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Introduccion

Una serie de factores biéticos y
abioticos limitan la estabilidad del
rendimiento del arroz de secano en el
continente asiatico. Los mas
mencionados son las malezas, la
sequia, los suelos pobres y la
piricularia. La herencia de la
resistencia o de la adaptacion a esos
problemas es principalmente de
naturaleza cuantitativa.

Suponiendo que las caracteristicas
bajo seleccion presenten un rango
razonable de heredabilidad en el
sentido estricto, la seleccién
recurrente es la mejor técnica para
incrementar la frecuencia de los alelos
favorables que controlan genes
menores; por lo tanto, se incrementa
la probabilidad de extraer de la
poblacion lineas con genotipos
deseados. Al mismo tiempo, debido al
sistematico proceso de recombinacion
de los progenitores y a que la seleccién
se hace en generaciones tempranas y
a moderada intensidad, el método de
seleccion recurrente reduce las
desventajas potenciales asociadas con
los métodos clasicos de piramidizacion
de lineas élite, los cuales estrechan la
base genética y bajan la frecuencia de
la recombinacién, cuando el periodo
entre dos rondas de cruzamientos es
largo.

El método de seleccidn recurrente
esta perfectamente ubicado en la
estrategia del International Rice
Research Institute (IRRI), orientada
hacia la investigacion estratégica, para
dejar el desarrollo de lineas mejoradas
a los Programas Nacionales. Con este
propdsito, este instituto proveera a
tales programas poblaciones
heterocigdticas con un valor superior
en términos de alternativas de
extraccion de lineas. Debido a su
heterocigosidad, estas poblaciones
ofreceran posibilidades para la
adaptacion local, las cuales se
expresaran durante el proceso
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descentralizado de obtencién de
lineas. Este punto es de importancia
singular para el arroz de secano, ya
que la interaccion genotipo x ambiente
es bastante marcada en el ecosistema
de secano.

Este capitulo presenta, en lineas
generales, el proyecto de seleccion
recurrente que desarrolla el IRRI para
el mejoramiento del arroz de secano.
Hasta el momento, el progreso que se
ha hecho es la creacion de un acervo
genético y el disefio de la estrategia
que sera utilizada para la exploracién
futura de la poblacion.

Estrategia para el
Proyecto de Seleccion
Recurrente

Seleccion para varios
caracteres

En el pasado, los fitomejoradores
de los cultivos autégamos, en general,
creaban y seleccionaban sus
poblaciones con un solo objetivo en la
mente, mientras que hoy dia hay un
creciente interés en seleccionar para
varias caracteristicas de una sola vez
(Goldringer y Brabant, 1993): Esta
ultima estrategia de seleccion es
preferible porque casi siempre las
caracteristicas de interés estan
correlacionadas negativamente, de tal
manera que se corre el riesgo de
obtener ganancias en una y pérdidas
en la otra.

El objetivo primario para la
creacién del acervo genético a que se
refiere este capitulo es obtener
resistencia parcial a la enfermedad
causada por el hongo Pyricularia
grisea Sacc. Sin embargo, durante el
proceso de seleccion también se
pondra gran énfasis en el rendimiento
¥y sus componentes, en resistencia a la
sequia (mediante la manipulacién del
sistema radical) y en la calidad del
grano. La relacion entre las
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caracteristicas bajo seleccion debe ser
objeto de un cuidadoso seguimiento,
ya que ella va a cambiar en cada ciclo
de seleccion recurrente, con las
generaciones de intercruces y la
ruptura de los ligamentos. Para
facilitar la seleccion de varios
caracteres de una sola vez, se
establecera un indice que tomara en
consideracion la definicion de los
valores econdmicos empiricos de cada
una de las caracteristicas.

Poblacion de base genética
amplia

Las variedades del sur y el sureste
de Asia pertenecen a tres importantes
grupos varietales: indica, aus y
japoénica tropical, los cuales
corresponden a los Grupos 1, 2 y 6,
segun el analisis isoenzimatico de
Glaszmann (1987). Las japonicas son
ampliamente consideradas como las
mejores fuentes para adaptacion a las
condiciones desfavorables de secano;
acervos genéticos alternativos pueden
aportar diferentes alelos,
principalmente para resistencia a
piricularia.

