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Resumen

El mal suramericano de las hojas (SALB), enfermedad endémica del caucho (Hevea brasiliensis), es causado por Microcyclus
ulei (forma imperfecta Fusicladium macrosporum) y constituye el principal limitante del cultivo en América, area donde el
microorganismo patégeno es endémico. En forma semejante al de otros cultivos agricolas, el manejo de esta enfermedad
estd condicionado a la disponibilidad de resistencia genética en el hospedero. En razén de su productividad y condicién
de resistencia genética, el clon FX 3864 ha sido ampliamente plantado en zonas con diferente potencialidad epidémica a
la incidencia del SALB en Colombia, particularmente las denominadas de “no escape” a la enfermedad. Durante el 2010,
plantaciones con el clon FX 3864 en fase productiva presentaron sintomas de SALB en zonas de escape ubicadas en la
altillanura colombiana (departamento del Meta). En parcelas trampa ubicadas en areas aledafas a los cultivos se establecio
que la severidad promedio de la enfermedad alcanzé niveles de 5,78% en este clon. Verificada la causalidad de la enferme-
dad mediante observaciones al microscopio se procedié a confirmar el origen del material sobre el cual se desarrollaban las
lesiones, utilizando marcadores moleculares (4 microsatélites especificos). Los resultados de la prueba permitieron confir-
mar la susceptibilidad del hasta hace poco resistente clon FX 3864 al SALB en Colombia. Se sugiere tomar en consideracion
la nueva condicién de este clon y, en concordancia, reorientar los programas de fomento del cultivo advirtiendo a los
agricultores sobre los riesgos potenciales de ocurrencia de la enfermedad en las nuevas dreas programadas.
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Abstract

South American Leaf Blight (SALB), caused by Microcyclus ulei (anamorph Fusicladium macrosporum), is an endemic major
disease of the rubber tree (Hevea brasiliensis) in America. As well as in other crop systems, its management on rubber plan-
tations relies on plant genetic resistance availability, among other means. FX 3864 is a rubber tree clone widely planted in
Colombia due to its production capability and disease resistance. During 2010 SALB symptoms developed in commercial
crops at the Meta region of Colombia. Crop traps located nearby the plantations showed mean disease severity levels of
5.78%. Once the causal organism was microscopically confirmed as responsible for the diseased tissue, their origin was
characterized by molecular means using 4 microsatellites specific to the rubber tree. The procedure confirmed that FX
3864 was the clone of origin of the leaf tissue. SALB occurring over FX 3864 implies the need to redirect crop disease ma-
nagement measures to be followed on the new development areas of rubber cultivation, warning growers about potential
hazards of disease incidence.
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Introduccién

El mal suramericano de las hojas (SALB), enfermedad
endémica del caucho (Hevea brasiliensis), y principal li-
mitante del cultivo en América, es causado por el hon-
go ascomycete Microcyclus ulei (anamorfo Fusicladium
macrosporum). Su manejo en condiciones favorables
para el desarrollo de epidemias depende, entre otros,
de la disponibilidad de resistencia genética. El clon de
caucho FX 3864, aunque susceptible al patégeno en
varias regiones de Brasil (Furtado et al., 2008), ha con-
servado su condicion de resistencia durante anos en
diferentes ambientes en Colombia y es ampliamente
utilizado por sus caracteristicas productivas.

