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1. INTRODUCCION

Mundialmente se pierde aproximadamente un 15% de la produccion de
los cultivos por causa de enfermedades (Mc Donald, 2010).

En cebada, se han registrado pérdidas histéricas en rendimiento de
grano de 7% hasta 30 % por mancha borrosa para Uruguay (Pereyra, 2005b).

Por lo que el objetivo general de este trabajo es estudiar la interaccién
de una poblacién de Cochliobolus sativus colectados a nivel nacional sobre
distintos cultivares de cebada. Estos ultimos separados en dos grupos, con
diversos materiales genéticos, algunos con conocido comportamiento previo y
otros utilizados en estudios locales y/o extranjeros.

Mas especificamente lo que se busco fue caracterizar la virulencia de
dicha poblacién y en la medida de lo posible, agrupar cada aislado en grupos de
virulencia o patotipos, utilizando diversos métodos de agrupamiento. Por otra
parte, también se intent0 caracterizar los niveles de resistencia en diversos
cultivares de cebada, determinando la respuesta a la infeccion, estimada de
acuerdo a una escala que permite determinar su nivel de resistencia o
susceptibilidad en estado de plantula.

El uso de materiales con buenos niveles de resistencia genética y la
implementacion de sistemas de rotacion de cultivos que eviten la siembra
reiterada de trigo y cebada serian las medidas de control mas eficaces desde el
punto de vista ambiental (Silva, 2011).



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 EL CULTIVO DE CEBADA

La produccién de cebada (Hordeum vulgare) en el mundo para el 2014
alcanzé las 144 millones 334 mil toneladas en un area destinada de 49 millones
561 mil hectéreas (Akar et al., 2014).

En Uruguay durante los afios agricolas 2015 y 2016 se sembraron unas
93 mil hectareas de cebada cervecera, siendo de los cultivos cerealeros
industriales el cuarto en importancia de area sembrada y en toneladas
exportadas, con una produccion promedio de 3828 kilogramos por hectéarea y
un total de 355 mil toneladas. La produccion esta destinada a cebada
cervecera, cebada cervecera malteada y cerveza, siendo la de mayor
importancia para exportacion la cebada cervecera malteada con un total de 211
mil toneladas y luego la cebada cervecera 4717 toneladas (MGAP. DIEA, 2016).

El principal comprador de cebada es Brasil siendo 88% de las
exportaciones destinadas a este pais, luego con menor importancia estan
Paraguay, Republica Dominicana y Bolivia. Uruguay exporta un 3,8% del total
de malta exportada mundialmente (OEC, 2016).

2.2 LA MANCHA BORROSA

La mancha borrosa inducida por el hongo Cochliobolus sativus posee
una amplia distribucion geografica en muchos paises de Asia, América del Sur,
Europa y América del Norte (Pereyra, 1996a). Es capaz de infectar una amplia
gama de hospedantes siendo econdmicamente mAas importante en trigo y
cebada (Mathre, 1997). Puede atacar las espigas, causando decoloracion y
oscurecimiento de la punta de los granos y por consiguiente, disminucion de la
calidad de la malta (Arias, 1991).

Ademas del rendimiento, la mancha borrosa puede afectar. a) la
calidad fisica e industrial del grano (peso hectolitrico, niveles de proteina,) y b)
el valor de siembra de la semilla (germinacion, vigor, Kiesling, 1985). De los
sintomas que puede inducir en todos los 6rganos de la planta, la mancha foliar
es la que causa mayores pérdidas de rendimiento (Kumar et al., 2002). Los
sintomas caracteristicos de la mancha borrosa en cebada se presentan como
lesiones redondas a elipticas, de color marrén oscuro y a veces con presencia
de halo clorético (Pereyra et al., 2005a).



2.2.1 Importancia de la mancha borrosa a nivel mundial

Las manchas foliares producidas por hongos son una de las principales
limitantes en el logro de rendimientos altos y estables a través de los afios
(Mathre, 1997).

El agente causal de mancha borrosa es un patégeno foliar comun en
cebada en todo el mundo y es econdmicamente importante por la marcada
reduccion en rendimiento y calidad del cultivo que puede causar (Nutter et al.,
1985).

En Canadd la presencia de mancha borrosa ha aumentado
dramaticamente para la region Este. En el 2002 fue la principal enfermedad en
cebada, atacando todos los campos de la provincia de Manitoba (Tekauz et al.,
2003).

Entre 1960 y 1965 en Estados Unidos, la mancha borrosa fue
especialmente dafiina en la zona centro Oeste (Mathre, 1982). Las pérdidas en
rendimiento oscilaron entre 16 y 33% en variedades susceptibles dependiendo
de las condiciones ambientales predominantes (Nutter et al. 1985, Wilcoxson et
al. 1990). Para este pais la importancia de la mancha borrosa ha descendido
del afio 60 al 90 debido al uso de materiales de alta resistencia en cultivares de
cebada de seis hileras en la region (Wilcoxson et al., 1990).

En Siria, Van Leur (1991) report6 pérdidas de rendimiento del 40%
debido a infecciones de C. sativus. Es mas importante al Norte de Caucaso, en
la region central de Chernozem, al Noroeste y centro de la zona No-
Chernozem, Oeste y Este de Siberia y Kazajistan. Las pérdidas de rendimiento
en Kazajistan fueron entre 25-45%; en Rusia 41% en epidemias puntuales
(Agroatlas, s.f.).

En Brasil una de las enfermedades mas destructivas encontradas es la
mancha borrosa (Luz, 1982). Varios hongos atacan a la cebada, siendo
Bipolaris sorokiniana (Sacc.) Shoemaker el causante de una de las méas serias
enfermedades (Antoniazzi y Deschamps, 2007).

Para Argentina la mancha borrosa fue una de las enfermedades
predominantes en 2002 y 2003 bajo condiciones de siembra directa y
monocultivo (Carmona, 2003).



2.2.2 Importancia de la mancha borrosa en Uruguay

Las manchas foliares (mancha en red, mancha borrosa y escaldadura)
y la roya de la hoja se han sefialado como las enfermedades mas frecuentes y
severas durante el periodo 1977-1995 en Uruguay. Sin embargo, han sido las
manchas foliares las que han presentado una mayor asociacion con las mermas
de rendimiento en el periodo mencionado. Las mermas registradas en
rendimiento oscilaron de 10 a 15% pudiendo llegar hasta el 40% (Pereyra,
1996D).

Las caracteristicas climaticas durante 2013 no fueron favorables para la
ocurrencia de mancha borrosa. Los sintomas clasicos causada por C. sativus
se presentaron en forma esporadica, tanto en ensayos como en chacras, pero
la mancha borrosa de tipo ocular, si se constaté en algunos genotipos, al igual
que en el 2012 (Castro et al., 2014).

En nuestro pais se han reportado pérdidas de rendimiento en grano
entre 7% y 30% (Pereyra, 2005b). La creciente adopcion de la técnica de
siembra directa sin rotaciones adecuadas, ha causado un aumento en la
incidencia de las manchas foliares en los ultimos afos (Pereyra et al., 2003). La
escasez de cultivares con niveles aceptables de resistencia genética seria otro
factor que explica la creciente importancia de este tipo de enfermedades
(Gamba y Estramil, 2012).

2.3 EL ORGANISMO CAUSAL

El hongo Cochliobolus sativus es la fase teleomorfa (etapa sexual) de
Bipolaris sorokiniana (anamorfo), agente causal de una amplia variedad de
enfermedades. B. sorokiniana es un hongo Ascomycete perteneciente a la
division Eumycota, subdivision Deuteromycotina, clase Hyphomycetes,
subclase Sporomycetidae y orden Moniliales familia Dematiaceae. Tras el
descubrimiento de la etapa perfecta, C. sativus, el hongo fue renombrado como
Bipolaris sorokiniana (Sacc.) Shoemaker (forma teleomdérfica Cochliobolus
sativus S. Ito & Kurib., Drechsler ex Dastur, syn. Helmintosporium sativum
Pammel, C. M. King y Bakke), y pas6 a ser un Ascomycete, clase
Loculoascomycetes, orden Pleosporales y familia Pleosporaceae.

Histéricamente se lo clasificdé en Helminthosporium hasta que en 1959
se reclasifico su fase asexual en Bipolaris (Shoemaker, 1959).

Es un hongo que se multiplica parasitariamente en la planta viva y
saprofiticamente en los restos vegetales, resultando una adicion del indculo al
suelo (Reis, 1985).



El género Cochliobolus se caracteriza por producir un ascocarpo
globoso con un cuello cilindrico alargado, ascas cilindricas, y ascosporas
filiformes enrolladas helicoidalmente (Kumar et al. 2002, Acharya et al. 2011). El
hongo se diferencia de otros miembros del género Bipolaris sobre la base de
caracteristicas morfolégicas de conidioforos y conidiosporas (Kumar et al.,
2002).

B. sorokiniana forma durante su desarrollo, estructuras asexuales
llamadas conidiéforos a partir de los cuales se producen los conidios (Gilchrist-
Saavedra et al., 2005). Los conidiéforos pueden desarrollar una forma individual
o grupal (en racimos), son erectos, no ramificados, miden entre 100-150 ym x
6-8 um y tienen varias septas (Zillinsky, 1984). Segun Acharya et al. (2011), los
conidiéforos son largos, tabicados, simples, miden entre 6-10 x 110-220 pm,
presentan color marrén oscuro a oliva en la base y algo mas pélido en el punto
de crecimiento. Surgen en racimos a través de los estomas, mediante rupturas
de la epidermis o heridas y producen conidios sucesivamente sobre nuevos
puntos de crecimiento.

Los conidios se desarrollan de forma lateral a partir de poros por debajo
de las septas del conidiéforo. Presentan color café, son oblongos, adelgazados
hacia la punta, ligeramente curvos con paredes lisas y tienen una cicatriz basal.
Miden entre 60-120 ym x 12-20 um y tienen un numero de septas que varia de
3 a 9 (Zillinsky, 1984). En el tejido del huésped produce micelio tabicado que se
ramifica inter e intracelularmente (Acharya et al., 2011).

Desde el punto de vista fitopatologico, el desarrollo de conidios es muy
importante porque se repite durante todo el ciclo del cultivo, y estos pueden
infectar hojas, tallos, espigas y granos (Gilchrist-Saavedra et al., 2005).