Se puede explorar la
complementariedad entre indicas y
japénicas lo cual, como se ha
observado, puede conllevar a
segregaciones transgresivas de interés
(Second, comunicacion personal). El
problema de recombinar variedades de
diferentes grupos es la posible
esterilidad, pero la presencia en la
poblacion de algunos genotipos con
amplia compatibilidad, como Palawan,
puede mantener el problema bajo
condiciones manejables (Virmani,
comunicacion personal).

Enfoque en la resistencia
parcial para garantizar
durabilidad

La piricularia es una de las
enfermedades del arroz mas

distribuidas en el mundo, y puede ser
seria en el arroz de secano de Asia
cuando las condiciones ambientales
son favorables. La durabilidad de la
resistencia a la enfermedad es un
problema prioritario. Se conoce la
posibilidad de que la resistencia
completa, debida a genes mayores y
basada en la reaccion de
hipersensibilidad, sea rota poco
tiempo después del lanzamiento y la
siembra comercial de la variedad. La
simple acumulacion de varios genes
mayores se ha probado como
ineficiente para conferir durabilidad
(Kiyosawa et al., 1984).

El uso de genes mayores
complementarios en arroz, que sean
eficientes contra un rango de linajes
del patégeno presente en un
determinado sitio, fue sugerido como
una posible alternativa para resolver
el problema de la durabilidad (Zeigler
et al., 1994). Con el desarrollo de
herramientas en el area de la biologia
molecular, como la dactiloscopia del
DNA, la estructura filogenética de la
poblacién de piricularia es ahora
mejor entendida (Levy et al., 1991).

Se han identificado grupos
discretos de ‘linajes’ especificos para
determinada region geografica. Un
linaje es un grupo de aislamientos
reunidos segun la similitud de sus
dactiloscopias del DNA. Los
aislamientos de un determinado linaje
comparten un espectro de virulencia
similar. La estrategia de la exclusién
de los linajes tiene como objetivo crear
variedades que tengan genes de
resistencia complementarios,
asociados de tal manera que las
protejan contra todos los linajes de
una determinada area. Esa estrategia
esta basada en el supuesto de que
los aislamientos de un linaje tendran
dificultades para sobrepasar
cierta incompatibilidad. El
laboratorio de fitopatologia del IRRI
esta desarrollando ensayos para
determinar la validez de esa hipétesis.
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Otra estrategia que vale la pena
explorar es la utilizacion de la
resistencia parcial a piricularia, la
cual reduce la capacidad de
reproduccion del patégeno (Parlevliet,
1988). Con frecuencia, esta
resistencia se considera como mas
duradera que la resistencia completa,
ya que ella parece estar mas
controlada por razas no especificas o
tener una baja interaccién genotipo/
aislamiento (Roumen, 1993). Esta
caracteristica es de gran importancia
cuando se esta trabajando con
variaciones en la poblacion del
patogeno de un aro a otro y entre
ambientes. En arroz, la resistencia
parcial actua basicamente de manera
cuantitativa, limitando el namero y el
area de la lesion de la enfermedad,
sin afectar el periodo de latencia
(Roumen, 1993). En general, ella es
poligénica y presenta una
heredabilidad relativamente baja
(Wang et al., 1994; Wang et al., 1989;
Notteghem, 1985).

Intentos para mejorar el nivel de
resistencia parcial al mildeo polvoso y
a la roya de la cebada, utilizando
poblaciones mejoradas mediante la
seleccion recurrente, han mostrado
que la estrategia es valida (Parlevliet y
Ommeren, 1988). Debido a la
variabilidad del patogeno, el
patosistema arroz-piricularia también
es un buen modelo para la utilizacion
de esa estrategia. Notteghem (1993) y
Vales (comunicacién personal) en
Costa de Marfil, y Veillet (1993) en
Brasil, han informado de estimulantes
progresos en la seleccién.

Sin embargo, esa forma de
resistencia puede ser insuficiente
para proteger totalmente el cultivo de
las pérdidas de rendimiento causadas
por la piricularia, cuando las
condiciones son altamente favorables
para el desarrollo de la enfermedad
(Bonman et al., 1991). En realidad,
analizando diferentes puntos de vista,
la mejor estrategia de mejoramiento
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parece ser la combinacién de un buen
nivel de resistencia parcial con varios
genes mayores.

