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Introduccién
La Importancia del Arroz

El arroz constituye la base nutricional para gran parte de la poblacién mundial. Alrededor
de 148 millones de hectareas se siembran a nivel mundial; su produccién y consumo lo
convierten en el cuitivo alimenticio mas importante; a nivel global el arroz proporciona

 20% de energia y 15% de proteina per capita. Se estima que para el afio 2025 la

poblacién sera de unas 8.3 billones de personas y que el 50% de ellas consumira arroz.
Por ello, la produccidon actual de arroz del mundo (aproximadamente 575 millones de
toneladas) debe aumentarse en 70% para responder a esa demanda. Mas del 90% del
arroz en el mundo se cultiva y se consume en Asia, mientras que la produccion de
América Latina (AL) representa el 3.5% del total; mas del 70% de la produccién del cereal
en América Latina proviene de ecosistemas de riego y de tierras bajas. Esta produccion
aumenté de 9.9 a 18.8 millones de toneladas de 1966 a 1994, las variedades semienanas
modernas combinadas con practicas apropiadas de manejo permitieron en AL un
incremento del rendimiento de 75% en los sectores de riego y tierras bajas al pasar de 2.5

a4.4tha.

El répido crecimiento de la poblacién en Asia y América Latina ejerce gran presion sobre
los sistemas de produccion de alimentos, los cuales ya enfrentan dificultades en estas

regiones, especialmente en Asia. Para el afio 2010 se predice un déficit de alimentos de
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100 millones de toneladas por afio, a menos que la comunidad agricola mundial pueda
desarrollar variedades y sistemas de cuitivo que produzcan mucho mas de lo que en la
actualidad producen. Ademas, la viabilidad a largo plazo de nuestro sistema agricola y
el recurso base del que depende debe protegerse. Se requieren nuevos modelos de
cooperacion internacional, regional e inter-institucional y se hacen necesarias nuevas
estrategias para el mejoramiento de las especies vegetales. Deben desarrollarse
variedades altamente productivas, de buena calidad, tolerantes a los principales estreses
bidticos y abidticos y eficientes en el aprovechamiento de los recursos. Los esfuerzos
actuales en fitomejoramiento deben modernizarse utilizando una combinacién de los
enfoques clasicos y los de biotecnologia. Para aguellos que estan involucrados con la
| investigacion agricola cada vez sera mas esencial estar familiarizados con gran variedad
de enfoques y métodos de mejoramiento genético del cultivo. La aplicacion efectiva de la
biotecnologia al mejoramiento genético de los cultivos requiere de la existencia de
programas de mejoramiento bien establecidos y de su adaptacion al uso de la
biotecnologia. A pesar de haberse avanzado en el desarrollo de la capacidad
biotecnoldgica molecualr del arroz, su integracion practica en el fitomejoramiento ha sido
muy limitada.

Variacidn genética estrecha y la barrera del rendimiento.

Los recursos genéticos vegetales constituyen la fuente imprescindible de genes para el
mejoramiento de los cultivos. Mediante la recombinacion de genes favorables, ios
fitomejoradores han podido incrementar la productividad de los cultivos, mejorar su
~ calidad y reducir los costos de produccidn. Hasta ahora, los programas de
| fitomejoramiento tradicionales sélo han explotado exitosamente un porcentaje muy
limitado de la variabilidad genética existente en una especie dada.

Todas las especies vegetales fueron domesticadas originalmente por el hombre a partir
de especies silvestres, un proceso que intrinsicamente redujo la variabilidad genética
(Simmonds, 1976, Ladizinsky, 1985; Tanskley y Nelson, 1996). El mejoramiento intensivo
moderno redujo aun mas dicha variabilidad, problema mas critico en especies que se
autofecundan como es el caso del arroz {Wang et al, 1992).

La variabilidad genética estrecha existente en las variedades mejoradas modernas las
volvid mas vulnerables a estreses bidticos y abiéticos, lo cual podria explicar la tasa mas
lenta de progreso genético alcanzado ultimamente por lo mejoradores (Tanksley y Neilson
1996). Este problema es especialmente critico cuando se relaciona con el rendimiento
|y ha culminado en el fenémeno conocido como "barrera de rendimiento.”



