuarto alimento mas consumido (35.2
Kg/capita/aio), después del platano, azlcar y papa; ocupa el tercer lugar en area cultivada
en el pais, después del café y el maiz, con el 13% del total del area sembrada. La
produccién de arroz representa el 10% de la actividad agricola y es alimento para la
poblacion mas pobre de Colombia (GRiSP, 2013).

Colombia se divide en cinco zonas de produccion de arroz a saber: Centro, Oriente, Bajo
Cauca, Costa Norte y Santanderes. Los dos sistemas mas importantes para la produccion
son el arroz de riego y el arroz de secano favorecido, utilizando métodos mecanizados y
manuales de produccién, cerca del 70% del area cultivada de arroz es mecanizado
(GRIiSP, 2013).

La zona Centro corresponde a los departamentos de Huila, Tolima, Caqueta,
Cundinamarca y Boyaca en las zonas aledafias del rio Magdalena y a los departamentos
del Valle y Cauca. En esta zona predomina el sistema de cultivo bajo riego, es la mas

tecnificada y en la que se obtiene las mejores producciones por hectarea.

La zona Oriente se encuentra en las postrimerias de la cordillera oriental, predominando
el sistema de secano favorecido; las principales areas arroceras de esta region se

encuentran en los departamentos del Meta, Casanare y Arauca.

La zona del Bajo Cauca, corresponde literalmente a la parte baja del valle del rio Cauca,
comprende parte de los departamentos de Antioquia, Bolivar, Cordoba y Sucre, de los
cuales algunos municipios hacen parte de la subregion de la Mojana o Cono del Cauca

donde se encuentran tierras muy fértiles.
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La zona de la Costa Norte estd integrada por las areas arroceras del Cesar, Guajira y
Magdalena, donde generalmente se cultiva arroz de riego, aunque en la parte sur del
departamento del Cesar se siembran algunas hectareas bajo el sistema de secano.

La zona que comprende los departamentos de Santander y Norte de Santander, se
presentan los dos sistemas de produccion, aunque predomina el sistema de riego (Fondo
Nacional del Arroz, 2001; GRIiSP, 2013).

El incremento de la temperatura a nivel mundial, ha generado inestabilidad en los
rendimientos del cultivo del arroz, pues las altas temperaturas causan efectos directos en
la fertilidad de las espiguillas de arroz, presentdndose como consecuencia de ello
inestabilidad en los rendimientos del cultivo y poniendo en riesgo la seguridad alimentaria
del planeta. Ademas de los efectos directos causados por las altas temperaturas, estas
también traen como consecuencia el incremento de plagas y enfermedades que a su vez

también deprimen los rendimientos (GRiSP, 2013)

El reto de los fitomejoradores en la actualidad es enfrentar al cambio climatico, buscando
la manera de desarrollar variedades con resistencia a factores adversos asociados al
cambio climéatico como son la sequia y altas temperaturas, pero a su vez estas variedades
deben llevar un componente de resistencia a las principales plagas y enfermedades como
es el caso de la resistencia a Magnaporthe oryzae , causante de la enfermedad conocida
como Afiublo del Arroz, la cual ha sido y continua siendo la enfermedad mas limitante del
cultivo en todo el mundo, pues tiene la capacidad de adaptarse a diferentes agro-
ecosistemas y afectar los cultivos en zonas templadas, tropicales y bajo cualquier sistema

de cultivo, bien sea secano, secano favorecido o irrigado (GRiSP, 2013).

2.2 Generalidades del afiublo del arroz

2.2.1 Importancia de la enfermedad

El Afiublo del arroz causado por Magnaporthe oryzae (Anamorfo: Pyricularia oryzae), es la
enfermedad de mayor distribucion y de mayor importancia economica del cultivo,

presentandose en zonas templadas y subtropicales y causa pérdidas en productividad que



20  Caracterizacion genética y patotipica del hongo magnaporthe oryzae en cultivos
de arroz en Colombia

pueden oscilar entre el 17 y el 52%. Estos porcentajes de pérdidas se han calculado en
Asia, Africa y América Latina (Ou, 1985; Carvalho y Guimaraes, 2003; Wang et al., 2014).

2.2.2 Agente causal

Con respecto a la nomenclatura, este hongo era conocido como Pyricularia oryzae Cavara
(1891) y su rango de hospederos se limitaba principalmente a especies del genero Oryzae.
Pyricularia grisea Sacc (1880), se consideré morfolégicamente distinto de P. oryzae y se
conoce en gran namero de malezas (Nishikado, 1917; Sawada, 1917; Ellis, 1971, Citados

por Rossman et al., 1990; www.tecnicoagricola.es, 2012). Debido a que no existieron

bases para distinguir especies entre cepas que afectaban al arroz y cepas que afectaban
las malezas (Crawford et al 1986, citados por Prado, 1994), ambos anamorfos se
agruparon bajo el nombre de Pyricularia grisea (Rossman et al 1990), puesto que los
codigos de la Sidney consideran como regla prioritaria utilizar el nombre mas antiguo del
patégeno, en este caso P. grisea Sacc (1880). Sin embargo en la actualidad los
especialistas en este patégeno recomiendan denominarlo como Magnaporthe oryzae

(Valent comunicacién personal), como se denominara en adelante.

2.2.3 Clasificacion taxondmica

Este patégeno se encuentra clasificado de la siguiente manera:

Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota

Clase: Sordariomycete
Orden: Magnaporthales
Familia: Magnaporthaceae
Género: Magnaporthe
Especie: Magnaporthe oryzae

Al existir el estado perfecto de un hongo y siguiendo los cédigos de la Sidney, el nombre
del hongo en su estado perfecto es el que se debe utilizar para referirse en todas sus

formas (ASCOLFI, 1993). En este trabajo se designara al patbgeno como Magnaporthe
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oryzae, pues es la designacibn que oficialmente se ha sugerido

(www.catalogueoflife.org/col/.species, 2000; www.tecnicoagdricola.es, 2012).

2.2.4 Morfologia

En su fase asexual posee conidiéforos simples, parduscos y tabicados que nacen solitarios
0 en grupos de tres, en cuyos extremos llevan las conidias, las cuales son fusiformes,
hialinas y divididas en forma equidistante por dos septas (Figura 2-1). Sus medidas son
aproximadamente 22-24u x 10-12u. El micelio es tabicado y esponjoso (Ou, 1985;

www.tecnicoagricola.es, 2012).

Figura 2.1. Esporas de Magnaporthe oryzae (Fase asexual)

En su fase sexual, este hongo posee peritecios que se presentan en forma individual o
agrupados, con estromas aparentes y cuello bastante alargado. La base del peritecio es
de color pardo oscuro o negro, globoso y tiene 180u de diametro. El cuello es hialino, pero
puede tornarse oscuro con el tiempo, particularmente en la parte basal; midiendo
aproximadamente 90U de diametro x 600u de largo. Las ascas se forman en la base del
peritecio, miden aproximadamente 8,54 x 704, son de forma cilindrica, subclavada,
unitabicada y presentan un poro en uno de los extremos. Generalmente cada asca
contiene 8 ascosporas, las cuales son hialinas, fusiformes, triseptadas, ligeramente
curvadas y miden aproximadamente 4,74 x 17-24p  (Hebert, 1971;

www.techicoagricola.es, 2012).



http://www.catalogueoflife.org/col/.species,%202000

22  Caracterizacion genética y patotipica del hongo magnaporthe oryzae en cultivos
de arroz en Colombia

2.2.5 Sintomatologia

Magnaporthe oryzae afecta todas las partes aéreas de la planta de arroz: Hojas, nudos,
cuello y panicula. Las lesiones en las hojas se presentan desde pequefios puntos de color
café, hasta formar rombos o diamantes de color verde oliva o gris, rodeados por un halo
mas claro, los bordes de la lesién son de color pardo o pardo oscuro (Figura 2-2). Estas
lesiones pueden crecer hasta juntarse y afectar las hojas completamente. La forma, color,
tamafo y nimero de lesiones varia de acuerdo a las condiciones ambientales, a la edad
de la plantay al grado de susceptibilidad de la variedad (Ou, 1985; www.tecnicoagricola.es,
2012).

Figura 2.2. Lesiones iniciales y tipicas causadas por M. oryzae en hojas de arroz

En los tallos, se forman manchas de color café oscuro que rodean los nudos en forma de
anillo hasta producir un estrangulamiento de los mismos, este sintoma es observado
Unicamente en variedades muy susceptibles.

En el cuello de la panicula es donde se produce el dafio de mayor importancia econémica,
inicialmente se forma una mancha de color pardo grisaceo que luego rodea la base de la
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espiga y que puede causar vaneamiento total de la panicula cuando el ataque se presenta
durante la floracion. Si el ataque se presenta cuando el grano esté en estado lechoso, la
maduracion se puede anticipar y en la cosecha resultan granos vanos o parcialmente
formados junto con granos normales, siendo estos de baja calidad molinera (Figura 2-3)
(Villarraga y Andrade, 1982; Ou, 1985; www.tecnicoagricola.es, 2012).

Figura 2.3. Lesion en cuello de panicula causada por M. oryzae.

2.2.6 Epidemiologia

2.2.6.1 Ciclo de vida

El ciclo de vida del hongo se repite bajo condiciones favorables y se presenta cuando una
conidia se deposita en el tejido de la planta, bien sea hoja, tallo o cuello de panicula. Esta
conidia e inicia su proceso de infeccion, formando el tubo germinativo, luego el apresorio
con su respectiva clavija, que penetra a través de la cuticula y de la epidermis. De esta
manera se inicia la colonizacion de las células de la planta (Figura 2-4) (Ou, 1985; Correa,
1997a; Pinzén, 2003; www.tecnicoagricola.es, 2012).
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Figura 2.4. Esquema del ciclo de vida de M. oryzae en su fase asexual (Pinzén, 2003)
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2.2.6.2 Ambientes

Los factores del medio ambiente y de la planta que favorecen el desarrollo del hongo son:
Alta humedad relativa, lloviznas prolongadas, vientos suaves, baja luminosidad, periodos

de rocio de 12 a 14 horas (Correa, 1997a; www.tecnicoagricola.es, 2012)

2.2.6.3 Esporulacién

La tasa de esporulacién aumenta cuando hay un incremento en la humedad relativa. La
produccion de conidias ocurre aproximadamente 6-7 dias después de la inoculacion. El
maximo potencial de esporulacibn se puede obtener a temperaturas medias
(aproximadamente 20°C), aunque se alcanza muy pronto si la temperatura es mas alta

(Correa, 1997a; www.tecnicoagricola.es, 2012).
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2.2.6.4 Diseminacion

Las lesiones se forman principalmente cuando la humedad relativa esta entre 85% y 93%.
La formacion de las conidias alcanza su punto maximo de tres a ocho dias después de la
aparicion de las lesiones foliares. La mayoria de las conidias son producidas y liberadas
durante la noche, entre las 6:00pm y las 2:00am y se ha calculado que una lesion tipica
producen entre 2.000 a 6.000 conidias por dia, durante 14 dias bajo condiciones de
laboratorio. Una vez las conidias son producidas, estas se liberan y diseminan por accion
del viento y la lluvia en los cultivos de arroz (Ou, 1985; Correa, 1997a;

www.tecnicoagricola.es, 2012).

2.2.7 Variabilidad patotipica

Magnaporthe oryzae es una continua amenaza para la produccion de arroz (Luo et al.,
2005), y pese a los grandes esfuerzos de los mejoradores, este patdgeno sigue causando
pérdidas considerables en el cultivo, convirtiéndose de igual manera en una amenaza para
el suministro global de alimentos, debido a la capacidad que tiene de afectar otros cereales
como cebada, trigo y millo (Zeng et al., 2009). El desarrollo de lineas resistentes ha sido
el medio méas eficaz para el control de este patégeno, sin embargo, los materiales
seleccionados pierden su resistencia pocos afios después de ser cultivados en zonas con
alta incidencia de la enfermedad (Correa y Martinez, 1995; Khush y Jena, 2009; Luo et al.,
2005; Wang et al., 2013).

Existen varias explicaciones posibles a las que se les atribuye la poca durabilidad de la

resistencia de las variedades liberadas:

a. El hongo tiene una gran variacién patotipica que estd dada por los genes de
virulencia/avirulencia, y que se expresa también en la existencia de razas
fisiologicas compatibles con genes de resistencia incorporados en nuevas
variedades (Hamer et al., 1992; Correa y Zeigler, 1993a; Correll et al., 2000;
Koizumi, 2009; Wang et al., 2013).

b. Seleccion de lineas en sitios donde no estan presentes todas las razas o que las
frecuencias de algunas de ellas sean tan bajas que no se puedan detectar. Esto

haria que cuando estas lineas sean expuestas a razas nuevas presentes en la
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localidad donde se va a sembrar masivamente sea susceptible; de otro lado, podria
suceder que las frecuencias de las razas que estan bajas en el momento de la
seleccibn y que sean capaces de enfermar las lineas seleccionadas, se

incrementen y las infecten.

La alta variabilidad del hongo en términos de su composicién en razas, es uno de los
factores que hacen dificil la obtencién de variedades de arroz con resistencia durable a la
enfermedad (Valent, 1997. Citada por Jia et al., 2009; Odjo et al., 2014). En estudios
realizados en Colombia se encontraron mas de 45 razas del patdégeno, las cuales
presentaron compatibilidad con 13 genes de resistencia conocidos, basados en el sistema
de diferenciales tradicional (Tablas 2-1 y 2-2). El rango de las frecuencias de virulencia en
12 variedades de arroz con genes de resistencia conocidos en estudios realizados en
CIAT, oscilé entre 0.14 y 0.78, ningun material fue susceptible a todos los aislamientos y
ningun aislamiento fue compatible con la variedad Oryzica Llanos 5 (Tabla 2-1) (Correa 'y
Zeigler, 1993b; Correa et al., 1997). La interaccion compatible altamente especifica,
también observada en estos estudios entre algunos cultivares con genes de resistencia
conocidos y aislamientos del hongo recuperados de estas variedades sugiri6 que,
mediante cruzamientos de variedades o lineas que muestren resistencia complementaria,
se pueden generar combinaciones potencialmente Utiles de genes de resistencia, para las
cuales el patébgeno no muestra una acumulacion de los correspondientes factores de
virulencia con dichos genes de resistencia (Tabla 2-2) (Levy et al., 1993; Correa et al.,
1997).
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Tabla 2-1. Frecuencias de virulencia en una poblacién de M. oryzae en Colombia

Variedad Gen de resistencia Frecuencia de NlUmero de
virulencia aislamientos
Oryzica Llanos 5 Desconocido 0 250
Fujisaka 5 Pi-i, Pi-ks 0.14 152
Fukunishiki Pi-z 0.22 135
Tsuyuake Pi-km, Pi-m 0.25 118
Tetep Pi-kh 0.26 149
BL-1 Pi-b 0.43 155
K-1 Pi-ta 0.47 138
Shin 2 Pi-ks 0.54 136
Pi No 4 Pi-ta2 0.64 159
Dular Pi-ka 0.64 154
Kusabue Pi-k 0.67 141
Aichi Asahi Pi-a 0.75 145
K-59 Pi-t 0.78 111
Fanny Desconocido 0.86 167

Fuente: Correa et al., 1997.

Tabla 2-2. Acumulacion de factores de virulencia en aislamientos de M. oryzae, colectados

en un sitio de evaluacion y seleccion por resistencia al afiublo del arroz en Colombia.

*Compatibilidad segun aislamiento

Variedad Gen

de 1 2 3 4 5 6

resistencia

Aichi Asahi Pi-a + + + + + +
BL-1 Pi-b + + + - + -
Shina 2 Pi-ks + + + + - -
Dular Pi-ka + + + + - -
Fukunishiki Pi-z + - + i _ i
Kanto 51 Pi-k + + - + - +
K-1 Pi-ta + + + + - -
K-59 Pi-t + + + + - -
CICA9 - + + - - - +

*El signo (+) indica compatibilidad. Fuente: Correa et al., 1997.

La diversidad en virulencia encontrada en la poblacion del hongo en Colombia, sugiere

claramente que para el control del afiublo del arroz se necesitan nuevos genes de

resistencia o combinaciones de estos, los cuales son solamente superados por parte de la

poblacién del hongo (Correa et al., 1997).
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Con la necesidad de explorar nuevos genes de resistencia que combinados entre ellos
proporcionen resistencia durable a M. oryzae, es importante tener en cuenta que durante
los ultimos 25 afios se han logrado grandes avances en los estudios de la genética de la
resistencia al afiublo del arroz. La utilizacion de analisis genéticos convencionales para la
identificacion de fuentes de resistencia, la disponibilidad de aislamientos monospéricos del
hongo y el uso de técnicas moleculares avanzadas, han permitido identificar a nivel
mundial més de 60 genes de resistencia. Los cuales han sido designados como Pi-1, Pi-2,
Pi-3, Pi-4, Pi-5, Pi-6, Pi-7, Pi-9, Pi-10 y Pi-11 (Causse et al., 1994; Wang et al., 1994), Pi-
a, Pi-b, Pi-k, Pi-t, Pi-ta, Pi-ta2, Pi-12, Pi-7, Pi-18, Pi-19, Pi-20, Pi-23, Pi-57, Pi-62 (Nagato
y Yoshimura, 1998), Pi-i y Pi-5 (Pan et al., 2003), Pi-21 (Fukuota y Okuno, 2001), Pi-25
(Yang et al., 2001), Pi-27 (Zhu et al., 2004), Pi-24, Pi-25, Pi-26, Pi-27, Pi-28, Pi-29, Pi-30,
Pi-31, Pi-32 (Sallaud et al., 2003), Pi-33 (Berruyer et al., 2003), Pi-sh (Fukuta et al., 2005),
Pi-38 ( Gowda et al., 2006), Pi-39 (Liu et al., 2007) y Pi-40 (Jeung et al., 2007).

Hasta ahora en ningun pais de América Latina, se han utilizado marcadores moleculares
asociados a genes de avirulencia, por lo tanto el estudio poblacional se ha limitado a
determinar las variaciones genéticas a lo largo del genoma (linajes o familias genéticas), y
a la caracterizaciéon de genes de avirulencia mediante evaluaciones en invernadero
(Pulgarin, 2005); siendo aun estas técnicas muy utilizadas en diferentes paises, pues son
un gran apoyo en la identificacion de genes de resistencia que podrian ser Utiles en ciertos

agroecosistemas (Wang et al., 2013; Odjo et al., 2014).

2.2.8 Diversidad genética

En el afio 1989 Hamer et al., identificaron una secuencia repetitiva de ADN de
Magnaporthe oryzae, la cual llamaron MGR586 y que representa aproximadamente 50
copias del genoma de este hongo. Esta secuencia ha sido ampliamente utilizada para el
analisis genético de poblaciones de Magnaporthe oryzae en diferentes paises del mundo
a través de la técnica RFLP DNA-Fingerprinting (Levy et al., 1991 y 1993, Correl et al.,
2002, Graterol et al; 2010). Afios mas tarde, en 1998 George et al., utilizaron otro elemento
repetitivo del genoma del mismo hongo, el cual comparte una estructura similar con la de
MGR586 y Potl de Fusarium oxysporum. Este elemento conocido como Pot2 posee 1.857
pares de bases y representa una de las mayores secuencias repetitivas del ADN aislada

de Magnaporthe oryzae, encontrandose en aproximadamente 100 copias del genoma del



Capitulo 2. Marco Referencial 29

hongo, en contraste con la secuencia MGR586 que esta presente en 50 copias, como se
menciond anteriormente. Esta secuencia también se ha utilizado en analisis genéticos de

poblaciones del hongo (George et al., 1998).

Estudio iniciales, mediante la técnica RFLP DNA-Fingerprinting, (RFLP=Restriction
Fragment Lenght Polymorfism), y empleando la sonda MGR-586 se logré agrupar la
poblacion de M. oryzae de Colombia en seis familias genéticas estadisticamente
diferentes, denominados SRL-1 a SRL-6, existiendo una alta correlacion entre la estructura
genética de los aislamientos de cada linaje y sus espectros de virulencia, siendo los linajes
SRL-4, SRL-5y SRL-6 los que presentaron el mas amplio espectro de virulencia (Tabla8)
(Levy et al., 1993; Correa et al., 1997a,b,c). El espectro de virulencia de las seis familias
genéticas en Colombia mostr6 compatibilidad con todos los genes de resistencia
conocidos hasta ese momento (Tabla 2-3) (Correa y Zeigler, 1993b; Correa et al.,
1997a,b,c).

