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RESUMEN

En el marco def PROYECTO FONTAGRO — PROCISUR sabre “Desamollo de una
gslralegia para la cbtencion de resistencia durable a Pyricwlana grisea en arroz en el
Cono Sur” s2 obluvieron impodanies svences cientificos en 1a carscterizacion da la
eslruclura genslica v patogenca de este hongo & nivel de 1a region armocera del Cono
Sur de Amérca, |0 cual es el paso ineludible para identificar los genes en el arroz que
detarminan incompatibilidad frente 3 las infecciones del patdpenc. Con esa
informacion disponible, los genes que confieren resistencia frenle a los linajes
pravalentes del patdégena podran ser introducides en las nuevos cultiveres
desaroflados. en |a regién, corfirendc una resistencia de mayor aspectra vy
consecuentemenie mas dursble. De esta forma ee impulse |a incorporacion & los
prograrmas de majoramiento gendiico de procedimientos biolecnologicos apropiados
para fa identificacidn de genes de resislencie ¥ su hcorporacldn en varedades
amplamenie cultivadas, contribuyando a una procduccian mas sostenible del cullivo.

A panlir de los resuitados oblenidos, tales como determinacion de ia estructura v i
diversidad genelica de |a poblacion regional de Pyricuiana grises, identificacian de las
reacciones palogénices de todos los sislamientos y familias del paldgeno sobre lineas
de amoz, establecmiento de la relacién entre |as variaciones patogénicas y
meoleculares en el petogeno, e Kentificacion de “Hot Spets' (lugares de amplia
variabilldad genélica v alla prasién de seleccion) para la seleccidn de genss de
reziztencia durable v evaluacidn del origen de nuevas formas patooénicas del honoo,
se pudo svenzar hacia |la implemsntacion de una estrategia regional para obtener
resistencia durabls utilizando 12 Informacion gengtica v motecular sobre la relacion
hudsped-patigens entra P. grisea y amaz.

En forma inmedialz eslos resullades posibilitan que ceda pais mejore &l conocimiento
de i@ composicidn individoal de aislamientos del patdgeno, lo cual permite la
dentificacidn temprana da los linajes (familias gendficas del hango) con mayor rasgo
mediante marcadores genéhicos moleculares asi como esfimar Jos  futuros
mavimienios geograficos de los componentes de cada subpoblacion. Asimismo se
ncorpord valicsa informacion a los programas de mejoramiento de [a regicn acerca de
quz genes de resislencia permitiran excluir todos los aislamienios de los linajes
daelectados, acompafada por un conjunto de marcadores maolecularas que gpoyaran ks
mntroduccion de esics genes medianta cruzamientos Yy seleccion asistida. Esta aporte
resulls especslmente destaceble, dado gque sl contarse con amplia informsecién
ganamica para el cullivo de arrcz es posible evaluar multiples marcadores ascciados
con la mayor parte de los genes y QTLs potencialmeanta funcionales, pero solaments a
revés del andlisis funcional de la relacion huésped-patogeno en los ambientas
productivos es positle enfocarse en un numero reducido de genes candidatos con-akto
impacto en la protecsidn del cultiva, tales como los que fusron identificados & través de
23le provecia,

En resumen, |a intervencidn da un equipo internacional multidisciplinerio integrado por
fiicpaldlogos,  bisteondlogos, genelistas v mejoradores representd un imporlants
aporte para aumantar el conocimiento cigntifico sobra uno de los principales enamigos
da [a productividad del cultvweo én la region, permitiendo onentar los esfuerzos
lecnoitgicos hacia la defensa de los cullives a lravéds de combinaciones mas eficientes
de genes de resistencia naluralmenle disponibles en & gemoplasma de arroz,
salisfaciendo fos reguermientos de calided eplicados por los filomejoradores y
lavoreciendo un sislema soslaniale desda al punio de visla ambignlal denlro del area
del Cona Sur.
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ANTECEDENTES

Ei Afublo o Quemado del Arroz | Blast en inglés) es considerado una de las
principales enfermedaces de este cereal an Amenca Lating v el mundo, @ causa de su
alta incidencis bajo condicionas favorables v las pérdidas en el rendimiento que
provoca, lss que pueden superar el 504%, cuando s presenta como epidemia.

Existen an la regidn Latinoemancana variedades de armoz altameants susceptibles a la
Pyricularia pero que por su alto rendimienlo y calidad de grano siguen siendo
ampliamente sembradas per los agricultores. En ataques severos de |a enfermedad,
las rendimienios son seversmente afectados, o los sgriculiores bienen que racurnr a
aplicaciones de fungicidas, incrementéndose los costos de produccion, contaminando
el suelo y &l agua, v afeclendo la salud humana. Se esfima que mas de 94 millones
dotares son gastados en los palses del Sur incluyenda Brasi para el control de la
enfarmedad, Este es el caso de la varedad de amoz El Paso 744 sembrada
amgliaments en Uruguay y Argenting por su slto rendimients y calidad da grana, pero
gue es susceplible a Pyrculana grisea.

La caracterizacidn de las poblaciones del patdgeno es el paso Ineludible para
identificar cual es la estuclura gendlica y patogénica = identificar los genes en &l
arroz, que olorgan incompatibilidad a los mismes. Con esa informacion disponible, los
sleios de resistencia pueden ser introducidos en los cullivares efite confinenda una
resistencia de mayor espectro v consecuentements obizniends una resistencia mas
durable. De esta forma |a identificacidn de genas de resistancia y su iNCOrpOracion en
dichas variedades susceptibles contribuye a ura preduccion mas sostenitia del culliva

OBJETIVOS

El ohjetivo general de este Proyeclo fue desarollar rasstencia durabla a la
enfarmedad mas imperlante en &l arrcz csusada por Pyricwlana grisoa, medianie la
intervencion de un equipo intemacicnzl multdisciplinario integrade per filopaidlogos,
bictecndloges, penefistas y mejoradores para contrbuir 8l aumento de fa
productividad, safisfaciends los requenmientos de calidad y favoraciendo un sistema
sostenible dasde al punto de vista ambiental dentro del drea del Cono Sur. Esle
reporte presenta los resultades finales oblanidos en el desarrolio del Froyeclo por los
diferentes investigadores parlicipanies en el Proyocto.

« Determinar la eslructura v la diversidad genélica de la poblacidén regional de
Pyricularia grisea: (a) composicion Individual @n cada pais (b) estimacion de los
futuros movimientos geograficos de los componentes de ¢ada subpobiacion
ldertificacién de linajes (familias genstlicas) medlante marcadores geneticos
moleculares (MGR yio Poi2 PCR)

» |denfificar ks reacciones palogénicas de todos los aislamienios v familias, sobra
los cultiveres comersigles, NILs con genes de resislencia conocida y posibles
dadares da resistencia.