Existe una necesidad urgente de aumentar la produccién de arroz de manera sostenible
pero la variacion genética reducida actia en contra de ella. En Ameérica Latina, el
mejoramiento del arroz de riego ha dependido de un nucleo genético principal compuesto
por 12 cultivares (Cuevas-Pérez et al, 1992). Numerosos estudios indican que el
potencial de rendimiento per se de arroz de riego en América Latina ha alcanzado un
plateau (Plan de mediano plazo del CIAT 1993- 1998). En Colombia el promedio de
rendimiento del arroz de riego no ha variado desde 1970 (Fedearroz, 1993). En el IRRI,
el Gitimo avance mayor en potencial de rendimiento del arroz se obtuvo con el desarrollo
de IR8; sin embargo, en los ultimos 30 afios, los esfuerzos de mejoramiento se han
dedicado ampliamente a mejorar ia resistencia a plagas, enfermedades, calidad y
adaptacion general pero el rendimiento se mantiene en niveles mas o menos constantes.
Se ha desarrollado un nuevo tipo de planta en IRRI (Peng et al., 1994) con un potencial
de rendimiento mayor; sin embargo, no esta listo aun para siembra comercial y requiere
un mejoramiento adicional en varias caracteristicas relevantes.

Por fortuna, la variacién genética es abundante en la naturaleza; las especies silvestres
_y los cultivares tradicionales se pueden encontrar aun in situ y/o en bancos de
. germoplasma. Segun Tanksley y Nelson (1996), los fitomejoradores no han podido
explotar la mayoria de este potencial genético debido a dos razones: i) dificultad en la
identificacion de genes para aumentar el rendimiento y mejorar la calidad en el
germoplasma silvestre y ii) ligamiento estrecho entre caracteristicas deseables e
indeseables. Se necesita una estrategia mas eficiente para facilitar la transferencia
selectiva de genes "deseables”, sin transferir los numerosos genes "indeseables” que se
encuentran en especies silvestres. En el caso del arroz (Vaughan y Sitch. 1991), el
. género Oryza cuenta con aproximadamente 20 especies silvestres y dos especies
| cultivadas (O. safiva y O. glaberrima). Algunas de estas especies silvestres se han
utilizado en programas de mejoramiento, en especial en el IRRI, pero en la mayoria de los
| casos se han utilizado como fuentes de genes para resistencia a enfermedades e
" insectos. Datos recientes (Xiao et al, 1996) sugieren que algunas especies silvestres de
arroz poseen genes capaces de aumentar el rendimiento y mejorar la calidad de las
variedades modernas. Por otra parte, se encuentran disponibles dos mapas moleculares
de arroz bien saturados (Causse et al., 1994; Kurata et al., 1994). Estos mapas contienen
loci codominantes estrechamente ligados que se pueden monitorear para asociarlos a
genes que controlan caracteristicas de importancia agronémica (Tanksley et al., 1989;
Paterson et al.,, 1991). Si estos mapas se utilizan con métodos tradicionales de
| mejoramiento, pueden ayudar a los mejoradores a localizar y a transferir selectivamente
genes involucrados en rendimiento, calidad y adaptabilidad a diferentes limitantes de la



. produccién (Xiao et al., 1995; Ahn et al., 1993; Nakamura et al., 1994, McCouch y Doerge,

1995). Recientemente Tanksley y Nelson, 1996 propusieron un método llamado "Analisis
avanzado de QTL usando Retrocruzamiento”, el cual combina el andlisis QTL con el
desarrollo de variedades. Los fitomejoradores disponen de una herramienta poderosa
para mejorar sus acervos genéticos. El propésito de este trabajo es presentar el estado
de ia hibridacion interespecifica en arroz en CIAT.