En un estudio desarrollado por Flor (1998), se demostré que hasta ese momento no se
observaban cambios estructurales en la poblacion del patégeno en Colombia, en cuanto a
su espectro de virulencia y su estructura genética, observandose sélo la presencia de un
nuevo linaje (SRL-6B), conformado por aislamientos que presentaban algunos patrones de
virulencia distintos a los del linaje SRL-6; un trabajo similar fue reportado por Bonman
(1987).

Tabla 2-3. Espectro de virulencia de seis linajes genéticos de M. oryzae hallados en
Colombia, inoculados en cultivares de arroz con genes de resistencia conocidos.

Gen Reaccion? segln linaje genético
Cultivar de SRL-1 SRL-2 SRL-3 SRL-4 SRL-5 SRL-6
Resistencia
Aichi Asahi | Pi-a + + - + + +
BL1 Pi-b - + - + - T
Caloro Pi-ks - - - + + T
Fukunishiki | Pi-z - - - + - T
Fujisaka 5 | Pi-i, Pi-ks - - - + + i
K1 Pi-ta - - + + + -
K59 Pi-t + - - + + T
Tetep Pi-kh - - - - + B

a. El signo + indica reaccién compatible.
Fuente: Correa et al., 1997.
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La caracterizacion patotipica de las poblaciones de M. oryzae permiten determinar la
frecuencia de genes de avirulencia (Tabla 6), lo cual conlleva a la identificacion de las
mejores combinaciones de genes de resistencia con el objetivo de piramidarlos tratando
de desarrollar variedades con resistencia durable a este patdgeno (Khush y Jena, 2009;
Correa y Martinez, 2009).

De acuerdo con lo anterior y con la idea de poder generar germoplasma de arroz con
resistencia durable al afublo, el CIAT desarrollé una estrategia que consisti6 en lo

siguiente:

1) Evaluar y seleccionar lineas en sitios donde la presion de la enfermedad y la diversidad
genética del patdgeno sean altas. En Colombia, la estacion experimental de Santa Rosa,
localizada a 20 Km de Villavicencio-Departamento del Meta, se consider6 como el sitio
adecuado para realizar este tipo de ensayos de seleccién, debido a que las condiciones
climéticas son propicias para que se presenten altas presiones de la enfermedad y ademas
se ha determinado que alli hay una gran diversidad genética de M. oryzae (Correa y
Zeigler, 1993a y 1993Db; Levy et al., 1993; CIAT informe anual, 1995).

2) Seleccionar progenitores que muestren resistencia solo a una parte de la poblacion del
hongo, pretendiendo obtener resistencia a todas las familias genéticas compatibles
mediante la acumulacién de genes de resistencia complementarios (Levy et al., 1993;

Correa y Martinez, 1995).

3) Estudiar las frecuencias de virulencia/avirulencia del hongo y sus combinaciones para
la identificacién de genes de resistencia Utiles que permitan mejorar las estrategias para el
desarrollo de variedades resistentes. Para esto, se deben llevar a cabo estudios
permanentes que ayuden a entender la dinamica y los procesos que conllevan a la
evolucion de este patdgeno, mediante la caracterizacion de la estructura genética y la
diversidad en virulencia (Correa y Zeigler, 1993b; Levy et al., 1993; CIAT, informe anual,
2000).
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4) Analizar la genética de la resistencia identificando genes de resistencia en las plantas
mediante el uso de marcadores moleculares (Correa, 1994; Levy et al., 1991; Tohme et
al., 1991).

Una metodologia para apoyar esta estrategia, es la seleccién de fenotipos virulentos
identificados y representantes de toda la diversidad de M. oryzae en Colombia, bajo
condiciones de invernadero. Esto ayudaria a la seleccion de germoplasma de arroz con
resistencia complementaria al patdgeno, puesto que es conocido que una sola raza y/o
fenotipo de virulencia no es capaz de atacar a todo el grupo de variedades y/o lineas de
prueba que posean diversidad genética en sus componentes de resistencia. El
germoplasma identificado con resistencia complementaria puede ser incorporado en los
programas de mejoramiento para el desarrollo de lineas con resistencia durable al afiublo
(Correa et al., 1997a,b,c).

La caracterizacién genética y patotipica del hongo ha sido de gran ayuda para esta
estrategia, pues por la especificidad de los factores de virulencia/avirulencia encontrados
dentro de cada familia genética se ha podido inferir que lineas o variedades comerciales
susceptibles en condiciones de campo, pueden poseer resistencia a parte de la poblacién
del hongo y por lo tanto ser usados como fuentes de resistencia complementaria y de esta
manera desarrollar nuevas variedades con resistencia durable a M. oryzae; siendo la
variedad Oryzica Llanos 5 un ejemplo de lo planteado, pues presenta resistencia a los
aislamientos representativos de las seis familias genéticas desde su liberacion en 1985,
sin perder su resistencia. Esta variedad fue obtenida a partir de 5 progenitores (Tabla 2-4),
cada uno de los cuales presenta susceptibilidad a parte de la poblacién del hongo en
Colombia, y por su complementaridad en la resistencia se logrd excluir toda la poblacién
del patégeno en nuestro pais en el tiempo en que se realizd este estudio (Correa et al.,
1997a,b,c).
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Tabla 2-4. Resistencia complementaria a M. oryzae en lineas progenitoras de la variedad
Oryzica Llanos 5 en Colombia.

Reaccion®segun familia genética
Progenitor SRL-1 SRL-2 SRL-3 SRL-4 SRL-5 SRL-6
IR 36 R R R R S S
CICA7 R R S S R S
CICA9 S S R R R R
5685 R R R R S S
COLOMBIA 1 R R R S R R

a R= Todos los aislamientos probados fueron incompatibles; S= Algunos aislamientos fueron
incompatibles y otros compatibles.
Fuente: Correa et al., 1997.

Como se mencion6 anteriormente, en la actualidad no se sabe cémo esta conformada la
poblacion de este patégeno en Colombia, en cuanto a su variabilidad patotipica y su
diversidad genética, como tampoco porque la seleccién de materiales en la Estacion
Experimental de Santa Rosa (EESR-Meta) no esta siendo igual de efectiva que en el
pasado. Por esta razén en este estudio se hizo una nueva caracterizacion patotipica y
genética de la poblacién del hongo para tratar de detectar los posibles cambios que se han
presentado en ellay asi poder plantear una estrategia para desarrollar variedades de arroz
resistentes a la poblacion actual del hongo, para lo cual se utilizé el nuevo grupo de lineas
monogénicas diferenciales desarrolladas por JIRCAS - IRRI, las cuales estan siendo
utilizadas en diferentes paises de Asia y por primera vez se utilizaron en Colombia para
la caracterizacion patotipica del patégeno. Estas lineas representan un total de 25 genes

de resistencia a Magnaporthe oryzae (Tabla 1-5).

La caracterizacion genética se realizd, mediante la técnica rep-PCR pot2 propuesta por
George et al., 1998; esta técnica se utilizé por ser menos laboriosa, requerir menos tiempo

y ser igual de confiable que los RFLP.

Finalmente, el uso del nuevo sistema de diferenciales permitio la identificacion de los
mejores genes de resistencia frente a la poblacién de Magnaporthe oryzae estudiada, e
igualmente facilitdé la identificacién de genes de avirulencia en el patdgeno ya que permitid
seleccionar los aislamientos basados en el agrupamiento de razas para realizar estudios

de genética asociativa.



3.Materiales y Métodos

Este trabajo se realizé en el laboratorio de Fitopatologia y la casa de malla del proyecto de
arroz del CIAT, ubicado en la ciudad de Palmira, Departamento del Valle del Cauca,
Colombia a 965msnm, con coordenadas geograficas: Latitud 3° 31 'N y longitud 76° 20’.
Condiciones ambientales: temperatura promedio anual de 23.9°C, humedad relativa del

78% vy precipitacion promedio de 1100mm.

3.1 Caracterizacion patotipica

3.1.1 Coleccion de muestras afectadas con Magnaporthe oryzae

Se colectaron muestras afectadas con el hongo (hojas y cuellos de panicula) en diferentes
sitios de siete departamentos pertenecientes a las zonas productoras de arroz en Colombia
(Casanare, Cundinamarca, Norte de Santander, Meta, Sucre, Tolima y Valle) (Figura 3-1),
en diferentes afios (2008, 2009, 2010, 2011 y 2012) y diversos materiales de arroz (99 en
total), entre ellos, variedades comerciales de Colombia, lineas diferenciales-monogénicas
y lineas de prueba de los programas de mejoramiento del CIAT y FLAR (Anexo 1). Estas
muestras se procesaron en el laboratorio de patologia de arroz del CIAT para la respectiva
obtencion de aislamientos monosporicos, los cuales posteriormente fueron caracterizados
patotipicamente mediante inoculaciones sobre las lineas diferenciales-monogénicas
desarrolladas por Tsunematsu et al., 2000 y Kobayashi et al., 2007; citados por Hayashi y
Fukuta, 2009; Fukuta et al., 2009; Odjo et al., 2014 y genéticamente mediante la técnica
rep-PCR Pot2.
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Figura 3.1. Sitios de coleccion de muestras afectadas por M. oryzae

Localizaciénsitios de muestreo
Magnaporthe oryzae

] Cundinamarca

' | Casanare
?. - | Meta

Santander
Sucre

Tolima

Valle del Cauca

. Sitio de coleccién

3.1.2 Obtencion de aislamientos monosporicos del hongo

Con cada muestra se hicieron camaras humedas que se incubaron a 28°C durante 24
horas, tiempo después del cual se observaron a través del estereoscopio y con la ayuda
de una aguja de aza se tomaron esporas de las lesiones y se colocaron sobre medio de
cultivo agar-agua (agar=20gr; agua= 800ml). Las esporas se esparcieron con la ayuda de
un rastrillo de vidrio sobre las cajas con el medio de cultivo, las cuales se incubaron a 28°C
durante 24 horas. Posteriormente, se hicieron observaciones en el estereoscopio y las
esporas germinadas se transfirieron individualmente a cajas de Petri con agar-salvado de
arroz (agar=16 gr; agua=800ml; salvado de arroz= 20gr). Estas cajas se incubaron bajo

luz blanca directa durante 8 dias a 23°C (Figura 3-2).
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Figura 3.2. Proceso para la obtencion de aislamientos de M. oryzae. a. Camara himeda;
b. siembra de conidios en agar-agua. c. Siembra de conidias en Salvado de arroz.

3.1.3 Almacenado de los aislamientos en papel filtro

Trozos de papel filtro estéril de 2 cm?, se colocaron sobre medio de cultivo agar-salvado
de arroz. Sobre el papel filtro se colocaron pequefios trozos de agar con micelio de las
colonias monospdricas obtenidas anteriormente y se incubaron bajo luz blanca directa a
23°C durante 8 dias, hasta obtener el crecimiento del hongo en el papel filtro. El papel filtro
con el hongo crecido, se coloc6 en cajas Petri vacias y estériles y se incubaron a 28°C
durante 8 dias, para el proceso de secado del papel impregnado con el hongo. El papel
filtro seco, se empaco en sobres de papel cera estériles y se almacenaron a -20°C (Aricapa
y Correa 1994). Este sistema de almacenamiento asegura la sobrevivencia de las colonias

durante més de 5 afios sin que estas pierdan viabilidad (Figura 3-3).

Figura 3.3. Almacenado de aislamientos en papel filtro
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3.1.4 Siembra y multiplicacion del hongo

Los aislamientos seleccionados, previamente almacenados en papel filtro, se sembraron
en cajas Petri con medio de cultivo agar-salvado de arroz y se colocaron bajo luz blanca
directa durante 8 dias a 23°C. Después de este tiempo los aislamientos ya habian crecido
lo suficiente para hacer la multiplicacion de estos mismos para las respectivas

inoculaciones.

3.1.5 Multiplicaciéon de aislamientos

Con los aislamientos previamente sembrados, se tomaron los de mejor crecimiento y se
transfirieron de nuevo a cajas Petri con medio de cultivo agar-salvado de arroz y se

colocaron en camaras de incubacion bajo luz blanca directa a 23°C durante 8 dias.

3.1.6 Preparacion del inoculo

Una vez multiplicado el hongo, se preparo6 el inoculo, para lo cual, se raspé el micelio y las
esporas con la ayuda de una espatula de aluminio estéril, el micelio obtenido se colocé en
un erlenmeyer de 200ml con una solucién de gelatina al 0.5% y se agité con la ayuda de
un agitador magnético durante 15 minutos, después se hizo un tamizado para obtener la
solucion sélo con esporas; luego se procedié a realizar el conteo de esporas en un
hemacitometro (AO Bright-Line Hemacytometer counting chamber. AO scientific
instruments. DIV of Warner-lambert technologies. INC. Box 123. Buffalo. NY 14240. USA).
La concentracién de esporas que se utilizé para las inoculaciones fue de 5x10° esporas

por ml de solucién de gelatina (Figura 3-4).

Figura 3.4. Preparacion de inoculo de Magnaporthe oryzae
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3.1.7 Siembra de lineas monogénicas en invernadero

En este estudio se utiliz6 el nuevo grupo de lineas diferenciales desarrolladas por
Tsunematsu et al., 2000 y Kobayashi et al., 2007; citados por Hayashi y Fukuta, 2009;
Fukuta et al., 2009; Odjo et al., 2014; el cual consiste de 26 lineas monogenicas que
representan 23 genes de resistencia (Tabla 5).

Dentro de este grupo de lineas esta la variedad LTH, la cual se utilizO como testigo
susceptible por no poseer ningun gen de resistencia y por ser la variedad que se utilizé
como progenitor recurrente para la formacién de este nuevo grupo de lineas diferenciales-
monogenicas (Ling et al 1995, Hayashi y Fukuta 2009; Odjo et al., 2014).

Cada Linea se sembré en materos de 4 pulgadas de diametro, colocando ocho semillas
por matero y 10 dias después de la germinacién se hizo un raleo para dejar cinco plantas

por matero para ser inoculadas (Figura 3-5).

Figura 3.5. Siembra de lineas a inocular

Las fertilizaciones de las plantas se hicieron en dos aplicaciones y s6lo con Nitrégeno en

dosis comerciales (180 kg/ha) para favorecer el desarrollo de la enfermedad.
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3.1.8 Inoculacion de plantas

Para las inoculaciones se utilizaron camaras de incubacién de plastico y dentro de cada
camara se colocaron 10 materos. Estas c&maras proporcionan las condiciones
ambientales necesarias para el Optimo desarrollo de la enfermedad (temperatura
aproximada de 28°C, humedad relativa>80% y rocio permanente). Al momento de hacer
las inoculaciones las camaras se taparon para evitar el escape de indculo y para que en la
noche se diera la condicién y el periodo de rocio necesario. Las plantas se incubaron 8
dias, tiempo en el cual, las cadmaras se destapaban en la mafiana siguiente de la
inoculacion y durante el dia se hacian cuatro riegos por aspersién para mantener una
buena humedad dentro de cada cadmara y rocio en las hojas; este proceso se realizaba

todos los dias hasta el dia de la evaluacién. (Figura 3-6).

Figura 3.6. Inoculacién e incubacién de plantas

Cada linea se inocul6 con todos los aislamientos obtenidos, una vez las plantas tenian
cinco hojas desarrolladas, aproximadamente 21 dias después de la siembra. Se hicieron
dos repeticiones en el tiempo por aislamiento, donde cada repeticion estuvo representada
por dos materos para tener un total de 10 plantas por repeticion; al final se evaluaron 20
plantas por linea inoculada con cada aislamiento. Como testigos susceptibles se utilizaron

las variedades LTH y Fanny.



Capitulo 3. Materiales y Métodos 39

3.1.9 Evaluacion

Las evaluaciones se hicieron 8 dias después de las inoculaciones, teniendo en cuenta sélo
el tipo de lesidn, y considerando como resistentes aquellas lineas que presentaron tipo
de lesion 1y 2 y susceptibles las que presenten tipo de lesion 3, 4 0 5, de acuerdo a lo

propuesto por Hayashi y Fukuta 2009 (Figura 3-7).

Figura 3.7. Tipos de lesion para categorizar las reacciones de las lineas evaluadas

Guia da
Amplitude da

Doenca

Fuente: Hayashi y Fukuta, 2009.

3.1.10 Disefio experimental

Para la caracterizacion patotipica de la poblacion de estudio, se utilizé un disefio en
parcelas divididas, donde la parcela principal estuvo conformada por los aislamientos y la
sub-parcela por los genotipos (lineas y/o variedades), arreglado en Bloques Incompletos,
debido a la capacidad limitada de poder ubicar todos los genotipos en una misma camara
de incubacion. Este disefio permitié controlar el impacto que la camara pudo haber ejercido
sobre la interaccion del aislamiento x genotipo. La unidad experimental estuvo conformada

por dos materos con 5 plantas cada uno.

3.1.11 Analisis estadistico

Para la designacion de razas se utilizé la metodologia propuesta por Hayashi y Fukuta

(2009), las cuales se estiman a partir de la reaccion de los 25 genes de resistencia



40 Caracterizacion genética y patotipica del hongo magnaporthe oryzae en cultivos
de arroz en Colombia

presentes en las 26 nuevas lineas diferenciales monogénicas desarrolladas para este fin
y para lo cual se procede de la siguiente manera:

Para designar la raza de un aislamiento, se antepone la letra U por ser una raza
internacional, seguida de un nimero de dos digitos que corresponde al valor de los genes
afectados del grupo I; luego se coloca la letra i para hacer referencia a los alelos de los
grupo Il (Pii, ubicados en el cromosoma 9), seguido de un nimero de un digito, el cual
corresponde a los valores asignados por la afectacion de los genes del grupo Ii;
seguidamente va la letra k que hace referencia a los alelos del grupo Il (Pik, ubicados en
el cromosoma 11), seguida de un nimero de tres digitos que corresponde a los valores
asignados por la afectacion de los genes de este mismo grupo lll; luego se coloca la letra
Z, la cual corresponde a los alelos del grupo IV (Piz, ubicados en el cromosoma 6), seguida
de un numero de dos digitos, el cual corresponde a los valores de afectacion de los genes
del grupo 1V, finalmente se colocan las letras “ta” que corresponden a los alelos del grupo
V (Pita, ubicados en el cromosoma 12) acompafiadas de un nimero de tres digitos que
hace referencia a los valores de afectacion de los genes de este grupo V (Tabla 3-1)
desarrollada por Hayashi y Fukuta 2009; Odjo et al., 2014)).

Tabla 3-1. Metodologia desarrollada por Hayashi y Fukuta (2009) para la designacién de
razas de M. oryzae.

Grupo de lineas
monogenicas Il Il \Y \
Locus genético Pii Pik Piz Pita
Pish + Pii Pik-s  Pik-m Pik | Pia@ Piz Pita-2 Pita  Pil9(t)
Gen R Pib Pia Pi3 - Pil Pik-p Piz-5 Pita-2 Pita Pi20(t)
Pit _ Pi5(t) - Pik-h  Pi7(t) Piz(t) Pi12(t)
Sh-B LTH i-F5 ks-F5 km-Ts k-Ka 9-W z-Fu ta2-Pi ta-K1 19-A
Linea monogenica b-B aA | 3-CP4 - 1-CL  kp-K60 75-CA | ta2-Re  ta-CP1  20-IR24
t-K59 - 5-M - kh-K3 7-M zt-T 12-M
1 1 1 1 1 1 1 1 1
Codigo numerico 5 5 5 i 5 5 i 5 5
4 - 4 - 4 4 - 4 4 - -
Ejemplo lineas S S S S S S S S S S S
susceptibles S S S - S S - S S S S
S - S - S S - S S - -
Raza 7 3 7 1 7 7 1 7 7 3 3
ejemplo: U73-i7-k177-z17-ta733

Fuente: Hayashi y Fukuta, 2009.
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3.1.11.1 indice de concordancia simple de Sokal & Michener

Permiti6 comparar pares de aislamientos, de acuerdo a sus espectros de virulencia.

3.1.11.2 Frecuencias de compatibilidad y virulencia

Permitié determinar los espectros de virulencia de cada aislamiento, también permitié
separar los aislamientos mas virulentos de los menos virulentos (Frecuencias de

virulencia).