El estado teleomorfico perfecto, se observd en el laboratorio y fue
descrito primero como Ophiobolus sativus. Fue mas tarde rebautizado a
Cochliobolus sativus (Ito & Kuribayashi) Drechsler ex Dastur en 1942. En
condiciones naturales, el estado perfecto sélo se encontr6 en Zambia por
Raemaekers en el 1988, y no se ha reportado de la apariciébn en otras areas
dominadas por el patdgeno (Kumar et al. 2002, Acharya et al. 2011).

2.3.1 Especializacién patogénica

El hongo presenta diversos perfiles de virulencia dependiendo del
cultivar con el que interactie. Existen diversos antecedentes mundiales que
reportan diferencias en virulencia de C. sativus. El primer estudio que reporté
especializacion fisiologica entre aislados de trigo y de cebada fue Christensen,
citado por Gamba y Estramil (2012).



Valjavec-Gratian y Steffenson (1997) evaluaron la virulencia diferencial
de veintidés aislados de Dakota del Norte (EE.UU.) de C. sativus, en tres
genotipos diferentes de cebada (ND 5883, Bowman y NDB 112). Once aislados
adicionales de Minnesota, Dakota del Sur, Nebraska, Colorado, Japon y China
fueron introducidos para su comparacion. De estos treinta y trés aislados, tres
patotipos (0, 1 y 2) fueron identificados basados en las respuestas de infeccidon
de los tres genotipos usados: el patotipo 0 exhibié baja virulencia y fue el que
mas aparecio, el patotipo 2 presento alta virulencia para el genotipo Bowman y
baja para los otros dos y el patotipo 1 mostr¢ alta virulencia para el genotipo ND
5883 y baja para Bowman y NDB 112 y fue el que se encontré6 en menor
frecuencia. El patotipo 1 se encontré en la region Noreste y centro Este
mientras que los patotipos 2 y 0 se encontraron en todo Dakota del Norte.
Aislados que presentan el patréon de virulencia del patotipo 1 fueron
identificados en Colorado, Nebraska, Japon y China. El resto de los aislados
colectados fuera de Dakota del Norte fueron del patotipo O.

En el trabajo de Fetch y Steffenson (1999), se utilizaron miles de
genotipos de cebada que se evaluaron desde 1990 a 1998 en Dakota del Norte,
y fueron plantados tanto en el campo como en invernaculos con ambiente
controlado. Los cincuentaiséis aislados del patdgeno provenian de Brasil,
China, Estados Unidos, Japén, Nueva Zelanda, Polonia y Uruguay. De la
evaluacion de la diversa coleccidn de germoplasmas de cebada y los aislados
de C. sativus, se desarroll6 una escala (1 a 9) de respuesta a la infeccién
basada en el tipo (presencia de clorosis y necrosis) y tamafio relativo de las
lesiones de mancha borrosa observadas en la segunda hoja de plantulas de
cebada (figura 1). Estas nueve respuestas a la infeccidon fueron clasificadas en
baja (1 a 3), media (4 y 5) y alta (6 a 9) compatibilidad parasito-huésped. La
respuesta baja mostr6 muy pequefias lesiones necréticas con una clorosis
marginal muy difusa o inexistente. La respuesta media a la infeccion fue
constituida por lesiones necréticas medianas con un halo clorético distintivo y
delimitado, mientras que en la alta respuesta se observa necrosis largas con
halo clorético y diferentes degrades de clorosis en expansion. Ademas,
desarrollaron otra escala (figura 2) de cuatro categorias para plantas adultas
(R=resistente, MR=moderadamente resistente, MS=moderadamente
susceptible y S=susceptible), también basada en el tipo y tamafo relativo de las
lesiones presentes en las hojas.



1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 1. Escala de respuesta a la infeccion para plantulas de cebada.

Fuente: Fetch y Steffenson (1999).

R MR MS S

Figura 2. Escala para plantas adultas.

Fuente: Fetch y Steffenson (1999).

En Siria, Arabi y Jawar (2003) estudiaron diversos patotipos de C.
sativus utilizando treintailn aislados en trece genotipos de cebada. Se
identificaron cuatro patotipos en base a su infeccién y a la forma de la lesion
qgue provocaron. El patotipo 1 indujo pequefias y redondas lesiones necroticas
marrones oscuras. El patotipo 2, presento lesiones necréticas alargadas, color
marron claro con areas de clorosis expandida. El patotipo 3 mostré lesiones
marrén claro con gris en el centro y margenes cloréticos. Por su parte el



patotipo 4 indujo lesiones necroticas marron oscura con clorosis expandida. El
porcentaje de area foliar que exhibia sintomas de enfermedad para cada
genotipo fue determinado utilizando una escala numérica del 1 al 9, siendo 1 el
mas resistente y 9 muy susceptible. El patotipo 1 exhibié baja virulencia en
todos los genotipos utilizados, el patotipo 2 y patotipo 3 fueron moderadamente
virulentos y el patotipo 4 tuvo una alta virulencia. Los patotipos que se
encontraron en mayor cantidad fueron el 3 y 4. El genotipo AECS 71 fue
altamente resistente a todos los patotipos, sugiriendo la existencia de un
mecanismo de resistencia general.

El estudio realizado en Australia en 2004, se llevo adelante utilizando
diecisiete cultivares de cebada con diferentes reacciones a C. sativus asi como
variedades resistentes de trigo, centeno Yy triticale que fueron incluidos en el set
diferencial inicial (Meldrum et al., 2004). Cinco de estos cultivares de cebada y
un cultivar de trigo utilizados, habian exhibido respuesta de infeccion en
estudios previos. Las lineas de cebada fueron Larker (resistente),
Klaxon/Tallon-34 (moderadamente resistente), Gilbert (moderadamente
resistente a moderadamente susceptible), Klaxon/Tallon-45 (moderadamente
susceptible) y Skiff (susceptible). Estas veinte lineas de cultivares australianos e
internacionales que se incluyeron fueron selectos de un set diferencial
preliminar. Las lineas y cultivares fueron seleccionadas por tener un rango de
respuesta de infeccién ya muestreados en invernaculo y en suelo; y ademas se
conocia su resistencia a patotipos originada en América del Norte. Treinta y
cuatro aislados de C. sativus de un amplio rango geografico fueron usados en el
estudio. Los aislados fueron colectados de varios huéspedes, parte de plantas e
incluso del restrojo. Todos estos aislados fueron colectados entre 1995 y 1999
excepto el aislado SB17 el cual fue colectado en 1985. Se estudié la relacion
entre infeccion y concentracion de conidios y la enfermedad fue evaluada sobre
las lineas, las de respuesta a la infeccion de 1 a 4 fueron clasificadas como
resistentes mientras que aquellas con respuesta de infeccibn 5 a 9 se
clasificaron como susceptibles. Los dos patotipos mas comunes fueron 377
(quince aislados) y 000 (doce aislados). Estos dos patotipos representaron el
79% del total. Los restantes siete aislados pueden ser separados en cuatro
patotipos, 177 (cuatro aislados), 033, 404 y 737 con un aislado cada uno. El
analisis de conglomerados de la respuesta de infeccion separo los treintaiséis
aislados en seis patotipos agrupados en cuatro distintos grupos. Grupo 1
consistia en patotipo 177,377 y 737, grupo 2 patotipo 000, grupo 3 patotipo 404
y grupo 4 patotipo 003. Los grupos 1 y 2 contenian treintaidés aislados (92%).
Los grupos 3 y 4 un solo aislado. Los cultivares de cebada Beecher, Bonanza,
Bowman, Heartland, Klaxon/Tallon-34, Larker, NDB112, QB1991-1 fueron
resistentes a todos los aislados testeados y consecuentemente fueron
agrupados juntos (Meldrum et al., 2004).



En el estudio de Ghazvini y Tekauz (2007), se busco estudiar la
diversidad en la virulencia de aislados de B. sorokiniana provenientes de
Canada y otras partes del mundo: noventaidos aislados fueron recolectados en
Canada vy treintaicinco fueron de Australia, Uruguay, Polonia, Brasil, EEUU y
México. Se utilizaron un total de doce genotipos de cebada: seis canadienses y
seis de Estados Unidos. Todos los aislados inoculados mostraron sintomas de
mancha borrosas en los doce cultivares testeados. Las lesiones mostraron
diferentes tamafios y ocuparon la hoja de diferente manera. Los sintomas
variaron de manchas necréticas muy pequefas sin clorosis, hasta lesiones
necréticas largas acompafadas de un halo marginal distintivo. Los aislados
fueron clasificados en ocho grupos de virulencia. A nivel general el 62% de los
aislados se agrupo dentro de los tres grupos mas virulentos. Otros treintaidés
aislados, correspondiente al 25%, estuvieron dentro del grupo menos virulento.
De los ocho aislados uruguayos utilizados ninguno se encontré en el grupo mas
virulento, sin embargo, siete de ellos si se encontraron dentro de los otros dos
grupos mas virulentos. El restante aislado estuvo en el menos virulento de
todos los grupos.

Gamba y Estramil (2012) en el primer estudio exploratorio realizado en
Uruguay, sugirieron la existencia de tres perfiles de virulencia diferencial, en un
grupo de treintaisiete aislados y quince genotipos de cebada. Trabajos
posteriores encontraron tres cebadas uruguayas que permitieron distinguir tres
grupos de virulencia diferencial, entre treinta aislados. En ese estudio, también
se inocularon los tres patotipos estadounidenses (patotipo 0: ND 93-1; patotipo
1: ND 90Pr, y patotipo 2: ND 85F), identificados y caracterizados por Valjavec-
Gratian y Steffenson (1997) y veintiséis aislados uruguayos que fueron
inoculados en las tres cebadas diferenciales (ND 5883, Bowman y NDB 112)
usadas por Valjavec-Gratian y Steffenson (1997). Se identificaron dos grupos
de aislados, uno de igual comportamiento al patotipo 1y el otro igual al patotipo
2. No se encontrdé ningun aislado con patrén de virulencia similar al patotipo 0
(Gamba y Estramil, 2002). Otro reporte nacional sugiere la existencia de una
alta variabilidad de la poblacion local de C. sativus, asi como niveles muy bajos
de resistencia genética de la cebada (Gamba, 2011).