Materiales y Métodos

Desarrollo de las poblaciones

Unas pocas plantas (2-3) de cada especie silvestre (O. rufipogon, O. glaberrima, y O.
barthii) se hibridizaron a varias plantas de cada uno de los cultivares mejorados (padre
recurrente) que se incluyen en el Cuadro 1. El padre recurrente se escogié de acuerdo
a ciertas caracteristicas especificas. Se obtuvieron cruces simples y se sembraron en el
invernadero en junio de 1994 en CIAT-Palmira. Tres plantas F1 se retrocruzaron al
cultivar mejorado, utilizando el ultimo como el padre femenino, se obtuvieron
aproximadamente 100 -180 semillas BC1F1 por cada combinacién. Las plantas BC1F1
resultantes se trasplantaron (30x50 cm) y se evaluaron de acuerdo con sus caracteristicas

. fenotipicas; se aplicé seleccién fenotipica negativa, por caracteristicas agronémicas no

deseables (tipo de planta abierto, desgrane excesivo, aristas largas, granos de color
oscuro, alta esterilidad , etc.) para reducir fa seleccion a los mejores individuos (40-50).
Cada individuo BC1 seleccionado se retrocruzé de nuevo al padre recurrente y se
obtuvieron mas o menos 30-50 semillas BC2F1 por cruce; 20 semillas BC2F1 de cada
planta BC1 seleccionada se sembraron en bandejas de plastico en el invernadero y mas

. tarde se transplantaron (30x40 cm) bajo condiciones de riego. Se aplicd una seleccion

fenotipica negativa de nuevo y se seleccionaron y cosecharon los mejores individuos para
generar semilla BC2F 2, aproximadamente se seleccionaron 220-300 plantas BC2F1 por

' cada cruce para pruebas de campo. Cada planta BC2F1 seleccionada y los progenitores

se evaluaron para 12 caracteristicas agrondmicas que incluian dias a floracién y cosecha,
altura de planta, nimero de macollas, longitud de panicula, espiguillas por planta, granos

; por panicula, peso de 1000 granos y rendimiento por planta. Con base en observaciones
- de campo y potencial genético de las poblaciones se escogieron sélo tres poblaciones
. para pruebas de campo (Bg90-2/ O. rufipogon, O. Lianos 5/ O. rufipogon, y Caiapo/ O.
- rufipogon). La Fig. 1 resume el esquema seguido en el desarrollo de las poblaciones.

|
!
;

Ensayos de campo (Familias BC2F2)
Las 300 familias BC2F2 derivadas de los cruces Bg-90-2/ O.rufipogon y Caiapo/ O.



5 rufipogon, y las 220 familias del cruce O. Lanos & O. rufipogon se sembraron en ensayos
de rendimiento replicados en cuatro sitios en Colombia (CIAT-Palmira y CIAT-Santa Rosa.
Villavicencio, Est. Exp. La Libertad. Villavicencio, y Saldaiia. Tolima). El cruce Caiapo/
O. rufipogon se sembré bajo condiciones de secano en suelos &cidos y las otras bajo
condiciones de riego y secano favorecido {Santa Rosa). En CIAT Palmira se utilizd el
transplante (20x30cm), mientras que en los otros sitios se utilizd la siembra directa en
surcos. Se utilizd un disefio completamente al azar con dos reps., y parcelas de dos
surcos de 5 m de longitud. Se tomaron datos de las 12 caracteristicas agronomicas
descritas antes y se adicioné el rendimiento/parcela. Se siguieron las practicas de cultivo
recomendadas para cada sitio; sin embargo, en Santa Rosa y la Libertad los ensayos se
protegieron con aplicaciones de fungicidas para evaluar mejor el potencial de rendimiento.
Las tres poblaciones también se evaluaron por su resistencia a Tagosodes y al virus de
la hoja blanca en condiciones de invernadero en CIAT. Palmira y por resistencia a P.
oryzae en camas de infeccidn en Santa Rosa.