3.1.11.3 Analisis de correspondencia multiple (ACM)

Permitié representar graficamente la relacion de los individuos de acuerdo a un nivel de
distancia y estructurar la poblaciéon en grupos de patogenicidad, ademas visualizar estas
relaciones en un dendograma (Joseph et al., 1992).

3.1.11.4 indice de diversidad patotipica

Se determiné teniendo en cuenta los grupos formados por el andlisis de ACM.

Estos tipos de analisis se realizaron con el software SAS 9.3, bajo el sistema operativo

Linux.

3.2 Caracterizacion genética

La caracterizacion genética de la poblacion de M. oryzae seleccionada se realizo
mediante la técnica rep-PCR Pot2, la cual combina una PCR convencional con
polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccién (RFLP) (George et al., 1998). Esta
técnica se selecciond por no requerir enzimas de restriccion, no ser radiactiva y porque
con ella el maximo de bandas que se logra obtener es de 32, a diferencia de la MGR 586,
la cual requiere de enzimas de restriccion, es radiactiva y se pueden obtener mas de 60
bandas en cada individuo, lo cual hace mas compleja la lectura de estas mismas cuando

se tienen poblaciones representadas por un gran niamero de aislamientos.
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3.2.1 Preparacion del hongo para la extraccion de ADN

De cada aislamiento previamente almacenado en papel filtro, se tomaron cuatro
fragmentos de 1mm de didmetro cada uno y se sembraron en medio de cultivo Agar -
Salvado de arroz (Agar: 16 gr; salvado de arroz: 24 gr; agua destilada: 800 ml) en platos
Petri y se incubaron a 23°C bajo luz blanca durante 8 dias, tiempo en el que el hongo ha
desarrollado bien el micelio, el cual se removid con la ayuda de una pipeta pasteur estéril
con 2 ml de medio liquido completo, esta re-suspension se depositdé en un erlenmeyer de
250 ml, el cual contenia 50 ml de medio liquido completo (glucosa: 6gr; peptona: 6gr y
extracto de levadura: 6 gr); una vez sembrada la suspension de micelio en el medio de
cultivo completo, los erlenmeyer se incubaron a 27°C durante 7 dias en agitacion continua
en un shaker a 250 RPM. Después de la incubacién y agitacion, el micelio crecido se filtrd
y se secO manualmente con la ayuda de una espatula de aluminio estéril y papel toalla
estéril, luego se almacend en papel de aluminio estéril a -80°C en un ultra-freezer (Ultra
Low. Isotemp®basic. Kendro Laboratory Products Asheville. NC.USA). El micelio seco de
cada aislamiento se macerd en morteros, utilizando nitrégeno liquido y se almacené -80°C

en tubos de centrifuga de 1.5ml de volumen.

3.2.2 Extraccion de ADN

La extraccion del ADN de cada aislamiento se hizo siguiendo el protocolo CTAB. El buffer
CTAB (100mM Tris, 100mM EDTA, 250mM NaCl y 1% de sulfato de sodio peso/vol), se
precalenté en bafio maria a 65°C durante una hora. Luego los tubos de centrifuga
conteniendo el micelio del hongo macerado y almacenado en frio, fueron sacados del
freezer y a cada uno se le agreg6 700ul del buffer CTAB 2% precalentado a 65°C y 7 ul de
2-mercaptoethanol (Sigma- Aldrich, St. Louis, MO, USA). Estos tubos fueron agitados en
un vortex durante 3 segundos e inmediatamente después se llevaron a incubacion durante
10 minutos, después de este tiempo se sacaron del bafio maria, se agitaron 3 segundos
en vortex y se colocaron de nuevo en bafio maria 30 minutos a 65°C. Después de este
tiempo se sacaron los tubos del bafio maria y en una camara de flujo laminar se le adicioné
a cada uno 300pl de Cloroformo: Iso-amyl alcohol (24:1) (Merck, Merck Millipore
Frankfurter Str 20, Germany; Sigma, Sigma-Aldrich, St, Louis, Mo, USA), luego se agitaron
suavemente 3 segundos en un vortex. En el siguiente paso cada tubo se centrifugé a

12.000 RPM por 10 minutos y 600ul de la capa superior de la suspension obtenida, se
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tomo con la ayuda de una mricopipeta y colocado en otro tubo de centrifuga estéril de
1.5ml de volumen, a esta suspension se le adicioné 250pl de fenol: cloroformo: iso-
amylalcohol (25:24:1 viviv) (Merck, Merck Millipore Frankfurter Str 20, Germany), cada tubo
se agité suavemente durante 3 segundos y luego se centrifug6é a 12.000 RPM durante 10
minutos, luego se tomaron 500ul de la capa superficial de la suspension obtenida en cada
tubo y se colocaron en otro tubo de centrifuga estéril de 1,5ml de volumen. Se le
adicionaron 2ul de RNAsa (Promega, Madison, WI, USA) a cada tubo con la nueva
suspension, estos tubos se incubaron a 37°C durante una hora, después de este tiempo
se sacaron de la incubadora y se dejaron a temperatura ambiente por 5 minutos, luego se
le adicion6 a cada tubo 500pl de iso-propanol (2 propanol) (Sigma.Aldrich, St. Louis, MO,
USA), se mezclaron invirtiendo cada tubo manualmente y se dejaron a temperatura
ambiente por 5 minutos; después se centrifugé cada tubo a 10.000 RPM durante 5 minutos,
una vez centrifugados los tubos, cada uno de ellos se invirti6 para decantar la suspension
y se colocd sobre una toalla de papel durante 3 minutos para su respectivo secado. El
pellet de ADN obtenido en cada tubo se lavé colocando 1ml de etanol frio al 70% y
centrifugandolo nuevamente a 14.000 RPM durante 5 minutos, después de esto se decant6
el etanol invirtiendo cada tubo y luego se sec6 colocando cada tubo invertido sobre una
toalla de papel durante 3 minutos. Este procedimiento de lavado del pellet se repitié 2
veces, y para un completo secado del pellet, se incubaron los tubos a 37°C durante una
hora. Después de esto se le adicion6 a cada tubo 40ul de agua ultra pura (Gifco life
technologies, Grand Island, NY, USA) y se almacenaron a 4°C durante 24 horas, tiempo
después del cual se ley6 la concentracion de ADN de cada aislamiento en un Nanodrop
(Thermo Scientific Nanodrop 2000C, Wilmington, DE, USA). Cada muestra se llevo a una
concentracion de 100ng/pl.

3.2.3 Rep-PCR Pot2

Para la PCR se utilizé un par de primers especificos (Pot2-1 5"
CGGAAGCCCTAAAGCTGTTT3” y pot2-2 5"CCCTCATTCGTCAGACGTTCS3” (George et
al 1998). El volumen final para cada reaccion fue de 25ul con 100 ng de ADN gendmico de
cada aislamiento, 800pM de dNTPs (Takara, Takara Bio Inc, Shiga, Japon), 1X Ex taq
buffer (Takara, Takara Bio Inc, Shiga, Japon), 2mM MgCI2 (Takara, Takara Bio Inc, Shiga,
Japon) y 0.625ul de tag DNA polimerasa (Ex taq; Takara, Shiga, Japon). La amplificacién
de la PCR fue hecha en un equipo Eppendorf Nexus Gradient PCR System (Eppendorf
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AG, 223331 Hamburg), programado por 4 minutos a 94°C, seguido de 35 ciclos de un
minuto a 94°C, un minuto a 58°C, dos minutos a 72°C y una extension final por 7 minutos
a 72°C y una incubacioén final 4°C. Los productos de PCR se separaron por medio de una
electroforesis en un gel de agarosa al 0.8% y en un buffer TBE 1X (89mM Tris, 89mM &cido
bérico, 2mM Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA). Los geles se corrieron 12 horas a 50
voltios en una camara de electroforesis (Gibco BRL Horizontal Gel Electrophoresis
Apparatus, Horizon® 20-25, Life Technologies tv Gaithersburg, MD, USA). Para teiiir el gel
se utilizd6 2,5 pl de SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, USA) por 100 ml del gel de

agarosa.

3.2.4 Lectura de bandas

La lectura de las bandas se hizo de forma visual (Levy et al., 1993; Flor 1998; Correa et
al., 2002) (Figura 3-8).

Se cre6 una matriz binaria, evaluando cada aislamiento por la presencia y la ausencia de
bandas identificadas. El valor uno (1) se asigné a la presencia de cada banda en el
aislamiento, el valor cero (0) a la ausencia de la banda. Bandas con poca resolucion no
fueron tenidas en cuenta. Se consideraron 33 bandas para los andlisis de la poblacion,
considerando un rango de lectura de bandas entre 650 a 3.500 pares de bases, soportado
con el marcador molecular 1Kb plus DNA.
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Figura 3.8. Patrones de bandas de 19 aislamientos de M. oryzae de Colombia obtenidas
mediante la técnica rep-PCR Pot2: 20283(a), 20335(b), 20249(c), 20201(d), 20288(e),
20282(f), 20221(g), 10683(h), 20647(i), 20257(j), 20278(k), 20519(I), 20508(m), 20212(n),
20534(0), 20888(p), 21340(q), 20522(r), 20501(s). G=grupo genético.

MMa b c d e f g h I | kK1 mno P g r s MM

GAG7Gl1GAGIGTG5G5 G1G1G2G2G2 G265 G3 G3 G1GS

3.2.5 Andlisis estadistico

Con la matriz de unos y ceros obtenida a partir de la lectura de las bandas, se procedi6 a

realizar los andlisis estadisticos en tres etapas:
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3.2.5.1 Andlisis de correspondencia multiple (ACM)

Permitié representar graficamente la relacion de individuos de acuerdo a un nivel de
distancia y estructurar la poblacion en grupos genéticos, ademas visualizar estas

relaciones en un plano multidimensional y en un dendograma. (Joseph et al 1992).

3.2.5.2 indice de similaridad de Nei-Li

También conocida como Similaridad de Dice o Sorensen, el cual permite comparar el perfil
genético de pares de aislamientos. Los resultados se representan graficamente en un

dendograma, que se construye mediante el paquete estadistico SAS 9.3.

3.2.5.3 Indice de diversidad genética

Se determiné para la poblacién en general y los grupos formados por el analisis de ACM.

Al igual que para los andlisis patotipicos, los andlisis moleculares se realizaron mediante

el software SAS 9.3 bajo el sistema operativo Linux.
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4.Resultados

4.1 Obtencidon de aislamientos

Del total de muestras tomadas de diferentes materiales de arroz (99 en total) (Anexo 1),
diferentes afios y departamentos pertenecientes a las zonas arroceras de Colombia, se
obtuvieron 101 aislamientos (Anexo 2), con los cuales se inocularon las 26 lineas
variedades diferenciales-monogénicas que representan 25 genes de resistencia para
hacer los respectivos andlisis patotipicos de estos mismos aislamientos.

A este grupo de aislamientos obtenidos, se le sumaron 13 aislamientos que se venian
utilizando previamente en el programa de patologia de arroz de CIAT para determinar en
forma preliminar la reaccion (R o S) de las lineas avanzadas de los programas de
mejoramiento de arroz de CIAT, FLAR y FEDEARROZ (Anexo 2).

Estos 13 aislamientos habian sido caracterizados en los afios 90 por el grupo de patologia
de arroz de CIAT y representan los siete grupos genéticos encontrados en esa época,
ademas presentan los espectros de virulencia mas amplios dentro de cada grupo genético
al que pertenecen (Levy et al., 1993; Flor, 1998; Correa et al., 2002) (Tabla 4-1). Estos
aislamientos se utilizaron en este estudio como referencia o testigo de los grupos

patotipicos y genéticos a los que pertenecen.
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Tabla 4-1. Aislamientos representativos de siete grupos genéticos reportados previamente
por el grupo de patologia de arroz de CIAT.

Consecutivo Aislamiento Grupo genético Afo de
coleccioén
1 Fanny (54) SRL-6 1993
2 Selecta 3-20(1) SRL-6 1994
3 Fanny (47-1) SRL-5 1990
4 Isolinea 6 (7-1) SRL-5 1995
5 Isolinea 22 (3-1) SRL-5 1990
6 Oryzica Caribe 8 (17) SRL-4 1995
7 Oryzica Caribe 8 (31-2) SRL-4 1996
8 Metica 1 (33-18) SRL-3 1993
9 Oryzica Llanos 5 (237-2) SRL-2 1996
10 Cica 9 (151-1) SRL-2 1994
11 Cica 9 (15) SRL-1 1989
12 Cica 9 (52-1) SRL-1 1989
13 Linea 2 (62) ALI-7 1993

SRL= Santa Rosa Linaje; ALI= Altillanura
Tomado y modificado de Levy et al., 1993.

Incluidos estos 13 aislamientos, se cont6 con 114 aislamientos en la poblacién de estudio.
La idea de incluir este grupo de aislamientos fue la de determinar si con el nuevo sistema
desarrollado para la caracterizacion patotipica de poblaciones de Magnaporthe oryzae
(Hayashi y Fukuta, 2009), se conservaba la estructura patotipica previamente determinada
por el grupo de patologia de arroz del CIAT, bajo el sistema de Mackill and Bonman (1992)
(Tabla 1-3) y Ling et al (1995) (Tabla 1-4) en el grupo de los 13 aislamientos ya

mencionados.

La distribucion geogréfica de los aislamientos obtenidos e incluidos los 13 de referencia
(Tabla 4-1), se presenta en la tabla 4-2, donde se puede observar que la gran mayoria de
estos fueron obtenidos en el departamento del Meta, seguido por el departamento de
Tolima, Casanare, Valle y Santander, en los departamentos de Sucre y Cundinamarca,
solo se obtuvo un solo aislamiento en cada uno de ellos. Como se observa en esta tabla
la gran mayoria de los aislamientos fueron colectados en el Meta, siendo la estacion
experimental de Santa Rosa, de donde proviene la mayoria de los aislamientos de este
departamento (52) que representan el 64.1% de la poblacion del hongo colectada en este

departamento (Tabla 4-3).
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Tabla 4-2. Numero de aislamientos obtenidos por departamento, Incluidos los
caracterizados previamente por el grupo de patologia de arroz del CIAT

Departamento
Casanare | Cundinamarca | Meta | Tolima | Santander | Sucre | Valle | Gran total
No. Aislamientos 9 1 81 13 2 1 7 114
% 7.89 0.87 71.05| 11.40 1.75 0.87 | 6.14 100

Tabla 4-3. Numero de aislamientos colectados en la estacion experimental de Santa Rosa
(EESR)

Meta Nidmero de aislamientos Porcentaje (%)

EESR 52 64.1
Otros sitios 29 35.8

Total 81 100

EESR= Estacion Experimental de Santa Rosa.

4.2 Caracterizacion patotipica

Es necesario aclarar que todos los analisis hechos en este estudio, se basaron en la
reaccion de los 114 aislamientos sobre las 26 lineas monogénicas que poseen los 25
genes de resistencia y no sobre 23 como lo sugieren los autores de la metodologia
propuesta (Hayashi y Fukuta, 2009), debido a que las lineas que poseen los genes de
resistencia Pita (IRBLta-K1, IRBLta-CP1) y Pita2 (IRBLta2-Pi, IRBLta2-Re), presentaron
reacciones diferentes frente a algunos de los aislamientos. La variedad LTH se asume

como si no tuviera ningln gen de resistencia (Anexos E al K).

4.2.1 Ildentificacion de razas bajo la metodologia de Hayashi y
Fukuta (2009)
Los analisis de razas hechos siguiendo la metodologia propuesta por Hayashi y Fukuta
(2009), indicaron que los 114 aislamientos utilizados, se agrupan en 61 razas o patotipos
(Anexo 3). 40 de ellas (65.57%), son razas Unicas, representadas por un solo aislamiento
y el resto (21 que representan el 34.42% de las razas encontradas) poseen entre 2 a 11
aislamientos (Anexo D). De los 13 aislamientos caracterizados previamente por el grupo
de patologia de arroz del CIAT en los afios 90, se encontr6 que 10 de estos aislamientos

representan cada uno una raza diferente y que solo los aislamientos (Fanny (47-1), Isolinea
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6 (7-1) e Isolinea 6 (22-3-1)), pertenecientes al grupo genético SRL-5 representan una
misma raza.

Los espectros de virulencia de estas 61 razas, oscilaron entre el 0 % y el 100% de
compatibilidad frente a los 23 genes de resistencia utilizados. La raza U00-i0-k000-z00-
ta000, conformada por los aislamientos 2950, 20881 y 20889, no infecto ninguno de los
genes de resistencia, (Tabla 4-4) y la raza U73-i7-k177-z17-ta733, conformada por los
aislamientos 20207, 20228, 20504, 20511, 20536 y 20892, tuvo el mayor espectro de
virulencia (100%), afectando todos los genes R representados en las lineas diferenciales

utilizadas en este estudio (Tabla 4-5).

Los aislamientos 2950, 20881 y 20889 que pertenecen a la raza U00-i0-k000-z00-ta000 y
gue no infectaron ninguna de las lineas monogénicas que representan los 25 genes de
resistencia, fueron colectados uno de la variedad Cica 9 que pertenece al grupo genético
SRL2 y es del grupo de los trece aislamientos previamente caracterizados por Correa,
1997 y Correa et al., 2002; el segundo fue colectado de una maleza sin identificar y el
tercero de la linea IRBLta-2 que posee el gen de resistencia Pita-2 (Tabla 4-4).
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Tabla 4-4. Aislamientos pertenecientes a la raza U00-i0-k000-z00-ta000 sin capacidad

infectiva

Gen R

Raza U00-i0-k000-z00-ta000

Aislamiento

2950*
Cica 9 (52-1)
1989**

20881*
Maleza (16-1)
2010**

20889*
IRBLTa-2 Pi (1-1)
2011%*

Pia

R

R

R

Piz-5

Piz(t)

Pita

Pib

Pit

Pish

Pil

Pi3

Pi5(t)

Pi7(t)

Pi9

Pi12(t)

Pi19

Pik-m

Pi20

Pita-2

Pita-2

Pita

Pii

Pik-s

Pik

Pik-p

Pik-h

Piz

A W WO W WO O O O U O O T O O O AT O O O O O AW

| U WD | O V| O O O U O O I AW O OV T O O W D O DD

| U WD | O V| O O O U O O I AW O OV T O O W D O DD

*=Codigo de registro del aislamiento; **=Afio de coleccion.
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Tabla 4-5. Aislamientos pertenecientes a la raza U73-i7-k177-z17-ta733 con el mayor

espectro de virulencia en la poblacion evaluada en este estudio

Gen R

Raza U73-i7-k177-z17-ta733

Aislamiento (cédigo, nombre y sitio de coleccion)

20207
-7 (1-1)
Tolima
2008

20228
Fortaleza (7-1)
SR Meta
2009

20504
CF 205
Casanare
2009

20511
IRBLKP-K60
EESR Meta

2010

20536
LTH
EESR Meta
2010

20892
Maleza (17-1)
SR Meta
2011

Pi-a

(%)

0]

wn

(0]

wn

wn

Pi-z5

Pi-zt

Pi-ta

Pi-b

Pi-t

Pi-sh

Pi-1

Pi-3

Pi-5(t)

Pi-7(t)

Pi-9

Pi-12(t)

Pi-19

Pi-km

Pi-20

Pi-ta2

Pi-ta2

Pi-ta

Pi-i

Pi-ks

Pi-k

Pi-kp

Pi-kh

Pi-z

Niunnnnnnnunnnniuunnnnnunlnulnu|lnln | n

Nninnnnninnnnnniununnnnnunlnlnu|lnln|n

Nnnininnunnnunnnnnnlunnunnnninln|ln|ln

Nniunnnnnnnunnnniuunnnnnunnulnu|lnln | n

Nnininnunnnunnnnnnlununnunnnnnln|ln|ln

Nnininnunnnunnnnnnlunnnunnnnnln|ln|ln

- = Lineatestigo (LTH), sin ningln gen de resistencia

SR = Vereda Santa Rosa (sitio de coleccién de aislamientos)
EESR = Estacién experimental Santa Rosa (sitio de coleccién de aislamientos)
*= CAdigo de registro del aislamiento; **=Afio de coleccidn.
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Entre los aislamientos que pertenecen a la raza U73-i7-k177-z17-ta733 y que superaron
la resistencia de todos los genes R utilizados en este estudio, se encuentra el aislamiento
20536, colectado de la variedad testigo LTH (Tabla 4-5), la cual no posee ningin gen R,
de acuerdo a lo reportado por Ling et al., 1995; Hayashi y Fukuta, 2009, esto indica que
aislamientos provenientes de una variedad o una linea de arroz altamente susceptible a
este patégeno, pueden ser tan virulentos como los recuperados de una variedad o linea
altamente resistente, pues en el caso particular de este estudio se encontr6 que el
aislamiento 8173 (Fanny-54), proveniente de la variedad Fanny, la cual es altamente
susceptible a las poblaciones de M. oryzae, mostro un amplio espectro de virulencia frente
a los 23 genes, al igual que el aislamiento 20536, proveniente de la variedad LTH, estos
aislamientos presentaron espectros de virulencia por encima del 90%, Fanny-54 (91.3% )
y 20536 (100%). Estos espectros de virulencia fueron similares a los espectros de
virulencia de aislamientos provenientes de variedades comerciales y lineas altamente
resistentes a las poblaciones de este patdgeno en Colombia, como es el caso de Oryzica
Lllanos 5, Fedearroz 50 la linea 75-1-127, cuyos porcentajes de virulencia fueron del 87,

95.7 y 91.3% respectivamente frente al grupo de los 23 genes de resistencia (Tabla 4-6).