Previamente Gamba (2011), public6 resultados en los cuales los
aislamientos y las cebadas fueron ordenados por la predominancia de fenotipos
de infeccion altos hasta bajos. Se utilizaron cuarentaicuatro aislamientos
monospoéricos y uno canadiense (aislado por Ghazvini y Tekauz, 2007), para
inocularlos en veintiocho genotipos de cebada. Los aislamientos 02.81.3 y
02.10.2 fueron los que mostraron avirulencia sobre el mayor numero de
cebadas (84%). Se identificaron ocho virulentos sobre todas las cebadas, pero
diferentes entre si teniendo en cuenta los otros dos fenotipos de infeccién
(intermedio y alto). EI comportamiento de las cebadas fue variable entre



AMBEYV 19, resistente al mayor nimero de aislamientos (51,6%) y AMBEV 23,
susceptible a todos los aislamientos. Los otros materiales presentaron un
importante rango de comportamiento diferente frente a este grupo de
aislamientos. En este estudio no fue posible agrupar aislamientos con similar
patrén de avirulencia/virulencia.

2.4 EPIDEMIOLOGIA Y CICLO

2.4.1 Factores determinantes en el desarrollo de la epidemia

Las enfermedades en las plantas se desarrollan como resultado de la
combinacion de tres componentes basicos: plantas susceptibles, patdgeno
virulento y condiciones ambientales favorables por un periodo de tiempo
determinado (Agrios, 2005).

2.4.1.1 Condiciones favorables para la mancha borrosa

Las condiciones favorables para la infeccion foliar son temperaturas
Optimas de 25 a 28 °C y al menos 24 horas de agua libre en la superficie de las
hojas (Reis, 1985).

Forcelini, citado por Possamai y Ferrari (2015), relata que para B.
sorokiniana, el efecto de la temperatura es dividido en tres niveles. En érganos
aéreos, la transmision es mayor entre 20-25 °C, en cuanto que temperaturas
entre 15-20 °C restringe mas al patdgeno. En el sistema radicular con
temperaturas ambiente entre 25-30 °C ocurre mayor muerte de plantas por
mayor infeccion de las mismas. La temperatura funcionaria como instrumento
regulador de la intensidad del proceso. Como los conidios germinan y penetran
en las hojas necesitan temperaturas entre 24 a 28 °C y 9 a 24 horas de agua
libre en la superficie de la hoja por una a dos semanas.

En condiciones de baja intensidad de la luz, el patégeno puede
colonizar los tejidos del huésped intercelular sin causar dafios visibles (Dehne y
Oerke, 1985).

Segun Kumar et al. (2002) la enfermedad puede desarrollarse muy
rapido si el cultivo se encuentra en la etapa de tres cuartos de la espiga
emergida, ya que el cultivo se hace mas susceptible al patégeno.

Temperaturas oscilando entre 24 y 28 °C, junto con dias lluviosos, y
presencia de agua libre en la superficie de la hoja por 9 a 24 hs, favorecen el
inicio de la infeccion. En rangos de temperatura de 10 °C a 30 °C causa
marchitamientos, pero si la humedad relativa no es la mencionada

10


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1046/j.1364-3703.2002.00120.x/full#b11
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1046/j.1364-3703.2002.00120.x/full#b11

precedentemente, los efectos son leves. Con condiciones de temperatura
(mayores a 32 °C) y baja humedad se reduce el grado de infeccion (SINAVIMO,
2016).

2.4.2 Ciclo biolégico de la enfermedad

Mancha borrosa es una enfermedad policiclica, es decir que el
patdbgeno cumple més de un ciclo de infeccion y produccion de in6culo por
estacion de crecimiento (Altier y Pereyra, 2011). En la figura 3 (Pereyra y
German, 2011) se puede observar el ciclo del hongo.
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Figura 3. Ciclo bioldgico de Cochliobolus sativus. Dibujo: E. Ramallo.
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2.4.2.1 Formas de sobrevivencia y fuentes de inéculo

Cochliobolus sativus es un patdégeno cosmopolita, provoca enfermedad
tanto en cebada como en trigo y ademas puede sobrevivir sobre una gama muy
amplia de huéspedes secundarios, como por ejemplo B. catharticus (cebadilla),
L. multiflorum (raigras), Phalaris sp. (Falaris) y S. bicolor (sorgo, Pereyra y
German, 2011). También se ha encontrado presente en avena y maiz. Esto
lleva a que el hongo sea viable durante muchos meses, aunque su efecto en el
desarrollo de la enfermedad aun no ha sido determinado para estos cultivos
(Diaz de Ackermann et al., 2004).

Ademas C. sativus puede sobrevivir en forma de conidio durmiente libre
en el suelo (Pereyra y German, 2011). Estos tienen baja habilidad saprofitica y
se mantienen durmientes (micostasis) evitando su germinacion en ausencia del
huésped (Chinn y Tinline 1964, Cook y Baker 1983). En Brasil se ha
determinado que pueden permanecer en el suelo hasta 36 meses (Reis, 1985).

Las principales fuentes de inoculo son las semillas, las lesiones
necroticas en plantas del cultivo y plantas voluntarias, rastrojos infectados de
huéspedes y para la fase de podredumbre radicular y de coronas, los conidios
durmientes en el suelo (Reis, 1985). C. sativus al igual que Drechslera teres,
sobrevive asociado a la semilla de cebada desde donde se transmite a la
plantula en forma muy eficiente (Gonzalez, 2010).

En la actualidad la siembra directa predomina sobre la siembra
convencional. En siembra directa, el rastrojo es la fuente de inéculo mas
importante para las manchas foliares, seguido de la semilla (fuente principal en
siembra convencional), y por ultimo el suelo, el aire, los huéspedes secundarios
y las plantas voluntarias. La relacion entre el rastrojo remanente en la superficie
del suelo en siembra directa y el incremento en la severidad de las manchas
foliares de cebada ha sido ampliamente demostrada (Jordan y Allen 1984, Rees
y Platz 1987, Khan 1988).

2.4.2.2 Dispersion

C. sativus tiene distintas maneras de ingresar a un cultivo: por aire,
acompafnando a la semilla o permaneciendo en la chacra en el periodo entre
zafras ya sea en el suelo, en posibles huéspedes alternativos y/o en el rastrojo
(Pereyra'y German, 2011).

Ingold, citado por Pereyra et al. (2002) afirma que la liberacién de las
esporas puede realizarse a través de una descarga violenta o pasivamente a
través del viento, la lluvia o insectos. A su vez, la dispersién pasiva comprende
dos tipos de esporas con biologias diferentes; las “esporas-secas” y las
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“esporas-viscosas”. Las esporas-secas pueden ser desprendidas y
transportadas por el viento, como es el caso de la mancha borrosa.

La capacidad de dispersion de B. sorokiniana es limitada dado que
presenta esporas grandes y pesadas por lo que son diseminadas por el viento a
distancias cortas (Pereyra, 1996a), que oscilan entre 50 a 200 m (Reis y Reis,
1994). Igualmente, Carmona (2008), afirma que el viento no puede transportar
los conidios a grandes distancias porque las esporas son grandes y pesadas y
agrega que la diseminacion a largas distancias es realizada a través de la
semilla infectada.

2.4.2.3 Infeccidn

La infeccion esta relacionada a la duracion del periodo de mojado de los
tejidos y a la temperatura del ambiente. Las primeras ocurren en las hojas, la
mayoria de las veces en primavera a partir de conidios llevados por el viento
producidos en restos de cultivos o en otros huéspedes, bajo condiciones de
temperaturas calidas y alta humedad. La mancha borrosa se puede encontrar
en todos los estados de desarrollo de la planta tanto en hojas como en vainas.
Aunque puede presentarse en estados tempranos del cultivo, en el follaje
generalmente se desarrolla luego de la espigazén, cuando las temperaturas
mas calidas la favorecen (Pereyra y German, 2011). Las infecciones que se
presentan en las raices y coronas antes o durante la floracién usualmente
matan la planta antes de la formacién del grano (Zillinsky, 1984).

Si ocurren las condiciones adecuadas, las hifas producen conidi6foros,
gue emergen a través de los estomas del tejido del huésped. La emergencia de
conidiéforos produce la liberacion de conidios, los cuales son transportados a
través del viento y salpicaduras de la lluvia, construyendo asi epidemias
policiclicas (Acharya et al., 2011).

2.4.2.4 Germinacion, penetracion y colonizaciéon

Una vez en contacto con la superficie del huésped y siempre que las
condiciones ambientales sean favorables, el inoculo del patdégeno entra en una
fase de crecimiento rapido, apoyado por sus propias reservas de alimento.
Durante este periodo el organismo patégeno es mas vulnerable a las
condiciones adversas como por ejemplo, la desecacion y por consiguiente,
depende mas del ambiente; una vez producida la penetracion, el organismo
patdgeno vuelve a estar protegido de las condiciones externas (Stubbs, 1986).
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Cuando los conidios germinan se produce el tubo germinativo, que esta
rodeado por grueso sustrato mucilaginoso. Este sustrato mucilaginoso permite
la germinacion de los conidios al permanecer adherido a la superficie del
hospedero. A continuacion, se hincha el tubo germinal para producir el
apresorio, a partir del cual se seguira desarrollando la infeccion de las hifas. Las
hifas luego entran al tejido hospedero ya mediante la ruptura de la epidermis o
via estomas. Inmediatamente después de la entrada al tejido hospedero, la hifa
se divide y ramifica rdpidamente sobre todo el espacio intercelular del mesofilo
(Acharya et al., 2011).

Khan et al. (1992), reportan que el proceso de germinaciéon, emision del
tubo germinativo y penetracién puede llevar hasta 96 horas, dependiendo de la
resistencia genética del cultivar.

El hongo generalmente penetra las células a partir del apresorio,
mediante un fino tubo de penetracion, el cual internamente produce una
vesicula. A partir de esta vesicula, se forman hifas secundarias que invaden el
mesdfilo intercelular (Larenz et al., 1986).