Caracterizacién Molecular
Hojas frescas de arroz fueron maseradas en nitrégeno liquido para lograr una
fragmentacion celular y luego se extrajo el ADN siguiendo fa metodologia propuesta por
McCouch et al, 1988 y modificada en CIAT, 1995. Para la aplicacion de los marcadores
RFLP's se prepararon filtros de ADN (4ug/linea) que contenian: O. rufipogon, O.
glaberrima, O. barthi, O. Llanos 5, Q. Sabana 6, Fanny, Caiapo, Bg90-2 y los
correspondientes a las F1's. Dichos parentales fueron digeridos con las enzimas de
restriccion Dral, EcoRl, EcoRV y Hindlli.
. A partir de los mapas moleculares de arroz desarrollados en la Universidad de Cornell por
, McCouch, et al 1988, y en el Instituto NIAR en Japén por Nagamura 1993 y Saito 1991
se seleccionaron 140 marcadores RFLP's a intervalos de 10-20 cM para lograr una
{ cobertura totai de genoma. Paralelamente a dichos marcadores se estan utilizando
~ marcadores microsatélites para saturar aquellas regiones del genoma que no resultan
polimérficas por RFLP's; se busca integrar estos dos tipos de marcadores y hacer mas
facil la ubicacion de caracteres asociados a los QTL's.

- Resultados y Discusién
i Evaluacidn y seleccién de sondas



Los datos indicaron que de un total de 140 clones evaluados, S0 fueron polimorficos
. (64%); el polimorfismo fue mayor entre O. rufipogon y los cultivares jap6nica Fanny, 0.
' Sabana 6 y Caiapo, comparado con el encontrado entre O. rufipogon y los cultivares
indica O. Llanos 5 y Bg90-2. La evaluacién de familias BC2F2 con clones RFLP
polimérficos y microsatélites se esta realizando.

Desarrollo de la poblacion

Se hicieron 36 cruzamientos (Cuadro 2) utilizando las lineas parentales que se presentan
en el Cuadro 1; el desarrollo de las poblaciones provenientes de estos cruces se esta
adelantando pero en diferentes etapas; las poblaciones mas avanzadas han pasado por
dos series de retro cruzamientos al padre recurrente. A pesar de que los arroces
silvestres utilizados y el arroz cultivado pertenecen al mismo genoma AA y que por
consiguiente la cruzabilidad entre ellos debe ser facil, se presentaron problemas de
esterilidad y de aborto de embriones en algunos casos, en especial en los cruzamientos
: con O. barthii. Los problemas con el desarrollo de embriones se observaron 10-15 dias
. después de la polinizacion. Por lo tanto, el rescate del embrién resulté un éxito para
solucionar el problema; las plantas hibridas recuperadas a través del rescate del embrién
también segregaron por caracteristicas deseables e indeseables y se utilizaron en el
esquema de retrocruzamiento si tenian un fenotipo deseable.

Ensayos de Rendimiento

Estas evaluaciones se efectuaron durante junio-diciembre de 1996. AuUn se estan
~ procesando los datos tomados sobre las 12 caracteristicas agrondémicas importantes y
| sOlo se presenta informacion preliminar generada en CIAT - Palmira. En la Figura 2 se
observa la distribucion del rendimiento de grano (kg/ha) de 38 familias BC2F2 del cruce
BgS0-2/ O. rufipogon; estas familias fueron seleccionadas en el campo con base en
fenotipo y los datos de las parcelas de rendimiento estan constituidos por 40 plantas (20
plantas/surcos x 2 surcos) promediado sobre dos replicaciones. Se puede observar la
segregacion transgresiva, con algunas lineas presentando un rendimiento entre 5y 15%
mas alto que el padre recurrente Bg90-2. Estos datos preliminares estan de acuerdo con
los provenientes del trabajo que se adelanta en China en el Hunan Hybrid Rice Research
Center (Xiao et al, 1996 McCouch, S. 1995) y en Corea del Sur. Estos datos reportados
por diferentes grupos que trabajan con padres recurrentes diversos pero que utilizaron los
mismos donantes silvestres sugieren que la introgresion de ciertos genes de O. rufipogon
puede contribuir positivamente al incremento de los rendimientos en cultivares elite de
arroz, aun cuando O. rufipogon en si mismo es inferior a Bg90-2. Aln mas, los datos de




' China (McCouch, S. 1995) sugieren que dos QTL'’s hallados en los cromosomas 1y 2 de
- O. rufipogon son responsables de los incrementos de rendimiento. Estos QTL's se han
designado como yld1.1. y yld2.1 (Xiao et al 1996).