Un caso particular ocurrié con el aislamiento 20892 (Maleza 17-1) que fue capaz de
superar la resistencia de todos los genes inoculados, pues de acuerdo a los trabajos
desarrollados por el grupo de patologia de arroz del CIAT en Colombia en los afios 90 e

inicios del 2000 ningun aislamiento proveniente de malezas era capaz de infectar al arroz.
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Tabla 4-6. Espectros de virulencia de aislamientos recuperados de variedades altamente
susceptibles y variedades altamente resistentes a M. oryzae.

Aislamiento (cédigo y nombre)
Gen R
8137* 20536* 20350* 20648* 20647*
Fanny (54)2 LTHa Oryzica Llanos 5° Fedearroz 50° 75-1-127°
1993** 2010** 2009** 2010** 2010**

Pia S S S S S
Piz-5 S S S S S
Pi-zt R S S S R
Pita S S S S S
Pib S S S S S
Pit S S S S S
Pish S S S S S
Pil S S S S S
Pi3 S S S S S
Pi5(t) S S S S S
Pi7(t) S S S S S
Pi9 R S R S S
Pi12(t) S S S S S
Pi19 S S S S S
Pik-m S S R S S
Pi20 S S S S S
Pita-2 S S S S S
Pita-2 S S S S S
Pita S S S S S
Pii S S S S R
- S S S S S
Pik-s S S S S S
Pik S S S S S
Pik-p S S S S S
Pik-h S S R R S
Piz S S S S S

a= Variedad altamente susceptible a M. oryzae
b= Variedad altamente resistente a M. oryzae
*=Codigo de registro del aislamiento; **= Afio de coleccion.
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Este estudio al igual que el desarrollado por Flor (1998) mostro que aislamientos
recuperados de una misma variedad pueden pertenecer a distintas razas, presentando
espectros de virulencia diferentes, tal es el caso de dos aislamientos provenientes de la
variedad Oryzica Llanos 5, donde uno de ellos infecté 14 (53.85%) de los 25 genes
utilizados y el otro infecto 23 (88.46%) (Tabla 4-7).

Tabla 4-7. Comparacion de espectros de virulencia de dos aislamientos colectados de la
variedad Oryzica Llanos 5

12244* 20350*
Gen R Oryzica Llanos 5 Oryzica Llanos 5
Granada Meta EESR Meta
1996** 2009**
Pia S S
Piz-5 S S
Piz-t S S
Pita R S
Pib S S
Pit S S
Pish S S
Pil R S
Pi3 S S
Pi5(t) R S
Pi7(t) R S
Pi9 R R
Pi12(t) S S
Pi19 S S
Pik-m S R
Pi20 S S
Pita-2 R S
Pita-2 R S
Pita S S
Pii S S
- S S
Pik-s R S
Pik R S
Pik-p R S
Pik-h R R
Piz R S

*= Cadigo de registro del aislamiento;
**= Afio de coleccion
***= Sijtio de coleccion.
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Con respecto a los espectros de virulencia de los aislamientos representativos de los siete
grupos genéticos reportados previamente por el grupo de patologia de arroz de CIAT
(Tabla 4-1), los cuales presentan espectros de virulencia similares dentro de cada grupo,
se observd que frente al grupo de los 25 genes utilizados y bajo la metodologia propuesta
por Hayashi y Fukuta (2009), ocho de estos aislamientos pertenecientes a los grupos
genéticos (SRL1, SRL2, SRL3, SRL4, SRL6 y ALI7), representan cada uno una raza Unica;
uno de los aislamientos perteneciente al grupo genético SRL2 2950 (Cica 9 (52-1)),
representa una raza con otros dos individuos de la poblacién total 20881 (Maleza (16-1)) y
20889 (IRBLta-2Pi (1-1)), siendo esta raza la conformada por aislamientos que no
infectaron ninguno de los genes de resistencia (U00-i0-k000-z00-ta000) (Tabla 4-4). Otros
tres aislamientos 1620 (Fanny (47-1), 9381 (Isolinea 6 (7-1)) y 1628 (Isolinea 6 (22-3-1))
pertenecientes al grupo genético SRL5 representaron una misma raza (U63-i7-k177-z01-
ta733), la cual se ubicd en el grupo patotipico 1, estos aislamientos conservaron su
similaridad en cuanto a sus espectros de virulencia bajo esta nueva metodologia para la

caracterizacion patotipica de poblaciones de M. oryzae, como era de esperarse.

4.2.2 Andlisis de correspondencia multiple

Los andlisis de los 114 aislamientos agrupados en 61 razas generados a partir de los
patrones de virulencia de cada uno de ellos frente al grupo de los 25 genes de resistencia
inoculados (metodologia propuesta por Hayashi y Fukuta, 2009), utilizando el método
multivariado de correspondencia multiple (ACM), arrojaron que la poblacion total del hongo
estudiada se estructura en siete grupos patotipicos, donde cada grupo esta conformado
por razas representadas por aislamientos con un porcentaje de similaridad (278%) en sus

espectros de virulencia. (Figura 4-1).

El nimero de grupos obtenido con sus respectivas razas y aislamientos dentro de razas
se presentan en el Tabla 4-8; en esta tabla se observa claramente que en los grupos 1, 2,
3y 4 se encuentran los aislamientos con la capacidad de afectar méas del 80% de los genes
y que en el grupo 3 estan los aislamientos mas virulentos de la poblacion, afectando el
95% de los genes; los aislamientos de los grupo 6 y 7 infectaron menos del 60% de los

genes y los del grupo 5 no tuvieron ninguna capacidad infectiva.
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Tabla 4-8. Grupos patotipicos obtenidos a través del ACM, con su respectivo nimero de
razas y aislamientos

Grupo No de No de Razas % de genes no % de genes afectados
Aislamientos afectados

1 27 18 12,67 87,32
2 19 9 17 82,99
3 31 13 4,71 95,28
4 24 11 19,55 80,44
5 3 1 100 0

6 6 5 41 58,97
7 4 4 46,15 53,84
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Figura 4.1. Dendograma de la estructura patotipica de 114 aislamientos de Magnaporthe oryzae
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4.2.3 indice de similaridad de Sokal & Michener (1958)

Este analisis permitié calcular la similaridad de los aislamientos dentro y entre grupos
obtenidos a partir del analisis de correspondencia multiple (ACM). Este método permitié
comparar pares de individuos de acuerdo a sus espectros de virulencia frente a los 25
genes inoculados, apoyandose en una matriz de variables binarias con dos tipos de
reaccion: Resistentes (R=0) y Susceptibles (S=1) (Anexos E-K). La poblacién total
evaluada (114 aislamientos), se distribuy6 en siete grupos (Figura 13), a un nivel del 78%
y hasta 100% de similaridad dentro de grupos y del 77% en el global de la poblacién (Tabla
4-9). Los siete grupos obtenidos, estdn conformados por razas representadas por
aislamientos provenientes de diferentes sitios, afio y variedad de coleccion.

Tabla 4-9. Similaridad global y similaridad de grupos patotipicos.

Similaridad global
Obs No grupos Individuos Comparaciones Similaridad
1 7 114 6441 0,77
Similaridad dentro de grupos
Obs Grupo Individuos Comparaciones Similaridad
1 1 27 351 0,88
2 2 19 171 0,87
3 3 31 465 0,93
4 4 24 276 0,93
5 5 3 3 1,00
6 6 6 15 0,90
7 7 4 6 0,78

El grupo 1 esta conformado por 18 razas, representadas por 27 aislamientos colectados
en los departamentos del Meta (en su gran mayoria), Casanare, Tolimay Valle. Este grupo
se caracteriza porque las razas que lo conforman estan representadas por aislamientos
gue presentaron una similaridad del 88% en sus espectros de virulencia (Tabla 4-9).
Respecto al grupo de los 25 genes de resistencia utilizados en este estudio, el 88% de
estos aislamientos afectaron el 100% de los genes del grupo | (Pish, Pib, Pit y Pia) de la
tabla 3-1 desarrollada por Hayashi y Fukuta (2009) para la designacion de razas con base
al tipo de reaccion (R o S) frente al grupo de los 25 genes utilizados en este estudio. De
igual manera, el 92% de los aislamientos de este grupo afectaron el 100% de los genes
del grupo 1l (Pii, Pi3 y Pi5(t)) de la tabla desarrollada por Ayashi y Fukuta (2009); el 85%

de estos aislamientos afecto el 100% de los genes del grupo Il (Pik-s,Pik-m, Pil, Pik-h,
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Pik, Pik-p y pi7(t)) de la misma tabla 3-1; el 22% de estos mismos aislamientos afectaron
todos los genes del grupo IV (Pi9, Piz, Piz-5 y Piz-t) de la tabla 3-1 y el 11% de estos
mismos aislamientos del grupo |, afectaron el 100% de los genes del grupo V (Pita-2,
Pi12(t), Pita, Pi19(t) y Pi20(t)) de la tabla 3-1. Aunque ninguno de los 25 genes confiere
resistencia a todos los aislamientos de este grupo, se pudo determinar que la combinacién
de los genes Pi9(t)+ Pita-2, confieren resistencia a todos los aislamientos aqui agrupados
(Anexo E).

El grupo 2 estd conformado por nueve razas, representadas por 19 aislamientos
provenientes de los departamentos del Meta, Tolima y Casanare, los cuales presentan una
similaridad del 87% en sus espectros de virulencia (Tabla 4-9). El 89% de los aislamientos
de este grupo afectaron todos los genes del grupo | de la tabla de Hayashi y Fukuta (2009),
el 84% afectaron todos los genes del grupo I, de la tabla 3-1, ningun aislamiento afecto el
100% de los genes del grupo lll, solo el 10% de los aislamientos de este grupo afecto todos
los genes del grupo IV y el 79% de estos mismos aislamientos afectaron el 100% de los
genes del grupo V. Al analizar la reaccion de cada uno de los 25 genes frente a los
aislamientos de este grupo, se determin6 que los genes Pik-m y Pik-h fueron resistentes a
todos los aislamientos de este grupo (Anexo F).

El grupo 3 esta conformado por 13 razas representadas por 31 aislamientos provenientes
de los departamentos del Tolima, Meta, Valle y Casanare. Las razas de este grupo son
similares en un 93% en sus espectros de virulencia (Tabla 4-9) y estan representadas por
los aislamientos mas virulentos del grupo estudiado. El 100% de estos aislamientos
afectaron el 100% de los genes Pish, Pib, Pit y Pia del grupo | de la tabla tabla 3-1; el 74%
afectaron el 100% de los genes Pii, Pi3 y Pi5(t) del grupo Il de la tabla 3-1, el 87% afecto
el 100% de los genes Pik-s, Pik-m, Pil1, Pik-h, Pik, Pik-p y Pi7(t) del grupo lll, el 29% de los
aislamientos de este grupo afectaron todos los genes Pi9, Piz, Piz-5 y Piz-t del grupo IV y
el 97% afecto el 100% los genes Pita-2, Pil2(t), Pita, Pi19(t) y Pi20(t) del grupo V de la
tabla 3-1. En este grupo se encuentra la raza U73-i7-k177-z17-ta733, la cual presento el
mayor espectro de virulencia, afectando el 100% de los genes y est4 conformada por los
aislamientos 20207 (llI-7 (1-1)), 20228 (Fortaleza (7-1)), 20504 (CF 205 (1)), 20511
(IRBLKp-k60 (1-1)), 20536 (LTH (1-1)) y 20892 (Maleza (17-1)) (Tabla 4-5). Al analizar la

reaccion de cada uno de los 25 genes de resistencia frente a este grupo de aislamientos,
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se pudo determinar que la combinacion de los genes Pi9(t)+ Pita + Piz-t + Pik-h + Pi5(t)
confieren resistencia al 80% de los aislamientos aqui agrupados (Anexo G).

El grupo 4 lo conformaron 11 razas representadas por 24 aislamientos colectados de los
departamentos Cundinamarca, Meta, Sucre y Tolima. Estos aislamientos presentaron una
similaridad del 93% en sus espectros de virulencia (Tabla 4-9). Todos los aislamientos de
este grupo afectaron el 100% de los genes del grupo | (Tabla 3-1), igualmente afectaron el
100% de los genes del grupo I, el 25% de estos aislamientos afectaron todos los genes
del grupo lll, igualmente el 25% de los aislamientos afectaron todos los genes del grupo
IV y el 100% de los aislamientos afectaron el 100% de los genes del grupo V (Tabla 3-1).
De acuerdo, a la reaccidon de los 25 genes de resistencia frente a los aislamientos de este
grupo, se pudo determinar que la combinacion de los genes Pi9(t) + Pita-2, confieren

resistencia al 100% de los aislamientos de este grupo (Anexo H).

El grupo 5 esta conformado por una sola raza (U00-i0-k00-z00-ta00), representada por
tres aislamientos 2950 (Cica 9 (52-1)), 20881 (Maleza (16-1)) y 20889 (IRBLta-2 (1-1)),
colectados todos en el departamento del Meta. Esta raza se caracteriza por no afectar
ninguno de los genes de resistencia, es decir su espectro de virulencia es cero, por esta

razén este grupo presenta 100% de similaridad (Anexo 1).

El grupo 6 lo conforman cinco razas, representadas por seis aislamientos colectados todos
en el departamento del Meta. Estos aislamientos presentaron el 90% de similaridad (Tabla
19). El 83% del total de estos aislamientos afectaron el 100% de los genes del grupo |
(Tabla 3-1), el 16% afectaron todos los genes del grupo Il, ningan aislamiento afecto el
100% de los genes del grupo lll, el 16% afectaron todos los genes del grupo IV y ningln
aislamiento afecto el 100% de los genes del grupo V. Es de resaltar que el gen Pik-h fue

resistente al 100% de los aislamientos de este grupo (Anexo J).

El grupo 7 lo conforman cuatro razas, representadas por cuatro aislamientos, colectados
dos en el departamento del Meta y dos en el departamento de Santander. Estos
aislamientos presentaron un 78% de similaridad en sus espectros de virulencia (Tabla

4-9), siendo este el porcentaje de similaridad méas bajo entre los siete grupos conformados

por la poblacién total de aislamientos estudiada. EI 100% de los aislamientos de este grupo
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afectaron todos los genes del grupo | de la tabla 11, el 25% afecto el 100% de los genes
del grupo I, ningun aislamiento afecto la totalidad de los genes de los grupos Ill, IV y V.
Analizando el comportamiento de cada uno de los genes de resistencia, se determiné que
los genes Pi9(t), Pita-2 y Pik-h fueron resistentes a todos los aislamientos de este grupo
(Anexo K).

Los analisis de similaridad entre grupos, indican que estas oscilaron entre el 5% (grupos 3
y 5) y el 86% (grupos 1y 3). Los aislamientos de los grupos 1, 2, 3, y 4 con los espectros
de virulencia mas amplios presentaron similaridades que oscilaron entre el 78 y el 86%.
Los grupos 1y 2 fueron similares en sus espectros de virulencia en un 78%, los grupos 2
y 4 en un 79%, los grupos 3y 4 en un 80%, los grupos 3y 2 en un 83%, los grupos 1y 4
en un 85% y los grupos 3y 1 en un 86%. La similaridad de estos grupos (1, 2, 3y 4) con
respecto a los grupos 5, 6, y 7 estan por debajo del 71%. La similaridad entre los grupos 5
y 6 fue del 41%, 5y 7 del 46%, 6 y 7 del 65%. La similaridad entre los grupos menos
virulentos estuvieron mas bajas que las de los grupos mas virulentos (1, 2, 3y 4) (Tabla 4-
10).

Tabla 4-10. Similaridad entre grupos patotipicos.

Obs Grupo_a Grupo_b | Comparaciones | Similaridad
1 5 3 93 0,05
2 5 1 81 0,13
3 5 2 57 0,17
4 5 4 72 0,20
5 5 6 18 0,41
6 5 7 12 0,46
7 3 7 124 0,56
8 6 3 186 0,59
9 1 7 108 0,59

10 4 7 96 0,60
11 6 1 162 0,62
12 2 7 76 0,64
13 6 7 24 0,65
14 6 2 114 0,66
15 6 4 144 0,71
16 2 1 513 0,78
17 2 4 456 0,79
18 3 4 744 0,80
19 3 2 589 0,83
20 1 4 648 0,85
21 3 1 837 0,86
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Analizando los espectros de virulencia de los 114 aislamientos al interior de cada uno de
los siete grupos de genes de resistencia propuestos por Hayashi y Fukuta, 2009 (Tabla

3-1), se observa claramente que el grupo de genes IV de la tabla 3-1, integrado por los
genes Pi9(t), Piz, Piz-5 y Piz(t) fue el menos afectado en su totalidad. Esto se debi6 a que
el gen de resistencia Pi9(t), fue el que presento el mayor espectro de resistencia frente a
los aislamientos inoculados, este gen fue resistente a 75 aislamientos (65.8%) de los 114
utilizados en este estudio, ademas el gen Piz-t que pertenece a este mismo grupo IV y fue
resistente a 40 aislamientos (35%) de la poblacién total del hongo. Otros genes que
mostraron buenos niveles de resistencia, fueron el Pita-2 (1), resistente a 60 aislamientos
(53.5%) de la poblacién y perteneciente al grupo V (Tabla 3-1), el gen Pita-2, resistente a
56 aislamientos (49.12%) del total de aislamientos y perteneciente al grupo V (Tabla 3-1),
el gen Pi20, resistente a 34 aislamientos (29.8%) de la poblacién y perteneciente al grupo
V (Tabla 3-1) Pik-h, resistente a 40 aislamientos (35%) de la poblacion y perteneciente al
grupo Il (tabla 11) y Pik-m, resistente a 54 aislamientos (47.3%) de la poblacion y también
perteneciente al grupo Il (Tabla 3-1) (Grafico 4-1). Con estos resultados se nota
claramente que ninguno de los 25 genes fue resistente a toda la poblacién del hongo
estudiada (114 aislamientos), pero que si hubo un grupo de aislamientos que superaron la
resistencia de todos los genes (Anexo G). La combinacién de los genes Pi9(t) + Pita-2 +

Pik-h + Piz-t confiere resistencia al 94% de los aislamientos utilizados en este estudio.
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Gréfico 4-1. Porcentaje de incompatibilidad de 25 genes de resistencia frente al grupo de
114 aislamientos inoculados
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4.2.4 indice de diversidad patotipica

La diversidad patotipica total de la poblacion de aislamientos evaluada fue del 97.5%, esto
indica que la poblacién es altamente diversa respecto a los patrones de virulencia que
presentaron todos los aislamientos. Por su parte la diversidad dentro de grupos fue del
85.6% y entre grupos fue del 11.8% (Tabla 4-11). Obsérvese que el coeficiente de
diferenciacién estuvo por debajo de 0.5, lo cual indica que los patotipos fueron mas
similares dentro de cada grupo que entre grupos.