= Establacer la relgcidn entre ias varaciones patogénicas y molecutarss en el
patageno,

» Desarollar la estralegla regional de "Hot Spols” (lugares de amplia varabitidad
ganélica y alia presion de seleccion| para la seleccion de genes ge resistenci
durable y evaluecion del origen de nuevas formas patogenicas del hongo.
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« |mplamentar una estrategia regional para obtenar resistencia durakle wtilizanda |a
informacion genslica ¥ melecular sabrg la relacion huésped - patdgeno antre
Pyrigulans grises y amoz,

= |dentificar los genes de resislencia en arroz que excluyan lodos los aislamientos de
Pyriculans integrantss de los linajes detectados

* Dasarrollar una astrategia de seleccion asisbda por marcadores moleculares
(bazados en el uso de FCR) ulilizando los genes de resistencia conacidos en [os
programas de mejoramisnio de cada pais.

SINTESIS DE PRODUCTOS Y RESULTADOS OBTENIDOS EN
EL PROYECTO

=e realito la caractenzacion molscular MGR

Se definio la variabihdag existents en el patogeno

e identificaron log linajes presenies en cada pals

=2 definio [a frecuencia v distriibucion geogréfica d= los lingies

Saidentificaran linajes no patogénicos sobra otras gramineas

S& caracterizaron par patogenicidad aislamientos representativos de los linaes

Sz identificeron las posibles fuenles de incompatibilidaed (genes de resistencia)

52 introdujeron ias fuentes de resistencia elegidas en material glile comon 2 lados los
paises.

S Identificaron los marcadores molecularss ligados a s fuentes de resistancia
alegidas pars su usa en & proceso de saleccion

e desarrollaran lineas NIL {(near isopgenic lines) con los difsrentes genes de
resistencia (CIAT)

Se utilizaron marcadores AFLP para establecer modelos de prediccién de la poblacidn
del patdgens en ROU

Se capacitaron profesionales en las distintas dreas

Sa praseniaron rabajos en congresos

Sa raalizaran publicacionas de difuzion tdcnica

Durante el desarmollo del provecle se realizaron aclividades segin o programads
ganeranda los preductos y resullzdos menconados antancmenie gue contribuysn a
cumplir con €l objetivo principal de obtener una resistancia durabla a Pyrcularia grises
En 13 regidn.

RECURSOS HUMANOS

F. CORREA, M, LEVY, M. M. LEVY, 5. AVILA, P. BLANCO, F. CAPDEVIELLE, L
BONELL, V. CASTROAGUDIN, 5. GUTIERREZ, WV PEDRAZA M. | PLATA V.
NOMMNECARRERE, G. BELDARRAIN, L. CASALES, F. ESCOBAR, C. A DEZAR,
LIVORE, A B.
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INFORME DETALLADO DE TAREAS, MATERIALES Y
METODOS

El drea do rocoleccion de! material de analisis comprende cultivos comerciales del NE
de Argentina | las provinciss de Entre Rios, Cornentas, Chaco y Farmosa), Republica
Oriantal del Uruguay, gentiimente provistos por Stella Avile (INIA-ROL). vy Sur de
Brasil. En estas zonas el cultive de arrox s5e realiza bejo riego. Asimismo, 5 recelecis
meterial con kesiones caracteristicas de afiuble de nurseries para seleccion de lineas
expenmentales, Se analizaron un tolal de 230 alslamientos menoconidios.,

Los alslamisntos monospdricos fueren oblenidos a partir da lesiones en cuello, haja y
panoia, v consarvado hasta su procesamients segun CIAT,

Extraccion cda DMNA, hibridacdn v MGR-RFLP. El DNA gendmica fua exiraido de
micalio cracido en medio liquido, proveniante de gislamientes monosporices siguiendo
gl método de CTAB, segin protocolos sugendos por & CIAT con sigunas
modificaciones haechas en cada laboratono, para elminar el exceso da prolainas v
maximizar los rendimientos, La calidad ¥ cantidad del ADMN z2 delerminaron mediante
electroforesis v fluorometria, previo & la digestion total con EcoRl La digestion,
slectroforesis y shouthem blot se realizaron segln procedimiantos de CIAT, en los
pasos de marcaje de fa sonda, hibridacon y deteccion respelaron las indicaciones del
kit ECL (Amersham), Los lempos de exposicitn de 1as placas radiograficas fueron de
30, 60 ¥ 890 min. Las migmas fueron reveladas en un revelador clinico.

La scnda ublizeda en k2 hibridecion, MGR 586 (Magnaports Grisea Repeals, subchone
586) -Levy et al (4), clonada an el piasmido pUC18, se amplificd par PCR con los
iniciadoras universales M13 en condiciones estandsres de reaccion. Se determind al
coeficients de similiiud entre linajes seglin el Indice de Mel v Li {5) (SAS). La relacian
fenetice se eslablecio utlizando muestro por remplazamienta y el algoritmo UPGMA
(programas SAS y NTSYS)

Clasificacion de Linajes

Loz aislamientos miembros de un inaje definido por & méiodo MGE-DMNA se agrupan
por una similaridad igual o mayer sl 90%. Los aislamisntes pertenaciantes a diferantes
inpjes se ideniifican por una disimilitud igual o mayor al 20 . En ei laboratorio de
Morris Levy, Purdue University se he utilizado adicionalmente un marcador RFLP gue
se ubiga ton a2 sonda para el locus Avr-Pwi2, presenie en lodos los aislamienlos gque
atacan arrgZ . Esle locus caracleriza solamente a8 patolipos de amoz y los distingue
con polimorfismos da RFLF diferenciales

AFLP

Considerando que &l genoma haploide de M. grisea tiene un tamano aproximado de
38 Mbp, se ulikzaron oligonuclectdos no selectivaos (EcoRIF0 y Msel+l) para
amplificar secuencias a partir del ADN cortado con las enzimas EcoRl y Msel, sequido
por una etapa de amplificacion seleciva con oligonucithidos marcados (EcoRl+2 v
Msel +2, en diferentes combinaciones). o gue permitd identificar mas de 160
fragmentos pokmarficos en & genoma de los aislamientos analizados. En base & Ia
informacion molecutar obtenida s ajustd un procedimiento de analisis discriminania
bazado en maiodos no paramétricos (“K-Nermest Meighbor”) como hermamienta pars
construir modelos predictivas de pertenencia a grupos de referencia (linajes. ate.).
utiizande algoritmes da valdacidn cruzada (‘leave-ono-out crossvalidation” proc
discrim, SAS Institute) para evaluer la efectividad de la clasificacion @ perlir de
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diferantes muestras de observaciones para las cusies la asignacitn de linajoes es
conockda