Cultivares conocidos como
poseedores de resistencia durable
presentan ese tipo de combinacién de
genes mayores y menores (Wang et
al., 1994). Pero, debido al efecto que
los genes mayores presentan al
enmascarar el producto de los
menores, resulta imposible conocer el
nivel de resistencia parcial de un
cultivar en ausencia de razas
virulentas efectivas contra los genes
mayores que producen la resistencia
presentada por la variedad. En una
estrategia de mejoramiento
poblacional se debe utilizar un
aislamiento inico, virulento a todos
los progenitores (Parlevliet, 1983).

Para la mayoria de las lineas élite
de arroz de secano no ha sido posible
encontrar, en la coleccion de
aislamientos de Filipinas que posee el
IRRI, un aislamiento compatible. En
su lugar se utilizé un aislamiento
compatible con el mayor numero
posible de progenitores, para romper
el mayor numero posible de genes
mayores; por lo tanto, la poblacion se
depura para los genes mayores que
condicionan Ia resistencia a ese
aislamiento. Con esto, la combinacién
aislamiento/acervo genético esta
determinada para toda la duracion del
proyecto. Por lo tanto, una vez creada
la poblacién, se podran seleccionar
facilmente lineas con infeccién del tipo
susceptible, pero con una reducida
eficiencia relativa de infeccién
después de la inoculacion con el
aislamiento compatible.

Es necesario hacer énfasis en que
solamente se descartan los genes
mayores que son eficientes contra el
aislamiento escogido. Muchos otros
genes mayores para otros
aislamientos se mantienen, como lo
indicé la amplia resistencia de los
progenitores que son susceptibles al
aislamiento escogido. Cuando se hizo
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la inoculacién de los 12 progenitores
susceptibles al V85-0256, con 30
aislamientos virulentos representantes
de cuatro linajes, solamente 11 dentro
de las 335 combinaciones huésped/
aislamiento fueron claramente
compatibles (menos del 1%).

Cuando algunos de los genes
mayores descartados se consideren de
particular interés, ellos se pueden
reintroducir en las lineas derivadas de
la poblacién por medio de retrocruces,
al final del proceso. La estrategia de
utilizar marcadores moleculares puede
ayudar sobremanera a la eficiencia de
los retrocruzamientos, como lo
demostraron Young y Tanksley (1989).

En el caso de que se conozca la
estructura de la poblacion del
patogeno en el area para la cual se
esta trabajando, y existan donantes
mejorados para la resistencia parcial,
se puede intentar aplicar la estrategia
de la exclusion de los linajes. Los
genes eficientes contra el linaje
patogénico que no estén presentes en
el donante, podrian ser introducidos
mediante retrocruzamientos.

Creacion del Acervo
Genético

Eleccién del aislamiento

Se evaluaron, en 50 progenitores
potenciales, ocho aislamientos
monoconidiales identificados entre
aquellos mas utilizados por el
laboratorio de patologia del IRRI.
Estos aislamientos pertenecen a por lo
menos dos linajes con diferentes
patrones de virulencia. Como testigo
se us6 CO39, una variedad indica
conocida por tener muy pocos genes
mayores y baja resistencia parcial a
piricularia. Se efectuaron pruebas de
inoculacién monociclica, bajo
condiciones de invernadero. Las
plantas se desarrollaron en bandejas
bien drenadas que contenian una

mezcla de suelos y fertilizantes

(2.5 gramos de 14-14-14, un
fertilizante completo, por 6.0 kg de
suelo); el sulfato de amonio

(4.0 gramos por bandeja) se aplicé

2 semanas después de la siembra. La
densidad de siembra fue de 72 plantas
por bandeja de 0.3 x 0.4 m.

Para la inoculacion se utilizé una
suspension de 5 x 10* conidias/ml,
mezcladas con 1% de gelatina; la
solucién se asperjo sobre plantulas de
21 dias (4 a S hojas) hasta el punto de
escorrentia. Después de la
inoculacién, las plantas se
mantuvieron por 24 horas en la
camara de incubacion, con alta
humedad relativa; enseguida se
transfirieron al cuarto de incubacién,
también con alta humedad relativa.