El analisis molecular y el de QTLs en progreso en CIAT van a indicar si estamos o no

tratando con los mismos QTL's reportados por el grupo de China; ademas, el analisis QTL
. que se realice en las poblaciones desarrolladas con O. glaberrima y O. barthii mostrara
; Si estas especies poseen 0 no los mismos QTLs para rendimiento que se encontraron en
'O. rufipogon. Si cada especie silvestre posee alelos especificos positivos para
:rendimiento, entonces los mejoradores de arroz contaran con una herramienta muy
| valiosa para incrementar el rendimiento en una manera sistematica y piramidal, esto es,

" en un proceso por etapas.

| Por ofra parte, se evaluaron por su resistencia al virus de la hoja blanca 220 familias
BC2F2 derivadas del cruce Oryzica Llanos 5/ O. rufipogon bajo condiciones de campo en
'CIAT-Palmira utilizando una colonia altamente virulenta de Tagosodes oryzicola. La
distribucién de la incidencia de la enfermedad (%) con base en una escala de 0 -9 (0=
ningun sintoma de enfermedad; 9=> 70% plantas enfermas) se presenta en la Fig. 3. La
. segregacion transgresiva para la resistencia al Virus de la Hoja Blanca se puede observar,
icon aproximadamente 50% de las familias ubicadas en las categorias 1 y 3; los
‘progenitores O. Llanos 5, y O. rufipogon cayeron en las categorias 5 y 9,
; respectivamente. Estos datos preliminares de un experimento sin repticar parecen sugerir
:que existen alelos positivos para el virus de la hoja blanca en O. rufipogon ios cuales
podrian contribuir a un incremento en la resistencia a esta enfermedad. Se necesitan mas
pruebas para confirmar este resultado y determinar el tipo de accién génica presente.

En resumen, los datos preliminares corroboran la hipétesis que la introgresion de ciertos
alelos especificos de O. rufipogon puede contribuir positivamente no sélo para
incrementar el rendimiento en cuitivares mejorados de arroz sino también en términos de
resistencia a estrés. Esta informacion también proporciona la base para implementar el
método propuesto por Tanksley y Nelson, 1996 referido como Analisis Avanzado QTL
usando Retro cruzamientos para el descubrimiento simultaneo y la transferencia de QTLs
valiosos presentes en el germoplasma silvestre a lineas élite de arroz.
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Cuadro 1.  Materiales utilizados en la hibridizacion interespecifica en CIAT.

Progenitor Accesion No.
Donante

O. rufipogon 105491

O. glaberrima 103544

O. barthii 104119
Recipiente (Padre Recurrente)
Cypress

Lemont

- RU9403006 (Jefferson)

;
1
1
t
i
i
t
i

Oryzica Llanos 5
BG90-2

Morelos AB8
Oryzica 3

Q. Sabana 6

O. Turipana 7

: Progresso

CAIAFPO

CT6196-33-11-1-3

Fuente

IRRI
IRRI

IRRI

Louisiana
Texas
Texas
CIAT
CIAT
CIAT
CIAT
CIAT
CIAT
CIAT
CIAT
CIAT

Origen

Malaysia
Mali

Chad

USA
USA
USA
Colombia
Sri Lanka
Mexico
Colombia
Colombia
Colombia
Brasil
Brasil

Colombia

Notas

Ancestro de O. sativa
Cultivado en Africa

Pariente de O. glaberrima

Japénica Tropical, calidad
Japédnica Tropical, calidad
Japédnica Tropical, calidad
indica; resistente a P. Oryzae
Indica; alto rendimiento
Buena habilida combinatoria
Indica; alto rendimiento
Japénica Tropical; secano
Japdnica Tropical; secano
Japdnica Tropical; secano
Japdnica Tropical; secanc

Japénica Tropical; secano
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Cuadro 2.