Intraduccidn de genes de resistencia

En CIAT

Para sl desarmollo ce refrocruzamientos y poblaciones segreganies. cada uno de [os
cultivares de srroz El Paso 144, Epegrl 108, Epagr 109, Fedearroz 50 y Oryzica
Lianos 5 fueron cruzacos con la finea CT 13432-107 poradora de los res genes da
resistancia (Pi-1, Pi-2 y Pi-33) para el desarrollc de la poblacidn F,; cada F; fue
cruzada con el cultiver comercial para producir el primer retrocruzamiento y desarmollar
la poblacion RC,F, 1 cual fue evaluada por su resislencia al patogeno v corrobaracion
de la presercia de los genes mediantz el uso-de marcadores moleculares. Aquelias
plantas resistentes con la presencia de los genes de resistencia y con caracterisficas
fenotipicas similares al progenilor recurrente o cullvar comercial, fusran cruzadas
nuevamanta con & mismo progenitor recurrenta para desarrollar log subsiguientes
retrocruces. De esta maners se repilic el procedimiento hasia el lercar
retrocruzamiants. En cada retrocruzamisnts, se ssleccionsron plantas que dieron
origen a ganaracionas mas avanzadas denitro de cada refrocruzamisnfo para &u
evaluacion y seleccion

EnINTA

El cultiver El Pass 144 fue cruzado con el cullivar Yashiro Machi y con K1 portadores
del alglo de resistencia del gen Pida para generar individwos F1; la F1 fue cruzada con
gl cultivar recurrénte El Paso 144 para generar la poblacidn segregante scbre la cual
se seleccionaron por resisiencia al lingje A ndividuos para volver 8 retrocruzar. Asi =g
avanzd hasla retrocruza 3

Ensayos de patonenicidad

Palogenicidad de lingjes:

Sa inocularon & cullivares del coniunio de Diferenciafes Internacionales, 20 culivares
de USA y los cultiveres susceptibles ©032 y M-201 con alta presion de indculo v bajo
condiciones allamente favorables de humedad vy temperstura para la infeccion por
Pyrcdlaria grisea,

Compatibiidad de Linaje — gen de resislencia

Sa inpcularon 38 lineas v cultivares con gan da resistencia o cembinaciones de genes
de resisiencia conccida. Se ulilizo alta presidn de indcula bajo condiconas allamenia
favorables de humedad y temperatura para la infeccion por Pyriculana grisea

Lecturas de lesiones:

=, totalments susceplible con lesion tipo 4 (IRRD) v 30 %% de area de hoja afectada
respecio al control,

IS: moderadamenta suscepiitla con leswon tipe 3 (IKRH +- leslonas po 4 v drea ce
hoia afectada menor al 30 % del controd,

IR: mederadamente resistente con lesion tipo 2(IRR1) glgun:s lesion tipa 3 v drea de
hoja aleclada menor al 30 % del control,

R: iotalmente resistanta, con lesion tipo 1 0 0 {IRRI)

Inoculadonas en mvemadern;
Para las inoculacionas y evaluaciones @n invemadero de las pablacionas ssgregantes
v plantas re=zisientes seleccionadas, diez plantas de 21 dias de edad an res
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replicacienes fueron asperjedas con una suspension de esporas de cada aislamiento
de Pyricularia gisea en una concentrecion de 5x10° esporas por mililiira e incubadas
por 15 diaz en jauias plasticas bajo una humedad mayor al 80% y lemperatuis
promedio de 27C. Para carroborar 38 presencia de los genes de resistencia Pi-1, Pi-2 y
Fi-33 en moculaciones controladas, se utiizaron aistamientos individuales que
conlienen los correspondientes genes de avirulencia, Cada planta fue evaluada de
acuerdo al porcentaje de aree folisr afectada, deferminandosa como resisiontes
aguellas gue no pressntan lipe da lesiones susceptbles, o lesiones menores de Tmm
de cidmetra ¥ baja o nula esporulacion.

RESULTADOS

* Se estgblecid un eguipo de tabajo internacional & nterdisciplinaro que

dezamoilo las actividedes propuestas en el proyecto, complamentanco
capacidrdes y optimizando el uso de los recursos.
Los grupos da irabajo recibieron los apordes cormespondientes de las
inetitucicnas respectivas v se logro la parlicipacidn de las entidades
represenlativas de las cadenas agrealimentaras de aroz en cada pais. Se
desteca el apoyo financiere y de recursos humanos de la Ascec. ce
Plantadores de Amoz del Uruguay ¥ la Fundacidn PROARROZ ce
Argenting, Las insliluciones oficiales: participantes fueron INIA, Uruguay,
NTA. Argenting, Purdue University y CIAT.

F CORREA, M. LEVY M. M. LEVY. S. AVILA, P. BLANCO, F. CAPDEVIELLE, L.
BONELL, V. CASTROAGUDIN, S. GUTIERREZ, V. PEDRAZA, M. |. PLATA, V.
NONMECARRERE, G. BELDARRAIN, L. CASALES F. ESCOBAR, C. A DEZAR,
LWORE, A. B

= praducios, tecnologlas, publicaciones

Caractorizacion, linajes, distribucion geografica. frecuencia, y patogenicidad.
Se idenlificaron los sigulentes lingjes en toda s region del Cono Sur.

Se han denificada 15 lnajes distintos patogénicos sobre el armoz [ denominsdos
segin M. Levy A, B, C. D/U3, E. F H, |, J, KL M N USAIG1A y USAIGIB), y6
linajes no pategenicos al arroz alslados sobre diferentes gramineas (Grass # 1-6). Los
linajas mas frecuentas son los A y F, los lingjes B y C moderadamenle recueniss v e
resto de los Iinajes s= presentz en formas alsladas. Su distribucion no es uniforme en
tode &l drea del Cona Sur sino que s ubican en el siguienta grden; Arganting posas A,
B . D/U3, E F (1 aislamiento), e [} Uruguay posee A, C. D/U3, y US-IG-1A (1
alslamiento), v Brasil posee A B, F H, J, K. L, M, N y USA-IG-1B aslamientos.