Una semana después de la
inoculacion se evalué la reaccion a la
enfermedad en cada linea, utilizando
la escala de O a S para el tipo de
infeccién, donde los grados 4 y 5 son
considerados como compatibles. Para
el aislamiento de mayor interés, la
evaluacion se repiti6 dos veces con un
intervalo de 2 meses, con pequerios
cambios en la lista de los cultivares.
El resultado combinado de las
inoculaciones se presenta en el
Cuadro 1. El aislamiento V85-0256,
que presenta el espectro de virulencia
mas amplio en los progenitores, se
escogié como el aislamiento referencia.

El namero de progenitores
encontrados como compatibles con los
aislamientos evaluados fue bajo, pero
ese dato no es raro. Notteghem (1988)
evalu6 98 aislamientos en 41
variedades, e indicé que el porcentaje
promedio de virulencia fue de un 24%
con gran variacién, segun el origen
genético del aislamiento. Las
variedades susceptibles eran, en su
mayoria, las originarias de las
Filipinas o las que tienen variedades
de las Filipinas en su arbol
genealogico. Las variedades restantes,
originarias de Africa y de América

193



Latina, nunca se sembraron a gran
escala en las Filipinas y, por lo tanto,
la presion de esas variedades sobre

la poblacion local del hongo fue
probablemente muy baja y no condujo
a la aparicién o al aislamiento de
razas virulentas.

Eleccion de los
progenitores

La composicién del acervo genético
se determiné cuidadosamente. Se
prepard un listado de variedades de
secano bien adaptadas a las
condiciones asiaticas, variedades que
se escogieron procurando representar
una amplia diversidad en términos de
origen geografice, grupo varietal y
reaccion a la enfermedad. El nimero
de variedades incluidas en el listado

Cuadro 1. Listado de los aislamientos evaluados.

Seleccién Recurrente en Arroz

fue mayor que el namero necesario
para la composicion final, con el

fin de permitir una seleccion

entre variedades segin sus
compatibilidades o incompatibilidades
con el aislamiento seleccionado,
V85-0256. Para ajustarse al esquema
de hibridacién propuesto, se utilizé el
mismo numero de progenitores
susceptibles y resistentes.

Se hicieron analisis
isoenzimaticos en 12 loci, segin el
procedimiento descrito por
Glaszmann et al. (1988); sobre la base
de los resultados de estos analisis y
de los coeficientes de parentesco se
establecieron dos matrices de
distancia. Para maximizar la
distancia entre variedades, se escogi6
un conjunto final de 24 variedades
(Cuadro 2).

Aislamiento Ca34 Ca36 Ca50 BN98 Po6-6 E89011 V85-0254 V85-0256
Linaje 1 1 1 4 4 ? ? ?
Numero de lineas

evaluadas 49 49 58 55 58 49 49 70
Numero de lineas con

reaccién compatible 6 3 5 1 9 3 3 20
Lineas con

reaccién compatible (%) 12.2 6.1 8.6 1.9 15.5 6.1 6.1 28.6

Cuadro 2. Variedades escogidas como progenitores para el proyecto de seleccién recurrente.

Reaccién compatible Grupo varietal

con el aislamiento

Azucena

Arias

B 2997C-TB-60-3-3
CT6510-24-1-2
IR53236-280
IR55419-04
IR55435-05
IRAT 169 F10/6
Lubang red
Palawan
Speaker

Vandana

OV OVt bt et s et e s OV OV

Reaccién incompatible
con el aislamiento

Grupo varietal

62667
Araguaia
Diwani

IR58662-04
IR60080-46A
IR63380-08
IRAT 104
IRAT 212
IRAT 216
Ketan Menah
P 5589-1-1-3P
Med Noi

[- W W W e W N W N )
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Esquema de la hibridacion

El esquema de la hibridacion se
presenta en la Figura 1. Para
preservar los diferentes citoplasmas, el
esquema de hibridacion es circular;
como hay 24 variedades, en cada
ronda se hicieron 24 cruces. Todos
los cruces se hicieron a mano, y no se
utiliz6 la androesterilidad.