Como patdgeno hemibiotrofo que es, B. sorokiniana experimenta una
fase biotrofica seguida de una fase de crecimiento necrotrofica. Analisis
microscopicos del desarrollo del hongo en hojas susceptibles de cebada
muestran claramente las distintas fases de crecimiento caracterizadas por la
penetracién en la cuticula y pared celular, seguida por un desarrollo de la hifa
dentro de las células epidérmicas hospederas vivas (fase biotrofica). Luego le
sigue la fase necrotrofica, donde se da una invasion de la hifa dentro de la capa
del mesdfilo, acompafiado por la muerte de las células del mesoéfilo y de la
epidermis. En algunos casos el patdogeno penetra via estomas. En la fase
necrotréfica las células mueren antes de entrar en contacto directo con la hifa
producto de la secrecién de toxinas. Al menos dos tipos de toxinas han sido
postuladas como involucradas en la necrosis en hojas infectadas. Estas toxinas
son el helminthosporol que actia como desacoplador de la membrana y el
compuesto de sorokinianin inhibidor de la sintesis celular (Kumar et al., 2002).

2.4.2.5 Sintomas

En ambientes de produccién agricola, los sintomas de mancha borrosa
causada por C. sativus pueden comenzar a observarse en el cultivo hospedero
a partir del comienzo del desarrollo foliar, inclusive en estadio de plantula
provocando marchitamiento de plantulas y pueden incrementarse
principalmente en las hojas después de la espigazdn. Este hongo puede
presentarse ademas en corona y raices, causando podredumbre, también en
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nudos los cuales pueden presentar lesiones castafio-oscuras que se proyectan
a los entrenudos, en vaina, espiga y en grano (Pereyra et al., 2005a).

2.4.3 Toxinas

El colapso de las células del hospedero en la fase necrotrofica estaria
asociado a la secrecion de toxinas por el hongo, ya que las células mueren sin
tener contacto directo con las hifas. Las principales toxinas producidas por
Bipolaris sorokiniana son: prehelminthosporal, helminthosporal y el compuesto
sorokinianin (Kumar et al., 2002).

El prehelminthosporal es el mas abundante y activo de los tres,
producido en cantidades de 1.2-2.1 ug/mg de materia seca del tejido fangico
(Carlson et al., 1991). En su forma aldehido, ejerce un efecto inhibidor en el
bombeo de protones por H + -ATPasa de una manera en la que es dependiente
de la dosis (Olbe et al., 1995). Ademas, inhibe las actividades enziméaticas de
Ca2 + -ATPasa y B - 1,3- glucano sintasa (Briquet et al., 1998).

Se han identificado varios tipos de toxinas pertenecientes a la familia
helminthosporal, la cual es la mas estudiada, ya que actian como
desacopladores, inhibiendo la fosforilacién oxidativa en las mitocondrias, la foto-
fosforilacion en los cloroplastos y el bombeo de protones a través de la
membrana plasmatica. En mancha borrosa la respuesta oxidativa se pone en
evidencia en células epidérmicas y del mesdfilo con la acumulacion de H202
(peroxido de hidrégeno, intermediario reactivo del oxigeno). Existiria entonces
una correlacion positiva entre el nivel de susceptibilidad y la acumulaciéon de
H202 en lesiones de las hojas, por lo que estaria asociado a la infeccion
exitosa por parte del patdgeno (Kumar et al., 2002).

Sorokinianin es un compuesto que ha sido aislado de cultivos filtrados
de hongos (Nakajimaetal.,, 1994), y muestra actividad inhibitoria en la
germinacion de la semilla de cebada (Nakajima et al., 1998).

25 IMPACTO INDUSTRIAL DE Cochliobolus sativus EN CEBADA
CERVEZERA

Inoculaciones con C. sativus redujeron el rendimiento, los componentes
del rendimiento y la calidad de la malta. Tanto los factores de rendimiento como
los de calidad fueron mas afectados negativamente si la inoculacién ocurrid
inmediatamente antes de la emergencia de la hoja bandera (Z 3.7, Zadoks et
al., 1974) o en la antesis (Z 6.0) que en el desarrollo temprano del grano
lechoso (Z 7.3, Nutter et al., 1985).
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Arias, citado por Pereyra y German (2011) afirma que la mancha
borrosa es capaz de disminuir el peso y tamafio de grano y dependiendo del
momento de comienzo de la enfermedad, estas reducciones pueden llegar al
orden del 40% en ambas variables. C. sativus, ademas, reduce la calidad del
grano por lo que una alta incidencia de punta negra puede llevar al rechazo del
lote en algunos paises.

Como la calidad de la cebada para industria es muy importante, para la
exportacion se deben cumplir con ciertos requisitos. Brasil es el principal
comprador de nuestro pais y exige: a) humedad: entre 12%-13%, penalizado si
es mayor a 14%. b) pureza varietal: 95%. c) poder germinativo: minimo 92%. d)
PMG: 40-42 g. e) peso hectolitrico: 68-72 Kg por hectolitro. f) tamafio: tipo 1:
mayor a 2,5 mm, tipo 2: 2,2-2,5 mm y tipo 3: menor a 2,2 mm descarte. Q)
porcentaje de proteina: 8,5%-11,5%. h) homogeneidad: por tamices (Arias,
1991).

La reduccion en rendimiento por mancha borrosa es en gran parte
funcién de la reduccion en el peso del grano (Nutter et al.,, 1985). Cuando la
infeccion de las plantas es severa, las plantas pueden quedar pequefias, las
espigas no emergen completamente y los granos son mas livianos (Karov et al.,
2009). Segun Wiewidra (2006), todos los granos provenientes de plantas con
alta infeccién tuvieron un menor peso de mil granos (PMG) respecto a plantas
control. Plantas infectadas en la etapa de Z 3.1 redujeron su PMG en 7,9
gramos respecto al control (plantas sin inocular).

Infecciones del grano afectan significativamente su capacidad
germinativa. Granos fuertemente infectados con el patégeno germinan peor que
aguellos con menos infeccion. Se ha demostrado que aquellos que fueron
inoculados con el patégeno, su germinacién disminuy6 de 93% en granos
control a 75% en granos fuertemente infectados. El descenso de la capacidad
germinativa est4 asociado a un incremento de plantas anormales (Wiewiora,
2006). El poder germinativo es la principal caracteristica de una cebada
cervecera, ya que todos los granos deberian germinar durante el malteo. Los
granos que no germinen, jamas seran malta sino adjuntos (o grano crudo),
depreciando el valor del producto final (Arias, 1991).

2.6 MANEJO DE LA MANCHA BORROSA

2.6.1 Control cultural

El uso de materiales con buenos niveles de resistencia genética y la
rotacion de cultivos que eviten la siembra de trigo y cebada en forma reiterada,
serian las medidas de control mas eficaces desde el punto de vista ambiental
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(Silva, 2011). Las rotaciones con cultivos diferentes a los cereales y el arado
profundo de los rastrojos enfermos son las practicas culturales recomendadas
para reducir la incidencia de la enfermedad (Zillinsky, 1984).

Pereyra et al. (2003), encontraron un efecto significativo del tipo de
cultivo previo a la cantidad de conidios de Bipolaris sorokiniana por gramo de
suelo seco. La cebada usada como cultivo previo aumento la cantidad de C.
sativus con respecto a trigo o girasol.

En base a la informacion generada en el pais durante estudios
epidemiolodgicos, un periodo de dos a tres afios sin cultivos huéspedes en el
invierno seria suficiente para reducir infecciones tempranas de mancha borrosa.
Los requerimientos de temperaturas mas altas determinan que la mancha
borrosa sea una enfermedad que aparezca generalmente luego de la
espigazon; por lo que las siembras tardias determinarian un periodo mayor de
condiciones favorables para la enfermedad durante el ciclo del cultivo.

El analisis sanitario del rastrojo del cereal de invierno de la zafra
anterior puede ser una herramienta orientativa para decidir la siembra. Es un
analisis rapido que cuantifica conidios del hongo presentes en el rastrojo dando
una idea del potencial patogénico del mismo ya que sabiendo la cantidad de
inoculo y de rastrojo se puede estimar un potencial de infeccion.

Debido a que mas del 80% del 4rea sembrada de cebada es bajo la
modalidad de siembra directa, la medida clave para viabilizar la siembra directa
es el uso de rotacion con cultivos no huéspedes a los patégenos de cebada. La
rotacion es una forma de eliminar al huésped, dandole tiempo suficiente a los
microorganismos del suelo a mineralizar el rastrojo. Esta practica disminuye el
indculo inicial llevando a que la enfermedad aparezca mas tardiamente, tenga
menor tasa de desarrollo y menor intensidad méxima (Pereyra y German,
2011).

El desarrollo de genotipos resistentes de cebada a la mancha borrosa
es considerada la forma mas econdémica de controlar esta enfermedad (Arabi y
Jawhar, 2003).

El uso de cultivares con resistencia genética es el principal sostén del
manejo integrado, sin embargo, su efectividad puede ser afectada por el tipo y
nivel de resistencia, asi como por variaciones de la virulencia en la poblacién
del hongo (Gamba y Estramil, 2012).
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2.6.2 Cuantificacion de la enfermedad

e Distrain

Distrain es un programa de computaciéon de uso publico desarrollado
por Tomerlin y Howell (1988), para capacitarse en la estimacion de la severidad
de las enfermedades foliares presentes en los distintos cereales de invierno.
Dentro de estas enfermedades se destacan: mancha en red, mancha borrosa,
escaldadura y roya de la hoja (Tomerlin y Howell, 1988).

e Video-imagen

"En la actualidad se cuenta con algunas técnicas basadas en el uso de
video-imagen, estas permiten estudiar la presencia de lesiones en el tejido
vegetal, y relevar el area afectada real a través del uso de una computadora
con programas especializados como Assess 2.0 ® (Lamari, 2008). Este
software permite una rapida medicion de area foliar, porcentaje de enfermedad,
largo de raiz, conteo de lesiones, porcentaje de cobertura de suelo a través de
material escaneado, fotografias digitales, microscopia, etc.” (Pereyra y German,
2011).

A nivel de chacra, en general se recomienda determinar la severidad de
las manchas foliares. Es posible utilizar el dato de incidencia (% de hojas con
lesiones > a 2 mm) por ser mas facil y objetivo. Sin embargo, debido a que la
relacion entre severidad e incidencia sélo es lineal en los niveles méas bajos de
ambas variables, solo debe utilizarse incidencia cuando los niveles de severidad
no superan 7 a 8% (Pereyra 'y Germéan, 2011).

