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RESUMEN

El mildid causado poPeronospora destructoconstituye una de las enfermedades de
mayor importancia econémica en la produccion deltzlen el mundo. El desarrollo de
cultivares con resistencia genética es una aligen&ndiente a disminuir el uso de
agrotéxicos, que disminuye la contaminacion del imeanbiente y protege la salud
humana. En Uruguay, se han observado diferenciaged®moplasma local y cultivares
en la respuesta ante la enfermedad. Las difererciad desarrollo de la enfermedad
podrian ser consecuencia de diferencias en ladasafeccion y/o en el periodo de
latencia. El objetivo general de este trabajo fieniificar fuentes de resistencia en el
germoplasma local de cebolla. Se realizaron ensayasmmpo en 2007 y 2008,
evaluando en total 34 poblaciones locales, cinttivates y una poblacién avanzada de
mejoramiento. Se evalué semanalmente la incideteiR. destructor se ajustd una
ecuacion logistica para los datos y se calculéreaAlebajo de la Curva de Progreso de
la Enfermedad (AUDPC). La severidad fue evaluada wez en 2007 y en tres
momentos en 2008. En 2007, el germoplasma locatrendgversidad en la incidencia
de la enfermedad (3 a 99%), en la severidad (796 d€l area foliar afectada) y en el
AUDPC. Los materiales evaluados en 2008 mostraifenedcias de menor magnitud.
Se encontré relacion entre el ciclo fenoldgico yesistencia. El grupo de materiales de
dia largo presentd6 mayor resistencia que los grdeodia intermedio y de dia corto.
Este comportamiento podria ser el resultado derestde resistencia especificos, o de
diferencias fisiolégicas relacionadas al estaddesarrollo en el momento en que se da
el ataque d®. destructor La evoluciéon de la enfermedad en 2008 fue muiakib. La
incidencia y la severidad presentaron una caidschran una fecha de evaluacion, y un
pico posterior en la que se alcanzaron valoresanesca 100%. Se realizaron ensayos de
ajuste metodoldgico para mantenBr destructoren condiciones controladas. Se
evaluaron distintas formas de recoleccion de la stnage preparacion del indculo,
técnicas de inoculacién, material a inocular yidias condiciones ambientales luego de
la infeccion. Se logré infeccion utilizando plamatera e inoculacion en seco sobre la
superficie de la hoja previamente mojada. La didats observada en la respuesta.a
destructor confirma el potencial del germoplasma local pEausado como fuente de
resistencia en el mejoramiento de cebolla.

Palabras clavesAllium cepaGermoplasma locaR. destructoy Resistencia parcial.

Vv



SUMMARY
Downy mildew caused bfPeronospora destructais an important disease worldwide
The development of resistant cultivars is a striategcontrol this disease which would
reduce the use of chemicals, while save the enviemt and people’s health. In
Uruguay, landraces and cultivars presented diffegein the response to downy mildew
in field conditions. This could be the result offelience in infection rate or latent
period. This research aimed to identify sourcesesfstance to downy mildew in the
local onion germoplasm. Field trails were condudte®007 and 2008, in which 34
landraces, five cultivars and one advanced populatiere assessed. The proportion of
plants with sporulation or typical downy mildew $pavas evaluated once a week and
data was integrated in a logistic model to caleutlie Area Under Disease Progress
Curve (AUDPC). Disease severity was assessed ari2@0i7 and three times in 2008. In
2007, local germoplasm differed in the diseasederce (3 to 99%), severity (7 to 40%
of infected leaf area), and AUDPC. Accessions assks1 2008 showed differences as
well, but smaller than in 2007. Resistance and grgweycle were related. Long-day
accessions were more resistant than intermediate short-day accessions. This
behavior could involve either specific resistaneetdrs or could be the result of
physiological differences related to developmergdge for each accession when
infections withP. destructortake place. Evolution of disease was very variab2008.
The disease incidence decreased in one evaluatitsy dnd increased markedly the
week after up to achieve 100% of infected plantsyfost accessions. Inoculations under
controlled environmental conditions were carried tw maintainP. destructorand
evaluate components of resistance in different sssors. Different ways of collecting
inoculum, preparing the inoculum, inoculation tegues, whole plant versus detached
leaves, and different environmental conditions waraluated. Downy mildew infection
was observed using whole plants and dry sporulatisinibuted as inoculum on the leaf
surface previously wet. Large diversity in the m@ms®e toP. destructorconfirms the
value of onion local germoplasm to be used asteegis source in onion breeding.

Key words: Allium cepa Local germplasm, Partial resistanBe destructor

Vi



Capitulo 1 Introduccion

INTRODUCCION

1.1. El cultivo de cebolla en Uruguay

La cebolla Allium cepal.) es un cultivo de importancia dentro de la foodtura
nacional. Se encuentra en tercer lugar por su \Bxato de Produccion luego de la papa
y el tomate. Ocupa una superficie de 2100 hasr@des 10000 has destinadas a la
horticultura, no considerando la papa (MGAP-DIEAQ?). El 80% se cultiva en el sur
del pais, fundamentalmente en el departamento del@wes, y el 20% restante en la
region norte, en Salto principalmente. Unos 20@@Ipctores cultivan este rubro, en su

mayoria productores familiares con una superficdenedio de 1 hectarea por productor.

Ligado a la légica de produccion familiar, la puodién artesanal de semillas
constituye una actividad importante en los predipda utilizacion de poblaciones
locales (variedades criollas) es alta. Las pobtesdocales de cebolla involucraron un
74% de los productores en 2004, con una supedidizvada de méas del 50% (MGAP-
DIEA, 2007). Por otro lado, existen programas naalies de mejoramiento genético de
cebolla y de produccion de semilla certificada. £J@@0 has (33%) son sembradas con

semilla procedente de estos programas.

La cebolla es una especie bienal que completéickude desarrollo en dos afios. Su
reproduccion es alégama, con flores hermafroditas gresentan protandria. La
polinizacion es entomofila y es habitual el uscatiejas en condiciones comerciales de
producciéon de semillas. Para la formacién del bullzo especie tiene respuesta
cualitativa al fotoperiodo. Esta fuerte respuetfataperiodo lleva a que la produccion
y la cosecha de cebolla sea estacional, y queaiee@| abastecimiento todo el afio en
base a la combinacion de zonas de produccion yragervacion poscosecha. Cada
cultivar requiere superar un umbral de fotoperiodoimo para inducirse a bulbificar.
Esto lleva a la clasificacion de los distintos mates genéticos disponibles segun la
cantidad de horas que requieren para dar lugaaaetpa del desarrollo. Los cultivares

utilizados en el pais se clasifican arbitrariamamao de Dia Corto (DC), Intermedio
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(Dl) o Largo (DL) en funcion de su respuesta aloperiodo. Si bien no existe
investigacion nacional sobre este punto, se ediimeaestos grupos requieren entre 10-

12 horas, 12-13 horag,mas de 13 horas respectivamente (Galvan, G. 2009. pers.).

1.2. Mildiu: el agente causal y la enfermedad

El cultivo de cebolla es afectado por varias enétades foliares. En las condiciones
agrocliméticas de UruguayBotrytis squamosa Alternaria porri, Stemphylium
vesicariumy Peronospora destructason las que aparecen con mayor frecuencia y para
las que se justifican las medidas de control ailés por los productores (Gonzalez
Idiarte H.et al, 2008).

El mildiu de la cebolla causado peeronospora destructgiBerk.) Casp. constituye
una de las enfermedades de mayor importancia e¢oad@n la produccion de cebolla
en el mundo. La infeccidn puede causar reduccideesendimiento del 30% al 70%
(Yarwood, C.E. 1943, Van Doorn, A.M. 1959). En Wiag actualmente constituye la
enfermedad foliar de mayor importancia, tanto epriaduccion comercial de bulbos
como en la produccion de semilla. Investigaciorsssamales en semilleros de cebolla
detectaron una reduccion en el rendimiento de Eemdr planta en el orden de 30%
cuando el tejido afectado fue superior al 25-50%édea del escapo (Gonzalez Idiarte,
H. et al, 2008).

Peronospora destructoes un parasito obligado y pertenece al Reéliwomista
phyllum Oomycota clase Oomycete Es causante de una enfermedad cuya
sintomatologia caracteristica es la aparicion srhtgas de areas ovales o cilindricas de
color verde-amarillo palido a café. Estas manch@sas también aparecen en escapos
florales durante la etapa reproductiva. Inicialreelos sintomas pueden aparecer en las
hojas adultas, y se observa una mancha alargaddida sin brillo (Schwartz, H.F. y
Mohan, S.K. 2008). Cuando las condiciones ambiestsbn favorables al desarrollo de

la enfermedad, se observa esporulacion sobre jas imbectadas, de color gris a violeta
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y éstas se tuercen y mueren. Se cita tambiéPqdestructompuede sobrevivir en restos
de cultivo, en bulbos o semillas infectadas (Scley&t.F. y Mohan, S.K. 2008; Agrios,
G.N. 2005; Maude, R.B. 1990). Si bien la trasmmisi@P. destructompor semilla no se
ha confirmado en condiciones nacionales, la freeuehservacion de plantas con poco
vigor, tamafio reducido, con hojas deformadas gpielatnente se cubren de esporas y
gue sirven como fuente de inéculo para el restadkivo podrian ser consecuencia de
la infeccion de las semillas (Maeso, D. 2005).

1.3. Modelos de progreso de la enfermedad

El desarrollo de una epidemia es el resultado aleadcion conjunta de las
caracteristicas del hospedero (nivel de resistealkcipatdogeno, susceptibilidad segun
momento del ciclo de crecimiento y desarrollo, amfidad genética de la poblacion),
las caracteristicas del patdgeno (virulencia, dadtide inoculo, tipo de reproduccion) y
del ambiente (temperatura y humedad relativa fureddatmente). Es importante la
consideracion del tiempo durante el que transcuosrdiferentes eventos, ya que las
condiciones climaticas, el estado de crecimientanda el hospedero y patdgeno
coexisten, asi como la duracion del ciclo de ladaofon de cada enfermedad en

particular, determinaran la cantidad de enfermedsaultante.

El patron de una epidemia en términos de numertesienes, cantidad de tejido
afectado o niumero de plantas enfermas puede sesespado a traveés de una curva que
muestra el progreso de la epidemia en el tiempmadtacurva de progreso de la
enfermedad El punto de origen y la forma de la curva darorimfaciéon acerca del
momento de aparicion y la cantidad de inoculo, esino de cambios en la
susceptibilidad del hospedero durante la estacgorecimiento. Si bien las curvas de
progreso de enfermedad varian (por ejemplo cofirehclas variedades utilizadas y la
localidad), son caracteristicas para algunos gru@oenfermedades. Por ejemplo, la
curva de saturacion es caracteristica de enferresdadnociclicas, la curva sigmoide
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tipica de enfermedades policilicas, y la bimodaammfermedades que afectan distintos
organos de la planta (Agrios, G.N. 2005).

A partir de las curvas de progreso de la enferchgquleede obtenerse la tasa de
crecimiento de la enfermedad (r). Esta represehtmmoeemento o descenso de la
enfermedad por unidad de tiempo (dias, semanas. patrones de las tasas de
epidemias son dados por curvas de tasas, y sontalstpara distintos grupos de
enfermedades. Para poder comparar las epidemidse@sente la transformacion
matematica de las curvas en lineas rectas. La gq@rdie estas rectas se usa para
calcular la tasa de incremento de la enfermedadid®,gG.N. 2005). En enfermedades
monociclicas, el indculo inicial cobra fundameritaportancia, y el incremento de la
tasa de la enfermedad es afectado por los fackonegentales y practicas culturales que
influyen en la resistencia del hospedero y la emala del patégeno. Para enfermedades
policiclicas, si bien el indculo inicial tiene gramportancia, el namero final de ciclos de
infeccion al que se llega es mas relevante. Losnossfactores que afectan las
enfermedades monociclicas (manejo y ambiente sblrespedero y el patdgeno) y que
determinan diferencias en la dispersion, penetnaandultiplicacion y tamafio de la
lesion, entre otros, determinan en los patégendisigdiros el nimero de ciclos de

infeccion que tendra lugar durante la estaciénreeimiento.

P. destructores un patdgeno policiclico. Para describir el oconamiento de
epidemias causadas por este tipo de patdgeno, aglontogistico es el que mejor se
ajusta al desarrollo observado de la enfermedatifefencia de un modelo exponencial,
éste asume que cuando el numero de lesiones féngieee, los sitios disponibles para
nuevas lesiones disminuyen, por lo daeecuacion incluye un factor de reduccién
densidad-dependiente. Se asume que la tasa deniemetc relativo (TCR) decrece

linealmente con el tamafio de poblacion:

dy 1 —-%
—=r XY X
et

m
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donde la tasa de crecimiento instantart®dd) es igual a la tasa de crecimiento bajo
condiciones no limitantes (r * Y) multiplicado pon factor de reduccion, (1-Y)/Ym. El
parametro Ym es el maximo tamafio posible de pditaéevaluado en este trabajo
como incidencia y severidad de la enfermedad). IEncelelo logistico de crecimiento
de la poblacién,

Y

m

-

1 4K ¥ eThE

se asume que el efecto de la densidad de la pobldel patdgensobre el crecimiento
de esa misma poblacion es instantaneo. Esto edeticgencia del modelo, ya que en las
poblaciones de patogenos existen distintos tienfpoi®gicos, como por ejemplo el
periodo de latencia (Rabbinge,dR al, 1989).

No siempre los modelos son apropiados para désetiprogreso de la enfermedad.
La combinacién de factores en el cultivo, incluy@rel crecimiento del hospedero,
puede resultar en una curva de progreso de laneedlad que declina antes que la
cosecha, o en un momento dado durante la epideamiacgmbios repentinos en el
hospedero. Métodos alternativos como el area bajacurva de progreso de la
enfermedad (AUDPC) o el analisis de varianza cotieeipo como factor de andlisis,
pueden ser utiles. EI AUDPC representa la cantidtaénfermedad integrada entre dos
momentos de tiempo definidos. Es un descriptodueatie la epidemia donde se asume
gue el dafio generado al hospedero es relativocantidad y duracion de la epidemia
(Campbell, C.L. 1998).

1.4. El patosistema&llium cepa — Peronospora destructor

Peronospora destructgoroduce zoosporas en zoosporangios (esporas asgxyal
oosporas (sexuales). Estas ultimas pueden sobrenvel suelo y constituyen el
inoculo inicial de préximas epidemid®. destructorsobrevive en variedades de cebolla
gue son cultivadas todo el afio y en los residuosodecha. Se cita también gbe
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destructor puede sobrevivir en restos de cultivo, en bulbosemillas infectadas
(Schwartz, H.F. y Mohan, S.K. 2008; Agrios, G.ND03; Maude, R.B. 1990).

La esporulacion requiere temperaturas en el rarge 4.7 y 20.6 °C, humedad
relativa igual o superior a 95% y oscuridad (Hildetdl, P.D. y Sutton, J.C. 1982).
Ocurre durante la noche cuando las condicionesgp@uentes a la misma se prolongan
por mas de seis horas. Las zoosporas son libedadaste el dia, pero la relacion entre
las variables ambientales y la liberacién de espatm no estan determinadas. Durante
el ciclo de cultivo, las zoosporas son llevadasgbeiento, medio por el cual alcanzan a
infectar nuevas plantas. Las zoosporas puedenwabnen dia post liberacion, o tres a
cinco dias mientras estan en el zoosporangiéfoildgbtand, P.D. y Sutton, J.C. 1982,
Leach, C.Met al. 1982). La infeccion ocurre con agua libre sobredm, y temperatura
en el rango entre 1y 25°C (6ptima en el entornd3d€). La infeccion requiere de 2 a 6
horas si las temperaturas se encuentran en el de§o14°C, periodo que aumenta si
las temperaturas son mas altas. Luego de la idiecei periodo de latencia para que
ocurra esporulacion abundante es de 10 a 16 déawféccion podria ocurrir en el
mismo periodo de humedad en el que se prddugsporulacion, o durante la siguiente
noche (Hildebrand, P.D. y Sutton, J.C. 1982).