Cada progenitor susceptible se
cruzé con uno resistente. Se espera
que todas las F, resultantes sean
resistentes, ya que la resistencia
debida a genes mayores es, en
general, dominante. La segunda
ronda de cruces envolvié
intercruzamientos entre los F,. Los
hibridos dobles resultantes estan
segregando para resistencia/
susceptibilidad al aislamiento. La
proporcioén de plantas susceptibles
cambia segin el numero de genes
mayores que controlan la resistencia
al aislamiento y la distribucién de esos
genes entre los progenitores, como se
muestra en el Cuadro 3.

Es muy probable que haya uno o
dos genes que controlen la resistencia
(Mackill et al., 1985); por lo tanto, se
espera que una proporcion razonable
de plantas muestren reaccion de
compatibilidad con el aislamiento. En
el presente caso, solamente esas
plantas se trasplantaron al bloque de
cruzamientos para la tercera ronda de
cruces. La poblacion final se creé con
igual representacion de cada uno de
los hibridos de ocho progenitores,
mezclando igual cantidad de semillas
de cada cruce.

Este trabajo comenzé en 1994, y
la primera ronda de cruces se hizo
durante la estacién invernal de ese
ano; la segunda ronda se hizo
durante la estacion seca de 1995.
Simultaneamente se realizaron
cruzamientos de prueba entre
Maratelli, un genotipo altamente
susceptible, y los progenitores
resistentes, para identificar el nimero
y la naturaleza de los genes mayores
presentes en esos progenitores. La
etapa de eliminacion de los genes

Progenitores del acervo genético

R=A,B,CD,E, ..L
$=1,23,4,5,6,...,12

Primera ronda de cruzamientos (hibridos simples)

Ax1 1xB
Al 1B

2XC.. 12XA
2C ... 12A

Todas las plantas F, son resistentes

Segunda ronda de cruzamientos (hibridos dobles)

Al x B2 1Bx 2C
Al1B2 1B2C

B2 xC3

2Cx3D... L12xAl
2C3D ... L12A1

Se seleccionan las plantas con reaccién compatible con el aislamiento escogido

Tercera ronda de cruzamientos (hibridos de ocho padres)

1B2C x 3D4E
1B2C3D4E

A1B2 x C3D4
A1B2C3D4

B2C3 x D4ES ...
B2C3D4ES ...

J10K11 x L12A1
J10K11L12A1

Se mezcla una cantidad igual de semilla de cada cruzamiento

El acervo genético esta listo para la seleccién

Figura 1.

Creacion del acervo genético mediante hibridacién circular.
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Cuadro 3. Proporcion esperada de hibridos con reaccion compatible con el aislamiento después de la
segunda ronda de cruzamientos, segin la constitucion genética de los progenitores.

Constitucién genética de los progenitores® Hibridos
A/1//B/2
Genotipo A Genotipo 1 Genotipo B Genotipo 2 Genes Proporcién esperada
(resist. al (suscept. al (resist. al (suscept. al comunes de plantas con
aislamiento) aislamiento) aislamiento) aislamiento) AyB reaccion compatible
1 gen:
R1 rl R1 rl 1 1/4
2 genes:
R1r2 rir2 rlR2 rir2 0 1/4
R1R2 rir2 R1r2 rir2 1 1/8
R1R2 rir2 R1R2 rir2 2 1/16
3 genes:
R1R2r3 rir2r3 rir2R3 rir2r3 0 1/8
RIR2R3 rir2r3 r1r2R3 rir2r3 1 1/16
RIR2R3 rlr2r3 r1R2R3 rir2r3 2 1/32
R1R2R3 rir2r3 R1R2R3 rir2r3 3 1/64

a. R = alelo resistente; r = alelo susceptible.

mayores se cumplié durante la
estacion invernal de 1995, seguida
inmediatamente por la tercera y
ultima rondas de hibridaciéon. El
acervo genético con su aislamiento
compatible estaran disponibles al final
de ese afio.

La extraccién de lineas de la
poblacién comenz6 enseguida, en
cuanto se complet6 la ltima revision
de la naturaleza de la compatibilidad
de todas las plantas de la poblacion.
Para crear el acervo genético se
necesitan 2 afios, que incluyen el
periodo necesario para evaluar la
reaccion a piricularia de los
progenitores potenciales.