Durante el 2010, plantaciones con FX 3864 en fase pro-
ductiva ubicadas en la altillanura plana del Meta (Co-
lombia) presentaron SALB con indices de severidad de
0,46% en promedio (medidos como area foliar cubierta
por lesiones estromaticas en hojas adultas). También du-
rante el 2010, en parcelas trampa localizadas en un area
ubicada en el Centro de Investigaciones de Corpoica “La
Libertad”, en Villavicencio, Meta, plantada con clones de
diferente composicion genética en estado de emision
permanente de hojas nuevas mediante podas, se evalu
la incidencia de la enfermedad observandose que la se-
veridad podia alcanzar hasta 6% de area foliar afectada.
Foliolos en estado inmaduro o juvenil (estado C) (Hallé et
al., 1978 citado por Gasparotto et al., 1997) con alrede-
dor de 7 dias de edad comenzaron a desarrollar lesiones
transparentes, las cuales se tornaron necréticas con el
paso a estado maduro (estado D). Mas adelante, estas le-
siones se desarrollaron afectando la superficie de las ho-
jas y ocasionando lesiones del tipo “perdigdn”, aunque
en ninglin caso se evidencio la formacion de estromas.
La enfermedad en las parcelas fue observada desde el 29
de octubre de 2010, cuando la infeccion tenia 0,5% de
severidad en promedio, hasta el 21 de enero de 2011,
época en donde comenzé a descender, en concomi-
tancia con el avance de la estacion seca en esta zona
del pais. El nivel de severidad media maxima observada
fue de 5,78% y se presento entre el mes de diciembre
y comienzos de enero. La presencia de lesiones tipicas
de SALB en plantaciones y campos de observacion con
el clon FX 3864 en los Llanos Orientales de Colombia
recientemente, requieren la confirmaciéon plena de que
el material de origen corresponde efectivamente a este
clon, dado que por su condicién de resistencia es amplia-
mente recomendado para su siembra en zonas de riesgo
de ocurrencia de la enfermedad.

Materiales y métodos

Lesiones iniciales observadas desarrollandose sobre
hojas en estado juvenil en las parcelas trampa y con

baja esporulacion fueron trasladadas al laboratorio
para confirmar los signos de la enfermedad, estado
anamorfo de M. ulei (Fusicladium macrosporum). Con
ayuda de un estereoscopio y mediante la observacion
de improntas tomadas de la superficie de las lesiones
con cinta pegante transparente en el microscopio se
identifico la presencia del patégeno procediendo al
aislamiento de conidias desarrolladas en lesiones indi-
viduales y su transferencia a cajas de Petri con medio
de cultivo PDA al cual se le habia adicionado un anti-
bidtico (cloramfenicol). Los aislamientos obtenidos se
conservan en camaras de incubacion del laboratorio de
fitopatologia en La Libertad para analisis posteriores.

De foliolos sanos obtenidos de los mismos arboles de
FX3864 en donde se observaron las hojas con lesio-
nes y se aislaron las conidias del hongo, y de foliolos
de plantas de referencia del mismo clon obtenidos del
jardin clonal de la plantacién Michelin® en el estado
de Bahia (Brasil) se tomé 0,1 g de tejido y se maceré
en tubos de 1,5 ml utilizando perlas de cuarzo con el
equipo Mini-Beadbeater® (Biospec Products). El tejido
macerado se utilizo para realizar la extraccion de ADN
mediante el método propuesto por Varghese et al.
(1997). Una vez aislado, el ADN obtenido se cuantifico
por fluorometria (Qubit fluorormeter con el kit Quant-
IT® dsDNA HS assay de Invitrogen) y se llevé a una
concentracion de 5 ng/ul en una solucién de TE para
su posterior amplificacion por PCR a fin de determinar
la homologia entre el material vegetal.

La identificacion del origen de los tejidos enfermos y
sanos se realizé mediante la amplificacion por PCR del
ADN extraido, utilizando cuatro juegos de iniciadores
de microsatélites especificos para Hevea sp. (tabla 1) y
siguiendo los procedimientos (condiciones de reaccion,
tiempos de amplificacion y visualizacion de los ampli-
meros obtenidos) propuestos por Garcia et al. (2011).
La reaccion de PCR se llevé a cabo para un volumen fi-
nal de 12,5 ul que contenia 12,5 ng de ADN gendmico,
0,4 uM de cada uno de los iniciadores, 1,5 mM de Mg-
Cly, 200 mM de ANTP y 1 unidad de tag ADN polime-
rasa (BioLine), el volumen se completé con agua HPLC.
La mezcla maestra se llevé al termociclador MyCycler
de BioRad® y se utilizé el siguiente programa de ampli-
ficacion: temperatura inicial de denaturacién de 94 °C
por 3 min, seguido de 35 ciclos de 94 °C por 15 s, 57
°C por 1 miny 72 °C por 15 s, y una extension final de 7
min a 72 °C. Como patrén de referencia se utiliz6 ADN
extraido de foliolos del clon FX 3864 suministrado por
la plantacién de Caucho natural de Michelin® - Bahia,
Brasil. Los amplicones fueron separados por electrofore-
sis en condiciones denaturantes (Urea 7 M) en geles de
poliacrilamida al 7% (figura 2) y posteriormente visuali-
zados mediante tincién con nitrato de plata.
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Tabla 1. Microsatélites (ID en el GenBank) e iniciadores utilizados para la identificacién del origen del material vegetal