1.5. Estrategias de Control

A las pérdidas de rendimiento causadasRatestructoy se suman los gastos que se
realizan en la aplicacion de tratamientos quimiddsbido al uso incorrecto de los
productos quimicos comerciales disponibles paraarol, no se logra un control
exitoso, por lo que existe un alto uso de agrotésxmon riesgos para el ambiente y para

el agricultor sin alcanzar la eficacia deseada.

En el afan de disminuir y racionalizar la aplicacide fitosanitarios para esta
enfermedad, se ha evaluado en Uruguay el sistenpaod@sticoDowncast originario

de Canad@owncastdetermina periodos de riesgo de esporulacién endsaalores
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diarios de temperatura promedio diurna y noctutheja y periodos con humedad
relativa mayores a 95% (Hildebrand, P.D. y Sutio@, 1984; Maeso, D. 2000).

Algunos de los factores considerados en la ad@ptae los sistemas de alarma a las
condiciones nacionales fueron el estado fenold@dad a partir de la cual el huésped es
mas susceptible) y la susceptibilidad varietal. e este sistema de pronostico se
logra un control preventivo de la enfermedad ada gue disminuye el nimero de
aplicaciones realizadas. Sin embargo, las condsiambientales predisponentes para la
enfermedad ocurren muy frecuentemente en Uruguayo Hevo a que solo se
eliminaran dos o tres aplicaciones en comparaanet sistema calendario, por lo que

el nimero de aplicaciones en la estacion siguesiatio.

La resistencia genética es una forma de controhd@uica y ambientalmente
amigable Dentro de la base genética del cultivo no se dismlnfuentes de resistencia
completa aP. destructor. Por el contrario, Allium roylei Stearn, una especie
emparentada, presenta resistencia complBtadastructor(\Van der Meer, Q.P. y Vries,
J.N. 1990). La resistencia de roylei es independiente de la densidad del in6culo, del
periodo de latencia y de la edad de la planta @ofa. y Zinkernagel, V. 1989). El
cruzamiento corA. cepaes viable, y el hibrido interespecifico resultagseresistente
(Kofoet, A. et al, 1990). Si bien se han logrado avances, existemeraa
interespecificas que dificultaron la introgresiétaf, A.R. et al.,2003; Scholten, O.E.

et al.,2007). A la fecha, no se ofrecen aun cultivaresstesses comercialmente.

1.6. Respuestas diferenciales en el germoplasmaabc

Aunque se carece de evaluaciones cuantitativaensiticas, en Uruguay, en
condiciones de produccion se han observado difeedentro del germoplasma local y
entre cultivares en la respuesta ante la enfermedadndo se observan respuestas
cuantitativamente distintas entre variedades dpdu®sos, puede tratarse de resistencia

parcial. La identificacion de fuentes de resistengarcial permitiria su explotacion
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posterior en el mejoramiento genético. Diferencib®quimicas, fisioldgicas,
morfolégicas 0 anatdmicas pueden contribuir a laaesdn total observada. El efecto
general de la resistencia parcial es reducir la tde infeccion con cualquier
combinacién de factores ambientales (Vanderplaiik, 1D84). Si bien puede asumirse
gue no hay resistencia post-infeccionfdlium cepa algunos mecanismos pre-infecciéon
morfologicos como la disposicion de hojas erecpaslrian reducir la deposicion de
agua en hojas y consecuentemente la tasa de irieec el campo (Kofoet, A. y
Zinkernagel, V. 1989). Esto resultaria en una remuncdel desarrollo de la epidemia a
pesar de un tipo de infeccion susceptible, a laguezen esquemas de integracion de las
medidas de control, posibilitaria al menos redecimimero de aplicaciones actualmente
realizado para el control de la enfermedad, dad® lqe procesos de penetracion,
crecimiento y reproduccion del patdgeno son menaos®s en una planta menos

susceptible.

Los patogenos liberan una variedad de sustaniomsdio que actian como efectores
no especificos de reconocimiento del hospederovdfias combinaciones hospedero-
patogeno, los patdégenos emiten efectores para spedero especifico, llamados
patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMESPAMPs delatan la presencia
del patogeno al sistema inmune de la planta. Uma quee se da la reaccion de
reconocimiento (efectores del patdégeno con receptdel hospedero), tienen lugar una
serie de reacciones bioquimicas y de cambios éstales para detener al patégeno
(Jones, J.D.C. y Dangl, J.L. 2006; Dangl J.L. yedpn).D.C. 2001). La rapidez y la
efectividad con que las plantas reconozcan la poséeel patégeno, determinara cuanto
el patdgeno se desarrollarda y qué tan severos s$esasintomas antes de que las
defensas de las plantas frenen su avance. Sustamitikitorias del patdgeno producidas
por la planta son movilizadas hacia el punto dguealel patégeno. Algunas son solo
intra-celulares, pero en varios casos la sefalitamds transmitida a células adyacentes
y aparentemente sefales de alarma son trasmitidadaao casi toda la planta. La

naturaleza quimica de esto no es certeramente idanes cada combinacién patégeno-
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hospedero, pero parece involucrar proteinas qunasaes calcio, ATPasas y otras.
Estas resistencias sistémicas involucran al acidioileco, acido jasmonico, etileno y
otros (Jones, J.D.C. y Dangl, J.L. 2006; Agrio$\.005).

En la resistencia parcial o cuantitativa, las f@andependen de la accion de
NUMerosos genes que se expresan constitutivamienteay el ataque de un patégeno, y
gue frenan o enlentecen el avance del patégenmenejidos, reduciendo el dafio
generado. Los genes involucrados en resistenciditateva parecen estar vinculados a
la produccion o expresion de defensas estructucalBsquimicas (Agrios, G.N. 2005).
Algunos componentes de la resistencia parcial s@eréodo de latencia, la frecuencia
de infecciones y la produccién de esporas. Aungteseomponentes se pueden medir
en una prueba monociclica en condiciones contrsjaglanivel de resistencia parcial
sblo puede determinarse directamente en experisigmbliciclicos a campo. Los
resultados deben correlacionarse bien con los coempes de la resistencia medida en
condiciones controladas. El nivel de resistencixiphes, en general, especifico para
algunas especies de patdgenos, pero tiene masas nigeial efectividad contra todos los
genotipos del patdgeno, por lo que es resisterwiaspecifica a la raza. En algunos
casos se ha visto interaccién diferencial (hosmerthera), donde la relacion es de gen
menor a gen menor. En general es un caracter tatarttidebido a genes (QTL) con
pequefos efectos. La definicion de resistenciagdaro implica que la herencia siempre
sea poligénica. Algunas resistencias que se heresaiogenicamente producen una
reduccién cuantitativa en el desarrollo de la epidea pesar de que ocurra una reaccion
compatible (Niks, R.E. y Lindhout, W.H. 2004; Agid5.N. 2005).

La edad es otro factor de la planta que afectasttms componentes de la resistencia,
excepto posiblemente la resistencia a la infecdién proporcion de esporas que
establezcan lesiones). En cada sistema patogepeders el efecto de la edad de la
planta puede manifestarse de distinta forma. Ron@p, la resistencia horizontal para
el “tizén tardio” causado pdPhytophthora infestangn papa es mayor a “mediana

edad”, y las plantas se convierten en mas susteptibmedida que envejecen. En el
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caso de la enfermedad de la cebada causadarygiphe graminisla susceptibilidad de
planta joven es seguida de resistencia de plantsaa®/anderplank, J.E. 1984; Pierre,
M. et al.,2007).

1.7. Objetivos

Esta tesis tuvo por objetivo general identificaerftes de resistencia Reronospora

destructoren el germoplasma local de cebolla.

Los objetivos especificos dentro de este trabajgpcendieron:

1) Determinar si existen diferencias dentro dehgglasma local en la respuesta a
Peronospora destructor

2) Identificar factores que determinan las difer@men el germoplasma local.

3) Ajustar una metodologia para las evaluacionesedestencia en condiciones

controladas.

10
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2

EVALUACION DE LA RESPUESTA A Peronospora destructoBerk. (Casp.)
EN EL GERMOPLASMA LOCAL DE CEBOLLA *
Resumen

El mildid causado poPeronospora destructoconstituye una de las enfermedades de
mayor importancia economica en la produccion delelen el mundo. El objetivo de
este trabajo fue identificar fuentes de resisteani&l germoplasma local de cebolla. Se
realizaron ensayos a campo en 2007 y 2008 en lessquevaluaron en tot&4
poblaciones locales, cinco cultivares y una pobla@vanzada de mejoramiento. La
proporcion de plantas con esporulacion o manchpasas causadas pér. destructorse
evalué semanalmente, se ajustdé una ecuacion mistios datos y se calculo el Area
debajo de la Curva de Progreso de la Enfermedad®fAL). La severidad se evalué una
vez en 2007, y tres veces en 2008. El germoplaswa imostré diversidad en la
proporcion de plantas con sintomas tipicos (3 a)96%ola severidad (7 a 40% del area
foliar afectada) y en el AUDPC. Los materiales eadbs en 2008 también mostraron
diferencias, aunque de menor magnitud. Se encogladion entre el ciclo fenoldgico y
la resistencia. El grupo de accesiones de dia largeentd mayor resistencia que los
grupos de dia intermedio y de dia corto. Esto podeir el resultado de factores de
resistencia especificos presentes en el germoplaemdia largo, o de diferencias
fisiologicas relacionadas al estado de desarralle® cpndicionan la susceptibilidad al
patégeno. En 2008, la evolucion de la enfermedadnfuy variable. La proporcion de
plantas con esporulacion y manchas tipica® ddestructorcayd bruscamente en una
evaluacion, y subid a la semana siguiente hastéIf®las plantas para la mayoria de
las accesiones. Dentro del germoplasma de diamatko, también se observaron
variaciones significativas en la respuesfa. aestructor La diversidad observada en la
respuesta #&. destructorconfirma el potencial del germoplasma local paausado
como fuente de resistencia en el mejoramiento blellee

Palabras claves: Allium cepa, Ciclo fenologico, Germoplasma locdPeronospora
destructor Resistencia parcial, Epidemiologia.

! Este capitulo ser& enviadd\grocienciapara ser publicado como: Colnago, P., Gonzaled, floguez,
M., Bentancur, O. y Galvan, G. A. Evaluacion dedspuesta Reronospora destructdderk (Casp.) en el
germoplasma local de cebolla.

11
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Summary

Downy Mildew caused byeronospora destructas an important disease in Uruguay
and worldwide. This research aimed to identify s&sice sources to downy mildew in
the local onion germplasm. Field trails were coriddan 2007 and 2008, in which 34
landraces, five cultivars and one advanced breegmgulation were assessed. The
proportion of plants with sporulation or typicalnsgtoms for downy mildew was
evaluated once a week, data was integrated in iatiognodel, and the Area Under
Disease Progress Curve (AUDPC) was calculated aBésseverity was assessed once in
2007 and three times in 2008. Local germplasm sHadifferences in the proportion of
diseased plants (3 to 99%), severity (7 to 40%ndécted leaf area) and AUDPC.
Accessions assessed in 2008 showed differenceselsbut smaller than in 2007.
Resistance and growing cycle were related. Long-dagessions showed more
resistance than intermediate- and short-day aasessiThis behavior could involve
either specific resistance factors or could be risult of physiological differences
related to developmental stage for each accesshmninfections withP. destructor
take place. In 2008 evolution of disease was varyable. The presence of sporulation
and typical downy mildew spots decreased in onduatian date, and increased
markedly the week after up to achieve 100% of ief@cplants for most accessions.
Significant differences in the response Ro destructorwere also observed among
intermediate-day accessions. Diversity observedthie response td°. destructoy
confirm the potential value of local germplasm ®used as resistance source in onion

breeding.

Key words: Allium cepa Phenological cycle, Local germplasniPeronospora

destructor Partial resistance, Epidemiology,
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2.1. Introduccién

La cebolla Allium cepal.) es un cultivo de importancia dentro de la loodtura
nacional, ocupando el tercer lugar por su Valont®de Produccion luego de la papa y
el tomate. La utilizacibn de poblaciones localese ge mantienen mediante la
multiplicacion artesanal de semillas en los prediesalta. En 2004 el 74% de los
productores utilizaron poblaciones locales de dapotupando el 50% del area para ese
afno (MGAP-DIEA, 2007). Por otra parte, existen pamgas nacionales de mejoramiento
genético de cebolla y de producciéon de semillafaatia. Unas 700 ha (33% del area)

son sembradas con semilla procedente de estosapragr

El mildia de la cebolla causado p@eronospora destructgiBerk.) Casp. constituye
una de las enfermedades de mayor importancia e¢oad@n la produccion de cebolla
en el mundo. La infeccion puede causar reduccideesendimiento del 30% al 70%
(Van der Doorn, A.M. 1959; Yarwood, C.E. 1943). Bruguay actualmente constituye
la enfermedad foliar de mayor importancia, tantdaeproduccion comercial de bulbos
como en la produccion de semilla (Gonzalez Idi@teet al 2008). Debido al uso
incorrecto de los productos quimicos comercialepatiibles para su control, no se
logra un control exitoso, por lo que existe un ako de agrotoxicos con riesgos para el
ambiente y para el agricultor sin alcanzar la efecaeseada. En Uruguay se registran
periodos de varias semanas al afio con condiciawvesables para la epidemia, lo que
hace dificil la implementacion de estrategias detrob exitosas. La validacion de
sistemas de prondstico se vislumbra como una haméanmas en el control integrado
de la enfermedad (Maeso, &.al, 2000).

Peronospora destructoes un parasito obligado que pertenece al r@hmmista
phyllum Oomycota claseOomycete Inicialmente los sintomas pueden aparecer en las
hojas adultas, observandose una mancha alargaddida [sin brillo. Los sintomas
caracteristicos producidos por el patbgeno sorsareales o cilindricas de color verde-

amarillo palido a café, tanto en hojas como en pescdlorales durante la etapa

13
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reproductiva (Schwartz, H.F. y Mohan, S.K. 2008)bi®vive en restos de cultivos, en
bulbos y semillas infectadas. (Schwartz, H.F. y &ghS.K. 2008; Agrios, G.N. 2005;
Maude, R.B. 1990).

Produce zoosporas en zoosporangios (esporas &sxyabosporas (sexuales). La
esporulacion requiere temperaturas en el rango7de 20.6°C, humedad relativa igual o
superior a 95% y oscuridad (Hildebrand, P.D. y@ytt).C. 1982). Las zoosporas son
liberadas durante el dia al descender la humedativee y pueden sobrevivir un dia
post liberacién o tres a cinco dias mientras estael zoosporangiéforo (Hildebrand,
P.D. y Sutton, J.C. 1982; Leach, C.bt.al, 1982). La infeccién ocurre entre 1-25°C
(6ptimo en el entorno de 13° C) y con presenciagie libre. Luego de la infeccion, el
periodo de latencia para que ocurra una nuevawdapim abundante es de 10 a 16 dias
(Hildebrand, P.D. y Sutton, J.C. 1982).