Listado de linajes por MGR

Linaje A: ¢5 el mas frecuente en |2 region, presenta an todos los palzes y alslado
prefereniemente sobre arroces da lipo indica como e cultivar da mayor difusion El
Paso 144, Los hapiotipos gque conforman eate lingje, detarminados por MGR-RFLP,
tenan 80 % o mas de simiitod. Le caracterizacién utiizando la sonda ave-Pwiz2
identifice un solo patrdn de dos bandas ( 4.8 y 18 Kb doble).

i
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De acuerdo & la comparacion realizede por Morris Levy de Purdue University este
linaje prasenia una alta similitud con los linajes BRL-1 vy SRL-2 caractenrados en
Colombia y al igual gue elios muestra incompatibilidad con los cullhvares que poseen al
alelo de resistencia del gen Fi-la. Es importante senalar que linajes similares s& han
encontradc en Mexico, Ecuador, Guatemala y Bl Salvedor. Sin embargo no se ha
deleclado en USA probablemeante, por gue no se siembran cultivares susceplibles sino
que se iambran culfivares con el alela del gen da resistenca Pi-la

Linaje B este linajs fue detectada 2n Argenting y Brasil con haplolipos 30 % o mas
de sirmilited detarminada por MGR-EFLP v con polimorfisma utilizando |2 sonda avr-
PwlZ. Es frecueniemente sislado sobre germoplasma japonica tropical o javanica
similar al difundido en USA v otros introducidos de ese pais, Se podria inferir gue la
fuenta da arigen de este linaje han sido log malarales procedentes de USA M. Lewy
reporda un linaje similar en USA aislado por Marchetti durante el pericdo 1290-94 an
Toxas.

Linaje C; 3e ha deteclado exclusivaments en Uruguay especialmente scbre el cultivar
da germoplasma japdnice lrogical INIA Tacuar, Sus haplolipos son 0% o mas de
similarag y 88 uniforma con una bandas de 6.3 Kb an la caractenzacion con 2 sonda
avr-Fwi2, De acuerda a las comparaciones realizadas en la coleccion mundia! de M.
Lawvy, esle inaje no s& documeanta en olro lugar,

Linaje D! &s similar al Linaje B pero estedisticamente distinto. Se lo ha detectado en
Arganting y Uruguay sobre germoplasma apdnica tropical con indice de similitud en
sl haplotipos mayor del 99% v monomarficos con una sola handas de B Kb en Ia
caracterizacion con la sonda avr-PwlZ. Mo =& o detecta en Brasil.

Linaje D: sub-linaje U3 dentro dal lnaje D ss encuentren dos sislamientos de
Uruguay gue a pesar de-tener un indice de similitud mayor del 955% an los haplotipos
detarminados por MGRE-RFLP presentan un haplotipo caracterizado por ave-Pwi2
sensiblemente diferente al tipico haplotipo encontrado para el resto de los aisiamisnios
an el lingje D

Ez importante safalar que s linajes B, C, v D es1an eslrachameania emparen|acos v
coincidentameants sus aislamientos se realizaron sobre germoplasma japonica rapical

Linaje E e similar al Linaje F auncue se distingue estadisticamsante en la
caracterizacidn por MGR-RFLP. Ha sido delectado sclamente en Argenting y sobre
germoplasma indice y |@ponica fropical. Se lo identifica con dos bandas claramenta
diferentes de 5.6 v 18 Kb usando la sonda avr-Pwl?

Linaje F: es al segundo en frecuencia en gl Cona Sur v en al sur de Brasil Un 2ol
aislamiento ha sido identificado en la zona note de Argenting donde so cultiva
germoplasma provenisnle de Sanla Calslina. Bresil. Ceoincidentementz la mayor
variabilidad da este lingje delerminada con [a sonda av-Pwl2, se ha encontrado en =l
Hot Spot de |a lpcalidad de Torres cercana a Santa Cataling. Este lingjs tambign ss
egncuentra en USA ienlificado como linaje |B-45.

Los aslamientos de este linaje s2 han recolectado sobre germoplasma indica y
|apanica opical

Linaje H =i blan esta reporado an aste informe, astos alslamientos provienen de la
region narte del Brasil | del estado de Matogrosso y son claramente dferentes a los
aislamientos identificados en el Sur de Brasd. Se caracterizan por haplofipos de tres
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bandas (3.05, 5.8, vy 6.3 kb) usando la sonda avr-Pwld solamente un aslamiento
aroduce una sola banda de 5.8 Kb, diferenciandose del reslo

Linaje I: estos alslameenios han sido recolectados sobre el cultivar japonica Fortuna en
Argenting. Tienen un unico haplotipo de dos bandas de 5.5 y 8 K bulllizando |a sonda
avr-Pwiz

Linajes J, K. L, M ¥ N : s& han detectado en un aislamienic cada une procedente de
Brasll cuyos haplotipos MGR-RFLP son claraments distinlos, Sin embarge ulilizands la
sonda avr-PwlZ, los linajes J y N possen las bandas 6.3 ¥ 18 Kb, los linajes L y M una
zofa banda de15 Kb y 2l linaje K una sola banda de 14 Kb,

Linaja USA IG-1A: aeste linaje reportado por (Levy et al, 1991, The Plani Call 2:95-
102}, fue datectada en Uruguay en un aislamiento del Dr. M.A Marchetti 1908 (URU
302). Su caraclerizecion por MGR-RFLP ¢ su  haplotpa avr-Pwi2 son
neguivocamente similares a los causanies de la epidemia de 1986 en California USA,
Sin embarge esto haplotipos no han sido detectados en la region sur arrocers de USA
| Texas, Arkansas, Louisiana), Se sugiere 13 hipdlesis de gue el origen de |a epidemia
en Calfornia podria ser una Intreduccldn de germoplasma del Cono Sur. Sus
aislamienios han sido preferaniemente aislados sobre garmoplasma japonica,

Linaje USA 1G-IB ; &5 un aislamiento procedente de una coleccion de Brasil gque
coincide con el perfil de los hapiotipos MGR-RFLP v avr-Pwi2 dal Inaje de LISA

Linajes no patogénicos en arroz

Grass # 1: fue aislado sobre el cultivar Drew sin embargo su perlil MGR-EFLP es de
un reducide nimaero de bandas y nuk para la sonda awvr-Pwi2, como los aislamienios
sobre otros hospedanias y ne ha infeelado a ninguno de los 30 cultiveres, incluyende
Drew en los ensayos de palogenicidad. Se puede suponer que este ganotipo ha
infeclade plantas dafadas o fisologicamenta campromeéhbdas como patdgeno
oporiunisia.