Tabla 4-11. Diversidad patotipica total de la poblacion estudiada

No. de ]
Aislamientos No. de Patotipos Hs Hst Ht Eai
114 61 0.85 0.11 0.97 0.12

Hs = Diversidad dentro de grupos patotipicos
Hst = Diversidad entre grupos

Ht = Diversidad total de la poblacién

Gst = Coeficiente de diferenciacién genética

La diversidad patotipica dentro de grupos mostro un valor de cero para el grupo 5, pues
tres aislamientos representaron un solo patotipo; los aislamientos de este grupo son los
gue no infectaron ninguno de los genes de resistencia. Al interior de los demas grupos se
observa una alta diversidad, presentandose la mas alta en el grupo 7, donde cada

aislamiento constituyo un patotipo. (Tabla 4-12).

Tabla 4-12. Diversidad patotipica dentro de grupos

Grupo No. de No. de H
Patotipico Aislamientos Patotipos

1 27 18 0.96
2 19 9 0.73
3 31 13 0.84
4 24 11 091
5 3 1 0
6 6 5 0.93
7 4 4 1

H = Diversidad dentro de grupos
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4.2.5 Distribucion geogréfica de grupos patotipicos

El analisis por departamento de origen de los aislamientos y la raza que representan, arrojo
gue en seis de los siete departamentos, se encuentran 50 razas (81.9% del total de las
tazas), que no son comunes, es decir son Unicas de cada departamento de origen y 11
razas (18.02%) son comunes en dos o en tres de los departamentos de origen (Anexo L).

En la tabla 23, se observa que los grupos patotipicos 1, 2, 3y 4 estuvieron distribuidos en
tres (grupo 2) o en cuatro (grupos 1, 3y 4) departamentos, los grupos 5 y 6 son especificos
del departamento del Meta y el grupo 7 estuvo presente en los departamentos del Meta y
Santander. El departamento del Meta, esta representado por aislamientos de los siete
grupos patotipicos obtenidos, seguido del departamento del Tolima con cuatro y el
departamento del Casanare con tres. El grupo 3, donde se ubicaron los aislamientos mas
virulentos de este estudio, se encuentran distribuidos en cuatro de siete de los
departamentos, siendo tres de estos departamentos de gran importancia para la
produccién de arroz en Colombia (Casanare, Meta y Tolima). En el departamento del Meta,
se presentd el mayor nimero de razas, debido a que de este departamento provino el

mayor nimero de aislamientos evaluados (Tabla 4-13).

Tabla 4-13. Distribucién geografica de grupos patotipicos.

Departamento
Grupo Casanar Cundinamarc Santande
Patotipico e a Meta r Sucre Tolima Valle Total
1 2 21 3 1 27
2 3 12 4 19
3 4 19 2 6 31
4 1 18 1 4 24
5 3 3
6 6 6
7 2 2 4
Total 9 1 81 2 1 13 7 114

El total de aislamientos obtenidos en el departamento del Meta fue de 81, de los cuales se
detectaron 50 razas, tal como se mencioné anteriormente, de este total de aislamientos,
52 corresponden a la estacion experimental de Santa Rosa (EESR) que representan un
total de 31 razas, indicando nuevamente esto la gran diversidad en cuanto a términos

patotipicos que hay en esta estacion. Aunque no todas las razas y grupos patotipicos estén
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presentes en este sitio, se sigue considerando como el sitio mas importante de Colombia
para la caracterizaciéon de germoplasma de arroz por resistencia a este patégeno (Tabla
4-14).

Tabla 4-14. Namero de aislamientos y razas del Meta

Meta Aislamientos Razas

EESR 52 31
Otros sitios 29 19

Total 81 50

4.3 Caracterizacion genética

Para los analisis moleculares, se utilizaron 95 aislamientos del total de los 114, debido a
que de 19 aislamientos no se logré extraer el ADN (Anexo M).

Dentro de estos 95 aislamientos, esta incluido el grupo de aislamientos, a los cuales se les
conoce el grupo genético al que pertenecen, de acuerdo a estudios realizados previamente
por el CIAT (Correa y Zeigler, 1993; Levy et al., 1993; Correa y et al., 1997; Correa et al.,
2002; Flor, 1998) y que también fueron utilizados en las caracterizaciones patotipicas de
este estudio. Este grupo esta conformado por 13 aislamientos (Tabla 4-1), pero para los
analisis moleculares solo se utilizaron 11 de ellos, debido a que dos de ellos hacen parte
del grupo de aislamientos de los cuales no se le logré extraer el ADN, estos son Oryzica
Caribe 8 (31-2) del grupo genético SRL-4 y Cica 9 (52-1) del grupo genético SRL 1 (Tabla
4-1). De esta manera la poblacion total a caracterizar genéticamente por primera vez fue

de 84 aislamientos.

4.3.1 Resultados obtenidos con el analisis de correspondencia
multiple (ACM)

El andlisis de correspondencia multiple basado en los patrones de bandas de cada uno de

los 95 aislamientos, indicé que esta poblacién estudiada, esta representada por 67

haplotipos, los cuales se estructuraron en siete grupos genéticos con el 85% de la varianza

explicada de la poblacion total (Figura 4-2). En los grupos genéticos 1, 3, 5y 6 se ubicaron

aislamientos representativos de los grupos genéticos SRL-1 a SRL-6, utilizados como

testigos o referencias; en los grupos 2, 4 y 7, se ubicaron Unicamente aislamientos de la
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nueva coleccion de estudio. Los aislamientos de los grupos 1, 4 y 5, son aislamientos muy
cercanos en su distribucion espacial, encontrandose muy cerca de ellos los aislamientos
del grupo 2, mientras que los aislamientos de los grupos 3, 6 y 7 estuvieron mas alejados

de estos grupos (1, 4 y 5) e igualmente mas lejanos entre ellos.

Figura 4.2. Dendograma de la estructura genética de 95 aislamientos de Magnaporthe
oryzae.

Grupo  Grupo
Genetico  SRL

3
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4.3.2 Resultados obtenidos con el indice de similaridad de Nei-Li

La similaridad global de la poblacion total analizada, de acuerdo al patrén de bandeo de
cada uno de los aislamientos fue del 58%; dentro de los grupos obtenidos, el porcentaje
de similaridad oscilo entre el 30 y el 84%; encontrdndose el mayor porcentaje de
similaridad en los individuos del grupo cuatro y el menor porcentaje de similaridad en los
individuos del grupo 3 (Tabla 4-15).

Tabla 4-15. Similaridad global y similaridad dentro de grupos genéticos

Similaridad global

Obs | No grupos | Individuos | Comparaciones | Similaridad
1 7 95 4465 0,58
Similaridad dentro de grupos
Obs| Grupo | Individuos | Comparaciones | Similaridad

1 1 26 325 0.76
2 2 13 78 0.72
3 3 9 36 0.30
4 4 20 190 0.84
5 5 18 153 0.80
6 6 4 6 0.80
7 7 5 10 0.69

El grupo 1, lo conformaron 18 haplotipos representados por 26 aislamientos con un
porcentaje de similaridad en su patron de bandeo del 76% (Tabla 4-15). En este grupo se
ubicaron los tres aislamientos representantes del grupo genético SRL-5 1620 (Fanny 47
(1)), 9381 (Isolinea 6 (7-1)) y 1628 (Isolinea 22 (3-1)), los dos ultimos representaron un
solo haplotipo y se diferencian del aislamiento Fanny (47-1) por la presencia de una banda
de mas en ellos. De igual manera, en este mismo grupo se ubicaron los dos aislamientos
del grupo genético SRL-6 8137 (Fanny (54)) y 8970 (Selecta 3-20 (1)), los cuales son
haplotipos diferentes que se encuentran en subgrupos diferentes dentro de este mismo
grupo 1. Aungue los dos aislamientos del grupo genético SRL-6 hayan quedado en
subgrupos diferentes y sean haplotipos distintos, estos presentan una alta similaridad en
sus patrones de bandeo, cuya variacion se da por la presencia de una banda en Fanny
(54) y ausente en Selecta 3-20 (1) y la presencia de una banda en Selecta 3-20 (1) ausente
en Fanny (54), por esta razon quedaron en el mismo grupo 1. De los 18 haplotipos
presentes en este grupo, uno estuvo representado por cinco aislamientos, cuatro

estuvieron representados por dos aislamientos y 13 son un solo aislamiento (Figura 4-2).
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Al analizar la reaccion de los 25 genes de resistencia frente a los aislamientos aqui
agrupados se logré determinar que la combinacion de los genes de resistencia Pi9(t) +
Pita-2 + Pik-h + Pi5(t) + Piz-t, excluye el 100% de estos aislamientos (Anexo N).

El grupo 2 quedo conformado por 11 haplotipos, representados por 13 aislamientos con
un porcentaje de similaridad en su patrén de bandeo del 72% (Tabla 4-15). Dos de los
haplotipos estuvieron representados por dos aislamientos cada uno y los 11 aislamientos
restantes representaron un haplotipo cada uno. Este aparentemente es un grupo genético
diferente a los seis grupos genéticos identificados previamente (Levy et al., 1993), pues
ninguno de los aislamientos representantes de estos grupos (SRL-1 a SRL-6) se ubicé
aqui (Figura 4-2). El analisis de la reaccion de los 25 genes de resistencia frente a este
grupo de aislamientos, determiné que la combinacién de los genes de resistencia Pi9(t) +

Pita-2 + Piz-t, confiere resistencia al 100% de los aislamientos de este grupo (Anexo O).

El grupo 3, lo conformaron ocho haplotipos, representados por nueve aislamientos con un
porcentaje de similaridad en su patron de bandeo del 30% (Tabla 4-15). En este grupo, un
solo haplotipo estuvo constituido por dos aislamientos, los otros aislamientos
representaron un haplotipo cada uno. En este grupo se ubicé el aislamiento 7333 (Metica
1 (33-18)) del grupo SRL-3, caracterizado previamente por Levy et al., 1993 (Figura 4-2).
Al analizar la reaccién de los 25 genes de resistencia, se determin6 que la combinacién de
los genes Pi9(t) + Pita-2 + Pi5(t), confieren resistencia al 100% de los aislamientos de este

grupo genético (Anexo P).

En el grupo 4, estuvo conformado por 11 haplotipos, representados por 20 aislamientos
con un porcentaje de similaridad en su patron de bandeo del 84.8% (Tabla 4-15). Dos de
los haplotipos estuvieron conformados por dos aislamientos cada uno, un haplotipo estuvo
conformado por cuatro aislamientos y otro estuvo conformado por cinco aislamientos, los
otros siete haplotipos estuvieron representados por un solo aislamiento. En este grupo no
se ubic6 ninguno de los aislamientos utilizados como referencia (Tabla 4-1) (Figura 4-2).
El andlisis de la reaccién de los 25 genes de resistencia permitié determinar que la
combinacion de los genes Pi9(t) + Pita-2 + Pik-h + Piz-t, confieren resistencia al 90% de
los aislamientos de este grupo genético, en el cual se ubicaron dos de los seis aislamientos

gue superaron la resistencia de los 25 genes utilizados en este estudio (Anexo Q).
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El grupo 5, estuvo conformado por 10 haplotipos, representados por 18 aislamientos con
un porcentaje de similaridad en su patrén de bandas del 80.9% (Tabla 4-15). Un haplotipo
guedo representado por seis aislamientos, otro haplotipo quedo representado por tres
aislamientos y un haplotipo representado por dos aislamientos, los ocho haplotipos
restantes estuvieron representados por un solo aislamiento. En este grupo se ubico el
aislamiento 10683 (Oryzica Caribe 8 (17)), perteneciente al grupo genético SRL-4,
caracterizado previamente (Levy et al., 1993; Correa et al., 2002) (Figura 4-2). El andlisis
de la reaccién de los 25 genes de resistencia frente a los aislamientos de este grupo,
permitié determinar que la combinacién de los genes Pi9(t) + Pita-2 + Pik-h, excluye el 94%
de estos aislamientos y que en este grupo se encuentra uno de los seis aislamientos que

superaron la resistencia de los 25 genes de resistencia (Anexo R).

El grupo 6 quedo conformado Unicamente por cuatro haplotipos, representados por un
aislamiento cada uno y el porcentaje de similaridad entre ellos fue del 80.3% (Tabla 4-15).
Este grupo quedo conformado Unicamente por aislamientos referencia, es decir que se les
conocia el grupo genético, pues habian sido caracterizados previamente (Levy et al., 1993;
Flor, 1998; Correa et al., 2002), estos son: 708 (Cica 9 (15)) del grupo genético SRL-1;
12244 (Oryzica Llanos 5 (237-2)) y 8714 (Cica 9 (151-1)) ambos del SRL-2 y Linea 2(62)
de grupo ALI-7 (Figura 4-2). El que estos aislamientos hayan quedado en un mismo grupo
en este estudio, coincide con los estudios anteriores, pues estos grupos SRL-1 y SRL-2
son muy cercanos genéticamente y formaban un mismo grupo a un nivel del 85% de
similaridad en sus patrones de bandas (Levy et al., 1993). El analisis de la reaccién de los
25 genes frente a los aislamientos de este grupo genético, permitié determinar que el gen

Pi9(t) confiere resistencia al 100% de estos aislamientos (Anexo S).

El grupo 7 quedo conformado por cinco aislamientos, donde cada uno representa un
haplotipo. El porcentaje de similaridad en el patrén de bandas entre estos aislamientos fue
del 69.8% (Tabla 4-15). En este grupo al igual que en los grupos dos y cuatro no se ubicé
ninguno de los aislamientos referencia (Tabla 4-1) (Figura 4-2). En la tabla 4-16, se
presenta el nUmero de aislamientos y haplotipos por grupo genético. El andlisis de la
reaccion de los 25 genes frente a los aislamientos de este grupo, determind que la
combinacion de los genes Pi9(t) + Pita-2 + Piz-t, confiere resistencia al 100% de estos

aislamientos (Anexo T).



72 Caracterizacion genética y patotipica del hongo magnaporthe oryzae en cultivos

de arroz en Colombia

Tabla 4-16. Numero de aislamientos y haplotipos por grupo genético

Grupo genético No. Aislamientos No. Haplotipos
1 26 18
2 13 11
3 9 8
4 20 11
5 18 10
6 4 4
7 5 5

Los andlisis de similaridad entre grupos, indican que estas oscilaron entre el 0.28 y el
0.78%, encontrandose el mayor porcentaje de similaridad entre los grupos 4y 5y la menor
similaridad entre los grupos 3 y 4. El porcentaje de similaridad entre los grupos 1y 5 fue
del 68.6%; entre los grupos 1y 4 fue del 62%; entre los grupos 3 y 6 fue del 29.3%; entre
los grupos 1y 3 fue del 32.2%; entre los grupos 3 y 5 fue del 30.3% (Tabla 4-17).

Tabla 4-17. Similaridad entre grupos genéticos.

Obs Grupo_a Grupo_b | Comparaciones | Similaridad
1 1 2 338 0.66
2 1 3 234 0.32
3 1 4 520 0.62
4 1 5 468 0.68
5 1 6 104 0.49
6 1 7 130 0.58
7 2 3 117 0.29
8 2 4 260 0.50
9 2 5 234 0.55

10 2 6 52 0.48
11 2 7 65 0.58
12 3 4 180 0.28
13 3 5 162 0.30
14 3 6 36 0.29
15 3 7 45 0.33
16 4 5 360 0.78
17 4 6 80 0.33
18 4 7 100 0.44
19 5 6 72 0.38
20 5 7 90 0.49
21 6 7 20 0.42

Tomando como referencia los aislamientos previamente caracterizados (tabla 4-1) (Levy
et al., 1993; Flor, 1998; Correa et al., 2002), se observo que 46 aislamientos (54.7%) del
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total de la poblacion (84 aislamientos), a la cual no se le conocia su estructura genética,
tiene una estructura similar a la previamente caracterizada; detectandose que los
aislamientos del grupo 1 tuvieron similaridad con los grupos SRL-5 y SRL-6, los del grupo
3 presentaron similaridad con el grupo SRL-3y los del grupo 5 tuvieron similaridad afinidad
con el grupo SRL-4. También se observé que 38 aislamientos (45%) restantes de esta
poblacién presentan una estructura diferente, pues formaron tres grupos aparentemente
nuevos (2, 4y 7) (Figura 4-2).

4.3.3 indice de diversidad genética por haplotipos

La diversidad genética total de la poblacibn basada en patrones de bandas de los
aislamientos fue del 98.7%, indicando esto que la poblacion fue muy diversa en cuanto a

esta caracteristica (Tabla 4-18).
El coeficiente de diferenciacion genética estuvo por debajo de 0.5 como era esperado. Esto
indica que las similaridades fueron mas altas al interior de cada grupo que entre grupos

(Tabla 4-18).

Tabla 4-18. indice de diversidad genética por haplotipos entre y dentro de grupos

No.
Aislamientos No. Haplotipos Hs Hst Ht Gst
95 67 0.93860 | 0.049310 | 0.98791 | 0.049913

Hs= Diversidad entre grupos
Hst=Diversidad dentro de grupos
Ht=Diversidad total de la poblacion

Gst =Coeficiente de diferenciacion genética

La diversidad genética del grupo 1 fue del 95.6%, encontrandose en este 18 haplotipos

representados por 26 aislamientos (Tabla 4-19).

El grupo 2, presentd una diversidad genética del 97.4%, en el que se encontraron 11
haplotipos representados por 13 aislamientos, casi que cada aislamiento representa un
haplotipo (Tabla 4-19).
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En el grupo 3, la diversidad genética fue del 97.2%, donde se presentaron 8 haplotipos
representados por 9 aislamientos, al igual que en el grupo genético 2, aqui practicamente
cada aislamiento representa un haplotipo (Tabla 4-19).

La diversidad genética del grupo 4 fue del 90.5%, encontrandose 11 haplotipos,

representados por 20 aislamientos (Tabla 4-19).

En el grupo 5, la diversidad genética fue del 87.5%, encontrandose 10 haplotipos,

representados por 18 aislamientos (Tabla 4-19).

En el grupo genético 6, la diversidad genética fue del 100%, aqui se encontraron cuatro

haplotipos, representados cada uno por un aislamiento diferente (Tabla 4-19).

La diversidad genética del grupo 7 fue del 100%, encontrandose cinco haplotipos,

representado cada uno por un aislamiento diferente (Tabla 4-19).

Tabla 4-19. Diversidad genética por haplotipos dentro de grupos genéticos

Grupo genético e, T, H
Aislamientos Haplotipos

1 26 18 0.95
2 13 11 0.94
3 9 8 0.97
4 20 11 0.90
5 18 10 0.87
6 4 4 1
7 5 5 1

H=Diversidad genética dentro de grupos.

4.3.4 Distribucion geogréfica de haplotipos

Al analizar la distribucion geogréfica de los grupos genéticos, se observa que cada uno de
estos estuvo presente en por lo menos dos departamentos; lo cual indica que no hay una
especificidad de grupo genético por departamento. Obsérvese también que Unicamente en
el departamento del Meta se encuentran los siete grupos genéticos y que ningin grupo

genético estuvo presente en los siete departamentos; el grupo genético 5 fue el que se
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encontré mayormente distribuido, pues se encontré en seis de los siete departamentos, no

presentandose Unicamente en el departamento de Sucre (Tabla 4-20).

Tabla 4-20. Distribucidén geogréafica de los grupos genéticos obtenidos.

Grupo Departamentos
genético Casanare Cundinamarca  Meta Santander  Sucre Tolima Valle Total
1 4 16 4 2 26
2 1 11 1 13
3 1 8 9
4 14 1 2 3 20
5 1 1 11 1 2 2 18
6 4 4
7 4 1 5
Total
Aislamientos ! L 68 1 1 10 / 95
Total 5 1 50 1 7 3 67
Haplotipos

En el departamento del Meta fue donde se encontr6 el mayor nimero de haplotipos, siendo
esto debido a que de este sitio proviene el mayor nimero de aislamientos como se observa
en la tabla 24. Sin embargo, se recalca lo importante de esta informacién, pues en este
departamento, se sigue observando una gran diversidad genética de Magnaporthe oryzae,
obteniéndose un total de 50 haplotipos de 68 aislamientos evaluados. Resultados similares

se observan en los andlisis patotipicos (Anexo B).

De la estacibn experimental de Santa Rosa (EESR-Meta) fueron analizados
molecularmente 52 aislamientos, los cuales representaron 36 haplotipos del total de 50
detectados en el departamento del Meta. Este resultado indica la alta diversidad genética

presente en esta estacion, resultado similar al obtenido con los andlisis patotipicos.