Dentro de la base genética del cultivo no se dispiz fuentes de alta resistenck a
destructor.Por el contrarioAllium roylei Stearn, una especie que pertenece a la seccion
Cepadel génerdAllium, presenta resistencia complet®.adestructor(Van der Meer,
Q.P. and Vries, J.N.). La resistencia Aleroylei es independiente de la densidad del
indculo y de la edad de la planta (Kofoet, A. yké&magel, V. 1989). El cruzamiento
conAllium cepaes viable, y el hibrido interespecifico resultaageesistente (Kofoet, A.
et al, 1990). Si bien se han logrado avances, existereraa interespecificas que
dificultan la introgresion (Alan, A.Ret al.,2003; Scholten, O.Eet al.,2007), y solo en
el largo plazo puede preverse la utilizacion da dégente de resistencia en cebollas

adaptadas a diferentes regiones de produccion.

Aun cuando no se cuenta con evaluaciones cuardgagistematicas, en condiciones
de produccion en Uruguay se han observado difeasm@ntro del germoplasma local y
entre cultivares en la respuesta ante la enfermddaddentificacion de fuentes de
resistencia parcial permitiria su explotacion postesn el mejoramiento genético. Estas

diferencias en el desarrollo de la enfermedad padsér consecuencia de diferencias en
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componentes de la resistencia como la tasa deciafecel periodo de incubacion y/ o el
periodo de latencia. La resistencia parcial pueagutirse en mejoras en el resultado
economico del cultivo, a la vez que posibilitaria neenos reducir el nimero de

aplicaciones actualmente realizgzira el control de la enfermedad.

El desarrollo de cultivares con resistencia geaéte presenta como una alternativa
tendiente a disminuir el uso de agrotoxicos, distygmdo la posible contaminacion del
medio ambiente y protegiendo la salud humana. &elg brinda herramientas a los

sistemas de produccion organica y la produccidynaida.

El objetivo de este trabajo fue caracterizar ehngglasma local en su respuesta a
Peronospora destructce identificar fuentes de resistencia. Se discldsriactores que

podrian determinar las diferencias en el germoddscal.

2.2.Materiales y métodos

Se realizaron tres ensayos a campo, uno en 2606% gn 2008, que se ubicaron en el

Centro Regional Sur (CRS), Facultad de Agronomiagieéso, Canelones.

Ensayo 2007

Se sembraron 27 poblaciones localesAdleim cepaprocedentes del banco de
germoplasma de Facultad de Agronomia, y dos cudtivaacionales que se incluyeron
como testigos: Pantanoso del Sauce CRS e INIA @déo(Tabla 1). Estas poblaciones
abarcaron distintas regiones del pais y tipos tadeie precoces (dia corto, DC), semi-

precoces (dia intermedio, DI) y tardias (dia laf@jo).

El almécigo se sembré el 17 y 18 de abril 200¢amteros solarizados. El disefio
experimental fue un alfa-latice con cuatro repeties por accesiéon en blogues

completos. El trasplante se realiz6 el 10 de agdsta007. Cada parcela conté con 60
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plantas (tres filas por cantero con una distanaieeglantas de 10 cm). Para aumentar y
homogeneizar la presion de inéculo, cada dos aantem las parcelas de evaluacion, se
intercalé una variedad susceptible (Pantanoso dete&SCRS) a alta densidad (cuatro
filas y 8 cm entre plantas). En el area donde swliim el ensayo, se cultivd cebolla
durante los dos afios anteriores, y hubo presepd?a destructor El control de malezas
consistio en una aplicacion de Oxifluorfen (1 litr@) pre-trasplante y posteriormente
carpidas manuales. A fines de octubre comenzé todmeseco, por lo que el ensayo se
regé para incrementar las condiciones predisposenta enfermedad. Las cosechas se
realizaron con 60-80% de vuelco a partir del 4 ideechbre hasta el 11 de enero. No se

realizaron aplicaciones de fungicidas ni insecéisid
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Tabla 1. Materiales genéticos evaluados en ensayos a camp®007 y 2008.

2007 2008

Identificacion Origen Identificacion Origen

UR19101 Canelones Ensayo 1

UR8709 Tapia, Canelones UR9719 s/d Canelones
UR9729 Constitucién, Salto UR9717 Pantanoso-Can
UR9720 Pantanoso Sauce UR9728 Ruta 90 km9-Pdu
UR7022 Pantanoso Sauce, Can. UR9722 Belén-Artigas
UR9101 Canelones UR9703 S. Francisco-Pdu
UR7021 Canel6n Grande, Can INIA-FAGRO-Dulce

UR9702 Esperanza, Paysandu INIA-Casera

UR9103 Canelones

UR8903 San Bautista, Can. Ensayo 2

UR8823 Pando, Can. Canarita CRS

UR8819 La Paloma, Can Caballero (pob. local)  Canelén G-Can
UR8703 San Bautista, Can. Cabrera (pob. local) Canelén G-Can
UR8905 Piedra Sola, Can. Endocria Pantanoso

UR9102 Canelones

UR8907 Canelones

UR8710 Canelones

UR8901 San Bautista, Can.

UR8701 San Bautista, Can.

UR8815 Los Arenales, Can.

UR9104 Canelones

UR8906 Piedra Sola, Can.

UR8902 Cafiada Grande, Can

INIA Colorada

Pantanoso Sauce CRS

2007-2008*
UR9706
UR9718
UR9720

UR9704
UR9727

Mercedes-Soriano

Pantanoso Sauce-Can
Pantanoso Sauce-Can

Mercedes-Soriano
Porvenir-Pdu

*en 2008 estas accesiones se incluyen en el Edsayo
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Ensayos 2008
En un primer ensayo se sembraron diez poblacitmoades y loscultivares INIA

Casera e INIA Fagro Dulce (Tabla 1). El disefio expental fue de bloques completos
aleatorizados con cuatro repeticiones por acce§l@da parcela conté con 51 plantas
con igual arreglo espacial que el ensayo 2007nt®ecald el mismo cultivar susceptible
—Pantanoso del Sauce CRS- a la misma densida@libdsigos se sembraron el 23 de
abril 2008 y el trasplante se realiz6 el 11 de #ga608. Treinta dias post-trasplante se
aplico urea (46-0-0), 130 kg por ha. En el conti®imalezas se utilizé Linuron (1.5 kg/
ha), y re-aplicaciones de Oxifluorfen + Oxadiazdesacaminos (0.5 It/ ha + 1.5lt/ ha).
El control quimico de malezas se complement6 capidas manuales. No se realizaron
aplicaciones de fungicidas ni insecticidas. Lasecbas se realizaron con 60-80% de

vuelco a partir del 27 de noviembre y se extendiéasta el 12 de diciembre.

En el ensayo 2, se incluyeron dos poblacioneddscal cultivar Canarita CRS y una
poblacion avanzada de mejoramiento denominada Eadd@ fecha de transplante, la
densidad y el disefio experimental fueron los misqmasen el ensayo 1. Las cosechas

comenzaron el 5 de diciembre y se extendieron lehdid de enero de 2009.

Los materiales que se evaluaron en 2008 fuerau @mayoria de DI (Tabla 7). Cinco
poblaciones locales (las accesiones UR9704, URIB®,718, UR9720, UR9727) ya
se habian evaluado en 2007. Para otras pobladiocedss ya evaluadas en 2007, no se

cont6 con semilla suficiente para la instalacidnetisayo 2008.

Evaluaciones realizadas

Las observaciones se realizaron sobre las pldetésfila central de cada parcela. La
incidencia (presencia/ausencia de manchas o sgga)idié semanalmente a partir de
que se detectaron condiciones ambientales faverphia la infeccion del patégeno. En
2007 el periodo de evaluacion se extendié del 25etiembre hasta el 23 de noviembre,

y en 2008 desde el 4 de setiembre hasta el 31tdbreclLa severidad se registro el 22
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de noviembre en 2007 y el 3, 10 y 17 de octubregensayos de 2008. Con los valores
de incidencia de la enfermedad se calculd el dma la curva de progreso de la
enfermedad (AUDPC). Para la evaluacion de sevesdagistimo el porcentaje del area
foliar afectada por la enfermedad, utilizando useata de 0 a 100% con intervalos de
5% (Agrios, G.N. 2005). La evaluacion se realiabre hojas verdes activas, y se tuvo
en cuenta la presencia de esporulacion o sintoipa®d deP. destructor No se
consideraron hojas completamesgzas 0 senescentes ni las puntas secas de hejas qu
no permitian reconocer si la causante de la semesacéel tejido fueP. destructorptra

enfermedad u otra causa.

Analisis estadistico

En 2007, el efecto de las accesiones sobre ldancia fue estudiado mediante el
ajuste de regresiones logisticas en funcion dehpiie Se asumidé una distribucién
binomial de plantas afectadas en el total de pdaptar poblacion. Las curvas de
incidencia se compararon mediante contrastes dénrale verosimilitud (LRT,
likelihood ratio test También se efectuaron contrastes entre grupoacdesiones
fenoldgicos, determinados de acuerdo al ciclo (nmina@le cosecha). Se utilizo el
procedimiento GENMOD del paquete estadistico SA&ioe 9.1.3 (SAS Institute,
Cary, NC, 2005). Para los datos del ensayo 200&en@justaron curvas, sino que
directamente se estimo la probabilidad de incideresi cada fecha de muestreo. Las
probabilidades de incidencia de las diferentes gmdhes y momentos se compararon

usando el test de Tukey adaptado por Kramer (1956).

El efecto de las poblaciones sobre la severidadadaaio fue estudiado ajustando
modelos lineales generalizados asumiendo una hiistéin multinomial ordinal de la
escala de severidad. En 2008, dado que se tuvalenasa medicién, se considero el
efecto del momento de evaluacion en los modelosusBetambién el procedimiento

GENMOD del mismo paquete estadistico.
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Para analizar la informacion climatica se con&trag graficas en las que se
relacion6 la evolucion de la enfermedad con la retwia de condiciones
predisponentes. Para ello, se considerd dias g lmorascuridad (periodo comprendido
entre las 21 horas y las 6:30 horas) con humedativeeigual o0 mayor a 95% y dos
rangos de temperatura: entre 4 a 23°C para el ramgalio (contabilizado como
“horas”) y entre 12 y 14°C como rango 6ptimo. Sedoconsideraron aquellos dias en
que estas condiciones se dieron por al menos doss hie forma continua. La

informacién climética se presenta en anexos.

2.3. Resultados
Ensayo 2007

El germoplasma local de cebolla mostro diversigiladas variables de respuesta a la
enfermedad estudiadas: incidencia y severidad &TaplFigura 1). Si bien todas las
poblaciones se comportaron como susceptibles, agrggo de la incidencia no fue
similar para las diferentes accesiones (p < OlGbgvaluacién del 9 de noviembre fue la
fecha en que mas difirieron las poblaciones, enramgo de 3 a 99% de plantas
enfermas. A partir de entonces se observd un rgmidgreso de la enfermedad para
todos los materiales genéticos. Como consecuemreiaja evaluacion del 23 de
noviembre este rango fue d& a 100% de plantas enfermas. Considerando las
evaluaciones erestas fechas donde se manifestaron diferenciasficagivas entre
poblaciones, las accesiones UR9104 y UR8902 fuasogue tuvieron menor porcentaje
de plantas enfermas (Tabla 2). En el otro extrdaaccesiones que tuvieron mayor
incidencia fueron UR9718, UR8709 y UR9704 con 93, 0 99% de incidencia
respectivamente el 9 de noviembre. Como conseaetas accesiones también

difirieron fuertemente en el area bajo la curvgpgreso de la enfermedad (Figura 1).
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cesion
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Figura 1. Curvas de progreso de la enfermedad (evoluciém diecidencia dé®. destructoy y

AUDPC para cinco accesiones evaluadas en 2007 uyierdn comportamientos diferentes:

UR9104, UR8209, UR9704, UR9718 y UR8709.
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Tabla 2. Incidencia, area bajo la curva de progreso defermedad (AUDPC), y severidad Bedestructoy para 27
poblaciones locales y los cultivares INIA Colorgd@antanoso del Sauce CRS. Afio 2007.

Identificacion Momento de Incidencia Severidad Contrastes

Ne Origen cosecha 27/9/07 4/10/07 17/10/07 24/10/07 2/11/07 9/11/07 3/12/07 23/11/07 LRT AUDPC
UR19101 Canelones Nov. (DC)* 0 0.00 0.04 0.04 0.23 0.58 0.90 39.38 a 15.54
UR8709 Tapia, Canelones Dic. (DIb) 0 0.00 0.09 0.06 0.37 0.95 1.00 32.50 a 25.08
UR9718 Pantanoso Sauce Nov. (DC) 0 0.01 0.14 014 480 0.92 0.99 28.20 b 23.25
INIA Colorada Nov. (DC) 0 0.01 0.10 0.01 0.33 0.83 0.91 27.60 b 17.22
UR9727 Porvenir, Paysandu Dic. (Dla) 0 0.00 0.10 010. 0.23 0.78 1.00 26.10 b 19.27
UR9729 Constitucién, Salto Dic. (Dla) 0 0.01 0.14 .0 0.35 0.90 1.00 25.00 b 21.02
UR9704 Mercedes, Soriano Dic. (Dla) 0 0.01 0.11 50.0 0.33 0.99 1.00 25.00 b 20.58
UR9720 Pantanoso Sauce Dic. (Dla) 0 0.01 0.11 0.06 0.36 0.84 1.00 22.50 b 19.97
Pantanoso del Sauce CRS Dic. (DIb) 0 0.05 0.09 0.01 045 0.84 0.99 20.00 b 22.09
UR7022 Pantanoso Sauce, Can. Dic. (DIb) 0 0.00 05 0. 0.01 0.32 0.91 0.95 20.00 b 18.79
UR9101 Canelones Dic. (DIb) 0 0.00 0.19 0.01 0.37 .810 1.00 18.13 bc 20.94
UR7021 Canel6n Grande, Can Enero (DL) 0 0.00 0.13 010 0.28 0.90 0.96 18.13 bc 20.42
UR9702 Esperanza, Paysandi Dic. (Dla) 0 0.00 0.04 010 0.36 0.90 0.96 16.88 cd 19.99
UR9103 Canelones Enero (DL) 0 0.00 0.05 0.00 019 610 0.98 16.88 bc 14.33
UR8903 San Bautista, Can. Dic. (DIb) 0 0.00 0.00 000. 0.35 0.83 0.95 15.63 cd 18.25
UR8823 Pando, Can. Enero (DL) 0 0.00 0.00 0.03 0.13 0.23 0.89 15.63 cd 10.19
UR8819 La Paloma, Can Enero (DL) 0 0.01 0.14 0.06 .260 0.66 0.97 15.00 cd 18.08
UR8703 San Bautista, Can. Enero (DL) 0 0.00 0.04 000. 0.17 0.39 0.97 15.00 cd 14.41
UR8905 Piedra Sola, Can. Enero (DL) 0 0.01 0.19 40.0 050 0.76 0.95 13.75 cd 21.59
UR9102 Canelones Dic. (DIb) 0 0.00 0.04 0.00 0.31 .600 1.00 13.75 cd 17.57
UR8907 Canelones Enero (DL) 0 0.00 0.10 0.00 028 760 1.00 12.50 cd 19.27
UR8710 Canelones Enero (DL) 0 0.00 0.11 0.00 020 600 0.83 12.50 cd 15.38
UR8901 San Bautista, Can. Enero (DL) 0 0.00 0.05 040. 0.25 0.66 0.88 11.25 de 16.12
UR8701 San Bautista, Can. Enero (DL) 0 0.00 0.05 04 0. 0.23 0.43 0.82 11.25 de 13.79
UR8815 Los Arenales, Can. Enero (DL) 0 0.00 0.10 010. 0.09 0.42 0.80 11.25 de 11.57
UR9104 Canelones Enero (DL) 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.03 0.77 11.25 de 2.79
UR8906 Piedra Sola, Can. Enero (DL) 0 0.00 0.04 00.0 0.21 0.39 0.75 10.00 de 13.43
UR9706 Mercedes, Soriano Dic. (DIb) 0 0.01 0.05 10.0 0.22 0.58 0.88 9.38 de 16.58
UR8902 Cafada Grande, Can Enero (DL) 0 0.00 0.04 00 0. 0.17 0.43 0.65 6.88 e 11.86

« DC, Dl y DL corresponden a ciclos fenoldgicos da Bbrto, Intermedio y Largo respectivamente. Lagsiones agrupadas como de Dla
maduraron en la primera quincena de diciembre mgigmue las de DIb lo hicieron en la segunda quiamdel mes.