Grass # Z; zislamiento recoleclado sobve Ecfinochios sp | 21 bandas MGR-RFLP y un
haplotipo avr-Pwi2 de un banda de 2.8 kb

Grass # 3. aislamiento sohre pasio Elefante y Penmsetun purpunewn tiene 3 bandas
MGR-RFLP vy ninguna banda avr-Pwi2

Grass # 4: aislamienio sobre Digilsrla sanguwinalis, tene B bandas MGR-RFLP ¥ un
haglofipo avwr-PwlZ de dos bandas de 7.3y 18 kb

Grass # 5 aislamianto ecbre Bromus sp. ; tiene & bandas MGR-RFLP y ninguna
banda avr-Fwld

Grass # 6: aislamiento scbre Selfarls sphacellats; tiene Tbands MGR-RFLP y minguna
banca avr-PwiZ

Diversidad gendmica detactada mediante marcadores AFLP y su asociacion con
MGR

Los marcadores AFLP representan un sistema de muesireo de ia diversidad genomica
de M grisea gue podra utilizarse para Inferr patrones con valor predictivo respacto a
diferenies subconjuntos dsntre de la estructura poblacional del patogeno en una
determinada regidn. Scbra la base de la informacion molscular oblenida en las
muestras de Urugoay, se ajusto un procedimenta de analisis discriminanta basado an
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metados no paramétrizos (“K-MNasrest Meighbour”) como henmamienls pars construir
maxlelos predictives de: perdenencia 8 grupos de referencia (lirajes, stc)), ulilzando
dlgontmos de validecion cruzade (“l2ave-one-out crossvalidation™ proc discrim, S5AS
Institwa) y asi evaluar la efeclividad de ia clasficacion a parlir de diferanles musstras
da abservacionas para las cuales 1a asignacion de inajes es conocida.

Utilizando ung matnz de datos definida para presencia / susencia de marcadores
AFLF se agruparon los aislamientos en 6 grupos (procedimiento K-means-Siatisbica,
variablas = 168 loci AFLP), donde las distancias relativas entre aislamientos raspecio
al "cenfro” de cada grupo son minimiEzadas en comparacion con las distancias relativas
entre grupos. Los grupos [dentifcados en esle estudio presenfan las siguientes
caraclerislicas en cuanto a8 sus componenies:

Grupo 1, incluye aislamientos colactades sobre hojas de ditérentes lineas en 1999
(L2882, L3128 CT13063-CA).

Grupe 2 incluye aislamiznios colectades sobre bojas en Bluebelle (1895) y diferentes
lineas en 1989 (L3006, L3019,L3070), asl como akklamienlos colaclado: sobie cuello
de panoja y hojas en INLA Tacuari (1993, 1998, y 1994).

Grupe 3, ncluyve aislamientos colectados sobra hojas en Blueballe (1995) y sobre
tallos en INIA Tacuan (2001), ¥y mayortansmente aislamientos colectados sobre
leslones del cuslle de la pancjs =n EP144 (2002) e INIA Tacuar (1 aislamiento en
2002 y 4 alslamientos en 2003)

Grupo 4, ncluye sislamientos colactados sobre lesionas del cuslln de 1a pannoja an
Blusbels (18905] e INIA Tacuari {2002),

Grupe 5, incluye tres aislamientos colectados en 1509 sobre lesiones en hojas de
diferentes |ineas (L 2988, L3014, L3154), v 1 sislamiento colactado sobre lesiones del
cuslio de la panoja an EF144 {2002).

Grupo 8, ncluye aislamienios coleclados sobre lesiones del cusllo de 1a panoja en
Bluaballe (1935), EP144 (1995 v 2001), INIA Zapata (2007), INIA Tacuari (2002 y
2003), & INIA Olimar (2003).

Se axplara el uso de algoritmos bicinformaticos gue permitan analizar la informacian
de marcadores AFLFP e inferr patrones aplicables a la ciasificacion de aislamiantos en
sus cormespondientes linajes. A efectos de establecer el velor informative de los
marcadores AFLP respaclo & la asignacidn de alslamientos a grupns previamenie
idartificados con metodolpgias de refarencia, se esiablecid un modelo de clasificacidn
{proc discrim - algoritmo k-MMN, SAS Institute) qus permite clasificar los aislamizntos en
cada uno de los lingjes predefinidos, lomandoa como refersncia un conjunto de
ailamientos para los que se dispone de informacidn sobre pediles da AFLPs ¥ sus
comespondienisa linajes establecidos medignis MGR.

La precisidn dail algeriime de clasificacion utilizado (k-NMN. K-MNearest Naighbour) fué
evaluada medianle una validaciéon cruzada (otal del set de datos (7 aislamientos), con
respecto a la probabilidad de error en la ubicacion de cada uno de los n aislamienlos
an linajes predefinidos ("missclazsification”) ulilizando un set de n-1 aislamentos para
predecir |8 ubicacidn de cada uno de los restantes alslamientos [("leave-cne-put
crossvalidation”). Los aislamientos utilizedos como referencia (perenecientes a lo=
inajes A, G, D v Li3) fusron correctamente clasificadss en la totalidad de los casos, por
lo que =i piantea en farma hipotética la asignacidn da los restantes aislamientos a os
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linajes A 15 sislamientos sobre lineas experimentales y cullivares), G112 aislamientos
sobre lineas experimentales y cullivares, con predominio de INIA Tacuar), D (2
giglamientos sobre INIA Zapata e INIA Tacuari), y U3 {1 aislamiento sobre Bluebelig),

La clasificacion basads an 11 marcadores AFLP permitiiia asignar correctamente
todos los aislamientos &n sus raspechivos linajes, dado que se dispone de un numero
suficiante de alslamientos con informacion de linajes (MGR._obs) que seran utikzables
como referencia para &justar un modelo k-NN aplicable a8 cada coleccion de
aislamienios analizada medianle |3 Scnica AFLP

Evolucién del patosistema_en Uruguay

En las dos difimas zafras IMIA Tacuari ha pasade a ser el cullivar mas afeclade por
aste paldgeno, lo cual pone de manifieste una importante diferencia respecto de zafras
antenores en las cuales sl cultivar mas afectado era El Paso 144 Eslas abservacionses
pueden interpretarse en funcion de los cambios ocurridos en el comportamiento de |a
pablacion del hongo causanie del “bruzzone” (M. grisea) durgnte & periodo de
muesiras consideradg, De acuerdo a los resullados cbtenides an este estudia, INIA
Tacuar seria suscepiible a aislamienios de los grupos 2, 3, 4 y 6, mienlras EF 144
seria susceptible 5 sislamigntos de los grupos 3, 5y 6. Los aislamientos comprendidos
en los grupas 3 y 6 son relativamente escasos antes de 2001, aumentando
rapidaments su proporcion en los Olimos afcs. Los origenes de estos grupos se
podrian identficar en aislamientos que se encontraban preseniss desde 19985 (grupo
6 y desde 1988 (grupa 3), ¥ que rapresantaron una paquana proporcion (5%-10%) del
total de aislamientos realizados antes del afo 2001

A partir da 2001 les aiglamienioz que afectaron a INIA Tacuari corresponderian
mayoritariamente al grupo 3, le cual coincide con una expansion del area afectada por
s enfermedad que se presenlaria casl endémica en algunas regicnes y extendiendo
su prasencia mas al sur de |la zona Esla del pais, donde antenorments era
practicamente Insxistente. Durante 2003 fa mayoria de los aislamientos da M. grsea
fueron colectados sobre INIA Tacuari, distribuidos entre e grupo 3 (60 %) v &l grupo 6
{40%) Como hipdlesis a considerar para las orlentaciones fuluras del programa de
mejoramienio genstico podemos suponer que Ios aisiemienios relacionados con s
grupa 6 representarian un mayor riesgo dasde el punto de vista de la propagacion del
patogens a diferentes areas de cultivo, debido a que aparentemante tienen el patancial
de afectar a la mayoria de los cultivares (Blusbelle, EP144, INIA Tacuari, INIA Zapata,
INIA Climar)

El grupo & detemrminade por AFLP coincide con los aislamientos A y C clasificados por
MGR-RFLP para los muesireos provenientes de Unuguay.