El aislamiento proveniente de Sucre (20352) y colectado de la variedad Fedearroz 473 en
el afio 2009, forma un haplotipo con el aislamiento 20283 proveniente de la estaciéon
experimental de Santa Rosa y colectado de la variedad diferencial BL1, este haplotipo se
ubica en el grupo genético 4 y queda en los haplotipos del departamento del Meta; Por
esta razon, el haplotipo de este aislamiento de Sucre no se encuentra registrado en la tabla
4-20.
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4.3.5 Correspondencia entre grupos geneéticos Yy grupos
patotipicos
No se observé una correspondencia entre los grupos genéticos obtenidos con los grupos
patotipicos, puesto que los aislamientos de los grupos genéticos se distribuyeron a los
largo de todos los grupos patotipicos; siendo asi que en el grupo genético 1, se ubicaron
aislamientos correspondientes a los grupos patotipicos 1, 2, 3y 4. En el grupo genético
2, se ubicaron aislamientos de los grupos patotipicos 1, 2, 3, 4y 6. En el grupo genético
3, se ubicaron aislamientos de los grupos patotipicos 2, 3, 4y 6. En el grupo genético 4,
se ubicaron aislamientos de los grupos patotipicos 1, 2, 3,y 4. En el grupo genético 5, se
ubicaron aislamientos de los grupos patotipicos 1, 2, 3,4y 7. En el grupo genético 6, se
encontraron aislamientos de los grupos patotipicos 6 y 7. En el grupo genético 7, se

ubicaron aislamientos de los grupos patotipicos 1y 3 (Tabla 4-21).

Unicamente se observé algo de correlacion entre el grupo genético 1y el grupo patotipico
1, pues 11 de 22 aislamientos del grupo patotipico 1 se ubicaron en el grupo genético 1.
Estos dos grupos tanto el patotipico como el genético estan estrechamente relacionados
con el grupo SRL-5 (Tabla 4-21).

Estos resultados no concuerdan con los obtenidos en estudios anteriores (Levy et al., 1993;
Correa y Guimaraes, 1997; Flor 1998, Correa et al., 2002), puesto que estos autores
encontraron una alta similitud en los espectros de virulencia de los aislamientos que
pertenecian a cada grupo genético (SRL-1 a SRL-6), inoculados sobre grupos de

variedades comerciales.

Tabla 4-21. Correspondencia entre grupo genéticos y grupos patotipicos.

Grupos patotipicos

Grupos Gran
genéticos 1 2 3 4 6 7 Total
1 11 5 5 5 26

2 3 1 2 6 1 13

3 2 2 2 3 9

4 4 6 8 2 20

5 3 3 7 4 1 18

6 1 3 4

7 1 4 5
Gran Total 22 17 28 19 5 4 95




5.Discusion

5.1 Caracterizacion patotipica

5.1.1 Aislamientos obtenidos

El que la gran mayoria de los aislamientos obtenidos tengan origen el departamento del
Meta (71.05% del total de los aislamientos), se debe a que este departamento es un sitio
endémico del afiublo del arroz, debido a que las condiciones ambientales presentes alli y
el sistema de cultivo de secano que se lleva a cabo en esta zona son muy favorables para
el desarrollo de esta enfermedad, lo cual permitié tomar un mayor nimero de muestras;
ademas, en este departamento a 30 minutos de la ciudad de Villavicencio se encuentra
ubicada la estacion experimental de Santa Rosa (EESR), la cual se considera un sitio “HOT
SPOT” para M. oryzae, no solo para Colombia sino para la region de América Latina,
debido a que alli se encontré la mayor diversidad patogénica de este hongo en Colombia
en los afos 90 (Levy et al., 1993; Correa, 1997) y es de este sitio de donde proviene el
mayor nimero de aislamientos colectados del departamento del Meta (55) que representan
el 67.9% del total de las muestras (81) colectadas en este departamento (Tabla 4-3).
Quiere decir que al tomar muestras (hojas o cuellos de panicula) con sintomas de la
enfermedad hay un mayor porcentaje de probabilidades de tener éxito en la obtencion de
aislamientos del hongo, puesto que alli no se hacen aplicaciones de fungicidas para el
control de la enfermedad por ser un sitio experimental para caracterizar el germoplasma
de arroz del CIAT, FLAR y FEDEARROZ por resistencia a M. oryzae.

Caso contrario sucede con las muestras colectadas en otros sitios de este mismo
departamento y en otros departamentos, donde la probabilidad de tener éxito en la
obtencidn de cultivos puros del hongo se disminuye, debido a que las muestras se toman
en lotes comerciales, donde posiblemente cuando se toman las muestras ya se han hecho

aplicaciones de fungicidas para el control de la enfermedad. También se debe tener en
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cuenta que en localidades diferentes a las del departamento del Meta, la presion de la
enfermedad es menor y esto junto con las aplicaciones de fungicidas, disminuye la
posibilidad de obtencién de aislamientos del hongo.

5.1.2 Patotipos

La obtencion de 61 razas de 114 aislamientos estudiados, explica la alta diversidad
patotipica de este hongo y corrobora resultados de trabajos anteriores (Levy et al., 1993;
Correa, 1997; Correa et al.,, 2002), donde también se demostré bajo otro sistema de
caracterizacién internacional y con grupos de lineas diferentes, la alta diversidad patotipica
gue presenta M. oryzae en Colombia, habiéndose encontrado en esa época 45 razas de

este patégeno.

El que los aislamientos 2950 (Cica 9 (52-1)), 20881 (Maleza (16-1)) y 20889 (IRBLta-2
Pi(1-1)) pertenecientes a la raza U00-i0-k000-z00-ta000 (Tabla 4-4), no hayan infectado
ninguno de los 25 genes, se debe a la especie vegetal o variedad de origen, pues a través
de muchas inoculaciones hechas en los afios 90 y principios del 2.000 en el proyecto de
patologia de arroz del CIAT, se observaba que los aislamientos provenientes de malezas
no eran infectivos en el arroz y los aislamientos provenientes de la variedad Cica 9 no eran
patogénicos y algunos de ellos solo infectaban a la misma variedad Cica 9 y a la variedad
Fanny (Flor, 1998). También existe la probabilidad que estos aislamientos hayan perdido
patogenicidad en el laboratorio.

Existe la hipétesis que algunos aislamientos para poder infectar una variedad deben perder
otros genes que pueden ser determinantes para su sobrevivencia en la naturaleza, lo cual
hace que infecten una sola vez, pero luego no vuelven a causar infeccién ni aun en su
variedad de origen, debido a los efectos deletéreos que le puede ocasionar la pérdida de
determinado gen de avirulencia (Correa et al., 2002, Tharreau, comunicacion personal), tal
es el caso del aislamiento 20889 (IRBLta-2 Pi (1-1), el cual no causo infeccién ni aun en la
linea de donde se colectdé originalmente (IRBLTa-2 Pi). Resultados similares fueron
obtenidos por Flor, 1998, donde obtuvo aislamientos de las variedades Cica 9 y Oryzica 1

con una muy baja capacidad infectiva.
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Los amplios espectros de virulencia de aislamientos provenientes de variedades altamente
susceptibles como fue el caso de los aislamientos provenientes de las variedades LTH y
Fanny (Tabla 16), tal vez se deba a que estos no han tenido que perder factores de
avirulencia para poder infectar este tipo de variedades, permitiéndoles esto conservar
todos sus factores de virulencia y por lo cual no se presentan en ellos efectos deletéreos
gue les hagan disminuir su capacidad infectiva y que afecten su adaptabilidad en la
naturaleza. Resultados similares con respecto al aislamiento Fanny (54) fueron reportados

por Levy et al., 1993; Correa y Guimaraes, 1997; Correa et al., 2002.

El amplio espectro de virulencia presentado por el aislamiento 20892 (Maleza (17-1))
(Tabla 4-5), hace pensar que aislamientos de M. oryzae provenientes de malezas estén
evolucionando para ser infectivos en el cultivo del arroz, tal como esta sucediendo en Brasil
y Argentina (Gutierrez et al., 2000; Nunes et al., 2014), siendo este un proceso natural en
la evolucién de los hongos (Stukenbrock y McDonald, 2008). De igual manera, es probable
gue este sea un aislamiento originario de arroz y que haya infectado esta maleza,
desafortunadamente este fue uno de los aislamientos a los cuales no se les pudo hacer el
andlisis dactiloscépico mediante la técnica rep-PCRPot2; esto hubiera mostrado si es un
aislamiento proveniente del arroz o de maleza, pues los patrones de bandas son diferentes

para los aislamientos provenientes de malezas.

El que aislamientos provenientes de una misma variedad presenten espectros de
virulencia diferentes y por esta razon representen razas diferentes, es comin que suceda
en poblaciones de patégenos tan diversos como lo es Magnaporthe oryzae. Tal fue el caso
de los aislamientos 12244 y 20350, colectados ambos de la variedad Oryzica Llanos 5
(Tabla 4-7).

5.1.3 Analisis de correspondencia multiple (ACM)

El analisis de correspondencia multiple (ACM), agrupé la poblacion estudiada en siete
grupos patotipicos, de acuerdo a sus espectros de virulencia. Este resultado mostré que
la alta diversidad observada en la poblacion del hongo a nivel de patotipos o razas (61), se
puede reducir a un grupo mas pequefio, con fines de practicidad y aplicabilidad de los
resultados que se obtienen con este tipo de andlisis. De los siete grupos obtenidos,

Gnicamente el grupo 5 presento6 aislamientos no infectivos y fueron los pertenecientes a la
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raza U0O0-i0-k000-z00-ta000 y los grupos 1, 2, 3 y 4 fueron en los que se ubicaron los
aislamientos con los mayores espectros de virulencia, siendo el grupo 3 el que posee los
aislamientos con los mayores espectros de virulencia, encontrando en el los aislamientos
gue superaron la resistencia de los 25 genes de resistencia utilizados. Los grupos 6y 7
presentaron mas bajos espectros de virulencia. Los aislamientos de este grupo 3 son los
gue deberian utilizarse al momento de caracterizar nuevos genes de resistencia a este
patégeno. Adicionalmente se deben utilizar aislamientos que permitan identificar los genes
Pio(t), Pita-2, Pik-h, Pik-m, Piz-t y Pi20.

Estos resultados concuerdan con los trabajos hechos en los afios 90 por el grupo de
patologia de arroz del CIAT, en los cuales se obtuvo que los aislamientos mas virulentos
eran aquellos que pertenecian a los linajes genéticos SRL4, SRL 5, SRL6 y los
aislamientos menos virulentos se encontraban en los grupo genéticos SRL3, SRL2 y SRL1
(Correa et al.,, 1997, Flor, 1998, Correa, 2002), pues los resultados de este estudio
arrojaron que el asilamiento 10683 (Oryzica Caribe 8 (17)) al grupo genético SRL4, se
ubicé en el grupo patotipico 4; los aislamientos 1620 (Fanny (47-1)) (SRL-5), 9381
(Isolinea 6 (7-1)) (SRL-5) y 1628 (Isolinea (22-3-1)) (SRL-5), se ubicaron en el grupo 1; los
aislamientos 12098 (Oryzica Caribe 8 (31-2)) (SRL4), 8970 (Selecta 3-20(1)) (SRL6) y
7333 (Metica 1 (33-18)) (SRL3) quedaron en el grupo 2; el aislamiento 8137 (Fanny (54))
(SRL6) se ubicé en el grupo 3, perteneciendo todos estos aislamientos a los grupos mas
virulentos (1, 2, 3 y 4). Por otra parte los aislamientos 12244 (Oryzica Llanos 5 (237-2))
(SRL2), 8714 (Cica 9 (151-1)) (SRL1), 708 (Cica 9 (15)) (SRL-1) se ubicaron el grupo 7; el
aislamiento 7708 (Linea 2 (62)) (ALI-7) quedé en el grupo 6 vy el aislamiento 2950 (Cica 9
(52-1)) (SRL2) se ubic6 en el grupo 5, siendo estos grupos 5, 6 y 7 los menos virulentos
(Figura 4-2).

Se puede ver claramente que los aislamientos con los grupos genéticos conocidos y
caracterizados previamente por sus espectros de virulencia, se distribuyeron en todos los
grupos de la poblacion evaluada y los més virulentos (grupos genéticos SRL-4, SRL-5y
SRL-6) se ubicaron en los grupos patotipicos mas virulentos de este estudio (1, 2,3y 4)y
los menos virulentos (SR-L3, SRL-2 y SRL-1) se ubicaron en los grupos menos virulentos
de este estudio (5,6 y 7).
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5.1.4 indice de similaridad de Sokal & Michener

Con estos resultados se puede observar que aungque los aislamientos de los grupos
genéticos SRL4 (Oryzica Caribe 8 (17) y Oryzica Caribe 8 (31-2) hayan quedado en grupos
patotipicos diferentes (grupos 2 y 4), al igual que los aislamientos del grupo genético SRL-
6 (Fanny (54) y Selecta 3-20(1)) (grupos 2 y 3), estos grupos presentan entre ellos altos
porcentajes de similaridad (2 y 4 79%), (2 y 3 83%). Pudiera ser que estos aislamientos
de los grupos genéticos indicados hayan quedado en grupos patotipicos diferentes debido
a que en este estudio se utilizaron 25 genes de resistencia para caracterizar la poblacion
del hongo estudiada a diferencia de estudios anteriores, donde se utilizaron grupos de
variedades comerciales, un menor nimero de variedades diferenciales (ocho variedades
diferenciales internacionales) o en su defecto un menor nimero de genes de resistencia
(13), sobre las cuales se inoculaban los aislamientos para ser caracterizados por sus
virulencias (Correa-Victoria y Zeigler, 1993b; Levy et al., 1993; Correa et al., 1997; Flor
1998). Es posible que bajo esta nueva metodologia y nuevo grupo de diferenciales-
monogénicas haya mas sensibilidad en la discriminacién de los aislamientos. Igual caso
pudo acontecer con los aislamientos de los grupos genético SRL-2 que uno se ubicé en el
grupo patotipico 5y el otro en el grupo patotipico 7. El aislamiento del grupo genético ALL-
7 se ubicd en el grupo patotipico 6 con otros cinco aislamientos de la coleccion de estudio
nueva y separado de los demas grupos genéticos SR-1 a SRL-6; resultado que era de
esperarse pues este grupo genético (ALI-7) proviene de la Altillanura colombiana en el
departamento del Meta, donde la produccién de arroz es muy particular debido a las
condiciones agroclimaticas que se presentan alli y los aislamientos que provienen de este

sitio no se encuentran con regularidad en otras zonas arroceras del pais.

Algo particular sucedi6 con el aislamiento representativo del grupo genético SRL3, pues
en este estudio quedo6 inmerso en el grupo patotipico 2, el cual es uno de los grupos
representados por aislamientos de un amplio espectro de virulencia (aqui se encuentran
aislamientos de los grupos SRL-4 y SRL-6) y en estudios anteriores los aislamientos de
este grupo mostraron tener espectros de virulencia muy bajos y estando mas cercanos a
los grupos SRL-1 y SRL-3 (Correa-Victoria y Zeigler, 1993b; Levy et al., 1993; Correa et
al; 1997).
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Se debe tener en cuenta que aunque las distribuciones de los grupos hayan quedado de
la manera como se explicaron en el parrafo anterior, los porcentajes de similaridad entre
los grupos 2 y 4, donde ambos integran los aislamientos de SRL-4 fue del 79%; entre los
grupos 2 y 3 que integran los aislamientos de SRL-6 fue del 83%. Estos porcentajes de
similaridad son bastante altos, mostrando que de alguna manera hay similitudes

importantes entre estos grupos.

Los porcentajes de similaridades entre los grupos 5 (donde esta SRL-2), 6 (donde esta
ALI-7) y 7 (donde esta SRL-1y SR_2) y los grupos 1 (donde esta SRL-5), 2 (donde esta
SRL-3, SRL-4 y SRL-6), 3 (donde esta SRL-6) y 4 (donde esta SRL-4) oscilaron entre el
5% (grupos 5y 3) y el 71% (grupos 6 y 4). Observese que estos porcentajes de similaridad
son bajos, indicando esto que hay un mayor distanciamiento entre estos grupos. Esto tiene
relacion con lo reportado por Levy et al., 1993 y Flor, 1998, quienes encontraron que los
grupos genéticos SRL-1, SRL-2 y SRL-3, se encuentran mas distanciados de los grupos
SRL-4 a SRL-6, pero que entre ellos se encuentran mas cercanos; igualmente los grupos
SRL-4 a SRL-6 estan mas cercanos entre ellos.

5.1.5 Frecuencias de compatibilidad

Con respecto a la reaccién de las lineas monogénicas que representan los 25 genes
utilizados en este estudio frente a la poblacién del patégeno evaluada, los resultados de
este estudio corroboran resultados obtenidos por otros autores, quienes ya habian
reportado previamente las bajas frecuencias virulencia de aislamientos de Magnaporthe
oryzae frente a los genes (Pi9(t), Pita-2, Piz-t, Pi20, Pik-h y Pik-m (Correa et al., 1997; Liu
et al., 2002; Li et al., 2008; Wang et al., 2013, Odjo et al., 2014)). Los espectros de
resistencia de estos genes frente al grupo de aislamientos con los espectros de virulencia
mas amplios (grupo patotipico 3) se presentan en el anexo 7, en el cual se presenta la
reaccion de los aislamientos del grupo patotipico 3 y se puede ver que el gen Pi9(t) es el
gue tiene el mas amplio espectro de resistencia frente a este grupo y los espectros de
resistencia de los otros genes (Pita-2, Piz-t, Pi20, Pik-h y Pik-m), es muy bajo, siendo los

genes Pita-2 y Pi20 susceptibles a todos los aislamientos de este grupo.

Aungue ninguno de los 25 genes de resistencia haya excluido la poblacién total del hongo

aqui estudiada, es importante anotar que con las combinaciones de los genes que
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presentaron los espectros mas amplios de resistencia (Pi9(t), Pita-2, Pik-m, Pik-h, Piz-ty
Pi20) y acomparfados con el gen Pi5(t) que fue resistente solo al 17,54% del total de los
aislamientos, se puede excluir el 94,7% de la poblacion total del hongo, permitiendo el
desarrollo de germoplasma con resistencia durable a este patégeno (Anexos E al K).

5.1.6 Indice de similaridad patotipica

Los resultados de este andlisis mostraron que esta poblacion es altamente diversa

patotipicamente, con un porcentaje de diversidad patotipica total del 97.5%

5.1.7 Distribucidén geografica de patotipos

En cuanto a la distribucion geografica de los patotipos, es claro que el mayor nimero de
razas se encontrd en el departamento del Meta, seguido de los departamentos del Tolima
y Casanare, debido a que de estos departamentos proviene la mayor numero de
aislamientos obtenidos para este estudio, principalmente del departamento del Meta; de
las 50 razas detectadas en este departamento, 31 provienen de la Estacion Experimental
de Santa Rosa (EESR), demostrandose nuevamente la alta diversidad que se encuentra
en este sitio (Tabla 24). Esto corrobora la importancia de la EESR para caracterizar
germoplasma por resistencia a este patégeno. Resultados similares fueron obtenidos por
Correa y Zeigler (1993); Levy et al (1993); Flor (1998).

De igual manera se entiende que otros sitios especificos de determinados departamentos
como los son el Tolima y Casanare, podrian considerarse para exponer germoplasma en
ellos y caracterizarlos por resistencia a este patégeno, debido a que en ellos también se
encuentran las razas representadas por los aislamientos con los mas amplios espectros
de virulencia encontrados en este estudio, basicamente los del grupo patotipico 3 (Tabla
15). El que estas razas sean comunes entre estos departamentos, puede deberse al

movimiento de variedades comerciales de un sitio a otro.
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5.2 Caracterizacidn genética

5.2.1 Analisis de correspondencia multiple (ACM)

El ACM mostro que la poblacion estudiada (95 aislamientos), representa 67 haplotipos y
gue estos se estructuran en siete grupos genéticos de acuerdo a sus patrones de bandeo
y que de estos siete grupos, tres son diferentes a los que anteriormente se habian descrito
(Levy et al., 1993; Flor, 1998 y Correa, 2002). Los grupos 1, 2, 4 y 5 fueron los que
presentaron el mayor nimero de haplotipos (Tablas 4-15 y 4-16).