» Los valores resaltados corresponden a las accesipigereunieron los valores mas bajos de incideseieeridad y AUDPC (destacadas en un

circulo en la Figura 2)
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Figura 2. Correspondencia en la evaluaciéon a campo entr@digeincia deP. destructor
evaluada el 9 de Noviembre, y la severidad evalugld22-24 Noviembre 2007, para 27
poblaciones locales, INIA Colorada y Pantanoso Sklice CRS. Las accesiones de menor

susceptibilidad se destacaron con un circulo pdotea

La severidad &. destructorfue evaluada solo el 22-24 noviembre de 2007. Se
observé diversidad entre accesiones en la severdadn rango desde 7 a 40% del area
foliar afectada (Tabla 2). Inicialmente se pladifievaluar la severidad en al menos tres
momentos para observar la evolucion de esta vanabbnstruir la curva de progreso de
la enfermedad. Sin embargo, en 2007 las condiciamabientales favorables al
desarrollo del patbgeno no se extendieron por uioge prolongado. Al contar con una
sola fecha de monitoreo para severidad en 2007#u@@osible construir curvas de

evolucién del tejido afectado.

Muchas de las accesiones que mostraron menoemzalel 9 de noviembre (cuando

se observo la mayor diferencia entre accesionas)pfi las mismas que presentaron
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Capitulo 2 Respuesta del germoplasma lo€aldestructor

menor porcentaje de tejido afectado el 23 de ndwiemUR8902 con severidad
estimada en 6.9% y UR9104 con 11.3%. En el otroemd, también coincidieron las
accesiones gue tenian mayor porcentaje de plantas@&s con aquellas que tuvieron

afectado mayor porcentaje de tejido, con valoresegleridad de 25 a 32% (Tabla 2).

Por lo tanto, al combinar el comportamiento embwa incidencia y severidad &e
destructor pudo diferenciarse un grupo de accesiones queemi®E los menores valores
para ambas variables (Figura 2): valores inferiare®% en la incidencia, y menor o
igual a 20% en la severidad. Este grupo quedd riatlegpor las accesiones UR9104,
UR8902, UR8815, UR8701, UR8703, UR8906 y UR8823e¢4n1).

[y

I
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0.1+

proporcion de plantas enfermas

0 8 21 28 37 44 58
Dias desde el 27 de setiembre de 2007

Figura 3. Curvas de progreso de la enfermedad (a partidates de incidencia) segun
diferencias en el ciclo fenolégico (DC, DIy DL)ignificancia estadistica entre las curvas. DC,
DI y DL corresponden a ciclos fenolégicos de Diat@dntermedio y Largo respectivamente.
Las accesiones agrupadas como de Dla madurarom gmirhera quincena de diciembre

mientras que las de DIb lo hicieron en la segundiacgna del mes. Por este motivo se
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Capitulo 2 Respuesta del germoplasma lo€aldestructor

separaron en dos grupos para su andlisis, pere encentré diferencias significativas entre los

mismos.

Los cultivares INIA Colorada y Pantanoso del SaG&s incluidos en el ensayo
como testigos, se ubicaron dentro del grupo de riabte genéticos mésusceptibles
(Tabla 2, figura 2).

Al analizar la relacién de la respuest®.adestructorcon variables morfologicas y
agronémicas, se encontré que estuvo relacionadéacaariacion en el ciclo fenolégico
(Figura 3). Es asi que los materiales genéticosprtamos (DC y DI) fueron

significativamentanas susceptibles que materiales tardios (DL) (Bedbha4).

Si bien las diferencias observadas entre gruposldgitos son de mayor magnitud,
también se observé diversidad en la susceptibiled@ddestructordentro de los grupos
fenoldgicos de DI y DL (Tabla 5).

Ensayos 2008

En 2008 se realizaron dos ensayos a campo don@wadgaron 12 poblaciones
locales, 3 cultivares y una poblacién avanzada dpnammiento en total (Tabla 1). El
primer ensayo incluyé cinco accesiones tambiénuadals en 2007. Se observaron
sintomas a campo a partir del 4 de setiembre aedié@a de lo observado para 2007,
donde se registraron los primeros sintomas un ngsstande, a partir del 4 de octubre.
En ambos afios se llegd a valores de incidencia dmfermedad del 100% para los
cultivares y poblaciones méas susceptibles. En 2803s valores se registraron el 23 de
noviembre, con un rango que oscilo entre 65% y 1@6%ncidencia de la enfermedad.
En 2008 la incidencia maxima se alcanzoé el 17 deboe y el rango fue de 80% a
100%.

En esta temporada no se pudo ajustar un modelenmadto para el progreso de la
enfermedad, por lo que se analizaron las medizsdi@ poblacion en cada fecha. En la
evaluacién de la enfermedad no se consideraromdgs secas, lo que pudo haber
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Capitulo 2 Respuesta del germoplasma lo€aldestructor

distorsionado el registro de la enfermedad. Serebsea caida brusca en el registro de
incidencia y severidad (10 de octubre) y posteréni@ valores altos alcanzando el
100% de incidencia (17 de octubre) en la mayoriaslaccesiones al darse condiciones

para nuevos ciclos de infeccion.

Tabla 3. Estimaciones de los parametros de las curvas sggipos por ciclo
fenoldgico. Afio 2007.

Grupo ciclo Bo E. estandard p1 E. estandard
DC -8.0663 0.7586 0.2037 0.01776
Dla -8.8155 0.6790 0.2327 0.01696
Dlb -8.6997 0.6405 0.2308 0.01580
DL -8.1280 0.4562 0.1829 0.00887

DC, DI y DL corresponden a ciclos fenolégicos da Bbrto, Intermedio y Largo respectivamente.
Las accesiones agrupadas como de Dla maduraram miniera quincena de diciembre mientras

que las de DIb lo hicieron en la segunda quincehanés.

Tabla 4. Significancia estadistica de la comparacion eotneas de progreso de la
incidencia de Peronospora destructorpara los materiales genéticos evaluados,

agrupados por ciclo. Afio 2007.

Grupo ciclio
. Nr.
Grupo ciclo Accesiones

Dla Dlb DL
DC 3 0.3169 0.2881 0.0208 *
Dla 5 - 0.9856 <0.001*
Dlb 7 - <0.001*
DL 14 -

DC, DIy DL corresponden a ciclos fenoldgicos da Bbrto, Intermedio y Largo
respectivamente. Las accesiones agrupadas comtadedduraron en la primera

quincena de diciembre mientras que las de DIb letin en la segunda

quincena.
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Tabla 5. Contrastes significativos entre pares de curvasragreso de la incidencia de
Peronospora destructpdentro de cada grupo fenolégico, para el ens@9@.2

Ciclo Contrastes  Significancia
fenolégico accesiones

DC ns

DI UR8903-UR8709 0.0437
UR9702-UR9706 0.0468
UR9706-UR8709 0.0164

DL UR9103-UR9104 0.0033
UR9104-UR8710 0.0052
UR9104-UR8901 0.0016
UR9104-UR8701 0.0101
UR9104-UR8902 0.0275
UR9104-UR8815 0.0261
UR9104-UR8823 0.0355
UR9104-UR8703 0.0021
UR9104-UR8819 0.0003
UR9104-UR8907 <0.0001
UR9104-UR8906 0.008
UR9104-UR8905 <0.0001
UR9104-UR7021 <0.0001
UR8902-UR8907 0.0115
UR8902-UR8905 0.0426
UR8902-UR7021 0.0129
UR8815-UR8907 0.0232
UR8815-UR8905 0.0464
UR8815-UR7021 0.0239
UR8823-UR8907 0.0165
UR8823-UR8905 0.0052
UR8823-UR7021 0.0089

La Figura 4 presenta la evolucidon de la incidemgd. destructory de severidad
para cuatro poblaciones locales contrastantesndaye 1 y para los cuatro materiales
genéticos del ensayo 2. No hubo diferencias suagtifias por fecha de monitoreo, pero
si se observaron diferencias en el comportamiesnergl de las poblaciones (Tabla 6).
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Capitulo 2 Respuesta del germoplasma lo€aldestructor

Se destaco UR9719 por tener menor incidencia argwldel periodo estudiado. En el
ensayo 2, el cultivar Canarita CRS fue el que prtésles menores valores promedios de
incidencia para el periodo (Tabla 6).

Dado que las accesiones corresponden en su mayoipa DI, las diferencias en la
respuesta a la enfermedad observadas entre aagsion son dependientes del ciclo
(fendmeno observado el afio anterior, con accesmela largo). Como consecuencia,
posibilitaria usarlas en los programas de mejonatmiecomo fuente de resistencia
parcial de ciclo DI mediante seleccién recurrente.

Se registré la evolucion de la severidad como qrieje de tejido afectado en tres
momentos del ciclo, entre el 3 y 17 de octubre.eEensayo 1, UR9719 y UR9706
fueron las accesiones con mejor comportamientgugano superaroel 26.5% de tejido
afectado. Por el contrario, UR9704 y el cultivatANCasera fueron los quaresentaron
los mayores porcentajes de severidad, asi comayamvariabilidad en los datos en las
tres fechas consideradas. La magnitud de las dd&® en severidad, sin embargo, fue
menor que las diferencias observadas para incidelecia enfermedad a lo largo de las
distintas fechas de monitoreo (Figura 5, TablaEf).el Ensayo 2, si bien existieron
diferencias en el nivel de severidadRledestructorseguin fecha de monitoreo, en todos
los casos Canarita CRS fue la que preséddmenores valores de tejido afectado y

menor variabilidad en la distribucion de los ddtégura 4, Tabla 7- rangos).

Al observar conjuntamente las curvas de incideciseveridad, se identificaron
accesiones que mostraron los menores valores day@rpara las dos variables. Entre
las accesiones que presentaron menor incidend?a diestructofUR9719 y UR9706 en
el ensayo 1, y Canarita CRS en el ensayo 2), tanaigeveridad fue menor, resultando

en menor porcentaje de tejido afectado.
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Tabla 6: Diferencias en la incidenciaR destructor,método Tukey-Kramer (p<0.05) y severidad para dlgriones

locales y los cultivares INIA-Fagro Dulce, INIA Gaa, Pantanoso del Sauce CRS y Canarita CRS. Aith 20

Identificacion Cosecha Incidencia Contrastes Severidad

N° 4/9 11/9 19/9 26/9 3/10 10/10 17/10 24/10 31/10 <0(p5) 3/10 10/10 17/10
Ensayo 1

UR9717 Nov** 0.06 054 0.28 047 0.87 0.16 1.00 1.00 0.76 ab 11.25 0.00 21.25
UR9722 Nov 0.04 051 034 029 0.79 0.10 1.00 1.001.00 ab 11.25 0.00 22.50
UR9718 Nov 0.09 044 040 059 0.96 0.40 1.00 1.00 0.99 dl6.25 1.25 23.75
UR9719 Dic 0.06 043 021 031 081 0.12 1.00 1.001.00 b 7.50 0.00 26.25
UR9728 Nov 0.04 072 029 046 0.85 0.15 1.00 1.000.87 ab 11.25 0.00 27.50
UR9727 Nov 0.12 063 053 057 0.9 0.41 1.00 1.00 1.00 dl9.00 1.67 28.33
INIA-FAGRO-Dulce Nov 0.06 050 026 031 0.82 0.28 1.00 1.00 0.91 ab 8.75 0.00 28.75
UR9703 Nov 0 074 068 068 091 0.59 1.00 1.00 0.94 a 12.50 0 5.30.00
UR9706 Nov 003 059 035 088 0.79 0.38 1.00 1.00 1.00 a.50 0.00 30.00
UR9720 Nov 0.10 062 043 062 0.84 0.21 1.00 1.00 1.00 d’l.75 0.00 30.00
INIA-Casera Nov 0.18 0.72 052 065 0.88 0.19 1.001.00 1.00 ab 15.00 0.00 32.50
UR9704 Nov 0.12 066 047 051 094 0.44 1.00 1.00 1.00 1&.50 250 33.75
Ensayo 2

Canarita CRS Dic 001 025 016 018 0.35 0.04 0.811.00 0.94 b 2.50 0.00 13.75
Endocria Pantanoso Dic 015 051 049 029 078 20.20.99 1.00 1.00 a 7.50 0.00 22.50
Caballero (pob. local) Ene 0.10 0.29 0.28 0.18 30.5 0.16 0.99 1.00 1.00 ab 3.75 0.00 30.63
Cabrera (pob. local) Ene 0.03 051 054 044 062 590 1.00 1.00 1.00 a 5.00 3.75 32.50

Las accesiones resaltadas fueron también evalead2307.

**Todas las cosechas de este mes son del 27 dembxg, lo que permite clasificar a este grupo detef ciclo DI.



Tabla 7: Contrastes LRT (p< 0.05) y rango segun fecha @uavtion de la severidad &e destructor Ensayos 1y 2,

2008.
Identificacion 3-Oct  LRT rango Identificacion -0kt LRT rango Identificacion 17-Oct LRT rango
Ensayo 1
UR9704 17.50 a 53.75 UR9703 5.00 a 20.00 UR9704 33.75 a 83.75
UR9718 16.25 a 30.00 UR9704 2.50 b 18.75 INIA-Casera 32.50 a 91.25
INIA-Casera 15.00 a 86.25 UR9727 1.67 c 8.33 UR9720 30.00 a 38.75
UR9720 13.75 a 40.00 UR9718 1.25 d 7.50 UR9703 30.00 b 32.50
UR9703 12.50 b 27.50 INIA-Casera 0.00 d 12.50 UR9706 30.00 bc 47.50
INIA-FAGRO-
UR9717 11.25 bc 40.00 UR9720 0.00 de 8.75 D 28.75 bc 32.50
UR9728 11.25 C 36.25 UR9717 0.00 de 5.00 UR9727 28.33 bc 36.67
UR9722 11.25 cd 35.00 UR9728 0.00 de 8.75 UR9728 27.50 c 63.75
UR9727 10.00 d 31.67 UR9722 0.00 e 6.25 UR9719 26.25 C 41.25
INIA-FA-Dulce 8.75 de 30.00 INIA-FA-Dulce 0.00 ef 12.50 UR9718 23.75 C 31.25
UR9719 7.50 de 37.50 UR9719 0.00 ef 3.75 UR9722 22.50 c 42.50
UR9706 7.50 e 22.50 UR9706 0.00 f 20.00 UR9717 21.25 c 43.75
Ensayo 2
Endocria 7.50 a 22.50 Cabrera 3.75 a 26.25 Cabrera 32.50 a 42.50
Cabrera 5.00 ab 23.75 Canarita CRS 0.00 b 2.50 |IiEaba 30.63 a 60.00
Caballero 3.75 ab 48.75 Caballero 0.00 c 12.50 Emao 22.50 a 40.00
Canarita CRS 2.50 b 17.50 Endocria 0.00 c 12.50 a@arCRS 13.75 b 25.00

Las accesiones resaltadas fueron también evalead2307.
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Andalisis de variables climaticas

El analisis de la informacion climatica para elripgo de evaluacion de las
accesiones mostrd variaciones importantes en cuan@s condiciones ambientales
predisponentes a la enfermedad. En la Figura Sesempta los dias y la duracion del
periodo (cantidad de horas en esos dias) en lossgudieron las condiciones para
esporulacion deP. destructor(oscuridad, humedad relativa igual o mayor a 95% vy

temperatura en el rango de 4 a 23°C). Los datpsesentan en el Anexo 2.
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Figura 5: Duracion en horas de las condiciones de humedsamperatura favorables R
destructorde setiembre a diciembre. Afios 2007 (A) y 2008 (B)

32



Capitulo 2 Respuesta del germoplasma loc&l. aestructor

En 2008 se observo que las oscilaciones de temp&na humedad fueron mayores
que en 2007 para el periodo estudiado. Es decirsqudieron lapsos mayores sin
condiciones para la esporulacion Be destructoro bien periodos discontinuos con
condiciones Optimas. Esto coincide con las fueosslaciones en el progreso de la
enfermedad observadas en 2008, tanto en la propode plantas con sintomas activos
de la enfermedad asi como en los registros obter@ddas evaluaciones de severidad.
Al mismo tiempo, en este segundo afo, en los pesied que se dan condiciones para
infeccion y o esporulacién, esas condiciones persipor mayor tiempo que el afio

anterior (en 2007 no superan en ningln caso las@ds).