Distribucidn Geografica

Sur de Brasil los sislamisntos provenientes dal muestreo realizedo por Joao Maciel
an al astado da Rio Granda da Sul ¥y muestras provistas por Dister Kempf muestran
una subpoblacidn del hongo cen la mayor varabilidad de la regidn. Sus linajes
presentes son: A, B, F, J, K, L, M, N ¥ USA 1G-1B. Sin embargo puede identificarae a
los linajes & y F comao los predominanies.

Argentina: es |z subregion con mayoras aslamienios recoleciados ¥ una varabilidad
menor 8 |a del Sur del Brasd, Los linapes presentes identificados sobre culbves
comerciales y viveros de lineas experimentales son: A, B, D, E, F, 2 | De los
mencionados se destacan por su frecuencia los lingjes A vy B asociados normalmente

1l
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a haspedantes con gemopiasma indlca ¥ japonica respectivamenta. Solo el lingja | es
Unico para esta subragion.

Uruguay: es la subregidn con la menor variabilidad y con la presencia de los
siguientes linajes: A, C, D, y USA IG-1A. Este Ultimo con un dnico aislamiento
excluzivo en esta subregion,

La idenfificacian de la varabilidad en patogenicidad presente caractenzada por los
Cultivares Diferenciales Internacicnales es una de las formas da comparacion entre
diferantes latitudes. Segdn la caracterizacion realizada en =l laboratorio de M. Levy las
razas IA o IC gon lag prominentes en la regidn de astudio (Takls 1 Anaxo 1), A pasar
de gue =2sta clasificacion no as un astimador confiable de la vulnerabilidad de los
culivares nos parmita identificar un patrdn de incompatibildad impertanie &l comparar
el comportamlents de los aislamientes sobre el material de USA, Los cultivares que
mugesiran incompatibilidad con la mayoria de los aislamientos son Katy, Baybonnet y
en menor medidad Drew y Madison. Los custro culiiveres se distinguen por ser
poradores del alelo de resistencia del gen Pila, vy por 1o lanta penmitan sugernr esia
fuente de resistencia como la Indicada para lograr incompatibilldad con estos
gislamiantos en el cultivar El Paso 144,

La svaluzscion de compatibilidad ds los aislamentos representativos de los lingjes mas
imporiantes y las diferenlas fuantes de resistencia y sus combinacionas permits una
major campransién de lz2 estructura genetica necesaria para reducir la vulnerabiidad
da los cultivares de alto rendimiento (Tabla 2 Anaxo 1)

Esta svaluacidn reltera la validez del slelo de resistencia del gen Pifa, cen una
excepcldn en ef linaje F. Este linsje (F) ha pressntado algunos sislamientos
provenienies de Brasil que son capacas de infectar fa fuente da rasistoncia Fr.da, Otra
fuante de resistencia comoa la combinacidn de alelos B 1, Pi 2 y Pi 33 del CIAT, ha
sldo Incluida para ampliar el especlro de incompatibilidad y generar materiales élils,
como El Paso 144, con resislencia durable.

Log andlize de patogenicidad reslizados en Uruguay (Tabla 4 Anaxo 1) y Argentina
presentan menor eficacla de las infecciones reporiando falla de sintomas que na
nacesarameante indican incempatibilidad. Sin embargo, las leclurss gus indican
compatibilidad son coincidentes con las repodtadas por M. Levy en su laboratorio. La
fuente del alelo de resistencia del gen Pi-ta (Yashirc mochi) registra reacciones de
incompatibilidad con los aislamientos del linsje A v F de Argentina.

Salo 2 combinacian de los ganes A T, B 2 ¥ Ff 33 otargan una resistencia completa a
tedos kos linajes presentes en la regian,

Genes de resistencia

Schre |a base de los resullados de la caraclerizacidn de las poblaciones y
considerando gue al lnaje de mayor frecuencie es el linaje A se explord el
germoplasma disponible gue preseniase algon gen de incompalibilidad con este linaje.
Se determind gque el aleio de resislencia del gen Phia presenle en log cullivares
Yashiro mochi y K1 demostraba incompatibiidad con el linaje A

Los Unajes B,C, v D nunca estan presentes en al cullivar El Pasn 144 a pesar de
encontrarse en ubicaciones simpatricas a olros cullivares gue presentaban la infeccisn
de los lingies mencionados. Es posible suponer que el cultivar El Paso 144 posea

1l
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genes de resistencia & esos lingjes gue slacan germoplesma japonica tropical & los
cuabes resmplazd, como resistents, en 2u lanzemiento en 1985,

La inroduccion del slelo dsl gen de resistencia Fi-fa en ! culivar El Paso 144
aumentaria sionifcativaments su expectro de incompatibiidad v consecuaniementa 2
durabilidad da su resisience,

El dnico aislamiento recolectadc en Argentina del linale: F lambién presenta
ncompsatibilidad con |z fuente de resistencia Pi-fa, Sin embargo en las Gilimos
alslamientos analizados provenientes del Hol Spot de Brazil sa han detectade
aislamientos dal linaje F qgue vencen la resislencia del gen FPi-fa. Esla nueva realidad
obliga a ampliar el numera de genes que den comberlura de incompalibitidad a la
latehdad de los linajes presenies.