El nivel de infeccion de un cultivo se obtiene mediante un monitoreo en
8-10 puntos de la chacra evaluando en cada punto 15 a 20 tallos por severidad
y/o incidencia de las enfermedades presentes. Una vez que se esta entrenado
en la determinacion de severidad es posible recorrer la chacra y hacer una
estimacion visual en cada uno de esos puntos de la chacra (Pereyra y German,
2011).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 SIEMBRA

Se sembraron 4 genotipos de cebada (4-6 semillas de cada uno) en
cada maceta de 0,6 litros con el objetivo de tener al menos 4 repeticiones de
cada interaccion. Por lo que el niumero objetivo de plantas fue de 16 por
maceta, aproximadamente. El sustrato que se utilizd era una mezcla de tierra
de campo y abonos naturales.

Luego de sembradas permanecieron en la camara de crecimiento de la
EEMAC, en condiciones controladas a 21° Cy 16 h de fotoperiodo. No hubo
agregado de fertilizante y el riego se manejé de modo que no sea limitante para
el crecimiento normal de las plantulas.

3.2 ELECCION DE GENOTIPOS

Se sembraron un grupo de veintiocho cebadas candidatas a integrar un
set diferencial internacional (cuadro 1). Esto se decidié en base a la cantidad de
antecedentes gque existen para algunos de estos genotipos, parte de los cuales
se detallan en el cuadro 2.

Cuadro 1. Genotipos de cebada sembrados del set diferencial.

SET DIFERENCIAL INTERNACIONAL

12 IBYT#25 CLE 253  Lindwall NRB 091084
A. Madi Conlon N. Dayman Perun
Bowman Conquest ND 17293  Skiff

CI 5791 Delta ND 23122  Stirling

Cl1 9214 Gilbert ND 23180 Tolar

CIHO 1227 1. Ceibo ND 5883 TR 251
CIHO 6311 |. Guaviyd NDB 112 TX 7934
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Segun Valjavec-Gratian y Steffenson (1997) los tres genotipos de
cebada ND 5883, Bowman y NDB 112 se incorporaron porque se descubrié que
eran Gtiles para diferenciar los tipos de virulencia de C. sativus. Bowman derivo
de la cruza Klages//Fergus/Nordic/3/ND 1156/4/Hector y exhibe resistencia
moderada a C. sativus a través de Nordic, presumiblemente debido a genes
originalmente derivado de NDB 112. ND 5883 se seleccion6 a partir de un cruce
entre Clipper (Pl 349366) y la linea experimental canadiense 702-10. La linea
NDB 112 se desarroll6 en la Universidad Estatal de Dakota del Norte, Fargo,
durante la década de 1950 y se origina en la cruza entre CI 7117-77 y Kindred.
Exhibe alta resistencia a C. sativus.

Por su parte Ghazvini y Tekauz (2007), también incluyeron estas tres
lineas que se utilizaron previamente para caracterizar la poblacion de B.
sorokiniana en Dakota del Norte y para la identificacion de patotipos en este y
otros experimentos. Los cultivares desarrollados en los Estados Unidos y
ampliamente usados en Manitoba, de los cuales la linea diferencial Conlon fue
la Unica seleccionada para integrar el set; fueron incluidos en este estudio para
brindar informacion adicional sobre la virulencia de aislados canadienses. Los
genotipos canadienses TR 251 y TR 261 fueron elegidos en base a sus
reacciones diferenciales a varios aislados en estudios previos.

Los cultivares australianos Stirling, Gilbert, Lindwall y Skiff fueron
seleccionados porque dieron una gama de respuestas de infeccion en
evaluaciones a campo e invernadero. Stirling y Gilbert fueron incluidas por
haber mostrado moderada susceptibilidad en Australia, mientras que Skiff
estaba caracterizada como susceptible en dicho pais. Lindwall por su parte, fue
incluida por ser susceptible a podredumbre de raiz. Los tres genotipos
internacionales (ND 5883, Bowman y NDB 112) fueron también elegidos para
usar en este estudio realizado en Australia, ya que tienen resistencias
conocidas a los patotipos que se originaron en América del Norte. Las lineas
diferenciales CIHO 1227 y CI 6377, fueron incluidos por haber sido
caracterizados como resistentes en Dakota del Norte (Meldrum et al., 2004).
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Cuadro 2. Nombre, tipo de espiga, origen y pedigri de catorce genotipos del set

diferencial.
Numero
Material de Origen Pedigri
hileras
Bowman 2 DN (EEUU) Klages//Fergus/Nordic/3/ND1156/4/Hector
ND 5883 2 DN (EEUU) Clipper/linea experimental Canada702-10
NDB 112 6 DN (EEUU) Reseleccion de Kindred C16969/C17117-17
TX 7934 6 Texas (EEUU) Tokak/KY79-44/ITAMBAR 401
A. Madi 2 Alemania AC4404/Katharina//Krona
INIA Ceibo 2 Uruguay FNCI-22/Defra
ND 17293 2 DN (EEUU) ND14651/ND15062
ND23122 2 DN (EEUU) ND18172/DH6/ND19931
ND 23180 2 DN (EEUV) ND19888/ND18380-1
CLE 253 2 Uruguay Perun/l. Aromo
INIA 2 Uruguay ND16680/ND13111(Carumbé)
Guaviyu
N. Dayman 2 Uruguay ND7085/ND4994-15//ND8968
Perun 2 Europa HE1728/Karat
12IBYT#25 6 ICARDA-CIMMYT P_Dulce/Barberousse//Gloria-Bar/Come_B

DN: Dakota del Norte.

Como la germinacion y las plantas logradas de los materiales del set
diferencial no fue buena, se decidi6 evaluar cebadas comerciales, las cuales
mostraron comportamiento diferencial en la Red Nacional de Evaluacion
Nacional de Cultivares de Cebada Cervecera (Convenio INIA-INASE), algunas
con fuentes de resistencia conocida y de base genética diferente (cuadro 3).

Una gran cantidad de semillas de diferentes genotipos fueron
proporcionadas por INIA-INASE, de las cuales se seleccionaron las doce con
registros de antecedentes y las dieciséis restantes fueron las de mayor
porcentaje de germinacion, dando un total de veintiocho cebadas que pueden
observarse en el cuadro 3.
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Cuadro 3. Genotipos seleccionados de la red nacional de evaluacién nacional
de cultivares de cebada cervecera.

Comportamiento frente a

Germinacioén mancha borrosa

CULTIVAR CRIADERO (%) 2013 2014 2015
MOSA/09/312 JOSEF BREUN 91 IA IA
MOSA/10/489 NORDSAAT 91 IB IB
BLONDIE NORDSAAT 94 I I
MOSA/10/508 S. RECHERCHES 96 1A
MOSA/11/213 ACKERMANN 91
MOSA/11/277 NORDSAAT 94
MOSA/12/284 ACKERMANN 93
MOSA/13/123 ACKERMANN 96
MOSA/13/113 ACKERMANN 96
MOSA/14/276 LIMAGRAIN 89
MOSA/12/143 ACKERMANN 90 y .
CLE 232 INIA 98 IB IB
CLE 233 INIA 92 I I
CLE 280 INIA 94 I I
CLE 295 INIA 95
CLE 300 INIA 95
CLE 301 INIA 94
CLE 302 INIA 97 . "
N. DAYMAN MALTERIA URUGUAY 89 I I
UMBRELLA MALTERIA URUGUAY 97 Bl I
EXPLORER MALTERIA URUGUAY 98 Al
AMBEV 303 MALTERIA URUGUAY 98 "
MUSA 31 MALTERIA URUGUAY 96 . y I
N. CARUMBE MALTERIA URUGUAY 98 I I I
MUSA 19  MALTERIA URUGUAY 91 I I
AMBEV 312 MALTERIA URUGUAY 96
AMBEYV 328 MALTERIA URUGUAY 96
AMBEV 329 MALTERIA URUGUAY 96

B: bajo nivel de infeccidn, I: intermedio nivel de infeccion, A: alto nivel de infeccién, ..: sin dato.

Fuente: INIA e INASE (2015).
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3.3 OBTENCION DE AISLADOS MONOSPORICOS Y PRODUCCION DE
INOCULO

Los aislados monospdricos presentados en el cuadro 4, se obtuvieron a
partir de trozos de 15 a 20 mm de hojas con sintomas de mancha borrosa;
algunas inoculadas en laboratorio y otras colectadas en el campo, todas en
nuestro pais y en los afios 2011, 2012 y 2014. Los lugares de colecta fueron
Young, Paysandu, Valdez, Quebracho, Porvenir, San Félix, entre otros. En el
afio de trabajo (2016), las condiciones ambientales no favorecieron la
ocurrencia de mancha borrosa, por lo que no se pudieron colectar muestras
propias. Por todo esto, y para faciltar la obtencion de los aislados
monosporicos, se recurrio a utilizar muestras de hojas inoculadas que
pertenecian a genotipos como Bowman y NDB 112.

Luego de ser desecadas y esterilizadas superficialmente, las muestras
se colocaron en placas de petri de 9 cm con papel de filtro humedecido. La
esporulacién se promovio incubando estos trozos de hoja por 2-3 dias a 21° C,
cada conidio se transfirid con una aguja esterilizada a una placa de Petri que
contenia agar Vg al 10 % con CaCO; y se mantuvieron a 20° C y 12 h de
fotoperiodo por 6-8 dias. La multiplicacién del inéculo se realizé colocando 4-6
trozos de la colonia en varias placas de Petri que contenian el mismo medio e
incubandolas en las mismas condiciones anteriores.

De los veintidos aislados monospaoricos utilizados (cuadro 4), varios se
lograron de la misma muestra de campo, ya que se “pescaron” los conidios
individualmente. Estas muestras se obtuvieron sobre cultivares de cebada
diferentes bajo el supuesto de que cada cultivar puede presentar diferente
comportamiento a mancha borrosa, lo cual podria ejercer cierta presion de
seleccion en la virulencia de los aislados que de ellas se obtienen (solo se
conoce algunas fuentes de resistencia).

Todos los aislados fueron nhombrados bajo el mismo criterio, siendo el
primer namero la referencia del afio en que la muestra fue colectada. Esto
incluyé también a los obtenidos de las hojas inoculadas, los cuales no
mantuvieron su anterior nombre. El aislado 08.106 fue nombrado como 11.01.A
y el 94.4 como 11.04.B. En el cuadro 4 se puede observar que aislado fue
inoculado en los diferentes grupos de cebadas.
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Cuadro 4. Aislados de C. sativus utilizados.