Se analizo la correspondencia entre la evaluad@ta proporcién de plantas con
esporulacion o sintomas tipicos € destructor realizada semanalmente, con la
ocurrencia de condiciones climéticas favorablea pmenfermedad (Figura 6). Tanto en
2007 como en 2008, se observo que el progreso elgdamedad estuvo mas asociada a
lo que se defini6 como el rango de temperaturasnépty no al rango amplio de
ocurrencia de la enfermedad. Por ejemplo, en 209 pilimeros registros de incidencia
de la enfermedad en torno al 15 de octubre, pudieser consecuencia de las
condiciones optimas que se dieron para el patégendias 9 y 11 de octubre. Estas
condiciones se volvieron a producir 29 de octulargsando un aumento del nimero de
plantas que presentaron sintomas activos el 4 dembre. En 2008, los primeros
sintomas se reportan el 14 de setiembre, luegoedistiase dias con condiciones

optimas los primeros dias del mes (Figuras 5y 6).

Las accesiones UR9704, UR9706, UR9718, UR9720 972R se evaluaron en las
zafras 2007 y 2008. Los resultados obtenidos esomlportamiento sanitario de estos
materiales son consistentestre zafras. La accesion UR9706 fue una de lasaseas
dentro del grupo fenolégico de DI en 2007 por pntgebaja incidencia y severidadPa
destructor lo que coincide con los resultados obtenidosasrelzaluaciones de 2008. La
accesion UR9704 fue la queresentd mayor numero de plantas enfermas y dioteji

afectado en ambos afos (Tablas 2 y 6).
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Figura 6. Incidencia deP. destructory duracién del periodo en horas en que las cambisi de

humedad y temperatura estuvieron en el rango 6ptitRel4°C) para la infeccion coR.

destructoren 2007 (A) y 2008 (B).
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2.4. Discusion
Respuesta del germoplasma local

Se encontraron diferencias entre los materialeétg®s incluidos en los ensayos por
su resistencia B. destructor Si bien se conoce que den&kocepano existe resistencia
completa a esta enfermedad (Van der Meer, Q.P. igsViJ.N. 1990), diferentes
mecanismos involucrados en la resistencia pareiad@n ocasionar un atraso en la
instalacion del patégeno asi como una tasa degsogfe la enfermedad menor (Agrios,
G.N. 2005, Vanderplank, J.E. 1984), como se obseortlas accesiones UR9104 y
UR8902 en el ensayo de 2007, asi como con UR9¥lZyitivar Canarita CRS en los
ensayos de 2008.

Una posible explicacion de las diferencias obstasaentre las poblaciones locales

puede involucrar las defensas estructurales delalatgp A este nivel podrian estar
actuando elementos constitutivos como son estagtpre-formadas que eviten la
instalacion del patégeno. La cebolla tiene una cdpacera que recubre toda su
superficie foliar, caracteristica que presenta acédn genética entre cultivares y
accesiones. Esta superficie hidrofébica tiende sanidiuir la probabilidad de que se
forme una pelicula de agua continua en la supeffiatiar, elemento que es esencial para
la infeccion deP. destructor(Schwartz, H.F. y Mohan, S.K. 2008; Hildebrand).Ret
al., 1982). Sin embargo las accesiones que presentaron losresemalores para
incidencia y severidad (Figura 2) presentaron s@adsvariable (Anexo 3). Por tanto, en
este estudio no resulta una caracteristica quegereplas diferencias observadas, como
si seria en el caso del patosistélnaepa — BotrytisquamosdGalvan, Get al. 2004).
El angulo de insercion de las hojas en el falsto tque lleve a diferencias en la
persistencia de las gotas de lluvia o rocio sabeeiperficie foliar, es otro parametro que
puede estar influyendo en las diferencias obsesvadre accesiones y cultivares
(Kofoet, A. et al. 1989).
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Otras hipotesis que explicaria las diferenciasaencidencia dé”. destructorentre
accesiones son las diferencias en las respuestasadelenadas ante la presencia del
patégeno por el sistema de defensa de la planterg@do diferencias en la tasa de
desarrollo de la enfermedad. La defensa basalaaletia través del reconocimiento de
patrones moleculares asociados a patogenos (PApIRs)a diferir entre accesiones,
generando diferencias en la tasa de infeccion¢sladlsas exitosamente. Diferencias en
las reacciones bioquimicas y en los cambios estiales una vez producida la reaccion
de reconocimientdP. destructor — A. cepapueden determinar qué tan rapido el
patdgeno se desarrollara, y qué tan severos sesd&iritomas antes de que las defensas
de las plantas frenen su avance. Esto puede eladem@ través de diferencias en el
periodo de latencia asi como en el niumero de iitilees exitosas. Al trabajar en
condiciones de campo, las diferencias que se cdrseren cantidad total de enfermedad
a través de AUDPC en 2007 o en el momento en quliegse al mayor porcentaje de
plantas afectadas en 2008, son producto de vaictiss e infeccion, esporulacion y
dispersion del patdgeno. En ese caso, las difexemei resistencia entre las accesiones
que lleven a diferencias por ejemplo en el periatp latencia, pueden estar
manifestando menor nimero de ciclos de reproducd@rpatégeno en aquéllas mas

resistentes.

Relacion con el ciclo fenoldgico

La respuesta al fotoperiodo que tiglBum cepa determina diferentes momentos
para el comienzo de la bulbificacion y por tantdemincias en el momento de
maduracion y cosecha de los bulbos. En las comaisi@agroecolégicas de produccién
de Uruguay, las condiciones ambientales favorahledesarrollo deP. destructorse
cumplen a partir de setiembre y se extienden derreodo octubre. La practica mas
extendida de cultivo de cebolla en Uruguay es nméeliga siembra de almacigos y

posterior transplante. En condiciones comerciagéeprdduccion, los cultivares de DL se
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transplantan durante el mes de setiembre. En alyerde 2007, aun cuando accesiones
de DC, DI y de DL fueron trasplantados en la misaetha, las accesiones de DL fueron
las menos afectadas, por lo que la diferencia eeslauesta B. destructomo se debe a
un escape por época. Una posible hipoétesis queaqarpksta relacion con el ciclo
fenoldgico es que el comportamiento frente. alestructor podria atribuirse a factores
de resistencia especificos en el grupo de matertalelios (valencianas), de expresion
cuantitativa (Kamoun, S. 1998; Vanderplank, J.BB4)9De ser asi, podria transferirse
la resistencia mediante cruzamiento a los otropagdienoldgicos del germoplasma de

cebolla y seleccidn recurrente por resistencialp @grecoz a semi-precoz.

Alternativamente otra hipotesis podria ser quediésrencias en la respuestaPa
destructor son resultado de diferencias entre los grupos ddurez segun estado
fisiologico-fenologico. En accesiones de DC o Drapdas que se ha iniciado la
bulbificacion o estan proximos a la bulbificacion el momento en que aparee
destructor podrian producirse cambios hormonales y nutrales que afecten
negativamente mecanismos de resistencia basalesseEcaso, la resistencia parcial en
las accesiones de dia largo no seria facilmenteabpt al desarrollo de cultivares

precoces y semiprecoces resistentes.

Esta segunda hipotesis vincula la expresion disteesia con el desarrollo del
cultivo. La influencia del desarrollo de la plamtstan importante como el resto de los
factores involucrados en la expresion de la rasisde pero no ha sido tenido en cuenta
con la misma frecuencia en los analisis (Pierre,eMal. 2007). La adquisicion de
resistencia o el incremento de la misma en etapd&s del desarrollo (resistencia de la
planta adulta), es un fenomeno comunmente obsempado diversos cultivos y pato-
sistemas. La interacciéR. destructor —A. cepgarece manifestar lo opuesto: mayor
susceptibilidad conforme avanza su desarrollo. lm@anismos involucrados en la
“resistencia relacionada a la edad” (RRA) —unaasedrimeras denominaciones para
este fendmeno, propuesta por Lazaroeitsal. (1980) difieren de otros relativos al

sistema de defensa innato, la resistencia sistéimétacida o la resistencia sistémica
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adquirida. La resistencia a enfermedades en lassades RRA estd asociada a cambios
de fase o transiciones importantes ocurridas argol del ciclo de vida de la planta
(Poething, R.S.; 2003; Baurle, I. y Dean, &f.al 2006). En el ensayo de 2007 se
observé que las accesiones correspondientes avidrdn mayor resistencia que las de
DI y las de DC (que fueron las mas afectadas pqragbgeno). Dada la respuesta
cualitativa al fotoperiodo que tiene esta espeam ulbificar, aun cuando todas las
accesiones fueron plantadas al mismo tiempo, @destle desarrollo en el que se
encontraban al momento que comenzd la infeccideridifuertemente entre grupos.
Los requerimientos de fotoperiodo se cumplierortoemo al 1-7 de octubre, al 1-7 de
noviembre, y al 5-10 de diciembre, para los cidedDC, DI y DL respectivamente. En
la evaluacion del 4 de octubre, sélo 3 de las t&siones de DL presentaban sintomas,
4 de las 11 accesiones de DI y 2 de las 3 accesam®C. En la evaluacion del 2 de
noviembre, estos valores ascienden a 14 accesimeBL, y la totalidad de las
accesiones de DI y de DC, pero los valores de encid difirieron entre grupos
fenoldgicos. Se encontraron los menores valores Pparcon un promedio de 21% de
plantas enfermas, mientras que el promedio paray DMC fue de 34% y 35%
respectivamente. En sintesis, estas observaciomsan que conforme avanza el
desarrollo fenoldgico, la planta se hace mas stibteppero no puede asociarse
claramente un cambio de fase como determinante geeasusceptibilidad, sino que
pareceria que a partir del inicio de la bulbifiGacia planta estd mas susceptible en
términos cuantitativos. Por otra parte, al obsel@agvolucion del comportamiento de
las accesiones frente R. destructora lo largo de la estacion, se observd mayor
enfermedad conforme avanza el ciclo. Esto puedatsbuido en parte a que, conforme
se acerca la madurez, los tejidos presenten maygmeptibilidad. Sumado a esto, al
tratarse de un patdgeno policiclico, lo observanldrip ser el resultado de varios ciclos
que determinan un rapido crecimiento de la enfeatie@n la medida de que las

condiciones ambientales se mantengan dentro dariges optimos.
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Los mecanismos que controlan la transicion dehmeko en la planta huésped
pueden ser los mismos que gobiernan la expresida desistencia (Pierre, Mt al,
2007). El gran numero de genes que interviene aedatencia parcial, podria estar
vinculado a las distintas etapas de los proces@ddgicos de la planta, que generan las
sustancias y estructuras que constituyen sus nsecasi de defensa (Agrios, G.N.
2005).

Sobre la coleccion de germoplasma de cebollzadii en este trabajo (Tabla 1), se
realizd un estudio de diversidad genética en basaraadores ISSR. No se pudieron
diferenciar grupos genéticos aislados dentro deolaccion (Monteverde, Eet al,
2009). No obstante, existieron diferencias entse dacesiones mas distanciadas, asi
como asociaciones fuertes entre otras accesionas. dccesiones de dia corto
aparecieron asociadas independientemente de snayapgréafico, mientras que las de
dia intermedio y dia largo (fundamentalmente de e@m@s) no se diferenciaron
genéticamente entre ellas. Esta base genética ceeniamconsecuencia del intercambio
de germoplasma que existe entre productores, olieizacion natural y mezclas
intencionales (Monteverde, Et al, 2009). Como consecuencia, la diversidad genética
no se correspondié con la diversidad fenotipiceeMable en esta coleccion, ni las
diferencias en grados de resistenci. @lestructorque se asociaron a grupos por ciclo
fenoldgico (Anexo 3). Por tanto, la informacionatigible no permitié discriminar si las
diferencias en resistencia observadas se debemivafeente al ciclo o a factores

genéticos especificos.

Epidemiologia deP. destructor

El comportamiento observado en 2008, con brusaaaciones efa incidencia y la
severidadle la enfermedad, indica la alta virulencia debgaho, asi como su condicion

de policiclico resultando en epidemias que puededevastadoras.

Si se observan conjuntamente las curvas de evolube enfermedad construidas

para ambos afios y los datos climéaticos para el oniperiodo,se evidencia la
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dependencia de las condiciones climéticas que &stee enfermedad. Temperatura y
humedad son los principales factores climaticosajeetan el desarrollo de la epidemia.
Las condiciones ambientales pueden afectar elmoreio de la planta hospedera, la
suculencia, y la susceptibilidad a patbgenos. Témafecta la sobrevivencia, vigor, tasa
de multiplicacion, esporulacion, y distancia depdision del patégeno, asi como su tasa
de éxito en la germinacion y penetracion de espg@asos, G.N. 2005). La temperatura
y humedad relativa por fuera del intervalo optimargpel desarrollo del patdégeno
resultaron en un descenso importante de la enfenextjistrada en la semana del 3 al
10 de octubre en 2008. Estas condiciones podritar atectando negativamente su
sobrevivencia (cantidad de inéculo que permaneable), dispersion y/o su tasa de
reproduccion. El desfasaje entre (1) el momentocitdb en el que se dieron las
condiciones oOptimas pata expresion de la enfermedad con (2) el momentquense
registraron aumentos en la incidencia y/o severigadde estar explicado por el periodo
de latencia, si bien éste no puede ser determigadoprecision en condiciones de

campo.