5.2.2 indice de similaridad de Nei-Li

Se encontré en este estudio que el 54.7% del total de la poblacion evaluada, a la cual no
se le conocia su estructura genética (84 aislamientos), sigue perfiles similares en sus
patrones de bandeo a los de los grupos SRL-1 a SR-6 (Levy et al., 1993) y que el 45%
restante de la poblacion (35 aislamientos) presentan patrones distintos, conformando tres

grupos diferentes a los ya conocidos previamente (Figua 4-4).

Podria pensarse que se hayan presentado cambios al interior de la poblacion de este
patégeno en Colombia en cuanto a sus estructura genética y por esta razon los resultados
obtenidos; esto se presume, debido a que los dUltimos estudios caracterizando
genéticamente la poblacién de este patdgeno en Colombia se hicieron hace mas de 10
afos y que a través de este tiempo se pudieron haber presentado cambios genéticos en
la poblacién de Colombia (Stukenbrock y McDobald, 2008).

También puede considerarse que la presencia de estos tres grupos genéticos diferentes
en la poblacion del hongo estudiada, se deba a la gran diversidad de materiales de arroz
y sitios de coleccion de las muestras que dieron origen a los 84 aislamientos utilizados en
este estudio (incluidos los 11 aislamientos referencia o testigo), los cuales provienen de
mas de 99 materiales, entre ellos variedades comerciales de arroz, lineas avanzadas de
los programas de mejoramiento de arroz del CIAT y FLAR, variedades diferenciales
internacionales y lineas monogénicas-diferenciales, ademas de ser colectados en siete
departamentos diferentes del pais (Anexo A), aunque la mayor muestra de aislamientos

(68) provenga del departamento del Meta, especificamente de la estacion experimental de
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Santa Rosa (EESR). Si se tiene en cuenta los trabajos realizados con anterioridad, estos
fueron hechos con muestras colectadas de un menor niumero de materiales y proviniendo
basicamente de una localidad especifica como es la Estacion Experimental de Santa Rosa,
lo cual tal vez no permitié detectar una mayor diversidad genética del patégeno (Levy et
al., 1993; Flor, 1998).

Por otra parte, si se hace un analisis de la poblacién teniendo en cuenta el 70% de la
varianza explicada, se tendria que los haplotipos obtenidos se estructurarian en cuatro
grupo genéticos, donde los grupos 2 y 4 entrarian a formar parte del grupo 1, el cual
contiene dentro de si a los aislamientos que representan los grupos SRL-5 y SRL-6. Los
grupos tres y seis se conservarian idénticos y los haplotipos del grupo 4 entrarian a hacer
parte del grupo 5, el cual posee al aislamiento representativo de SRL-4. De esta manera
se obtendria una poblacion estructurada en cuatro grupos genéticos teniendo que el grupo
1 estaria conformado por 44 aislamientos y que estos representarian a los grupos
genéticos SRL-5 y SRL-6, debido a que aqui se ubicarian los aislamientos 1620 (Fanny
(47-1)), 9381 (Isolinea 6 (7-1)), 1628 (Isolinea 22 (3-1)), 8137 (Fanny (54)) y 8970 (Selecta
3-20 (1)), representativos ellos de los dos grupos genéticos antes mencionados (Levy et
al.,, 1993; Correa et al., 2002). El grupo 2 estaria conformado por 9 aislamientos
representativos del grupo genético SRL-3, puesto que aqui quedaria ubicado el
aislamiento 7333 (Metica 1 (33-18)) que pertenece a este grupo genético (Levy et al.,
1993). El grupo 3 estaria conformado por 4 aislamientos 708 (Cica 9 (15)), 12244 (O.
Llanos 5 (237-2)), 8714 (Cica 9 (151-1)) y 7708 (Linea 2 (62)), siendo estos representativos
de los grupos genéticos SRL-1, SRL-2 y ALI-7 (Tabla 11) (levy et al., 1993, Flor, 1998). El
grupo 4 quedaria conformado por 38 aislamientos representativos todos ellos del grupo
genético SRL-4, debido a que aqui estaria ubicado el aislamiento 10683 (O. Caribe 8 (17))
gue pertenece a este grupo genético de acuerdo a los estudios hechos anteriormente (Levy
et al., 1993).

5.2.3 Indice de diversidad genética

Como se puede observar en los resultados, la diversidad genética general por haplotipos
de la poblacion fue bastante alta (98.7%), y dentro de cada grupo genético fue igualmente
alta, oscilando entre 87.5 y 100%, esto se debi6 a que para la mayoria de los grupos hay

casi tantos haplotipos como aislamientos. Como se ha mencionado con anterioridad, tal
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vez este resultado se deba a la gran diversidad de las muestras que dieron origen a los

aislamientos que se utilizaron para este estudio.

5.2.4 Distribucién geografica de haplotipos

Todos los grupos genéticos obtenidos estan presentes en el departamento del Meta, tal
como ocurrié con la distribucién geografica a nivel de patotipos. Esto indica que este
departamento es un sitio de gran importancia para los estudios de este patégeno, pues alli
estd representada toda la diversidad genética y patotipica de Magnaporthe oryzae en
Colombia. Los departamentos del Tolima, Casanare y Valle, se encontraron mas de dos
grupos genéticos (cinco, cuatro y tres respectivamente), indicando esto que en estos
departamentos también se encuentra una amplia diversidad genética de este patdgeno.
En los analisis patotipicos se obtuvieron resultados similares, presentandose cuatro grupos
patotipicos en el Tolima, tres en Casanare y dos en el Valle. Cundinamarca, Santander y
Sucre, presentaron un solo grupo genético cada uno, presentdndose el mismo grupo

genético en Cundinamarca y Sucre.

El grupo genético 5 fue el que se encontr6 mayormente distribuido en Colombia,
detectandose en seis de los siete departamentos de origen de los aislamientos, seguido

del grupo genético 4, presente en cuatro departamentos.

La distribucion de estos grupos genéticos y patotipicos, puede ser debido al movimiento

de las variedades comerciales a lo largo y ancho de las zonas arroceras del pais.

5.2.5 Correspondencia entre grupos genéticos y patotipicos

No se establecié correspondencia entre los grupos genéticos y los grupos patotipicos

obtenidos.

Tal vez esta correspondencia no esta en este estudio debido a la muestra tan diversa de
aislamientos que se utilizd y por basarse Unicamente en inoculaciones sobre lineas
diferenciales-monogénicas, no habiendo utilizado variedades comerciales de Colombia,
las cuales son las que realmente podrian indicar con mayor exactitud procesos

coevolutivos en el patosistema Arroz-Magnaporthe oryzae.



6.Conclusiones y Recomendaciones

6.1 Conclusiones

6.1.1 Estructura patotipica

Se identificaron 61 razas en la poblacion de 114 aislamientos estudiada de acuerdo a la
reaccion de cada aislamiento frente al grupo de 25 genes de resistencia, contenidos en las

26 lineas diferenciales-monogénicas utilizadas.

La poblacion se estructurd en siete grupos patotipicos, de los cuales los grupos 1, 2,3y 4
estan representados por los aislamientos con los espectros de virulencia mas amplios de
la poblacién; siendo el grupo 3, en el que se encuentran los aislamientos que superaron la

resistencia de los 25 genes utilizados.

Los siete grupos patotipicos obtenidos tienen correspondencia con los grupos SRL-1 a
SRL-6 y ALI-7, no se presentd un grupo patotipico diferente a los identificados en estudios

anteriores.

Las menores frecuencias de virulencia de la poblacién del patégeno estudiada se presento
frente a los genes de resistencia Pi-9(t), Pita-2(1), Pita-2, Pik-m, Pik-h, Pi20(t) y Piz-t. Las
combinaciones de estos genes de resistencia excluyen mas del 90% de la poblacién del

hongo estudiada.

Esta poblacion es altamente diversa en cuanto a su estructura patotipica, obteniéndose

una diversidad total de la poblacion del 97.5%.
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En el departamento del Meta se encuentran todos los grupos patotipicos obtenidos en este
estudio y los grupos 1, 2, 3, que son altamente virulentos, se encuentran distribuidos en
los departamentos de Casanare, Meta, Tolima y Valle.

De las 50 razas obtenidas en el departamento del Meta, 31 son de la estacion experimental
de Santa Rosa, lo cual indica la gran diversidad presente en esta estacién, la cual sigue
siendo un sitio de gran importancia para la caracterizaciéon de germoplasma de arroz por

resistencia a este patdgeno.

6.1.2 Estructura genética

De un total de 95 aislamientos utilizados en los analisis moleculares, se obtuvieron 67

haplotipos, confirmando la alta diversidad genética del patégeno en Colombia.

La poblaciéon se estructur6 en siete grupos genéticos, de los cuales, cuatro de ellos
presentaron similaridad con los grupos genéticos antes reportados, SRL-1 a SRL-6 y ALI-
7 (Levy et al., 1993; Flor, 1998; Correa, 2002) y tres de ellos son grupos nuevos.

Los siete grupos genéticos estan presentes en e | departamento del Meta; en el Casanare
cuatro (1, 2, 3y 5), en el Tolima cinco grupos genéticos (1, 2, 4, 6y 7) y en el departamento
del Valle tres grupos (1, 4y 5).

El grupo genético 5, fue el mas ampliamente distribuido, encontrandose en seis de los siete
departamentos de procedencia de los aislamientos analizados. No se encontré en el

departamento de Sucre.

En la estacion experimental de Santa Rosa se encontraron 36 haplotipos, indicando esto

la gran diversidad genética de este patdgeno en este sitio.

La diversidad genética de la poblacion total fue de 98.7%, indicando que la poblacion fue

bastante diversa en cuanto a sus patrones de bandas se refiere.

No se encontré correspondencia entre los grupos genéticos y patotipicos obtenidos.
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6.2 Recomendaciones

Inocular el grupo de aislamientos utilizados en este estudio, sobre un grupo de variedades
comerciales de Colombia y estimar con la reaccién de estas la estructura patotipica de
Magnaporthe oryzae en nuestro pais, pues utilizando estas variedades se podra tener
informacién mas precisa sobre la diversidad de las poblaciones de este hongo y se podra

entender mejor la dindmica de este patosistema.

Utilizar los aislamientos presentes en el grupo patotipico 3, en la identificacion de nuevos
genes de resistencia y adicionalmente inocular aislamientos en lineas elite de los
programas de mejoramiento que permitan identificar los genes Pi9(t), Pita-2, Pik-h, Pik-m,
Piz-t y Pi20.

Involucrar en programas de mejoramientos los genes de resistencia Pi-9(t), Pita-2(1), Pita-
2, Pik-m, Pik-h, Pi20(t) y Piz-t, pues fueron estos los que mostraron los mejores niveles de
resistencia frente a la poblacién del hongo estudiada.

Basar los programas de mejoramiento a Magnaporthe oryzae en la identificacion de nuevos
genes de resistencia y en estudios de las frecuencias de compatibilidad de los genes de
resistencia Pi9(t), Pita-2, Pik-h, Pik-m, Piz-t y Pi20 frente a los aislamientos del Tolima,
Meta, Casanare y Valle (por ser los mas virulentos), involucrando nuevos grupos de
aislamientos, lo cual permitird determinar cuales serian las mejores combinaciones de
estos genes para ser utilizados en un programa de mejoramiento con busqueda de

resistencia durable a Magnaporthe oryzae.






A. Anexo: Variedades de origen de
los 114 aislamientos utilizados en
este estudio

Conse Variedad
1 75-1-127
2 ACD 2526
3 Aichi Asahi
4 Alejandra 3-18
5 BL1 (13-1)
6 C101-A51
7 C101 LAC
8 C101 PKT
9 C101 -TTP-6
10 C103 -TTP
11 C105 -TTP-1
12 C105 -TTP-4
13 CICA 8
14 Cica 9 (15)
15 Clearfield 205
16 Coprosem 304
17 CT 13432 — 33
18 CT 13432 -107
19 El Zorro (40220)
20 El Zorro (40508)
21 F124-1
22 F129-1
23 F80-1
24 F2 1850
25 F2 2060
26 Fanny
27 Fed 4-73 (3-1)
28 Fedearroz 174
29 Fedearroz 2000
30 Fedearroz 369
31 Fedearroz 473
32 Fedearroz 50
33 Fedearroz 60
34 FL 07275 -1P-3-2P -1P- M (1-1)

Anexo A. Continua en la pagina siguiente
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Conse Variedad
35 FL 07375 -10P-3-3P -1P- M (1-1
36 FL 07432 -6P-4-3P -1P- M (1-1)
37 Fortaleza (7-1)
38 FSC 11 (1-1)
39 Fujizaka 5
40 1-17 (1-1)
41 I1-23
42 I -7(1-1)
43 IRBL - 19A (1-1)
44 IRBL1-CL
45 IRBL 11 Zh
46 IRBL12-M
47 IRBL 3 CP4
48 IRBL7-M
49 IRBL 9 —W
50 IRBL Km-Ts
51 IRBL SH-S(1-1)
52 IRBL Z5
53 IRBLA a
54 IRBLA —
55 IRBLK- Ka
56 IRBLKN - K 53
57 IRBLKp - K60
58 IRBLKS - Fs
59 IRBLKsS - S
60 IRBLsh - B
61 IRBLsh - S
62 IRBLt- K 59
63 IRBLTa - K1 (1-1)
64 IRBLta 2 - Pi
65 IRBLTa -2 Pi (1-1)
66 IRBLta 2 —Re
67 IRBLta CP 1
68 IRBLZ 25 - CA
69 IRBLz-Fu
70 IRGA 417
71 Isolinea 22 (3-1)
72 Isolinea 6-7 (1)
73 IV -22
74 K-1
75 K 59
76 L 3000
77 Linea 2 (62)
78 LTH
79 Maleza (16-1)
80 Maleza (17-1)
81 Metica 1 (33-18)
82 MOCARI
83 Nipponbare

Anexo A. Continua en la pagina siguiente
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Conse Variedad
84 NORIN 22
85 O. Caribe 8 (17)
86 Orizica F2
87 Orquidea 1
88 Orquidea 2
89 Oryzica 1
90 Oryzica Llanos5
91 PCT- 4\0\0\4>23
92 PCT-4\0\0\4>136
93 PCT-4\SA\1,Bo\4\1>1s-M-2
94 PCT-4\SA\1\1,Bo\4\1>16-2-2
95 PCT-4\SA\1\1,Bo\4\1>16-2-3
96 PCT-4\SA\9\1>132
97 PI'N 4(17-1)
98 Selecta 320
99 ZENITH52 -1







B. Anexo: Aislamientos obtenidos de

las muestras tomadas en campos Yy
procesados en el laboratorio (101),
mas 13 aislamientos previamente
caracterizados por el grupo de
patologia de arroz del CIAT en los
anos 90.

Cons | Cédigo Sitio de coleccion AElErmE v \./"f"iedad e Afio de coleccion
coleccion

1 1620 | Corocoa Fanny 47-1 1990
2 1628 | SANTA ROSA Isolinea 22 (3-1) 1990
3| 20188 | Dpto /Meta/V/V/Puente de Oro Fedearroz 2000 2008
4| 20191 | Dpto Meta /V/V Pompeya/Alaska Fed 4-73 (3-1) 2008
5| 20198 | Dpto Meta /V/V Pompeya/Alaska CT 13432 -107 2008
6| 20201 | Dpto Meta /V/V Cafos Negros/Llanitos Orquidea 1 2008
7| 20202 | Dpto Meta /V/V Cafios Negros/Llanitos Orquidea 2 2008
8| 20221 | Dpto/Tolima/lbague/Coprosem/Zorro El Zorro (40508) 2008
9| 20278 | Dpto Meta /Santa Rosa/Lote 1B Fujizaka 5 2009
10| 20283 | Dpto Meta /Santa Rosa/Lote 1B BL1 (13-1) 2009
11| 20288 | Dpto Meta /Santa Rosa/Lote 1B F124-1 2009
12| 20303 | Dpto Meta /Santa Rosa/Lote 1B C101 LAC 2009
13| 20336 | Dpto Meta /Santa Rosa/Lote 11 Oryzica 1 2009
14| 20497 | Dpto/Casanare/Nuchia/la Redencion/Finc/| Orquidea 1 2009
15| 20503 | Dpto/Aguazul/Tesoro/Finc/el Triunfo Alejandra 3-18 2009
16| 20510 | Dpto Meta /Santa Rosa/Lote 9 IRBLK- Ka 2010
17| 20512 | Dpto Meta /Santa Rosa/Lote 9 IRBLKN - K 53 2010
18| 20514 | Dpto Meta /Santa Rosa/Lote 9 IRBLZ 25 - CA 2010
19| 20519 | Dpto Meta /Santa Rosa/Lote 9 IRBLt- K 59 2010
20 | 20522 | Dpto Meta /Santa Rosa/Lote 9 IRBL1-CL 2010
21| 20526 | Dpto Meta /Santa Rosa/Lote 9 IRBL9 -W 2010
22| 20529 | Dpto Meta /Santa Rosa/Lote 9 IRBL Km- Ts 2010
23| 20534 | Dpto Meta /Santa Rosa/Lote 9 IRBL 11 Zh 2010
24| 20571 | Dpto/Tolima/lbague/Coprosem/Finc/el Zorr IRBLz-Fu 2010
25| 20575 | Dpto/Tolima/lbague/Coprosem/Finc/el Zorr CT 13432 - 33 2010
26 | 21338 | Dpto del Meta,V.V,Pompeya,Fin Alaska ACD 2526 2012

Anexo B. Continua en la pagina siguiente
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Cons | Cadigo Sitio de coleccion Alslamlecnotloegc\:g::edad fe Afio de coleccién
27 9381 CIAT Isolinea 6-7 (1) 1995
28 12098 SANTA ROSA O. Caribe 8 (31-2) 1996
29 20199 Dpto Meta /V/V Pompeya/Alaska Fedearroz 369 2008
30 20205 Dpto/Tolima/Ibague/Coprosem/Zorro I-17 (1-1) 2008
31 20212 Dpto/Tolima/lbague/Coprosem/Zorro IV -22 2008
32 20217 Dpto/Tolima/Ibague/Coprosem/Zorro El Zorro (40220) 2008
33 20290 Dpto Meta /Santa Rosa/Lote 1B K-1 2009
34 20344 Dpto Meta /Santa Rosa/Lote 11 Selecta 320 2009
35 20350 Dpto Meta /Santa Rosa/Lote 11 Oryzica Llanos5 2009
36 20486 Dpto Meta /Santa Rosa/FLAR/Lote 5/RD FL 07375 -10P-3-3P -1P- M (1-1) 2009
37 20500 Dpto/Casanare/Nuchia/cafias/Finc/Mata de Fedearroz 369 2009
38 20501 Dpto/Casanare/Nuchia/cafias/Finc/Mata de Fedearroz 60 2009
39 20502 Dpto/Casanare/Nuchia/cafias/Finc/Mata de Fedearroz 2000 2009
40 20531 Dpto Meta /Santa Rosa/Lote 9 IRBLta 2 - Pi 2010
41 20532 Dpto Meta /Santa Rosa/Lote 9 IRBLta 2 -Re 2010
42 20533 Dpto Meta /Santa Rosa/Lote 9 IRBLta CP 1 2010
43 20535 Dpto Meta /Santa Rosa/Lote 9 IRBL Z5 2010
44 20573 Dpto/Tolima/Ibague/Coprosem/Finc/el Zorr NORIN 22 2010
45 7333 SANTA ROSA Metica 1 (33-18) 1993
46 8970 Semillano Pompeya Selecta 3-20 (1) 1994
47 20207 Dpto/Tolima/Ibague/Coprosem/Zorro I-7(1-1) 2008
48 20210 Dpto/Tolima/Ibague/Coprosem/Zorro II'-23 2008
49 20228 Dpto Meta /Santa Rosa/Finca Alaska Fortaleza (7-1) 2009
50 20281 Dpto Meta /Santa Rosa/Lote 1B C103 -TTP 2009
51 20282 Dpto Meta /Santa Rosa/Lote 1B Aichi Asahi 2009
52 20292 Dpto Meta /Santa Rosa/Lote 1B F129-1 2009
53 20296 Dpto Meta /Santa Rosa/Lote 1B Nipponbare 2009
54 20335 Dpto Meta /Santa Rosa/Lote 11 CICA 8 2009
55 20377 Dpto Meta /Santa Rosa/Lote 8 Fedearroz 174 2009
56 20482 Dpto Meta /Santa Rosa/FLAR/Lote 5/RD FL 07275 -1P-3-2P -1P- M (1-1) 2009
57 20489 Dpto Meta /Santa Rosa/FLAR/Lote 5/RD FL 07432 -6P-4-3P -1P- M (1-1) 2009
58 20504 Dpto/Tauramena/lquia/Finc/la Veronica Clearfield 205 2009
59 20506 Dpto Meta /Santa Rosa/Lote 9 IRBLA -c 2010
60 20509 Dpto Meta /Santa Rosa/Lote 9 IRBLKs - S 2010
61 20511 Dpto Meta /Santa Rosa/Lote 9 IRBLKp - K60 2010
62 20536 Dpto Meta /Santa Rosa/Lote 9 LTH 2010
63 20591 Dpto Meta /V/V/Santa Rosa/E.E L.Liberta PCT-4\SA\9\1>132 2010
64 20596 Dpto Meta /V/V/Santa Rosa/E.E L.Liberta PCT-4\SA\1\1,Bo\4\1>16-2-3 2010
65 20647 Dpto Meta /V/V/Santa Rosa 75-1-127 2010
66 20648 Dpto Meta /V/V/Santa Rosa Fedearroz 50 2010
67 20651 Dpto Valle /Palmira/CIAT Orizica F2 2010
68 20652 Dpto Valle /Palmira/CIAT F2 2060 2010
69 20660 Dpto Valle /Palmira/CIAT F2 1850 2010
70 20691 Dpto Valle /Palmira/CIAT L 3000 2010
71 20693 Dpto Valle /Palmira/CIAT IRGA 417 2010
72 20892 Dpto Meta /V/V/Santa Rosa Maleza (17-1) 2011
73 21337 Dpto del Meta,V.V,Pompeya,Fin Alaska Coprosem 304 2012
74 21339 Dpto del Casanare,Globitos,Fin la puerta ACD 2526 2012
75 21340 Dpto del Casanare,Globitos,Fin la puerta MOCARI 2012
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Anexo B: Aislamientos obtenidos de las muestras tomadas en campos y

procesados en el laboratorio (101), mas 13 aislamientos previamente

caracterizados por el grupo de patologia de arroz del CIAT en los afios 90.