Estuding reslizados en CIAT han demnostradn que [a combinacién de los genes de
resistencia PLT (cromosgsema 11), P-2 (cromosoma 8), v al gen PI-33 {cromosoma 8)
confizren resistencia @ muchas poblaciones de Pyricularia en América Latina. Dichos
genes estan siendo incorporados mediante un programa de relrocruzamientos asistido
por marcadores moleculares en diferentes variedades de |a regidn. Vanas poblaciones
de I'I'I'El]I]!'EI‘I'"EHtEI I:H{:--FL H'I:'TFJ_ H':1F3 R F:_ HC‘JF- H.'::.'F-;. H{:ﬂFll H':_I.F; ¥ ﬂc-:-FH}
derivadas da los retrocruzamianios entra vanas vanedades de arroz de América Lalina
{El Paso 144, Epagri 108, Epagn 109, Fedeamoz 30, Qryzica 1) v una lines de armz
usada como fuente de los tres genes (CT 13432-107) han sdo desamolizdas pere [
identiflcacion ce lineas haterazigotas gue conlandan los tres ganas. Inoculacionas an
imvemadeare con aislamientos del hongo gue contienen genes de  avirulencia
corespondienies 3 los tres genes de resistencia fueron realizadas para 13 seleccion de
planlas resistenlas ullizadas en log retrocruzamientos.  Adicionalmente, las
poblacionas fueron evaluadazs en campo (estacion experimental de Sante Rosa en
Colombia] baio slia presion de ls enfermedad pam A selecoion tamben de plantas
resistentes A Pyricularia y fenolipieamenta similares a los padres recurrentes y
desarrelle de olre rotrocruzamientos ofra wvez con los corespondientes padres
recurrentes. La presencia de los tres genes de resistencia en las  plantas
seleccionadas gue serian usedas en los relrocruzamientos fue corroborada madiants
&l Uz de marcadores molecularesz. Con el objefive de disminuir el ndmero de piantas
resistentes, sofo aqueltas planias resistentes cuyn fenolipo fuera similar al padrs
recurants fueron analizadas con las marcadoras microsalélites asoclados a 1os genes
Fi-1, Pi-2, y Fi-34.

Identificacion de marcadores de genes de resistencia

Marcador para el alelo de resistencia del gen Fi-la

El alelo de resistencia del gen ha demosirado incompatibilidad con el linaje A
caracterizado an este estudio LIn marcador molecular da este sleio besado en un
gigtema rapdo y de bajo costo como &l da PCR permitiria avanzar rapidamanta an &
proceso da saleccidn por rasistencia en cualquier programa de intregresion dal alale.
En el afe 2002 Jia Y. et al Informan sobre 2l desarrolle de un par de "primers’
especificos & ntemas de! gen que permiten disbnguir el alelo dominante del gen del
aleio recesivoy,

Los pomer denominados YL155YLET amplifican el segmento dentro del gen que
ideniifica al alslo dominznta v que difiera dal alelo recasive en un solo nuciadtida. Se
nan ulilizado estos "primars o iniciadores” para idantificar |as lineas gue portan el alelo
de resistencia de gen Fi-ta dentiro de las poblaciones de retrocruza reslizadas con &
cultivar recurrente El Paso 144,
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Marcadares para Pil, Fid, Pid3

Con el oblelivo de Pyramidar estos tres genes de resistencla en una variedad
comercial como El Paso 144, Tue necesaro idenlificar marcadores moleculares
Bspciados a ellos. Dentro del presenia proyecto, s8 probaron an el 2003 un total de 56
marcadores micmsatélites seleccionados de bazes de dales publicas, besados en su
provimidad a los tres genes de interes. Se encontrd un lolal de 7 marcadors
ascciados al gen Pi-1, tres asociados al gen P33 mas obro an el 2004, y dos al gan
PFi-2, incluyendo &l SCAR B-10 desarrollado en la unidad de Biotecnologia del CIAT.
Estos marcadores se probaron en un total de 120 lineas isogenicas gque cantienan
cada gen da resistencia o combinaciones de ellos, para corroborar la asodacion del
marcador con el gen v determinar la distancia relativa enfre el marcador y el gen

Loz marcadofes microsatélites mas dtiles para corroborar a incorporacion de los ros
genes dea resistencia en el proceso de retrocruzamiento fueron KM 12337, RM 5826, v
RM 224 para el gen de resistencia Pr-1, y el RM 527 y SCAR B-10 para el gen A)-2,
Los marcadores moleculares identificadus y reporados en e 2003 para el gen Pi-33
na fusran suficieniemenia discriminanies para determiner la presencia o ausencia del
gen P33 en varedades resisientes y susceplibles. Analisis de marcadores
adicionales psrmmitid identificar al marcador microsatélite RM 310 (forward primar:
COAAAACATTTAAAATATCATG; reverse primer: GCTTGTTGGTCATTACCATTC)
mas cercang al gen PE33, vy per lo fanto esta siendo usado para cormoborar 3
presencia dal oen en las lineas selecsionadas.

Lineas lsogénicas portadoras de los genes de resistencia de interés

Incrementa y envio a Ameantina v Uruguay de 48 lineas diferenciales con diferentes
genes da resislenca para delerminar el uso petencial de dichos genes realizando
inoculaciones controladas de dichas lineas con los diferantas haplotipes del hange
encontrados en ios estudios sobre la caracterizacién de |la estruclura gendtica del
patogeno dentra del proyecto. (Tabla 6 Anexo 1).

En @ campafa 2004-05 se instalaron (res de eslos viveros consisienles en lres
macetas por cullivar, en chacras de productores, en las diferentes regiones arrcceras ,
donde se considere posible su aparicion. En cada uno, se incluyd & sst de 46
Diferenciales, mas los nueve cultivarss sembrados actualimente Varas lineas da dos
de los tres viveros mnstslados enfre ellas el lestige susceptible Fanny, presantaron
sinlemas provocsdos por Pyriculana, en las hojas. Las macetas fueron retiradas de la
chacra can i3 aparicion de sintomas, realzancoss los aslamentos comrespondientes.
Dichos aislamientos no estan incluidos en &l presente estudio, pere se detamind la
sficacia de esta esirategia, ya que aungue no hubo presencia de la enfermedad a nivel
de chaeras, se datectd la presencia del patbgeno y pudo obtenerse informacion del
ano

Desarrolla de poblaciones con genes de resistencia en germoplasma elite

En CIAT

Para el desarrollo de refrocruzamigntos y poblacionss segregantes, cada uno de [os
cultrvargs de amoz El Paso 144, Epagn 108, Epagn 109, Fedeammoz 50 y Oryzica
Lianos 5 fueran cruzados con g linea CT 13432-107 poertadora de los tres genes de
resistencia (Pi-1, P2 v Pi-33) para el desamollo de la poblacion F; cada Fy fue
cruzada con el cultivar comercial para producir &l primer retrocruzamiento y desarroliar
la pablacion RCF, la cual fus evaluada por su resistencia al patdgeno y corroboracion
de |a presancia de los gares mediante el uso de marcadores moleculares. AgQuellas
plantas resistantas con la presencia de los genes de resistencia v con caracteristicas
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tenctipicas similaras al progenitor racurrants o cultivar comarcial, fueron cruzadas
nueyvamente con el mismo progenitor recurrente para desarmgllar los subsiguisntes
refrocraces. De esla manera se repilid el procedimienio hasta el tercer
relrocruzamiznlo. En cada relrocruzamiento, se seleccionaron plantas que disron
origen a generacionas mas avanzadas dentro de cada refrocruzamiento para su
evaluacion y selecsion.