El modelo logistico que se ajustd para 2007 tiereserie de supuestos. Entre ellos,
que el ambiente en el cual la enfermedad se ddsagouniforme y que hay cambios
constantes en la enfermedad que son inmediatamisitiees (Campbell, 1998). Dadas
las mayores oscilaciones climaticas durante lauee#n de 2008, el incumplimiento de
estos dos supuestos posiblemente sea lo que hagaibtitado el ajuste de una curva
logistica. Se sucedieron cambios bruscos en ladicdones climaticas que generaron,
por un lado, el enlentecimiento del desarrollo palégeno en algunos periodos, asi
como posiblemente hayan acelerado el ciclo de Ffermedad en otros periodos
(disminuyendo el tiempo de latencia y/o aumentaladoantidad de esporulacion del
patdgeno). No obstante, no es posible determinar fuerte asociacién entre la
evaluacion preliminar de las condiciones requerig@as la enfermedad y las curvas

construidas tras las evaluaciones de 2007 y 2088& BEnalisis deberia realizarse
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considerando el periodo de latencia del patogeoonymayor conocimiento acerca de

como las fluctuaciones climaticas actiuan sobredo.c

La caida brusca en la incidencia (plantas regiagaomo enfermas en mediciones
anteriores pasaron a contabilizarse como sanasigpexplicarse por la senescencia total
del tejido que estuvo enfermo, y también por elbfeano de recuperacion de areas
foliares que, permaneciendo verdes, estuvieron biedas de esporulacion. El
crecimiento del hospedero es un factor importantmechas epidemias y puede afectar
la tasa aparente de crecimiento de la enfermedaggndiente de la curva de progreso
de la enfermedad. El crecimiento de las plantasdeugliluir’ el efecto de la
enfermedad. Si la planta crece a mayor velocidad Iqugue lo hace el patégeno es
posible incluso observar que “decrece” la enferrdemlan cuando no lo esté haciendo.
Un factor adicional es la pérdida de hojas viejadadplanta y/o de hojas enfermas, lo
que puede causar que la cantidad de enfermedadvatisedisminuya en el tiempo.
Ambos factores, crecimiento y defoliacion pueden isgortantes en el intento de
calcular la tasa de crecimiento de la enfermedadiepdo ser subestimada o incluso
negativa (Campbell, C.L. 1998).

Se han propuesto distintas correcciones para patkzar estos modelos en
simulacion de epidemias (Campbell, C.L. 1998; Radpbi R.et al, 1989; Kushalappa,
D.C. et al, 1982). Estas correcciones proponen alguna formacahsiderar la
enfermedad referida al crecimiento del hospedeamd¥rplank (1984) propuso corregir
la tasa de incremento de la enfermedad sobre lobioa en la cantidad de tejido
susceptible del hospedero en un intervalo de tiedgperminado (biomasa 1 y biomasa
2 en los tiempos 1y 2), basandose en el trabajtadeks y Schein (1979) cétuccinia
striiformis en trigo. La tasa de infeccion relativa corregjaa el crecimiento del
hospedero propuesta por Vanderplailhien se adapta a muchos patosistemas, en otros
continuaria dando valores negativos. Por ejemplel&aso de la enfermedad del café
causada porHemileia vastatrix el rapido crecimiento del hospedero reduce la

proporcion de enfermedad acumulada en el mismoog®riresultando en valores
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negativos. Por lo que sobre la base de las coomesia los modelos propuestos por
Vanderplank, fueron surgiendo otros métodos queonman estos resultados
(Kushalappa, D.Cet al 1982).
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3

AJUSTE METODOLOGICO PARA LA EVALUACION DE RESISTENC 1A A
Peronospora destructdeN CONDICIONES CONTROLADAS

3.1. Introduccién

Para evaluar la resistenciaPa destructoren condiciones controladas se requiere
previamente de un ajuste metodologico que permbajar con éxitoen estas
condiciones. Si bien el nivel de resistencia pad@de evaluarse a campo, componentes
de la resistencia parcial como el periodo de l@ena frecuencia de infecciones y la
producciébn de esporas se determinan en pruebas ciobc@s en condiciones
controladas. Esa cuantificacion de los componedé&sa resistencia en condiciones
controladas es un trabajo complementario a la eva&no a campo que aportaria
informacién de gran utilidad, ya que se estan ewala posibles fuentes de resistencia
parcial de expresion cuantitativa. En base a l#dgitafia disponible, durante 2008 y
2009 se realizaron una serie de ensayos con divabie ajustar una metodologia de
mantenimiento e inoculacion de. destructoren condiciones controladas. En este
capitulo se presenta una breve revision acercasledndiciones requeridas para el
mantenimiento e inoculacion céh destructor]os resultados obtenidos y se discuten las

principales dificultades detectadas.

Condiciones para esporulacion

La esporulacion requiere temperaturas en el rdegb.7 — 20.6°C, humedad relativa
de 95% o superior y oscuridad (Hildebrand, P.D.Sgtton, J.C. 1982; Maeso, D.
2005). Ocurre durante la noche cuando las condisipnedisponentes se prolongan por
al menos seis horas. El patdogeno no logra espacutardo las condiciones de HR son

menores a 95% entre las 02:00 y las 06:00AM, asboouando el periodo de oscuridad
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predisponente es seguido de dias con altas tempesgHildebrand P.D. y Sutton J.C.,
1982). Si bien la esporulacion requiere de humeeladiva superior a 95%, la presencia
de una pelicula continua de agua sobre la hojahlbe (Hildebrand P.D. y Sutton J.C.,
1982).

Condiciones para la dispersion

Las zoosporas son liberadas durante el dia, menelacion entre las variables
ambientales y la liberacion de zoosporas aun ranedgterminadas con precision. Las
zoosporas pueden sobrevivir un dia post liberagifres a cinco dias mientras estan en
el zoosporangioforo. La cantidad de zoosporasdites se incrementa a partir de las
07:00hs, llega a un maximo de liberacion entre 0800 — 09:00, y declina
posteriormente. Practicamente no se registra fi@reentre las 18:00hs y las 06:00hs.
Este patron diurno de liberacion de zoosporas ecemrdias sin lluvias, generalmente
soleados y con marcada alza de temperatura y disidimde la HR. Pueden registrarse
picos de liberacion menores si la HR se incremtntie en el dia. En dias nublados, la
liberacion de esporas coincide con intervalos slaeaurante el dia (Hildebrand, P.D. y
Sutton, J.C. 1982). Hildebrand y Sutton (1982) etrewon que la liberacion inicial
podia estar asociada con la radiacion infrarrojd. (B radiacion produce una oleada
electroestatica en la atmdésfera después del ammameeguede impulsar un mecanismo
de descarga de zoosporas tal como lo propone Leieh (1982). El efecto de la
exposicion a Rl conforme baja la HR, no pudo spars#lo en estos experimentos de los
efectos atribuibles a los cambios de HR. En otrabajos, existen evidencias del
aumento de liberacion de esporas debido a exposgiprolongadas a RI, tanto en
saturacion como con HR reducida (Hildebrand, P.Butfon, J.C., 1982).
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Condiciones para la infeccion

La infeccion ocurre con una pelicula de agua lgmiere el tejido y con temperaturas
entre 1-25°C (O0ptimo en el entorno de 13° C). Rwqudos a seis horas si las
temperaturas se encuentran en el rango de 3-148@ngnta si las temperaturas son méas
altas. Luego de la infeccion, el periodo de latenpara que ocurra una nueva
esporulacion abundante es de 10 a 16 dias. Laciafepuede ocurrir en el mismo
periodo de humedad para la esporulacion, o dulasiguiente noche (Hildebrand, P.D.
y Sutton, J.C., 1982).

Objetivo

El objetivo de los trabajos que se describen dr eapitulo fue ajustar una
metodologia de mantenimiento e inoculacion Be destructor en condiciones

controladas.

3.2. Materiales y métodos

Ensayo 1

El primer ensayo se realizé en 2008, en el CdRémional Sur (CRS) de la Facultad
de Agronomia, Universidad de la Republica.

Para las inoculaciones se utilizaron plantas ewetaa del cultivar susceptible
Pantanoso del Sauce CRS, con mas de cinco o gasséxtendidas, de 20 cm de largo o
mas, y al menos 100 dias desde la siembra. Lataplaa produjeron y mantuvieron en
invernaculo, y estaban libres de sintoma® ddestructoral momento de la inoculacion
(Tabla 8).

La recoleccion de zoosporangios se hizo a pagtipldntas del cultivo a campo con
presencia de esporulacion, a primera hora de laan@afPara la inoculacion se utilizd
una suspensién con una concentracion de 1 “xz@@sporangios/ml (Kofoet, A. y

Zinkernagel, V. 1989). Se utilizaron como testigtentas pulverizadas con agua. Luego
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de inoculadas, las plantas fueron dispuestas sobsas en una camara de crecimiento
de 12 m con temperatura controlada, y ldmorescente de 75umol-ni?-st. Las
condiciones de camara fueron las utilizadas por-Bldazik A.A. y Lorbeer J.W.
(1980): durante las primeras 24 horas se mantuvi® plantas a 14°C y oscuridad,
esta temperatura se mantuvo durante 4 dias maegyg ke elevo a 18°C durante 8 dias
con un fotoperiodo de 12 horas. La humedad relaé/anantuvo entre 95 y 100%

durante todo el periodo.

Al retirar las macetas de la cAmara, éstas seatyea durante 72 horas mas, por lo
gue la duracidn total del ensayo fue de 16 diasiendio el periodo de latencia citado.
Se realizaron tres repeticiones consecutivas @eesstayo entre los meses de agosto y
setiembre. Cada repeticion conté con ocho plamama&cetas individuales: seis con

plantas inoculadas y dos testigos.

Para mantener la humedad relativa en el rangcerielu(95 a 100%), se evaluaron
dos sistemas de generacion de humedad: vaporizadoneésticos y nebulizadores. Se
utilizaron cuatro vaporizadores domésticos simelén regulados por temporizador.
Los nebulizadores se colocaron a una distancia i@ fn entre ellos. Luego de
transcurridas 48 horas de la inoculacion, las pkase observaron diariamente durante

todo el ensayo buscando presencia de sintomasa sig

Figura 7: Macetas en camara de crecimiento. Vaporizadores éstimos (izquierda),

nebulizadores (centro), vista con vaporizadoresietionamiento (derecha).
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Ensayo 2

Este ensayo y el siguiente se realizaron durd@8 £ tuvieron como objetivo lograr
mayor control de las condiciones requeridas sobhta aina de las fases que forman
parte del proceso de inoculacion-infeccion. Seizaan en el Instituto Nacional de
Investigacion Agropecuaria (INIA), Estacion Expeeimtal Wilson Ferreira Aldunate,
Las Brujas, Canelones. La recoleccion de zoospararsg realizé de la misma manera
gue en el ensayo 1. Se inocularon plantas enterasagetas, cultivar Pantanoso del
Sauce CRS, con 5 o 6 hojas extendidas, de 20 crsadm largo, y al menos 100 dias
desde la siembra. Luego de la inoculacion, lastgtase colocaron en una cdmara donde
se mantuvieron en oscuridad por 24 h a temperatmasl rango de los 9 y 20°C y
atmosfera saturada (HR 100%). Transcurrido esti@g®rias plantas fueron llevadas a
biotrones (LPH-300-RDS, Nippon Medical and Chemitadtruments Co., Tokyo,
Japén) donde permanecieron a 14°C durante 4 digsides de 18°C durante 8 dias y
humedad relativa entre 95 y 100% durante todo elope (Adb-Elrazik, A.A. y
Lorbeer, J.W. 1980).

Se definieron ocho tratamientos (Tabla 8) que coarbn:
(1) Inoculacion en humedo (suspension) versus seco”. En este Ultimo caso se
depositan los zoosporangioforos sobre la hoja amgsmte mojada con agua destilada

0 con agua corriente. Los zoosporangioforos fueetinados de la superficie de las

plantas colectadas con un pequefio cepillo y cotixadn éste inmediatamente sobre

la superficie de las hojas a inocular.
(2) Preparacion de la suspension: calidad del.aBaadiferenciaron tratamientos con
agua destilada y otros con agua corriente. Sejaspar un dispensador de mano.

(3) Remocién o no de la capa de cera de la hoja.

Se realizaron dos repeticiones por tratamientbreSta misma planta se inocularon
cuatro hojas, aplicando mas de un tratamiento (@gndos hojas con remocion de
serosidad y dos hojas sin remocion). Las obsermasige realizaron cada dos dias a

partir del tercer dia en que las plantas estabah lgiotron (cuarto dia post inoculacion).
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Ensayo 3

Se realiz6 en camara de crecimiento en la Facditaéigronomia, Universidad de la
Republica. La recoleccién del in6culo se hizo enrfasmas condiciones que para los
ensayos 1 y 2. Se inocularon hojas sueltas, prentss de plantas con las mismas
caracteristicas que el ensayo 2. Se definieron ¢r@tamientos que combinaron los
mismos factores que en el ensayo 2 y se aplic6 tratiamiento sobre tres hojas
colocadas en cajas de plastico. Se realizaronafmticiones por tratamiento (Tabla 8,
Figura 8). El ensayo completo fue repetido una \@e.realizaron observaciones

diariamente y se registré presencia de sintonsigno.
Ensayo 4

En 2009 durante los meses de setiembre y octebreadiz6 un experimento en la
camara del CRS que permitid continuar con el ajuktela metodologia para la
inoculacion en condiciones controladas. Se utiizarplantas con las mismas
caracteristicas que los ensayos anteriores. Lawsaglaitilizadas correspondieron a los
cultivares INIA Colorada, INIA Fagro Dulce, Pantanadel Sauce CRS, una poblacién
local —Valenciana Caballero— y una accesionAleim fistulosum.La recoleccion de

zoosporangios fue igual que en los experimentd@008.

as inoculadas

Figura 8. Plantas en macetas inoculadas en el ensayo 2didaii y hojas suelt

en el ensayo 3 (centro y derecha).
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Teniendo en cuenta los resultados de los ensaytsicxes, previamente a la
inoculacion las plantas se asperjaron con agu@éeoter Se raspd la esporulaciéon de las
hojas colectadas a campo con un cubreobjetos,disBéuyeron los zoosporangios en
forma homogénea sobre las hojas a inocular de gladéa. Inmediatamente, se coloco
una bolsa de nailon individual sobre cada planigufgd 9). Las plantas fueron llevadas a
la cdmara de crecimiento donde se mantuvieron teoperaturas entre 10 y 17°C los
primeros cuatro dias y entre 10 y 20°C a partigdéito dia.

A los siete dias (7 d.d.i.) se retiraron las ®lse nailon individuales. Al dia
siguiente (8 d.d.i.) se evaluaron los sintomas rebdes, y se realizO una segunda

evaluacién a los 21 dias post inoculacion (21 4l.d.i

La incidencia, severidad, y proporcion de plarntas esporulacion se analizaron
ajustando modelos lineales generalizados asumiemdo distribucion multinomial
ordinal de la escala de severidad, y distribucidmornial para la incidencia y la

proporcion de plantas con esporulacion.
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Ajustes para la evaluacién en condesorontroladas

Tabla 8: Descripcion de los ensayos de 2008 (1, 2 y 3)0p40).

Ensayos

1

Tratamientos

0o N o g A W N - DN

todas las plantas fueron inoculadas en seco
Sin remocion de cera y previamente
humedecidas con agua corriente

: control de humedad con vaporizadores

Material Vegetal

P. deleSGRS.
Plantas enteras

: control de humedad con nebulizadores

- remocién de cera-suspension-agua corrientg- del Sauce CRS.
- remocién de cera-suspension-agua destiladdlantas enteras

: remocién de cera-en seco-agua corriente

: remocién de cera-en seco-agua destilada

: sin remocidn-suspensién-agua corriente

: sin remocidn-suspension- agua destilada

: sin remocion-en seco-agua corriente

. sin remocidn-en seco-agua destilada
Los mismos 8 tratamientos definidos
En el ensayo 2

P. del Sauce CRS.
Hojas sueltas

Ralrle CRS
INIA Colorada

Val. Caballero (PL)
A. fistulosum

50

INIA Fagro Dulce

Recolecciénedzoosporas

Condiciones de camara

a partir de plantas del cultivo 24 h oscuridad y 14°C,

a campo esporuladas, a

primera hora de la mafiana

a partir de plantas del cultivo

a campo esporuladas, a

primera hora de la mafana

a partir de plantas del cultivo

a campo esporuladas, a

primera hora de la mafana

a partir de plantas del cultivo

a campo esporuladas, a

primera hora de la mafiana

4 dias a 14°C y 8 dias a
18°C. HR 95-100%.