INIA-INASE
Aislado Afio de Cultivar Lugar de colecta
colecta
11.01.A 2011 NDB 112 Hoja Inoculada
11.04.B 2011 Bowman Hoja Inoculada
11.07.2 2011 MUSA 936
11.07.3 2011 MUSA 936 .
12.01.3 2012 Hoja Inoculada
12.03.3 2012 Hoja Inoculada
12.08.3 2012 . Hoja Inoculada
14.02.4 2014 Umbrella c/fungicida P. Speranza
14.03.4 2014 lrupé Young
14.04.2 2014 INIA Arrayan Porvenir
14.04.3 2014 INIA Arrayan Porvenir
14.04.4 2014 INIA Arrayan Porvenir
14.04.5 2014 INIA Arrayan Porvenir
14.04.6 2014 INIA Arrayan Porvenir
14.05.3 2014 MUSA 19 La Tentacion
14.05.5 2014 MUSA 19 La Tentacion
14.05.6 2014 MUSA 19 La Tentacion
14.05.7 2014 MUSA 19 La Tentacion
14.05.8 2014 MUSA 19 La Tentacion
14.06.1 2014 Umbrella San Félix
14.06.2 2014 Umbrella San Félix
14.06.3 2014 Umbrella San Félix
SET DIFERENCIAL
14.03.4 2014 lrupé Young
14.04.2 2014 INIA Arrayan Porvenir
14.04.6 2014 INIA Arrayan Porvenir
14.05.3 2014 MUSA 19 La Tentacion
14.05.5 2014 MUSA 19 La Tentacion
14.05.8 2014 MUSA 19 La Tentacion
14.06.1 2014 Umbrella San Feélix
14.06.2 2014 Umbrella San Félix

... sin dato
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3.4 INOCULACION

El momento de inoculacién de las plantulas fue al comienzo del
desarrollo de la segunda hoja, Z 12. Se realiz6 previamente un raleo, aquellas
gue presentaban algun fallo en su crecimiento o que tenian algun sintoma
provenientes de la semilla fueron eliminadas.

Para preparar el concentrado, los conidios producidos se colectaron
raspando la colonia superficialmente con agua destilada estéril, se agregaron a
una licuadora, y luego se filtro el preparado mediante dos capas de gasa, para
que quede libre de micelio. Se ajustd la concentracion a 5000 conidios/ml
usando un hematocitometro Hausser Scientific Horsham. Para asegurar una
completa dispersion del in6culo se agreg6 25 ul de Tween 20 cada 250 ml de
solucion.

La inoculacién se realiz6 con un atomizador De Vilbis con presién
constante de 10 Ib/in?, después las plantulas permanecieron 18 hs a 100% de
humedad relativa y oscuridad, y luego fueron regresadas a las condiciones
anteriormente mencionadas dentro de la camara de crecimiento.

3.5 REGISTRO DE LAS RESPUESTAS DE INFECCION

8 a 10 dias post-inoculacion se observé en la segunda hoja las
respuestas de infeccion (RI) y se registraron de acuerdo a la escala cualitativa
de 9 digitos desarrollada por Fetch y Steffenson (1999). Estas lecturas (anexo
IX) fueron promediadas de tal forma que se obtuviera un solo valor redondeado
en un namero entero para cada interaccion genotipo por aislado.

Luego se agruparon en tres categorias generales: de 1 a 3 (color verde
asignado) se consideraron indicativas de baja compatibilidad huésped-parasito
(resistencia/avirulencia), mientras que respuestas entre 4 y 5 (color amarillo) de
compatibilidad media y de 6 a 9 (color rojo) alta compatibilidad
(susceptibilidad/virulencia).

El disefio experimental fue completamente aleatorizado, se utilizd
disefio en bloques completos al azar, ya que el material experimental con el que
se contd fue heterogéneo, pero puede ser agrupado segun determinada
caracteristica. Los tratamientos incluyeron un testigo inoculado con agua.

Para poder tener mayor control de la variabilidad y para caracterizarlos
mas facilmente se agruparon las unidades experimentales con sus parecidas,
por lo tanto, se generaron bloques, es decir conjuntos de unidades
experimentales razonablemente homogéneas entre si y mas heterogéneas
frente a otro conjunto (UdelaR. FA, 2017).
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Para poder realizarlo los aislamientos se clasificaron en diferentes
grupos de virulencia siguiendo el sistema de cédigo de triple nomenclatura
desarrollado por Limpert y Muller (1994). En este sistema, doce genotipos estan
ordenados en subgrupos de tres. Para cada reaccién de una linea diferencial
con cada aislamiento del patégeno se le asigné un valor binario, donde 1y 0
representaron reacciones susceptibles (S) y de resistencia (R),
respectivamente. Si el valor binario resultante fue 1 (reaccion susceptible) luego
se convierten en valores decenarios por los factores de conversion: 2° (igual a
1), 2% (igual a 2), y 22 (igual a 4) para el primer, segundo, y tercer genotipo de
cebada de cada subgrupo, respectivamente, mientras que un valor binario de 0
(reaccidn de resistencia) no es convertido. Se sumaron todos los valores
decenarios en cada subconjunto y se separaron los digitos por puntos. Cada
doce cebadas se ordenaron cuatro subgrupos de tres genotipos,
alfabéticamente resultando en un codigo de cuatro digitos para cada subgrupo
(por ejemplo, R, R, R, S, R, R, R, S, R, S, S, R puede ser designado como
01.23yR, R, S,S,R, S;R, S, S, S, S, S puede ser designado como 4.5.6.7).
Los aislamientos que presentaron un codigo de cuatro digitos comun se
agruparon en el mismo grupo de virulencia (Limpert y Muller, 1994).

Para conformar las tripletas de los genotipos del set diferencial se utilizé
el orden alfabético de aquellos que presentaron la totalidad de los datos, y
luego se utilizé6 solamente el subgrupo constituido por los tres diferenciales ND
5883, Bowman y NDB 112 usados por Valjavec-Gratian y Steffenson (1997),
para estudiar la variabilidad de patotipos. En cuanto a los genotipos de INIA-
INASE los doce genotipos con mayor cantidad de datos fueron los elegidos y se
organizaron alfabéticamente en tripletas: Ambev 329-Blondie-CLE 232 (I.
Timbd), CLE 295-MOSA/09/312-MOSA/10/508, MOSA/11/277-MOSA/12/143-
MOSA/13/113, MOSA/13/123-MOSA/14/276-N. Dayman.

Para ingresar al programa estadistico los datos obtenidos en un archivo
Excel, se organizaron de la siguiente manera: a cada columna se le asigné una
variable (respuesta de infeccién (RI), cultivar y aislado). En la primera columna
se mantuvo el aislado hasta que se combiné con todos los genotipos utilizados
(columna dos) y en la dltima columna cada uno obtuvo un valor de RI, resultado
de cada interaccion genotipo por aislado. Se utilizd el programa informatico
InfoStat (Di Rienzo et al., 2016) para realizar el andlisis de varianza a partir de
tabla ANAVA y pruebas de comparacion multiple de medias para saber cual o
cudles eran diferentes. Se eligido Tukey al 0,5 de probabilidad de error, por ser
mas de dos medias en los tratamientos y se corrid con una sola variable
dependiente, la cual fue la Rl y dos variables de clasificacién: cultivar y aislado.
Estas tablas no fueron utilizadas en la mayoria de los analisis de resultados,
dada la cantidad de datos faltantes para algunas de las interacciones.
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Con el objetivo de identificar el agrupamiento natural de las
observaciones (aislados) de acuerdo a sus niveles de virulencia se utilizé el
analisis de conglomerados, a partir de los valores de Rl promedios por
genotipo, se calcularon las distancias euclidianas entre pares de aislamientos y
se aplic6 el método de agrupamiento jerarquico, utilizando el programa
estadistico InfoStat (Di Rienzo et al., 2016).

La asignacion de los patotipos se realizd6 para poder agrupar
aislamientos con comportamientos similares, teniendo en cuenta los diferentes
métodos ya explicados y en base a criterio propio.
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4. RESULTADOS

Los resultados se analizaron por separado para los distintos genotipos
de cebada, comenzando por los veintiocho genotipos entre cultivares y lineas
experimentales que conforman el grupo de INIA-INASE, inoculados con
veintidés aislados diferentes.

Luego se trabajé con los resultados de los otros veintiocho genotipos
también conformado entre cultivares y lineas experimentales que forman un
posible set diferencial internacional, y que se inocularon con ocho aislados
diferentes, en dos repeticiones que fueron idénticos en cuanto a los materiales
utilizados. Para este grupo de cebadas existen, como ya se mencionaron, un
buen numero de antecedentes que aportaron para la conformacion del set
diferencial internacional.

Casi la totalidad de los aislados utilizados en los experimentos,
provocaron sintomas de mancha borrosa. Los sintomas que se expresaron
fueron variados: se logré6 observar la mancha borrosa “tipo”, la cual se
desarrolla en forma de macha necrética ovoide, con un punto oscuro en el
centro, rodeado de un halo clorético marginal de tamafo variable segun el
tamafo de la mancha (ver anexo V). Asimismo, se observaron otros tipos de
manchas, las cuales no son descriptas como mancha borrosa. Una de ellas
similar a la mancha en red (anexo V), otra con una necrosis alargada y que
respeta las nervaduras de las hojas (anexo VI), también se relevaron manchas
redondeadas, con el borde de color blanco. Un aislado (14.02.4) presentd una
sola mancha por hoja (anexo VII) y otro (14.05.3) manchas marrén claro,
pequefias y abundantes (anexo VIII).

Los valores de RI registrados en las cebadas inoculadas con los
diferentes aislados de C. sativus, si bien presentaron cierta heterogeneidad,
existi6 un clara tendencia hacia valores altos de RI (entre 6 y 9). Algunas
interacciones presentaron falta de datos por lo que no fueron utilizadas. Para
una mayor claridad de los resultados las RI fueron promediadas y redondeadas.
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4.1 RESULTADOS DE LOS GENOTIPOS INIA-INASE.

Cuadro 5. Promedios redondeados de las Rl de veintitin aislados de C. sativus
en veintiocho cebadas.