Con &l objetivo de disminuir & numearo de plantas resistentes, soo aguealias plantas
resistentas cuyo fenolipo fuera simitar al padre recurmente fueron analizadas con los
marcadores microzatélites asociados a los genes Fi-1, P2, y P33

Diferentes gensraciones de cada retrocruzamiento (BC1F1, BC1F2, BG1F3, BC1F4
BCZF1, BC2F2, BCIFT) fueron evaluadas durante el 2004 para la saleccidn da plantas
resistentes & Pyricuiana con caracteristicas agronomicas deseadas y fenotipicamente
lan parecidas a los padres recwrenies come fue posible. Un tolal de 1033 F2-F3
lingas dai primer v sagundo retrocruzamiente realizado en el 2003 fusron evaluadas
gn campo y olantas resistentas con I8 presencia de los genes Pi-1, P-2 y P33
seleccionadas para su multiplicacron. Dichas salecciones serdn multiplicadas en CIAT
en el primer samestre de 2005 v las linsas seleccionadas serén enviadas a Argcenting
y Uruguay para su postenor eveluacion y seleccion en campo como resullado de este
Proyeclo, Planlas seleccicnadas exhiben no solo resistencia a Pyricularfz en hoja y
cusllo sino tambien tafos fuertes, hajas verdss con ssnescencia tardia, paniculas
grandes con un-gito ndmero de granaos, v alla fertilidad. Adicionaiments a3 ¢zlidad d=
grang 8514 siendo evaluada en las lineas selaccionadas.

En INTA

Fara &l desarrollo da relrocruzamientos v poblaciones segreganies, el cultivar El Pazo
144, fue cruzado con el donantz del alelo de resistencia Pi-ta |, Kiyosawa (K1) y con el
cultivar Yashiro mochi Le poblacién Fs fue cruzada con el cultivar comercial para
producir el peimer retrocruzamiento v degarrollar la poblacion RC,F; la cual fue
avaluada por su resistencia sl patogeno con aiglamientos de! linaje A Aguellas
plantes resistentes y con caracteristicas fenotipicea similaras al cultiver comercial,
fuaron cruzadas nuevaments can al mismo progenitor recurente para desarrollar los
subsiguientes refracruces. Se seleccicnaron plantas que dieron origen a generacionss
mas avanzadas dentro de cada retrocruzamienio para sJ evaluacion y seleccion.

Sa obluvieron 17 poblaciones BCEZFZ del cruzamEnto (Kiyosawa) K1 x B! Paso 144
que fusron evaluadas por sus cargcteristicas agrofitofencldgicas y seleccionadss por
sU semalanza con &l padre recurranie, Actualmeania son evaluadas por [a presancia del
marcador del alely de rezistencia del gen Pi-ia y =& han verificado 7 individuos con
resultado positive def marcador de PCR YL 155851 87.

Se generaron €5 poblaciones BC1F2 del cruzamiento Yashiro mochl x El Paso 144
son actualimente seleccioradas par &l marcador Bi-fs.

Cursos de perfeccionamiento realizados

1. ldentificacién morfoldgica y molecular de especies de Straminipiles y hongos
importantes en la agricultura: Phyfophthora, Pythium, Fusariom, Rhizoctonia y
Colletotrichum.

Dra, Gloria Abad, Dr. Jorge Abad, Plant Pathogen ldentification Laboratory, Morh
Carclina State University, Raleigh, Morth Carolina, USA

INTA- IFFIVE. Cludad de Cordoba- 18 y 19 de Abril de 2005.

Curso pre-congreso. Xill Congraso Latinoamernicano de Fitopatalogia.

Participante del proyecto: Vanina Castroagudin

2. Caracterizagdo de microrganismos presentes no ambiente: métodos
moleculares e agrupamiento filogengtices para prospeccaoe da biodiversidade.
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Direcior del curso: Dra, Katia Texeira Dos Santos
EMBRAPA Agrobiciogia - Centro Argenling Brailefo de Biotacnolagia (CABBIO)
Seropedica — Rio de Janeiro. Rep. Federativa del Brasil. Del 2 al 12 do Agosto de
2004,
Participantes del proyecto Vanina Castreagudin

Virginia Pedraza

3. Capacitacion durante 15 dias en CIAT, dz Iz Lic. Gisela Beldarrain, que permilid
una puasta al dia en melodologias varas, reteridas al manajo de @s muesiras de
plantaz con einfomas. oblencion de aslamentos monosponcos a parr de las
mismas, incremenio de indculo, inoculacion y evaluacion.

Participante del proyecto: Lic, Gisela Beldarrain

4, EXPERIMENTOS AGRICOLAS: DISENO, ANALISIS E INTERPRETACION. Curse
legrco practico, de 24 horas de durmacion diclado en la Estacion Experimental
Agrapecuarna Pergaming - INTA, del 29 de junio al 1 de julic del 2004,

Participante del proyecto: Martha Lucrecia Bonall

5. BUENOS AIRES PLANT BIOLOGY LECTURES, SERIES 2004 organizadas par
International Society of Plapt Molecular Biclogy {ISPMEB), the Europaan Maolacular
Biology Organization (EMBO), la Universidad de Buencs Aires (UBA) y CONICET vy
llevedas a cabo en Buanos Aires al 25, 28 v 27 de oclubre en la Biblioless Maciong| de
Iz Ciudad de Buenas Alres
Participantes del proyecto: Martha Lucrecia Bonell

Alberto Blas Livare
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BOMELL, M. L.: LIVORE, A. B.; DEZAR, C. A PLATA, M. |.. GUTIERREZ. 5.
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PYRICULARIA GRISEA. .. [N Temperale Rice Conference, Punla del Este, ROU, 10-13
de Marzo 2003

BONELL MARTHA L., LIWORE ALEERTC B. 2003, Emplen de |3 sscuencia repeliliva
FPotrz en Ia obtencién de patropes mediante smplificacien por PCR para |a
caractanzacian molecular de poblaciones de Pyrmoculana grisea. 32 Congreso Argentino
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Treinta Tres EE del Esia, Aclividades de difusién 373 pp. 23-26

CASTROAGUDIN.VL: DEZAR CA,; PLATA M., BONELL M.L, GUTIERREZ §,
AVILA M.S; LIVORE A. B.: CORREA F: LEVY M. Diversidad poblacional de Pyricularia
grises en Argenting, Uruguay v Brasil segun analisis RELP- DNA Fingerprinfing. X1
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al 22 de 2005 ALF-AAF. Libro de Resdmenes Xl Congreso Latinosmancano da
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