97

Aislamiento y

Cons | Codigo Sitio de coleccion variedad de coleccion Afo de coleccion
75| 21340 | Dpto del Casanare,Globitos,Fin la puerta MOCARI 2012
76 | 21341 | Dpto del Casanare,Globitos,Fin la puerta MOCARI 2012
77 8137 | CIAT fanny 54 1993
78 10683 | ICA La Sabana O. Caribe 8 (17) 1995
79| 20257 | Dpto Meta /Santa Rosa/Alaska/Finc/porve C101A51 2009
80| 20279 | Dpto Meta /Santa Rosa/Lote 1B C101 -TTP-6 2009
81| 20280 | Dpto Meta /Santa Rosa/Lote 1B C105 -TTP-1 2009
82| 20284 | Dpto Meta /Santa Rosa/Lote 1B F80-1 2009
83| 20293 | Dpto Meta /Santa Rosa/Lote 1B PIN4(17-1) 2009
84| 20294 | Dpto Meta /Santa Rosa/Lote 1B C105 -TTP-4 2009
85| 20299 | Dpto Meta /Santa Rosa/Lote 1B C101-A51 2009
86 | 20352 | Dpto Sucre/San Benito/Remdino/Sajonia Fedearroz 473 2009
87| 20505 | Dpto Meta /Santa Rosa/Lote 9 IRBLA a 2010
88| 20508 | Dpto Meta /Santa Rosa/Lote 9 IRBLKSs - Fs 2010
89| 20520 | Dpto Meta /Santa Rosa/Lote 9 IRBLsh - S 2010
90| 20521 | Dpto Meta /Santa Rosa/Lote 9 IRBLsh - B 2010
91| 20523 | Dpto Meta /Santa Rosa/Lote 9 IRBL 3 CP4 2010
92| 20525 | Dpto Meta /Santa Rosa/Lote 9 IRBL7-M 2010
93| 20527 | Dpto Meta /Santa Rosa/Lote 9 IRBL12-M 2010
94 | 20572 | Dpto/Tolima/lbague/Coprosem/Finc/el Zorr K 59 2010
95| 20574 | Dpto/Tolima/lbague/Coprosem/Finc/el Zorr C101A51 2010
96 | 20576 | Dpto/Tolima/lbague/Coprosem/Finc/el Zorr C101 PKT 2010
97 | 20578 | Dpto/Tolima/lbague/Coprosem/Finc/el Zorr Fanny 2010
98| 20588 | Dpto Meta /V/V/Santa Rosa/E.E L.Liberta PCT- 4\0\0\4>23 2010
99 | 20590 | Dpto Meta /V/V/Santa Rosa/E.E L.Liberta PCT-4\0\0\4>136 2010

100 | 20594 | Dpto Meta /V/V/Santa Rosa/E.E L.Liberta PCT-4\SA\1,Bo\4\1>1s-M-2 2010
101 | 20595 | Dpto Meta /V/V/Santa Rosa/E.E L.Liberta PCT-4\SA\1\1,Bo\4\1>16-2-2 2010
102 | 20881 | Dpto Meta /V/V/Puerto Lopez/Ver/ el tig Maleza (16-1) 2010
103 | 20889 | Dpto Meta /V/V/Puerto Lopez/Finc/ Sta/C IRBLTa -2 Pi (1-1) 2011
104 2950 | SANTA ROSA Cica 9 (52-1) 1989
105| 20886 | Dpto Meta /V/V/Puerto Lopez/Finc/ Sta/C IRBL - 19A (1-1) 2011
106 | 20887 | Dpto Meta /V/V/Puerto Lopez/Finc/ Sta/C FSC 11 (1-1) 2011
107 | 20888 | Dpto Meta /V/V/Puerto Lopez/Finc/ Sta/C IRBL SH-S(1-1) 2011
108 | 20890 | Dpto Meta /V/V/Puerto Lopez/Finc/ Sta/C ZENITH52 -1 2011
109 | 20891 | Dpto Meta /V/V/Puerto Lopez/Finc/ Sta/C IRBLTa - K1 (1-1) 2011
110 7708 | MATA AZUL Linea 2 (62) 1993
111 12244 | GRANADA SANTA O.Llanos 5 (237-2) 1996
112 | 20732 | Dpto/Sur/Santander/Sabana Torres/Finc/Ma | Fedearroz 2000 2011
113 708 | SANTA ROSA Cica 9 (15) 1989
114 8714 | SANTA ROSA Cica 9 (151-1) 1994







C. Anexo: Total derazas encontradas
e identificacion de las mismas

Obs Raza Obs Raza
1 | U00-i0-k000-z00-ta000 32 |U73-i7-k137-z03-ta431
2 | U33-i2-k006-z17-ta431 33 | U73-i7-k137-z07-ta733
3 | U33-i3-k006-z13-ta431 34 | U73-i7-k137-z17-ta733
4 | U33-i3-k006-z13-ta631 35 |U73-i7-k167-z03-ta431
5 | U33-i3-k106-z13-ta431 36 | U73-i7-k167-z05-ta431
6 | U63-i1-k126-z15-ta423 37 | U73-i7-k167-z07-ta431
7 |U63-i7-k177-z01-ta733 38 | U73-i7-k167-z07-ta633
8 | U71-i0-k107-z01-ta433 39 |U73-i7-k167-z07-ta733
9 | U73-i0-k100-z06-ta403 40 |U73-i7-k167-z17-ta431
10 |U73-i2-k177-z07-ta733 41 | U73-i7-k167-z17-ta433
11 | U73-i3-k010-z06-ta423 42 | U73-i7-k167-z17-ta533
12 | U73-i3-k100-z07-ta433 43 | U73-i7-k177-z01-ta523

Iy
w

U73-i3-k107-z07-ta433 44 | U73-i7-k177-203-ta423

14 | U73-i3-k167-z01-ta433 45 | U73-i7-k177-z03-ta431
15 |U73-i3-k177-z03-ta733 46 | U73-i7-k177-z03-ta433
16 |U73-i3-k177-213-ta733 47 | U73-i7-k177-z03-ta533
17 | U73-i3-k177-z17-ta723 48 | U73-i7-k177-z03-ta633
18 |U73-i3-k177-217-ta733 49 | U73-i7-k177-z03-ta733
19 |U73-i4-k177-213-ta423 50 | U73-i7-k177-z07-ta431
20 | U73-i6-k177-z13-ta733 51 |U73-i7-k177-z07-ta433
21 | U73-i7-k004-z03-ta431 52 | U73-i7-k177-z07-ta531
22 | U73-i7-k100-z00-ta533 53 |U73-i7-k177-z07-ta633
23 | U73-i7-k107-z02-ta733 54 |U73-i7-k177-z07-ta733
24 | U73-i7-k107-z05-ta733 55 | U73-i7-k177-z13-ta433
25 | U73-i7-k107-z07-ta431 56 |U73-i7-k177-z13-ta533
26 | U73-i7-k107-z07-ta733 57 |U73-i7-k177-z13-ta733
27 | U73-i7-k124-713-ta533 58 | U73-i7-k177-z17-ta431
28 | U73-i7-k127-z03-ta431 59 |U73-i7-k177-z17-ta433
29 | U73-i7-k127-z07-ta431 60 | U73-i7-k177-z17-ta533
30 | U73-i7-k127-z07-ta733 61 |U73-i7-k177-z17-ta733

w
[y

U73-i7-k127-z17-ta733







D. Anexo: Razas con el respectivo
numero de aislamientos que Ilas

conforman.
Raza No de aislamientos / Raza
U73-i7-k177-z07-ta733 11
U73-i7-k127-z07-ta733 10

U73-i7-k177-z17-ta733
U73-i7-k167-z17-ta431
U73-i7-k177-z07-ta431
U00-i0-k000-z00-ta000
U63-i7-k177-z01-ta733
U73-i6-k177-z13-ta733
U73-i7-k167-z07-ta431
U73-i7-k177-z03-ta433
U73-i7-k177-z07-ta433
U33-i3-k006-z13-ta431
U73-i7-k127-z03-ta431
U73-i7-k127-z07-ta431
U73-i7-k127-z17-ta733
U73-i7-k167-z03-ta431
U73-i7-k167-z05-ta431
U73-i7-k167-z07-ta733
U73-i7-k177-z13-ta433
U73-i7-k177-z17-ta433
U73-i7-k177-z17-ta533
U33-i2-k006-z17-ta431
U33-i3-k006-z13-ta631
U33-i3-k106-z13-ta431
U63-i1-k126-z15-ta423
U71-i0-k107-z01-ta433
U73-i0-k100-z06-ta403
U73-i2-k177-z07-ta733
U73-i3-k010-z06-ta423
U73-i3-k100-z07-ta433
U73-i3-k107-z07-ta433
U73-i3-k167-z01-ta433
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102  Caracterizacion genética y patotipica del hongo magnaporthe oryzae en cultivos
de arroz en Colombia

Raza No de aislamientos / Raza

U73-i3-k177-z03-ta733
U73-i3-k177-z13-ta733
U73-i3-k177-z17-ta723
U73-i3-k177-z17-ta733
U73-i4-k177-z13-ta423
U73-i7-k004-z03-ta431
U73-i7-k100-z00-ta533
U73-i7-k107-z02-ta733
U73-i7-k107-z05-ta733
U73-i7-k107-z07-ta431
U73-i7-k107-z07-ta733
U73-i7-k124-713-ta533
U73-i7-k137-z03-ta431
U73-i7-k137-z07-ta733
U73-i7-k137-z17-ta733
U73-i7-k167-z07-ta633
U73-i7-k167-z17-ta433
U73-i7-k167-z17-ta533
U73-i7-k177-z01-ta523
U73-i7-k177-z03-ta423
U73-i7-k177-z03-ta431
U73-i7-k177-z03-ta533
U73-i7-k177-z03-ta633
U73-i7-k177-z03-ta733
U73-i7-k177-z07-ta531
U73-i7-k177-z07-ta633
U73-i7-k177-z13-ta533
U73-i7-k177-z13-ta733
U73-i7-k177-z17-ta431
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Eld

Raza

U63-i7-k177-z01-ta733 | S
U63-i7-k177-z01-ta733 | S

U73-i7-k177-z01-ta523 | S
U73-i7-k167-z17-ta433 | S

U73-i7-k177-z03-ta633 | S
U73-i7-k177-z13-ta433 | S
U73-i7-k177-z03-ta433 | S
U73-i7-k177-z07-ta531 | S
U73-i7-k177-z17-ta433 | S
U73-i7-k177-z17-ta433 | S

U73-i7-k177-z17-ta533 | S
U73-i7-k177-z07-ta433 | S
U73-i7-k167-z07-ta633 | S
U73-i7-k177-z03-ta533 | S
U73-i7-k177-z13-ta433 | S
U73-i7-k177-z03-ta423 | S
U73-i7-k177-z07-ta433 | S
U73-i7-k177-z03-ta433 | S
U73-i7-k177-z07-ta633 | S
U73-i4-k177-z13-ta423 | S
U73-i7-k167-z17-ta533 | S

U73-i7-k177-z03-ta433 | S
U73-i7-k177-z13-ta533 | S

U73-i7-k177-z17-ta533 | S

U73-i7-k177-z07-ta433 | S
U73-i3-k167-z01-ta433 | S
U63-i7-k177-z01-ta733 | S

1620

1628

20188
20191
20198
20201
20202
20221
20278
20283
20288
20303
20336
20497

20503
20510
20512
20514
20519
20522
20526
20529
20534
20571
20575
21338
9381

Obs | Cod. Aisal

1
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7
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Raza

U73-i3-k107-z07-ta433 | S

U73-i7-k124-z13-tab33 | S

U73-i7-k127-z07-ta733 | S

U73-i7-k127-z07-ta733 | S

U73-i7-k127-z07-ta733 | S

U73-i7-k127-z07-ta733 | S

U73-i7-k127-z07-ta733 | S

U73-i7-k127-z07-ta733 | S

U73-i7-k127-z07-ta733 | S

U73-i7-k127-z17-ta733 | S

U73-i7-k127-z07-ta733 | S

U63-i1-k126-z15-ta423 | S

U73-i7-k107-z07-ta733 | S

U73-i7-k127-z07-ta733 | S

U73-i7-k127-z07-ta733 | S

U73-i7-k127-z17-ta733 | S

U73-i7-k107-z05-ta733 | S

U71-i0-k107-z01-ta433 | R

U73-i7-k107-z02-ta733 | S
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20290
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U73-i7-k177-z17-ta733
U73-i7-k167-z07-ta733
U73-i7-k177-z17-ta733
U73-i3-k177-z17-ta723
U73-i7-k167-z07-ta733
U73-i6-k177-z13-ta733
U73-i6-k177-z13-ta733
U73-i7-k177-z07-ta733
U73-i7-k177-z07-ta733
U73-i7-k177-z07-ta733
U73-i7-k177-z07-ta733
U73-i7-k177-z17-ta733
U73-i7-k177-z07-ta733
U73-i7-k177-z13-ta733
U73-i7-k177-z17-ta733
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U73-i7-k177-z07-ta733
U73-i7-k177-203-ta733

Caod.
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20210
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20281
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20292
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20335
20377
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L. Anexo: Razas comunes Yy no
comunes entre los departamentos de
origen de los aislamientos.

No. Razas
Cons. Raza Departamento Gnicas y
comunes

1 U00-i0-k000-z00-ta000 Meta 1
2 U33-i2-k006-z17-ta431 Meta 1
3 U33-i3-k006-z13-ta431 Meta 1
4 U33-i3-k006-z13-ta631 Meta 1
5 U33-i3-k106-z13-ta431 Meta 1
6 U63-i1-k126-z15-ta423 Casanare 1
7 U71-i0-k107-z01-ta433 Meta 1
8 U73-i0-k100-z06-ta403 Meta 1
9 U73-i2-k177-207-ta733 Meta 1
10 U73-i3-k010-z06-ta423 Santander 1
11 U73-i3-k100-z07-ta433 Meta 1
12 U73-i3-k107-z07-ta433 Meta 1
13 U73-i3-k167-z01-ta433 Meta 1
14 U73-i3-k177-z03-ta733 Casanare 1
15 U73-i3-k177-z13-ta733 Meta 1
16 U73-i3-k177-z17-ta723 Meta 1
17 U73-i3-k177-217-ta733 Meta 1
18 U73-i4-k177-z13-ta423 Meta 1
19 U73-i6-k177-213-ta733 Meta 1
20 U73-i7-k004-z03-ta431 Meta 1
21 U73-i7-k100-z00-ta533 Santander 1
22 U73-i7-k107-202-ta733 Meta 1
23 U73-i7-k107-z05-ta733 Tolima 1
24 U73-i7-k107-z07-ta431 Cundinama 1
25 U73-i7-k107-z07-ta733 Meta 1
26 U73-i7-k124-213-ta533 Meta 1
27 U73-i7-k127-203-ta431 Meta 1
28 U73-i7-k127-z07-ta431 Meta 1
29 U73-i7-k137-203-ta431 Meta 1
30 U73-i7-k137-z07-ta733 Casanare 1
31 U73-i7-k137-217-ta733 Meta 1
32 U73-i7-k167-205-ta431 Meta 1
33 U73-i7-k167-z07-ta431 Meta 1
34 U73-i7-k167-z07-ta633 Meta 1
35 U73-i7-k167-z17-ta431 Meta 1
36 U73-i7-k167-217-ta433 Meta 1
37 U73-i7-k167-217-ta533 Meta 1
38 U73-i7-k177-z01-ta523 Meta 1
39 U73-i7-k177-203-ta423 Meta 1

Anexo L. Continua en la pagina siguiente
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No. Razas

Cons. Raza Departamento Unicas y

comunes
40 U73-i7-k177-z03-ta431 Meta 1
41 U73-i7-k177-203-ta433 Meta 1
42 U73-i7-k177-z03-ta533 Casanare 1
43 U73-i7-k177-z03-ta633 Meta 1
44 U73-i7-k177-203-ta733 Valle 1
45 U73-i7-k177-z07-ta531 Tolima 1
46 U73-i7-k177-207-ta633 Meta 1
47 U73-i7-k177-213-ta533 Meta 1
48 U73-i7-k177-z13-ta733 Meta 1
49 U73-i7-k177-z17-ta431 Tolima 1
50 U73-i7-k177-z17-ta433 Meta 1
51 U63-i7-k177-z01-ta733 Meta Valle 2
52 U73-i7-k127-z17-ta733 Casanare Meta 2
53 U73-i7-k167-z03-ta431 Meta Tolima 2
54 U73-i7-k167-z07-ta733 Meta Tolima 2
55 U73-i7-k177-z07-ta433 Meta Tolima 2
56 U73-i7-k177-z13-ta433 Casanare Meta 2
57 U73-i7-k177-z17-ta533 Meta Tolima 2
58 U73-i7-k127-z07-ta733 Casanare Meta Tolima 3
59 U73-i7-k177-z07-ta431 Meta Sucre Tolima 3
60 U73-i7-k177-z07-ta733 Casanare Meta Valle 3
61 U73-i7-k177-z17-ta733 Casanare Meta Tolima 3




M

. Anexo: Aislamientos que no se

analizaron molecularmente.

Cons Cadigo Aislamiento Sitio de coleccion | Afio de coleccion
1 2950 Cica 9(52-1) Meta-SR 1989
2 12098 Oryzica Caribe 8 (31-2) Meta-SR 1996
3 20207 H1-7(1-1) Tolima 2008
4 20336 Oryzica 1 Meta-EESR 2009
5 20497 Orquidea 1 Casanare 2009
6 20486 FLO7375-10P-3-3P-1P-M(1-1) | Meta-EESR 2009
7 20504 CF205 Casanare 2009
8 20293 Pi No 4(17-1) Meta-EESR 2009
9 20510 IRBLK-ka Meta-EESR 2010
10 20512 IRBLK-k53 Meta-EESR 2010
11 20514 IRBLZ25-Ca Meta-EESR 2010
12 20521 IRBLsh-B Meta-EESR 2010
13 20574 C101 A51 Tolima 2010
14 20576 C101 PKT Tolima 2010
15 20590 PCT-4/0/0/4>136 Meta-EELL 2010
16 20881 Maleza (16-1) Meta-Pto Lopez 2010
17 20892 Maleza (17-1) Meta-SR 2011
18 20889 IRBLta-2 Pi (1-1) Meta-Pto Lopez 2011
19 20890 Zenith (52-1) Meta-Pto Lopez 2011
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