Microsatélites ID del GenBanK Iniciadores Secuencia

SSRH102 F 3-CCAAGCCAATCATCAGGAAT-5’
AY486867

SSRH102 R 3-AGCAGCCCATGATACAACTG-5’

SSRH103 F 3-TCCTCTCCTCGTCAACATCC-5’
AY486866

SSRH103 R 3-TGTCATTCGAACTCCGTCAA-5’

SSRH358 F 3’-TCCGCTCTAGCTTCITCCIG-5'
AY486754

SSRH358 R 3’-GCCGCATAAGAGTGAACGA-5’

SSRH403 F 3’-TGCCATCCTGCAGTTATCAG-5’
AY486707

SSRH403 R 3’-GCACATATG AGGAAGCCACA-5’

Resultados y discusién

A partir de las observaciones en el estereoscopio y al
microscopio fue posible identificar morfolégicamente
las lesiones caracteristicas y las conidias tipicas de F.

macrosporum (figuras 1A y 1B) en conformidad con
las descripciones consignadas en la literatura especiali-

zada (Gasparotto et al., 1997).

Figura 1. Lesiones tipicas de SALB en estados juveniles de desarrollo del caucho (A) y conidias tipicas de F. macrosporum (B).

Los cuatro microsatélites evaluados permitieron la am-
plificacion de fragmentos de ADN del mismo tamano
y representando el mismo ndmero de alelos tanto del
tejido proveniente de las plantas con lesiones de SALB,
como con el de la planta sana utilizada como patréon de
referencia para la identificacion del clon FX3864. Con
los iniciadores SSRH102 se obtuvo la amplificacion de
dos alelos, uno con tamano de 270 y otro de 278 pb;
con SSRH103 se obtuvo también la amplificacion de
dos alelos con tamafos de 262 y 246 pb; con SSRH358
igualmente dos alelos con tamanos aproximados de
236y 222 pb y, por dltimo, con SSRH 403 se obtuvie-
ron alelos con tamanos entre 250 y 226 pb (figura 3).

Conclusiones

El presente trabajo confirma la presencia de infeccio-
nes de M. ulei (anamorfo F. macrosporum), agente
causal del SALB en el clon FX 3864, cuya identidad
fue certificada por marcadores moleculares. La confir-
macion de la presencia de segmentos de la poblacion
del patégeno con capacidad de infectar este clon has-
ta hace poco resistente al SALB en diversos ambientes
de Colombia, implica la necesidad de reorientar los
programas de manejo de la enfermedad en las nuevas
areas de fomento del cultivo, advirtiendo a los agricul-
tores sobre la posibilidad de desarrollo de lesiones du-
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pb M SSRH102 SSRH103

SSRH358 SSRH403

Figura 2. Perfiles electroforéticos de ADN de tejido vegetal obtenidos de plantas del clon FX 3864 infectadas por M. ulei en los
Llanos Orientales de Colombia, y la planta de referencia del mismo clon amplificado mediante PCR con cuatro pares de iniciado-
res de microsatélites visualizados en geles de poliacrilamida al 7%. M: marcador de peso molecular 10 pb de invitrogen; 1: control
de reactivos; 2 y 3: plantas infectadas por M. ulei; 4: patrén de referencia del clon FX-3864 proveniente del jardin clonal de la

plantacién de Michelin® en Bahia, Brasil.

rante los estados de desarrollo juvenil de las plantas en
viveros y fases de establecimiento de las plantaciones
en las zonas de cultivo identificadas como “de esca-
pe”, y en cualquier estado de desarrollo en las zonas
“de no escape” a la enfermedad.
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