Cruces inter-especificos realizados entre varios cultivares de arroz de riego
y de secano y tres especies silvestres de arroz.

O. rufipegon

O. barthii

BG90-2 // 2 * BG90-2 (3)

MORELOS A88 // 2* MORELOS A88 (3)
ORYZICA 3//2* ORYZICA3 (3)

ORYZICA LLANOS 5 /1 2* ORYZICA LLANOS 5 (3)
LEMONT /f LEMONT (2)

O. rufipogon

RU94030006 // 2* RUS4030006 (3)

CYPRESS // 2* CYPRESS (3)

ORYZICA SABANA 6 //2* ORYZICA SABANA 6 (3)
ORYZICA TURIPANA 7 (1)

PROGRESSO (1)

CT6196-33-11-1-3 (1)

CAIAPO /f 2* CAIAPO (3)

BG90-2 // BGS0-2 (2)

MORELOS A88 // 2* MORELOS A88 (3)
ORYZICA 3//2* ORYZICA 3 (3)

ORYZICA LLANOS 5 // ORYZICA LLANOS 5 (2)
LEMONT // LEMONT (2)O. barthii /
//RU94030006 (2)

CYPRESS // CYPRESS (2)

ORYZICA SABANA 6 // ORYZICA SABANA 6 (2)
ORYZICA TURIPANA 7 // ORYZICA TURIPANA 7 (2)
PROGRESSO (1)

/1 CT6196-33-11-1-3 (2)

CAIAPO (1)
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BG90-2 // BG90-2 {(2)
MORELOS A88 (1)
ORYZICA 3 // ORYZICA 3 (2)
ORYZICA LLANOS 5 (1)
LEMONT (1)
O. Glaberrima Q. glaberrima /
RU94030006 //2* RU94030006 (3)
CYPRESS (1)
ORYZICA SABANA 6 // ORYZICA SABANA 6 (2)
ORYZICA TURIPANA 7 // ORYZICA TURIPANA 7 (2)
PROGRESSO (1)
CT6196-33-11-1-3 (1)
CAIAPO (1)

Notas: (1)= Efectuados cruce simples.

@

Efectuados primero retrocruzamientos ; en algunos casos segundos
retrecruzamientos en camino.

Efectuados segundos rertocruzamientos; en algnos casos ensayos de rendimientos
replicados con progenies F2BC2 en camino.

(3)
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100-180 BC1F1 semillas

v
. Seleccion negativa
; BG90-2/0.rufipogon caracteres indeseables
- 0. LLANOS 5/0. rufipogon ¥
CAIAPO/O.rufipogon Identificacion fenotipica
mejores plantas (40-50)
v

CARACTERIZACION MOLECULAR: BC2F1 : 900-1000 semillas

PROBENITORES, F1 : HECHO l
FAMLIAS BC2F2: EN PROGRESO
Seleccion negativa

POR HACER: -
ANALISIS QTL -> IDENTIFICAR FAMILIAS con | Garacteres indeseables

ALELOS INTERES -> 3er. BC -> DESARROLLO ()
DE LINEAS ISOGENICAS -> VAR . -
| Seleccionar * 300 familias BC2F2

|

Ensayo replicado rendimiento
(varios sitios)

|

Parcelas : 2 surcos/fam.;
5m.; 2 rep.
(competencia malezas)

{

- Tomar datos agronémicos (12)

Figura1. Esquema seguido en CIAT para el desarrollo de
las poblaciones
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Figura 2. Distribucion del rendimiento en familias BC2F2 del
cruzamiento inter-specifico BG90-2/0. rufipogon
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Distribucion de clases de la reaccidén al virus de la hoja blanca

Fig. 3.

en la generacion F2RC2 del cruce Oryzica Llanos 5/ O. rufipogon