24 h oscuridad y 9-2C,
4 dias a 14°C y 8 dias a
18°C. HR 95-100%.

24 h oscuridad y 14°C,

4 dias a 14°C y 8 dias a

18°C. HR 95-100%.
inoculacion + bolsa

4 dias 10-17°C

10-20°C a partir del 5°



Capitulo 3 Ajustes para la evaluacién en condesorontroladas

Figura 9. Vista general del ensayo 4 de inoculacién ¢adndestructoren condiciones

controladas. Las plantas permanecieron cubierrabaisas de nailon individuales hasta 7 d.d.i.

3.3. Resultados

Ensayo 1

En este primer ensayo, no se observaron sintqmoasp que no pudo confirmarse
infeccion ni esporulaciéon de. destructor La dificultad en mantener durante todo el
periodo las condiciones ambientales arriba expsidfi@adamentalmente HR mayor a

95%), se identific6 como la principal limitante.

La utilizacién de nebulizadores se ajustd mejtasacondiciones del ensayo que los
vaporizadores domeésticos, ya que no afectaron rgdrtura. Presentaron como

problema la formacion de una pelicula de agua coaty permanente sobre las hojas.
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Ensayo 2

No se observaron sintomas ni esporulacioR.déestructoren las plantas inoculadas
mediante suspension de zoosporas. En cambio, sibservaron manchas en los
tratamientos inoculados “en seco” (Tabla 9). Lasichas observadas eran blancas y
deprimidas, de 0,5 a 1 cm promedio de largo. Sergbesporulacion en un sola planta
con inoculacién en seco y con remocion de cerdof8s luego de terminado el periodo

en el biotrén y puesta en condiciones de humedativee ambiente, 70— 90%.

No se encontraron diferencias entre la utilizadéragua destilada y agua corriente
para humedecer la hoja previo a la inoculacionseen”. La aparicion de sintomas se
observé en plantas inoculadas en seco, indepeadiente de que tuvieran o no

remocion de la capa de cera (Tabla 9).

Ensayo 3

En los ensayos con inoculacion en hojas sueltdx) hna importante contaminacion
con otros patdgenos, no pudiéndose discriminaculgrencia o no d@. destructor En
estos tratamientos no se logré cumplir el total deliodo establecido para la
observacion (16 dias), ya que las hojas presentdemtomposicion del tejido y

pudricion generalizada antes de este momento.
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Tabla 9: Presencia de manchas y o esporulacidR.d#estructoren funcion de los dias
post inoculacion segun tratamiento. Ensayo 2, 2008.

Tratamientos Dias desde inoculacion

Remaocién cera Tipo de inoculacién Fuente de agua 4 6 8 10
Si suspension corriente no no no no
Si suspension destilada no no no no
Si en seco corriente Si* Si si Si
Si en seco destilada no Si Si Si
no suspension corriente no no no no
no suspension destilada no no no no
no en seco corriente Si si Si si
no en seco destilada no Si Si Si

* en todos los casos las manchas observadas fbkmecas a necréticas, deprimidas, de 0.5 a 1 cetrdm
promedio de largo.

Ensayo 4

En este ensayo realizado en 2009, se obtuviemonsas necroéticos similares a los
sintomas obtenidos en el ensayo 3 realizado en Poi@8ra 10). Los sintomas se
observaron desde los 7 dias después de la ino@ojaziando se removieron las bolsas
de nailon, y siguieron incrementdndose hasta larskyevaluacion a los 21 dias. La
incidencia llegé al 100% de las plantas inoculadasy un nivel de severidad que
provoco el colapso de las hojas inoculadas endtivares mas susceptibles (Tabla 10).
La esporulacion se observo en la segunda evalyaxios 21 dias (Figura 11).
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A (detalle)

Figura 10. Sintomas d®. destructorobservados en el ensayo 4. Las hojas inoculadas se
marcaron con un anillo de papel blanda. Pantanoso del Sauce CRS. Manchas
necréticas deprimidas en la zona inoculada, ovoaésegulares (8 d.d.i.B: Allium
fistulosum.Manchas pequefias (hasta 3 mm de diametro) nexgddieprimidas en la
zona (8 d.d.i.).C: Allium fistulosum Planta con las dos hojas inoculadas totalmente
necréticas (21 d.d.i.).
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A (detalle)

Figura 11. Sintomas d®. destructorobservados en el ensayo 4 a los 21 dAl.iPoblacion
local valenciana Caballero, con esporulacion sodjido verde.B: INIA Fagro Dulce.C:
INIA Colorada.
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Tabla 10. Evaluacion de la incidencia, severidad y espordla®bservada en el

material vegetal inoculado céh destructorEnsayo 4, 2009.

Material Vegetal Incidencia Severidad Esporulacién

Nro 8 21 8 21

pl. ddi. % ddi. % d.d.i d.d.i. 21 d.d.i.
INIA Fagro Dulce 3 3 100 3 100 3.0 3.3 1.00
Pantanoso del Sauce 11 7 64 11 100 15a 3.3a 0.83ns
INIA Colorada 10 8 80 10 100 12ab 1.7 b 0.89
Valenciana Caballero 12 3 25 11 92 03 b 27ab .750
Allium fistulosum 11 6 55 10 91 1.0ab 2.7ab 0.67

! Se utilizé6 una escala de 0 a 4 para evaluar sladr0: sin sintomas; 1: menor a 5% del area foliar
afectada; 2: entre 5 y 25%; 3: de 25 a 50%; 4: maygD%

3.4. Discusioén

Los resultados obtenidos permitieron el ajusteodwbgico necesario para el
mantenimiento e inoculacion en condiciones contiedacorP. destructor La humedad
relativa cercana a la saturacion y temperaturasd esngo de 10 a 15°C, se confirmaron
como requisitos imprescindibles para lograr inf@egy posterior esporulacion. El éxito
obtenido en el ensayo 4 puede ser atribuible abldg estas condiciones. Asimismo, la
ausencia de una pelicula continua de agua solthv@dgparece clave para el éxito de la
esporulacion. Esto se corresponde con el compatamia campo de la enfermedad,
donde la esporulacion fallaba cuando se registrdl@nde lluvias que mantenian la hoja
mojada (Hildebrand, P.D. y Sutton, J.C. 1982).

La inoculacion “en seco” parece mas efectiva quaplicaciéon de una suspensiéon de
zoosporangios como meétodo de inoculacion. Este doése asemeja mas a lo que
ocurriria en condiciones de campo, donde las zoaspse liberan debido a descensos
importantes en la humedad relativa y se dispersarekviento (Leachet al. 1982). Las
mismas no llegan con un medio liquido (como podeiael salpicado) como si ocurre

con otros patogenos. Si se utilizara esta formandeulacion para trabajos futuros,
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habria que prever como cuantificar la concentrad®zoosporas inoculadas. A la vez,
se deberia continuar con el ajuste del método deulacion con una suspension de
zoosporangios, utilizado en trabajos previos (Atta#ik, A.A. y Lorbeer, J.W., 1980;
Kofoet, A. y Zinkernagel, V., 1989).

Los sintomas se observaron en los tratamientaseen, independientemente de la
fuente de agua utilizada para humedecer la hojalgTED). La ausencia de sales en el
agua destilada no tuvo efecto marcado sobre lasppoas cuando es utilizada con este
fin.

La infeccidn ocurrié en plantas con y sin remodi@ncera, aunque el escaso himero
de plantas utilizadas o la falta de repeticionaesheayo completo imposibilitan confirmar
las diferencias encontradas por Adb-Elrazik y Lerb€l980) en el porcentaje de
infeccion.

En el ensayo 4 realizado en 2009 se observareredifias entre las accesiones, aun
cuando el objetivo no era realizar una evaluaciénnthteriales genéticogllium
fistulosumtuvo principalmente manchas necréticas de 2 a &mdiametro (Figura 11),
mas chicas que los cultivares de cebolla susceptiblIA Fagro Dulce y Pantanoso del
Sauce (manchas ovoides de 10 a 30 mm de diameteocaplescen). Este resultado
coincidiria con trabajos previos donde se repadrteomportamiento susceptible de
fistulosuma P. destructor(Kofoet, A. y Zinkernagel, V., 1989). En este @pb se
encontro que si bien es susceptible, en generaépt@ menor grado de susceptibilidad
que la mayoria de los cultivares Alecepa

Los cultivares INIA Fagro Dulce y Pantanoso deuca CRS fueron los més
susceptibles, con 100% de incidencia y alta sea@ridNIA Colorada tuvo alta
incidencia y menor severidad. Las poblaciones éscablenciana Caballero seguida de
A. fistulosumtuvieron una expresion inicial de la enfermedadonegue la de otros
cultivares de cebolla, o que se expresa en bajdencia y severidad. En la segunda

evaluacion el nivel de incidencia y severidad fite, mo observandose diferencias entre
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los cultivares evaluados. Si bien el cultivar Cattar INIA tuvo alta incidencia, presento
menor progreso en la severidad, diferenciandosewdelar susceptible Pantanoso del
Sauce CRS en la segunda evaluacion (21 d.d.i.psHEssultados coinciden con las

diferencias observadas a campo.

De confirmarse esta correspondencia entre la lacicun en condiciones controladas
y los resultados obtenidos a campo, la primerdtegawna herramienta complementaria
de gran utilidad en el mejoramiento genético quedpufacilitar y dinamizar la seleccion
y evaluacion de materiales, con mayor independeateias condiciones ambientales a
campo. También posibilitaria la realizacion de mgetrabajos que profundizaran el
conocimiento acerca de la biologia Be destructoy sus mecanismos de infeccion, y

sobre epidemiologia del patdgeno.

58



4

CONCLUSIONES

Las diferencias observadas en incidencia y seagriepresentan un elemento valioso
para el control de la enfermedad, en particulanreesquema de control integrado. La
resistencia parcial con que cuentan algunos demkteriales evaluados, por ejemplo
UR9104 y UR8902, no evita que la planta se enfesime que retarda el desarrollo de la

infeccion y por tanto la propagacion de la enferadgeg el desarrollo de la epidemia.

Si bien se requiere de mas afos de evaluacioncoafamar la estabilidad en el
comportamiento de estas accesiones, los resultsalospromisorios en cuanto a la
utilizacion de las accesiones UR9104, UR8902 ykivar Canarita CRS como fuentes

de resistencia parcial en programas de mejoramiento

La complementariedad con evaluaciones en condisiocontroladas permitiria
confirmar estos resultados. El éxito en la infeacydla esporulacion dB. destructor
obtenido mediante el ajuste metodolégico realizpeonite la planificacion de trabajos
futuros que determinen y cuantifiquen diferenciaiseclas accesiones y cultivares en el

periodo de latencia, la tasa de infecciones yddymcion de esporas.

Los avances obtenidos en cuanto a la metodologia pl mantenimiento e
inoculacion conP. destructoy indican que hay correspondencia entre los refdta

obtenidos a campo y lo observado con las inocutasi@n condiciones controladas.
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6
ANEXOS

Anexo 1 Accesiones que presentaron la combinacion masdeaproporcion de plantas
con sintomas tipicos d& destructory de severidad.

Accesion Incidencia* Severidad
(% plantas enfermas) (% tejido afectado)

UR9104 3 11.25
UR8902 43 6.80
UR8815 42 11.25
UR8701 43 11.25
UR8703 39 15.00
UR8906 39 10.00
UR8823 23 15.63

* Valores para el 9 de noviembre de 2007.
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Anexo 2.Duracion en horas de las condiciones de humedenhyeratura favorables a

P. destructorde segun fecha. Afios 2007 y 2008.

2007 2008
Hs Hs opt Dia Hs Hs opt. Dia
7 6.5 6-set 7.5 0 7-set
6.5 0 7-set 6.5 0 8-set
6.5 2.5 12-set 4 0 9-set
6.5 0 14-set 4.5 0 10-set
9 0 15-set 9.5 9.5 11-set
6.5 3 16-set 4 0 15-set
4 4 18-set 2 0 16-set
6.5 0 20-set 3 0 20-set
6.5 0 21-set 4 0 23-set
6.5 0 22-set 2 0 29-set
6.5 0 28-set 9.5 6.5 30-set
55 0 3-Oct 7 7 1-Oct
2.5 0 4-Oct 9 0 2-Oct
55 0 5-Oct 9.5 0 13-Oct
4.5 0 6-Oct 9.5 0 14-Oct
35 35 9-Oct 9 7.5 15-Oct
4.5 3 11-Oct 7.5 0 16-Oct
6.5 0 14-Oct 2 0 17-Oct
6 0 16-Oct 2 0 18-Oct
6.5 0 17-Oct 3.5 0 22-Oct
6 2.5 26-Oct 2.5 0 24-Oct
6 6 19-Nov 2 2 3-Nov
55 2 21-Nov 4.5 4.5 7-Nov
2 0 23-Nov 2.5 0 29-Nov
6.5 0 30-Nov
8 0 1-dic
25 0 4-dic
35 0 24-dic
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Anexo 3. Origen y caracteristicas morfologicas de ddeecion de materiales genéticos
evaluados en 2007.