14.05.5
14.05.6
14.04.3
12.03.3
14.03.4
14.04.4
14.05.7
14.05.3
14.04.5
14.04.2
11.04.B
14.04.6
14.06.1
12.01.3
11.07.3
14.06.3
11.01.A
14.06.2
14.02.4

o1l 14.05.8
~|11.07.2

MOSA/09/312
MOSA/10/489
Blondie
MOSA/10/508
MOSA/11/213
MOSA/11/277
MOSA/12/284
MOSA/13/123
MOSA/13/113
MOSA/14/276
MOSA/12/143
CLE 232

CLE 233

CLE 280

CLE 295

CLE 300

CLE 301

CLE 302

N. Dayman
Umbrella
Explorer
Ambev 303
MUSA 31
Carumbe
MUSA 19
Ambev 328
Ambev 329
Ambev 312 . 5

... sin dato, rojo: Rl alta, amarillo: RI media, verde: RI baja.
Segun escala de Fetch y Steffenson (1999).
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En el cuadro 5 se identificaron ocho aislados incluidos el 11.04.B,
14.04.5, 14.05.8, 14.04.4, 12.03.3, 14.04.3, 14.05.6 y 14.05.5, con ausencia de
baja RI, pero diferentes entre ellos en cuanto a los otros dos tipos de respuesta.
Los ultimos tres presentaron el 100% de sus respuestas altas.

Todos los aislados obtuvieron al menos un dato de RI alta, que fue el
tipo de respuesta mas encontrado. El aislado 14.02.4 se destaca por diferir con
la mayoria, ya que fue el menos virulento, exhibiendo un 96% de baja respuesta
a la infeccion correspondiente a un bajo nivel de compatibilidad hospedante-
parasito. Su unico dato diferente no fue de respuesta media como se esperaba,
sino que fue alta.

En la figura 4 se muestra el comportamiento de los veintitrés aislados
de Cochliobolus sativus, ordenados por virulencia creciente y por las respuestas
de infeccion de las cebadas estudiadas. Los aislados que mostraron menor
virulencia fueron los siguientes: 11.01.A, 14.06.2 y 14.02.4 que mostraron baja
compatibilidad hospedante-parasito en una frecuencia de 45%, 48% y 96%
respectivamente. Mostrando que los perfiles de virulencia de C. sativus son muy
variables, y que la mayoria de los utilizados para la realizacion del experimento
mostraron altos niveles de virulencia.

El aislado 12.08.3 se elimind del analisis estadistico, ya que hay solo un
dato del mismo.

En cuanto a las cebadas (figura 5) se identificaron variaciones de RI
baja entre 30% (MUSA 31) y 0% (MOSA/13/113) teniendo un amplio rango de
comportamientos, frente al grupo de aislados. Las RI altas variaron entre 45%
(CLE 280) y 95% (MOSA/13/123), por lo que las cebadas que mostraron mejor
comportamiento fueron la linea experimental CLE 280 con frecuencias de
respuesta a la infeccion de 20%, 35% y 45% (bajas, intermedias y altas
respectivamente), los cultivares MUSA 19 cuya frecuencias de las respuestas
de infeccion fueron 25%, 25% vy 50% (bajas, intermedias y altas
respectivamente) y MUSA 31 con frecuencias de las respuestas de infeccion de
30%, 20% y 50% (bajas, intermedias y altas respectivamente). Por otro lado,
cuatro cebadas obtuvieron datos de respuesta alta y baja pero no presentaron
respuesta a la infeccion intermedia, siendo Explorer y Ambev 328 las de mayor
porcentaje de datos de RI baja (22% y 25% respectivamente). Las otras dos
exhibieron menos datos de RI baja, MOSA/11/277 (10%) y el cultivar
MOSA/13/123 fue el que mostré mayor frecuencia de infeccién alta (95%); y su
restante dato (5%) fue de RI baja y se corresponde con el aislado 14.02.4, el
cual obtuvo baja respuesta en la mayoria de los genotipos.

Ademas de los extremos hay un grupo de cebadas con comportamiento
diferencial donde se encontraron los cultivares: Umbrella, MOSA/12/284,
MOSA/13/113, MOSA/10/508, MOSA/09/312, MOSA/11/277. En estos
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genotipos las respuestas bajas oscilaron entre 5% (el genotipo con menor RI
baja) y 13% (el de mayor RI baja), las respuestas intermedias entre 5% a 14% y
las respuestas altas oscilaron entre 81% y 95%.

H Baja
Media
uAlta

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Figura 4. Caracterizacion de veintiin aislados de Cochliobolus sativus, como
frecuencia de los diferentes tipos de respuesta de infeccion (alta,
media y baja).
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CLE 280
Musa 19
Musa 31
Carumbe
Ambev312
Ambev 303
Blondie
N.Dayman
Mosa/14/276
CLE 232 Timh
CLE2331. Arrayan
Ambev 328
CLE302
Mosa/11/213
Mosa/10/489
Ambev329
CLE295
CLE301
Explorer
CLE300
Mosa/12/143
Mosa/12/284
Umbrella
Mosa/09/312
Mosa/13/113
Mosa/10/508
Mosa/11/277
Mosa/13/123

HBaja
Media
BAlta

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Figura 5. Respuestas de infeccion (alta, media y baja) de veintiocho genotipos
de cebada frente a veintiun aislados de Cochliobolus sativus.
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También se muestra el comportamiento de las interacciones en
el analisis de conglomerados, para poder relevar el agrupamiento natural tanto
de los genotipos como de los aislados y poder asignar los distintos patotipos a
estos ultimos. Para lograr el agrupamiento se debe decidir un punto de corte en
el analisis de conglomerados, a partir del cual se generan los clUsteres, este se
hace mediante ‘“inspeccion subjetiva” (Lépez, 2017), logrando asi que se
generen grupos de similar respuesta huésped-patdégeno.

Para los genotipos (figura 6), se distinguieron tres grupos de
comportamientos similares, dos grupos extremos, el de mejor comportamiento
compuesto por: Ambev 303, CLE 280, MUSA 19, MUSA 31, Ambev 312,
Blondie y Carumbe y el de peor comportamiento formado por: MOSA/13/123,
MOSA/11/277, MOSA/11/213, Umbrella, MOSA/13/113, MOSA/10/508,
MOSA/12/284 y MOSA/09/312. Entre los extremos se encuentran el grupo de
cebadas de comportamiento similar intermedio integrado por: Ambev 328,
Explorer, Ambev 329, CLE 232 Timbo, CLE 233 I. Arrayan, CLE 295,
MOSA/10/489, MOSA/12/143, CLE 300, CLE 302, MOSA/14/276, CLE 301y N.
Dayman.

Estos agrupamientos naturales se correlacionan en gran medida con lo
observado en la figura 5, salvo para el genotipo MOSA/11/213 el cual tendria
gue haberse agrupado con los de comportamiento intermedio, dados sus
porcentajes de RI.
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Figura 6. Andlisis de conglomerado realizado utilizando distancias eucledianas
para los veintiocho genotipos INIA-INASE.

Un dendograma con las distancias entre los veintidds aislados (incluido
el 12.08.3 que posteriormente fue eliminado) se realiz6 para poder agruparlos,
mostrando varios grupos de comportamiento similar, pero no pudiendo
determinar con exactitud patotipos para todos los casos, ya que la variabilidad
existente dificulté el agrupamiento de los mismos. Se construyd entonces una
supuesta asignacion de patotipos que posteriormente fue reordenada.

A él aislado de menor virulencia, 14.02.4, se le asigno el patotipo 0 por
mas que su codigo fuera 0.0.4.0. Los aislados agrupados de mayor virulencia
fueron 14.05.5, 14.05.3, 14.04.4, 14.05.8, 14.05.7, 14.04.2, 14.05.6, 14.04.3,
14.03.4 y 12.03.3 pertenecieron al patotipo 4. También posiblemente integren
este patotipo los aislados 14.04.6, 14.04.5 y 11.04.B, pero esto no se pudo
definir por existir diferencias en el cédigo de triple nomenclatura, y como caso
inverso aparece el aislado 14.06.3 que tiene igual cédigo, pero no se agrupo
con los aislados de su patotipo. Con una reaccion intermedia se agruparon el
14.06.2, 12.01.3 y 11.07.3 pertenecientes al patotipo 2, el aislado 14.06.1
también entrd dentro de este grupo, pero teniendo un diferente codigo de triple
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nomenclatura por ser mas virulento. El aislado 12.08.3 no fue utilizado por falta
de datos, y por ultimo al 11.01.A se comporté de manera Unica pero fue también
clasificado dentro del patotipo 2, ya que no mostré6 las caracteristicas
necesarias para clasificarlo dentro del patotipo 1 por ser de virulencia
intermedia (ver anexo ).

Basado en la Rl inducida por veintiin aislamientos de C. sativus sobre
las lineas diferenciales de cebada, y por un nuevo dendograma realizado
Gnicamente con los genotipos que componen las tripletas, fue que se reclasificd
los distintos grupos de aislamientos. Se separaron 10 grupos de virulencia de
acuerdo al cédigo de triple nomenclatura (Limpert y Muller, 1994).

Los valores promedio de respuesta a la infeccion de mancha borrosa
variaron entre 1,04 y 8,92, siendo el menos virulento el aislado 14.02.4 y el mas
virulento el 12.03.3.

Siguiendo con la re clasificacion expuesta anteriormente, diez de los
veintian aislados analizados (47,6%) correspondieron al grupo 7.7.7.7, ya que
indujeron una reaccion compatible en todas las lineas de cebada, por lo tanto,
estos aislados son los de mayor virulencia. En la misma linea, los grupos
5.7.7.7y 7.7.7.5 agrupan dos aislados cada uno, mientras que el grupo 7.7.7.3
contiene un solo aislamiento. En conjunto, los tres grupos presentaron reaccion
compatible con todas las lineas de cebada excepto con una, sumando el 24%
de los aislados y siendo de los grupos mas virulentos. Como contrapartida, el
grupo 0.0.4.0, quien lo integra Unicamente un aislado, indujo reaccién de
resistencia en todas las lineas diferenciales de cebada excepto en dos, siendo
el grupo més avirulento. El tercio excluso de los datos se distribuye entre los
grupos restantes y solamente agruparon un dato por grupo, 1.6.7.7, 3.5.7.5,
0.6.5.1, 1.6.7.3, 1.5.4.3; si bien dichos grupos no presentan una virulencia tan
acentuada como los primeros, indujeron reaccién de sensibilidad en varias
lineas de cebada.