Utilizacion del Acervo
Genético
Esquema de mejoramiento

La seleccién recurrente es un
proceso de dos etapas que combina la
selecciéon de las mejores unidades y el
intercruzamiento de las mismas. Aqui
se utilizara la técnica de la
descendencia unica de doble
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haploides, propuesta por Gallais
(1988) y que involucra el cultivo de
anteras (Figura 2). En este esquema,
los doble haploides se utilizan como
una manera de fijar las lineas antes
de la evaluacion, y constituyen
también las unidades de
recombinacion.

La eleccién de ese método de
mejoramiento presenta varias
ventajas. En primer lugar, es el
esquema mas eficiente en términos de
progreso genético, cuando las
caracteristicas presentan baja
heredabilidad en el sentido estricto
(Gallais, 1993). Otra ventaja es que la
evaluacion de caracteristicas como
resistencia duradera a la piricularia,
resistencia a la sequia y rendimiento
de grano sera considerablemente mas
facil y eficiente en lineas fijas que en
generaciones segregantes (S, y S, se
utilizan, en general, en esquemas de
seleccion recurrente, lo cual significa
materiales heterocigéticos). Por otra
parte, las lineas de doble haploides,
mejorados, que se pueden utilizar
directamente como variedades, son
subproductos del proceso de seleccion
recurrente.
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Junio n
ajunion + 1

Haploide duplicado (una linea
doble haploide por planta)

12 meses

Junion + 1
aoctubren + 1

Prueba de lineas doble haploides
para resistencia a piricularia,
componentes del rendimiento y
caracteres de raices

6 meses

—p Salida directa para
lineas o variedades

Noviembre n + 1
amayon + 2

Intercruces de las mejores
lineas doble haploides

6 meses

Figura 2.

Con ese esquema, por lo tanto, no
se puede utilizar el gen de
androesterilidad de la IR36, el cual
podria facilitar el proceso de
cruzamiento. Dicho gen se perderia
después de la primera ronda del cultivo
de anteras, la cual daria como
resultado un 50% de plantas
androfértiles y un 50% de plantas
androestériles homocigotas. Por lo
tanto, los cruzamientos se deben hacer
a mano.

Ese esquema también supone que
el cultivo de anteras es posible para
todos los genotipos del estudio. Una
baja respuesta al cultivo de anteras es
generalmente la norma para las
indicas, en tanto que las japénicas
tropicales producen entre 1% y 10%
(Guiderdoni et al., 1990; Courtois,
resultados no publicados). Sin
embargo, este problema puede estar
limitado solamente a la primera
generacion, ya que la respuesta al
cultivo de anteras es altamente
heredable en arroz (Chen y Chen,
1993; Quimio y Zapata, 1990; Miah et
al., 1985). Se esta suponiendo que la
extraccién de lineas de la primera
poblacién (seleccion indirecta para la

Descendencia unica de doble haploides (Gallais, 1988).

respuesta al cultivo de anteras)
facilite el proceso en los ciclos
siguientes.

Para limitar las sorpresas ligadas
con la erratica respuesta al cultivo de
anteras, se realiza simultaneamente
la extraccion de lineas S, del acervo
genético, por lo menos en el primer
ciclo.

Técnica de seleccién
basada en el fenotipo

Cuando las lineas con doble
haploides, obtenidas de las
poblaciones, se seleccionan en el
campo sobre la base de sus valores
agronémicos mediante métodos
clasicos, la seleccion para resistencia
parcial a piricularia presenta algunas
restricciones, segiin lo menciona
Roumen (1994). Para limitar el riesgo
de contaminacién por diferentes
aislamientos, la seleccién para
resistencia parcial a piricularia se
tiene que hacer en el invernadero, por
medio de pruebas policiclicas, con
inoculacion artificial con el
aislamiento seleccionado V85-0256.
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La resistencia parcial se puede
evaluar estimando el numero relativo
de lesiones en las hojas, en
comparacion con el testigo susceptible
(CO39), y/o por medio de la
proporcion de hojas con reacciéon
compatible. El segundo parametro ha
sido mostrado como muy bien
correlacionado con el primero, y tiene
la ventaja de ser mas rapido para
evaluar (Roumen, 1993).