Identifica  Origen Momento Porte Serosidad  Color Forma
cion cosecha follaje de la hoja  bulbo bulbo
UR19101 Canelones noviembre erecto Media BryBrO y
UR8709 Tapia, Canelones diciembre erecto Media-altBrO EyO
UR9718 Pantanoso Sauce noviembre Semi erecto Alta h C C
UR9727 Porvenir, Paysandu diciembre  Semi erecto idMath BrCyMr Ech
UR9729 Constitucion, Salto diciembre erecto Alta OBr B
UR9704 Mercedes, Soriano diciembre erecto Med&e-altBr y BrC ChyO
UR9720 Pantanoso Sauce diciembre  Semierecto media C Ch
Pantanoso Sauce, diciembre erecto baja Bry Mr ByO
UR7022 Can.
UR9101 Canelones diciembre  Semi-erecto alta Br@ BrEyO
UR7021 Caneldn Grande, Can enero erecto Alta BrO 0]
UR9702 Esperanza, Paysandl  diciembre erecto Média-aBry BrC EyO
UR9103 Canelones enero erecto Baja BrO B
UR8903 San Bautista, Can. diciembre erecto Media O Br ByO
UR8823 Pando, Can. enero erecto Baja BrO ByO
UR8819 La Paloma, Can enero Semi-erecto Media BrO @)
UR8703 San Bautista, Can. enero erecto Media Br By
UR8905 Piedra Sola, Can. enero erecto Media BrO o
UR9102 Canelones diciembre erecto Media BrOyM @y
UR8907 Canelones enero erecto Alta BrO 0]
UR8710 Canelones enero erecto Baja BrO B
UR8901 San Bautista, Can. enero erecto Media BrO y OB
UR8701 San Bautista, Can. enero erecto Baja BrO (0]
UR8815 Los Arenales, Can. enero erecto Baja BrO 0]
UR9104 Canelones enero erecto Baja Br (0]
UR8906 Piedra Sola, Can. enero erecto Alta BrO B
UR9706 Mercedes, Soriano enero erecto Alta BrC Ey
UR8902 Caflada Grande, Can  enero erecto Baja BrC B
INIA noviembre erecto Alta C Ech vy
Colorada (@)
Pantanoso diciembre erecto alta BrO E
CRS
Br  Bronceado O Oval
BrO Bronceado Oscuro B  Botella
BrC Bronceado Claro E  Esférica
M Marrén Ech Esférica Chata
Mr  Marrén rojizo Ch Chata
C Colorado
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Anexo 4.Primavera 2007 (setiembre-diciembre). Dias y hdessro del rango de
temperaturas optimas (12-14°C y HR igual o may@5%)

FECHA HORA Tx Tmin Tmax HUM

6-Sep 0:00 122 123 12.2 98
6-Sep 0:15 121 122 121 98
6-Sep 0:30 12 12.2 12 99

6-Sep 1:00 125 125 121 100
6-Sep 1:15 12.7 127 125 100
6-Sep 1:30 127 127 12.6 100
6-Sep 1:45 12,7 127  12.7 100
6-Sep 2:00 12.7 127 127 100
6-Sep 2:15 127 128 12.7 100
6-Sep 2:30 131 131 127 100
6-Sep 2:45 13 13.2 13 100
6-Sep 3:00 13.2 132 13 100
6-Sep 3:15 132 132 13.2 100
6-Sep 3:30 13.2 132 131 100
6-Sep 3:45 128 132 1238 100
6-Sep 4:00 129 129 1238 100
6-Sep 4:15 12.8 13 12.8 100
6-Sep 4:30 12.7 129 12.7 100
6-Sep 4:45 129 129 127 100
6-Sep 5:00 128 129 128 100
6-Sep 5:15 13 13 12.8 100
6-Sep 5:30 12.8 13 12.7 100
6-Sep 5:45 125 128 125 100
6-Sep 6:00 12,7 127 125 100
6-Sep 6:15 129 129 127 100
6-Sep 6:30 13 131 129 100
12-Sep 4:30 13.8 139 13.8 97
12-Sep 4:45 13.7 138 13.7 98
12-Sep 5:00 13.6 13.7 136 99
12-Sep 5:15 136 13.6 13.6 99
12-Sep 5:30 13.6 13.6 13.5 100
12-Sep 5:45 13.7 13.7 136 100
12-Sep 6:00 13.7 13.7 13.7 100
12-Sep 6:15 13.7 13.7 13.7 100
12-Sep 6:30 13.6 13.7 13.6 100
16-Sep 0:00 12.7 127 127 100
16-Sep 0:15 12.7 127  12.7 100
16-Sep 0:30 126 127 126 100
16-Sep 0:45 125 126 125 100
16-Sep 1:00 124 125 124 100
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16-Sep
16-Sep
16-Sep
16-Sep
16-Sep
16-Sep
16-Sep
16-Sep
18-Sep
18-Sep
18-Sep
18-Sep
9-Oct
9-Oct
9-Oct
9-Oct
9-Oct
9-Oct
9-Oct
9-Oct
9-Oct
9-Oct
9-Oct
9-Oct
9-Oct
9-Oct
9-Oct
12-Oct
12-Oct
12-Oct
12-Oct
12-Oct
12-Oct
17-Oct
17-Oct
17-Oct
26-Oct
26-Oct
26-Oct
26-Oct
26-Oct
26-Oct
26-Oct
26-Oct
26-Oct
26-Oct

1:15
1:30
1:45
2:00
2:15
2:30
2:45
3:00
2:30
2:45
3:00
3:15
3:00
3:15
3:30
3:45
4:00
4:15
4:30
4:45
5:00
5:15
5:30
5:45
6:00
6:15
6:30
0:00
0:15
0:30
0:45
1:00
1:15
0:00
0:15
1:00
0:30
0:45
1:00
1:15
1:30
1:45
2:00
2:15
2:30
2:45

12.4
12.3
12.2
12.2
12.2
121
121
12
12
121
121
12.2
12.5
125
12.4
12.4
125
125
125
12.6
125
12.6
12.6
12.6
12.6
12.7
12.7
12.7
12.7
12.7
12.7
12.7
12.7
12.2
12.2
12.2
13.5
13.3
13
12.9
12.7
12.7
12.4
12.3
12.3
12.4
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12.4
12.4
12.3
12.2
12.2
12.2
12.1
121
12
121
121
12.2
12.6
125
125
12.4
125
125
125
12.6
12.6
12.6
12.6
12.6
12.6
12.7
12.7
12.7
12.7
12.7
12.7
12.7
12.7
12.2
12.2
12.2
135
135
13.3
131
12.9
12.8
12.7
12.4
12.3
12.4

12.4
12.3
12.2
12.2
12.2
12.1
12.1
12
12
12
121
12.1
12.5
125
12.4
12.4
12.4
125
125
12.5
125
12.5
12.5
12.6
12.6
12.6
12.7
12.7
12.7
12.7
12.7
12.7
12.7
12.2
12.2
12.2
13.3
13.3
13
12.8
12.7
12.7
12.3
121
12.3
12.3

100
100
100
100
100
100
100
100
95
96
96
95
95
95
95
95
95
95
95
96
96
97
99
100
100
100
100
97
98
98
97
96
95
100
100
100
95
95
95
96
96
100
100
100
100
100



29-Oct

29-Oct

29-Oct

30-Oct

30-Oct

30-Oct

19-Nov
19-Nov
19-Nov
19-Nov
19-Nov
19-Nov
19-Nov
19-Nov
19-Nov
19-Nov
19-Nov
19-Nov
19-Nov
19-Nov
19-Nov
19-Nov
21-Nov
21-Nov
21-Nov
21-Nov
21-Nov
21-Nov
21-Nov
21-Nov

5:15
5:30
6:30
5:30
5:45
6:00
0:15
0:30
0:45
1:00
1:15
1:30
1:45
2:00
2:15
2:30
2:45
3:00
3:15
6:00
6:15
6:30
1:00
1:15
1:30
1:45
2:00
2:15
2:30
2:45

121
13
13.6
13.4
13.5
13.9
12.7
131
13.4
13.7
13.3
131
12.7
12.4
12.2
12.9
135
13.2
12.7
13.2
13.3
134
12.7
12.7
12.8
12.8
12.7
12.6
12.3
121
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121
13
13.6
13.4
135
13.9
13
131
13.5
13.7
13.7
13.3
13.1
12.7
12.3
12.9
135
13.7
13.3
13.2
13.3
13.4
12.7
12.7
12.8
12.9
12.8
12.7
12.6
12.3

12
121
134
13.2
13.4
13.4
12.7
12.7
13.2
13.4
13.3
13.1
12.6
12.4
12.2
12.2
12.9
13.2
12.7
12.7
13.2
13.3
12.3
12.6
12.7
12.8
12.7
12.6
12.3
12.1

96
100
96
96
99
100
95
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
96
96
100
100
100
100
100
100



Anexo 3:Primavera 2008 (setiembre-diciembre). Dias y hdesxtro del rango de
temperaturas optimas (12-14°C y HR igual o may@5%)

FECHA HORA Tx Tmin Tmax HUM

10-Sep 21:00 13.8 13.8 137 99
10-Sep 21:15 138 13.8 1338 99
10-Sep 21:30 139 13.9 13.9 99
10-Sep 21:45 139 13.9 13.9 100
10-Sep 22:00 139 139 13.9 100
10-Sep 22:15 138 13.9 13.8 100
10-Sep 22:30 138 13.8 1338 100
10-Sep 22:45 138 138 138 100
10-Sep 23:00 13.7 13.8 137 100
10-Sep 23:15  13.7 13.7 13.7 100
10-Sep 23:30 13.7 13.8 137 100
10-Sep 23:45 13.7 13.7 13.7 100

11-Sep 0:00 13.7 13.7 137 100
11-Sep 0:15 13.7 13.7 137 100
11-Sep 0:30 13.7 13.7 137 100
11-Sep 0:45 13.7 13.7 137 100
11-Sep 1:00 13.7 13.7 137 100
11-Sep 1:15 13.7 13.7 137 100
11-Sep 1:30 13.7 13.7 137 100
11-Sep 1:45 13.7 13.7 137 100
11-Sep 2:00 138 138 137 100
11-Sep 2:15 139 139 138 100
11-Sep 2:30 139 139 139 100
11-Sep 2:45 13.9 139 13.9 100
11-Sep 3:00 139 139 139 100
11-Sep 3:15 139 139 13.9 100
11-Sep 3:30 13.8 139 138 100
11-Sep 3:45 13.8 13.8 138 100
11-Sep 4:00 138 138 138 100
11-Sep 4:15 13.7 13.8 137 100
11-Sep 4:30 13.7 13.7 137 100
11-Sep 4:45 13.6 13.7 136 100
11-Sep 5:00 136 13.6 13.6 100
11-Sep 5:15 135 136 135 100
11-Sep 5:30 136 13.6 135 100
11-Sep 5:45 136 136 136 100
11-Sep 6:00 13.7 13.7 136 100
11-Sep 6:15 13.7 13.7 137 100
11-Sep 6:30 138 138 137 100
27-Sep 2:30 131 131 12 96
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30-Sep
30-Sep
30-Sep
30-Sep
30-Sep
30-Sep
30-Sep
30-Sep
30-Sep
30-Sep
30-Sep
30-Sep
30-Sep
30-Sep
30-Sep
30-Sep
30-Sep
30-Sep
30-Sep
30-Sep
30-Sep
30-Sep
30-Sep
30-Sep
30-Sep
30-Sep
30-Sep
1-Oct
1-Oct
1-Oct
1-Oct
1-Oct
1-Oct
1-Oct
1-Oct
1-Oct
1-Oct
1-Oct
1-Oct
1-Oct
1-Oct
1-Oct
1-Oct
1-Oct
1-Oct
1-Oct

0:45
1:00
1:15
1:30
1:45
2:00
2:15
2:30
2:45
3:00
3:15
3:30
3:45
4:00
4:15
4:30
4:45
5:00
5:15
5:30
5:45
6:00
6:15
6:30
23:15
23:30
23:45
0:00
0:45
1:00
1:15
1:30
1:45
2:00
2:15
2:30
2:45
3:00
3:15
3:30
3:45
4:00
4:15
4:30
4:45
5:00

13.8
13.8
13.7
13.7
13.7
13.7
13.7
13.6
13.6
135
13.4
134
134
13.3
13.2
13.2
13.2
13.2
13.2
131
13
13

12.9
12.9
12.6
12.6
12.6
12.2
12.3
12.4
12.5
12.6
12.6
12.7
12.7
12.7
12.7
12.8
12.8
12.8
12.9
12.9
12.9
12.9
12.9
12.8

72

13.9
13.8
13.8
13.8
13.7
13.7
13.7
13.7
13.6
13.6
135
13.4
13.4
13.4
13.3
13.3
13.2
13.2
13.2
13.2
13.1
13.1
13

12.9
12.6
12.6
12.6
12.6
12.3
12.4
12.5
12.6
12.6
12.7
12.7
12.7
12.7
12.8
12.8
12.8
12.9
12.9
12.9
12.9
12.9
12.9

13.8
13.8
13.7
13.7
13.7
13.7
13.7
13.6
13.6
135
13.4
13.4
13.4
13.3
13.2
13.2
13.2
13.2
13.2
131
13
13

12.9
12.9
12.6
12.6
12.6
12.2
12.2
12.3
12.4
125
12.6
12.6
12.7
12.7
12.7
12.7
12.8
12.8
12.8
12.9
12.9
12.9
12.9
12.8

97
98
98
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
95
96
96
96
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100



1-Oct

1-Oct

1-Oct

1-Oct

1-Oct

1-Oct

11-Oct
11-Oct
11-Oct
11-Oct
11-Oct
11-Oct
14-Oct
14-Oct
14-Oct
14-Oct
14-Oct
15-Oct
15-Oct
15-Oct
15-Oct
15-Oct
15-Oct
15-Oct
15-Oct
15-Oct
15-Oct
15-Oct
15-Oct
15-Oct
15-Oct
15-Oct
15-Oct
15-Oct
15-Oct
15-Oct
15-Oct
15-Oct
15-Oct
15-Oct
15-Oct
15-Oct
15-Oct
15-Oct
3-Nov

3-Nov

5:15
5:30
5:45
6:00
6:15
6:30
5:15
5:30
5:45
6:00
6:15
6:30
22:45
23:00
23:15
23:30
23:45
0:00
0:15
0:30
0:45
1:00
1:15
1:30
1:45
2:00
2:15
2:30
2:45
3:00
3:15
3:30
3:45
4:00
4:15
4:30
4:45
5:00
5:15
5:30
5:45
6:00
6:15
6:30
4:30
4:45

12.8
12.8
12.8
12.8
12.9
12.9
13.2
13.2
13
13.3
13.4
13.7
13.7
13.6
13.6
13.6
13.7
13.7
13.7
13.6
13.4
13.4
13.4
13.4
13.4
13.4
13.3
13.4
13.6
13.6
13.6
13.6
13.6
135
13.6
13.6
13.6
13.7
13.7
13.7
13.7
13.7
13.7
13.8
12.8
12.7
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12.8
12.8
12.8
12.8
12.9
12.9
13.4
13.2
13.2
13.3
13.4
13.7
13.8
13.7
13.6
13.6
13.7
13.7
13.7
13.7
13.6
13.4
13.4
13.4
135
13.4
13.4
13.4
13.6
13.6
13.6
13.6
13.6
13.6
13.6
13.6
13.6
13.7
13.7
13.7
13.7
13.7
13.7
13.8
12.8
12.9

12.8
12.7
12.8
12.8
12.8
12.9
13.1
13.2
13
13
13.3
13.4
13.7
13.6
13.6
13.6
13.6
13.7
13.7
13.6
13.4
13.3
13.4
13.3
13.4
13.4
13.3
13.3
13.4
13.6
13.6
13.6
13.6
135
135
13.5
13.6
13.6
13.7
13.7
13.7
13.7
13.7
13.7
12.7
12.7

100
100
100
100
100
100
95
96
97
99
98
98
99
100
100
100
100
99
98
96
95
95
95
96
96
97
98
99
100
99
99
99
100
100
100
100
100
100
100
100
99
100
100
100
96
96



3-Nov
3-Nov
3-Nov
3-Nov
3-Nov
3-Nov
3-Nov
7-Nov
7-Nov
7-Nov
7-Nov
7-Nov
7-Nov
7-Nov
7-Nov
7-Nov
7-Nov
7-Nov
7-Nov
7-Nov
7-Nov
7-Nov

5:00
5:15
5:30
5:45
6:00
6:15
6:30
2:00
3:15
3:30
3:45
4:00
4:15
4:30
4:45
5:00
5:15
5:30
5:45
6:00
6:15
6:30

12.8
12.9
12.5
12.3
13
135
13.8
13.7
135
13.6
135
13.3
13.2
12.9
12.9
12.6
12.7
12.6
12.3
12.3
13
13.9
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12.8
13
12.8
12.5
13
13.5
13.8
13.7
13.5
13.6
13.6
13.5
13.3
13.2
12.9
12.9
12.7
12.7
12.6
12.4
13
13.9

12.7
12.8
12.3
12.2
12.4
13
135
134
13.3
13.3
135
13.3
131
12.9
12.8
12.6
125
12.6
12.3
12.3
12.3
131

97
97
99
100
100
100
100
95
96
100
97
97
98
97
100
98
100
100
100
100
100
100