Sabiendo que la interaccién
entre aislamiento y genotipo es
supuestamente baja en el caso de la
resistencia parcial (Roumen, 1993),
para minimizar el riesgo asociado
con un comportamiento atipico del
aislamiento escogido, el CIRAD-CA
realizara una evaluacion paralela con
varios aislamientos no originarios de
las Filipinas, en Montpellier, Francia,
donde existe una gran coleccion de
aislamientos originarios de arroz de
secano de diferentes regiones del
mundo. Esta coleccién tiene algunos
aislamientos altamente virulentos
como CM28 o CLS (Notteghem, 1988).
El nivel de resistencia parcial de las
lineas a ese aislamiento sera
determinado y comparado con los
resultados obtenidos con V85-0256.
Eso permitira evaluar el riesgo de
trabajar con solamente un
aislamiento. Sin embargo, es
probable que una pequerfia parte de
las lineas utilizadas no presente
compatibilidad con ninguno de los
aislamientos. Esas lineas seran
eliminadas de los analisis de la
interaccion genotipo x ambiente.

La etapa de seleccion en el campo
para caracteristicas agronomicas
también pemite revisar, en condiciones
de infestacion natural, los resultados
obtenidos en el invernadero. Se
propiciara el uso esparcidores y de
condiciones ambientales apropiadas,
para incrementar y uniformizar la
presion de piricularia, pero no
hasta el punto de enmascarar las
evaluaciones para otros caracteres.
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Uso de marcadores
genéticos

En varios puntos de este proyecto
se utilizaran marcadores genéticos.
Como se pudo observar
anteriormente, en la seleccion de
progenitores con diversidad para el
esquema de seleccion recurrente, se
usaron datos de analisis con
isoenzimas. Para cada uno de los loci
se identificaron dos alelos. Los dos
principales agrupamientos de las
variedades reflejan las diferencias
entre indica y japonica. No se han
observado correlaciones entre la
matriz de distancias basada en los
coeficientes de parentesco y la matriz
basada en el analisis de isoenzimas
para el grupo final de las variedades
(r = 0.11). Eso tal vez se deba a que
varios de los progenitores son
materiales nativos, los cuales se
supone que no presentan
correlaciones entre ellos para los
calculos de los coeficientes de
parentesco.

Los progenitores seleccionados
ahora se estan sometiendo a analisis
con los marcadores de DNA, con el
objetivo de conocer la diversidad
alélica presente en las regiones de los
cromosomas conocidos como
responsables por tener genes con
efectos mayores o menores para
resistencia a piricularia. Con ese
trabajo se espera generar
informaciones sobre los genes de
resistencia que tienen los
progenitores. Finalmente, se espera
poder utilizar los marcadores
moleculares como herramientas de
ayuda para el proceso de seleccion.

Con el desarrollo de la técnica de
los marcadores moleculares, el
conocimiento disponible sobre el
control de la resistencia parcial esta
mejorando. En el IRRI esta en
marcha el mapeo de los bloques de
genes favorables especificos (QTL) que
afectan la resistencia a piricularia,
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usando tres poblaciones y mediante la
técnica del polimorfismo en la
longitud de los fragmentos de
restriccion del ADN (RFLP).

En uno de esos estudios se
utilizaron poblaciones homocigotas
recombinantes (recombinant inbred
population’), derivadas de cruces
entre Moroberekan y CO39, y se
identificaron y localizaron en varios
cromosomas los QTL que controlan la
resistencia parcial a piricularia (Wang
et al.,, 1994). Por lo menos en algunos
casos, ellos parecen estar ligados a
genes que confieren resistencia
completa a piricularia, lo cual genera
dudas sobre su verdadera naturaleza
(McCouch et al., 1994).

En el presente se estan haciendo
analisis de QTL, utilizando una
poblacién homocigota recombinante
derivada del cruce IAC 165/C039 y
una poblacién de doble haploides
derivada del cruce Azucena/IR64.
Cuando se concluya el estudio, los
resultados daran una idea clara de la
estabilidad de los QTL en los
ambientes y en las bases genéticas.
Los resultados preliminares sugieren
que algunos loci muestran
significantes efectos segun las
poblaciones, las localidades y los
anos.

En la actualidad también se esta
evaluando la diversidad alélica de los
progenitores seleccionados para el
proyecto de seleccion recurrente, por
medio de marcadores moleculares
asociados con los mas promisorios
efectos de resistencia a piricularia. La
estrategia inicial del proyecto engloba
el uso de RFLP basado en
evaluaciones de reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR). Algunos de
los marcadores de RFLP mapeados
por McCouch et al. (1988) y Causse et
al. (1994) han sido secuenciados en el
IRRI por Bennett et al. (comunicacion
personal) y algunos de los marcadores
mapeados en el proyecto japonés del
genoma de arroz han sido

secuenciados por Inoue et al. (1994).
Se estan usando pares de precursores
correspondientes a sitios de
secuencias marcadas (‘sequenced-
tagged sites’) localizados en
vecindades de genes mayores y/o
menores para ampliar loci marcados
de los progenitores del acervo genético
del proyecto de seleccion recurrente.

Los resultados preliminares han
llevado a reconsiderar la estrategia
propuesta. Se ha detectado muy bajo
polimorfismo utilizando marcadores
PCR de fragmentos amplificados
(PCR-amplified marker fragments’), y
tampoco se ha detectado mas después
de la digestion de los productos del
PCR con ocho enzimas de restriccion.
Entre los 16 loci analizados hasta
ahora solamente dos mostraron
polimorfismo entre los progenitores
después de la amplificacion de los
fragmentos marcadores de DNA. Para
nueve de los loci, los fragmentos
amplificados fueron digeridos con seis
y ocho enzimas de restriccion que
reconocen cuatro secuencias de base
de DNA (Williams et al., 1991). Para
dos de los loci se detectaron cuatro
alelos, un locus presento dos alelos
después de la digestion con
restriccion y seis de los loci
permanecieron monomorficos.

Se continta la caracterizacion de
los progenitores de la poblacién con
marcadores de RFLP, porque esta
técnica permite evaluar una larga
region genomica con cada prueba y,
por lo tanto, se podra observar un
gran nivel de polimorfismo.

Mediante la combinacion de los
datos de los analisis que utilizan
marcadores de DNA (PCR y RFLP), se
espera identificar un grupo de
haplotipos (un grupo compuesto de
alelos de todos los marcadores
probados) para cada segmento de
cromosoma analizado. Para
determinar la asociacion entre los
haplotipos y los fenotipos resistentes
a piricularia, se hara la prueba de los
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alelos marcados para las lineas de
doble haploides que representan los
grupos fenotipicos extremos (las lineas
mas resistentes y las mas
susceptibles).

Con la identificacion de los alelos
que mejoran la resistencia dentro del
grupo de las lineas mas resistentes
(con los testigos adecuados) se espera
determinar cuales alelos
probablemente estan asociados con la
reduccion en el nivel de piricularia.
Esas asociaciones se pueden confirmar
utilizando poblaciones derivadas de los
cruzamientos de prueba mencionados
anteriormente. Los alelos mas
efectivos seran utilizados en la
seleccion basada en marcadores
(‘marker-aided selection’) en etapas
futuras del proyecto.

El mapeo detallado, ya bastante
adelantado en el caso de algunos
genes mayores (Hittalmani,
comunicacion personal), se esta
haciendo también en la actualidad
para algunos genes menores escogidos
para este trabajo. En cuanto a los
QTL que son consistentes entre
genotipos y ambientes, el uso de
‘flanking molecular markers’
fuertemente ligados a los QTL de
interés puede mejorar la precision en
la identificacién de los genotipos. La
situacion ideal seria desarrollar un
indice que tuviera en consideracién
tanto el aspecto fenotipico como los
datos de los marcadores, para
utilizarlos en el mejoramiento varietal.

Conclusion

La meta inicial, de crear un acervo
genético de interés para la region
sureste de Asia, esta cerca de ser
alcanzada. Luego se realizaran los
trabajos para mejorar la resistencia
parcial de la poblacién y se haran
estudios basicos para entender mejor
la constitucion genética de los
progenitores de la poblacion. El
objetivo final de este proyecto es
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mejorar la durabilidad de la
resistencia a la piricularia, al mismo
tiempo que desarrollar buenos
materiales de arroz de secano. Los
resultados anteriores han mostrado
que, aunque es una tarea compleja,
es posible mejorar el nivel de
resistencia parcial a piricularia en
poblaciones de arroz (Veillet, 1993;
Roumen, 1993).
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