Con el fin de reducir el error y lograr un agrupamiento mas claro de los
aislados, dado la gran cantidad de datos utilizada en la asignacion de patotipos
explicada anteriormente, fue que se realizé un nuevo analisis de conglomerados
(figura 7). Para su elaboracién se utilizé el promedio de respuesta de infeccion
para los diez grupos de virulencia.
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Figura 7. Dendograma de las similitudes en el promedio de respuestas de
infeccion a mancha borrosa de los veintitn aislados de C. sativus,
agrupados en tripletas con sus respectivos grupos de virulencia,
sobre doce lineas de cebada, utilizando distancias euclideanas

elevadas al cuadrado.

Los grupos de virulencia formaron cuatro clisteres de patogenicidad
principales. El cluster 1 fue el Unico que se caracterizé por presentar muy baja
patogenicidad y estuvo representado Unicamente por el grupo de virulencia
0.0.4.0, coincidiendo con la asignacibn de patotipos que se expuso
anteriormente. El clister 2 agrupdé los grupos de mayor virulencia: 7.7.7.7,
7.7.7.3,57.7.7,7.7.7.5, 3.5.7.5, 1.6.7.7 y 1.6.7.3. Si bien este grupo es el que
alberga mayor cantidad de aislados y también es cierto que todos son
altamente virulentos, no todos presentan la misma magnitud de virulencia. En
tercer lugar, el claster 3, integrado Unicamente por el grupo de virulencia
1.5.4.3. Por ultimo, pero no menos importante, se encuentra el grupo de
virulencia 0.6.5.1, que presenta moderada virulencia. Por lo tanto no todas las
asignaciones de patotipos se correspondieron con esta nueva agrupacion
mostrada en la figura 7.
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4.2 RESULTADOS DE LOS GENOTIPOS DEL SET DIFERENCIAL

A continuacion, en el cuadro 6 se presentan las respuestas de infeccion

de ocho aislados de C. sativus inoculados en los genotipos candidatos a

integrar el set diferencial internacional. De los veintiocho genotipos, dos fueron

eliminados por falta de datos, ND 23122 y ND 17293.

Cuadro 6. Promedios ajustados de las RI de veintiséis genotipos con ocho

aislados de C. sativus.

14.05.5
14.05.3
14.06.1
14.05.8
14.04.6
14.04.2
14.03.4
14.06.2

Delta

Gilbert

Skiff

Stirling
Lindwall

ND 5883
CLE 253
CIHO 1227
I. Ceibo

ND 23180
Conlon

I. Guaviya

N. Dayman
TR 251
Cl19214
CIHO 6311
Conquest
NRB 091084
Tolar

TX 7934

A. Madi
Bowman

Cl 5791
Peran

NDB 112 4
12I1BYT#25 | .. 4 4

5
5

5

5

... sin dato, rojo: Rl alta, amarillo: RI media, verde: RI baja.
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En la figura 8 se presentan los datos del comportamiento de ocho
aislados de Cochliobolus sativus, ordenados por virulencia creciente y por las
respuestas de infeccion de las cebadas estudiadas. Todos los aislados en
estudio mostraron por o menos un 5% de compatibilidad baja hospedante-
parasito, salvo el 14.05.3.

El aislado mas virulento fue el 14.05.5 con un 95% de frecuencia de
compatibilidad alta y un promedio de 8 en su RI. En el otro extremo se ubico el
aislado de menor compatibilidad hospedante-parasito que es el 14.06.2 con un
promedio 4.

Algo no menor es que todos los aislados (14.05.5, 14.05.3, 14.06.1,
14.05.8, 14.04.6, 14.04.2 y 14.03.4) menos el 14.06.2 presentaron respuesta
alta en frecuencias mayores al 60%, mostrando asi la alta virulencia de los
mismos. Este ultimo fue el aislado que mostr6 menor virulencia, exhibiendo un
72% de la respuesta a la infeccién que corresponde a bajo e intermedio nivel de
compatibilidad hospedante-parasito.

En cuanto a las cebadas en estudio se identificaron variaciones de RI
baja entre 57% (NDB 112) y 0% (Skiff, Stirling, Gilbert y Delta) mostrando un
amplio rango de comportamientos frente al grupo de aislados. Esto muestra una
alta variabilidad en el comportamiento entre los cultivares de cebada y los
aislados.

El genotipo de cebada con mejor comportamiento fue el cultivar 12
IBYT#25 con frecuencias de respuesta a la infeccién de 50%, 50% y 0% (bajas,
intermedias y altas respectivamente), pero teniendo solo el 50% de los datos.
Por lo que se considera que NDB 112 tuvo una mejor respuesta que el anterior.

En el otro extremo los cultivares de peor comportamiento fueron: Delta,
Gilbert, Skiff y Stirling, con un promedio de RI de 8,5.

Ademas de los extremos se puede diferenciar un grupo de genotipos
con mal comportamiento frente a los aislados que mostraron frecuencias de alta
respuesta a la infeccion mayores a 70% (CIHO 6311, Cl 9214, TR 251 N.
Dayman, |. Guaviyd, Conlon, ND 23180, I. Ceibo, CIHO 1227, CLE 253, ND
5883 y Lindwall).

Luego se observd otro grupo con alta respuesta entre 50% y 63% (ClI
5791, Bowman, A. Madi, TX 7934, Tolar, NRB 09108 y Conquest) y por ultimo
un grupo con mejor comportamiento frente a C. sativus integrado por los
siguientes cultivares: 12IBYT#25, NDB 112 y Peran. Estos ultimos tuvieron una
variabilidad muy grande entre bajas e intermedias frecuencias de respuesta
(figura 9).
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Figura 8. Comportamiento de ocho aislados de C. sativus en los genotipos del
set diferencial, segun la respuesta a la infeccion (alta, media y baja).
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Figura 9. Respuesta de infeccion (alta, media y baja) de veintiséis genotipos
candidatos a integrar el set internacional diferencial inoculados con
ocho aislados de Cochliobolus sativus.
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En cuanto al andlisis de conglomerados para las veintiocho cebadas, en
la figura 10 se observan cinco grupos de parecido comportamiento. Agrupadas
en los extremos estan Skiff y Gilbert como las peores y NDB 112 y 12 IBYT#25
como las mejores. Luego de los genotipos mencionados, el grupo de mejor
comportamiento entre los intermedios lo integran Tolar, Perun, CI 5791, TX
7934, ND 17293 (posteriormente eliminado), ND 23122 (posteriormente
eliminado), Bowman, NRB 091084 y A. Madi, los siguen el tercer mejor grupo
que es el de I. Guaviyu, TR 251, Conquest, Conlon, ND 23180, N. Dayman,
Lindwall y Cl 9214. Por ultimo, el segundo grupo con peor comportamiento esta
compuesto por los genotipos ND 5883, Delta, CLE 253, I. Ceibo, Stirling, CIHO
6311 y CIHO 1227. Estos agrupamientos no ocurrieron como era de esperar, ya
gue existieron genotipos que no se ubicaron junto a sus respectivos de similar
comportamiento. El ejemplo méas claro se da en las cuatro cebadas con peor
comportamiento (100% de RI alta), que no estuvieron agrupadas naturalmente
juntas en el dendograma. Para los grupos con promedios de Rl mas bajo el
agrupamiento natural fue més acertado.

Promedio (Average linkage)

Digtanpiz | Euckdzs)

ND 5883
Dela
CLE 53
. Ceibo
Stri
CHO 641
SIHCC- 1227
| Guay
Conguest
Sngnm
ND 23180
N Diayman
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ClaH4
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Periin ::li
CI501
TX 794
ND 17203
ND 23122
Bow man
NRB (91084
A N

NDB 112 ——
12 b iy —

Q00 € -;c 1 ,I'.-1 1 '13? 2083
Figura 10. Analisis de conglomerados con distancias eucledianas para los
veintiochos genotipos del set diferencial.
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En el dendograma de la figura 11 no se logré determinar el punto de
corte ya que no se generaban los grupos deseados. Se utiliz6 de manera
informativa para formar patotipos, permitiendo asi comparar este estudio con
estudios pasados, los cuales utilizan los patotipos como forma de evaluar el
comportamiento de los genotipos de cebada y aislados del hongo. Los aislados
mostraron grupos de comportamiento similar, siendo el aislado de menor
virulencia (0.4.0.0) el 14.06.2, incluido en el patotipo 0. Un solo aislado
pertenecio al patotipo 1 que fue el 14.05.3. Dentro del patotipo 3 se agruparon
los aislados 14.06.1, 14.04.6, 14.04.2 y 14.03.4, y como grupo de mayor
virulencia, clasificado como patotipo 4 se encuentra el que contiene al aislado
14.05.5y al 14.05.8, aunque su agrupaciéon no fue tan evidente.

Promsado [Average lnkame)
el <ot LR =Tl L 1]

14.08.2

14.05.5

14.05.8

14.08.1

14.04.68

14.04.2

1402 4

r T T T 1
10,000 [al=v 124 156 245

Figura 11. Analisis de conglomerados utilizando el promedio de respuesta a la
infeccion de ocho aislados de C. sativus en veintiocho genotipos de
cebada.

Otro método de clasificacion que se utilizd, se basa exclusivamente en
las lecturas de RI para ND 5882, Bowman y NDB 112, utilizados como
genotipos diferenciales por Valjavec-Gratian y Steffenson (1997). Permite
diferenciar los patotipos 0 (R,R,R), 1 (S,R,R),2(R, S, R), 3 (S, S, R),
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mediante un dnico digito y no grupos de virulencia. En este caso también se
constaté la presencia de un patotipo de mayor virulencia (S, S, S) que se lo

denomind patotipo 4. El aislado 14.06.2 no se clasific, por falta de datos. Como

se puede observar en el cuadro 7, los diferentes aislados se correspondieron
con los patotipos propuestos anteriormente, no constatandose ninguno
perteneciente al patotipo 2.

Cuadro 7. Patotipos asignados segun los diferenciales utilizados por Valjavec-
Gratian y Steffenson.

ND 5883 Bowman NDB 112

Patotipo

14.05.5
14.05.3
14.06.1
14.05.8
14.04.6
14.04.2
14.03.4

S

nwunmunnmumuwm

uunmuununumaowm

S
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4
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5. DISCUSION

En anteriores estudios también se mostraron altos niveles de virulencia
con otras poblaciones patogénicas en la mayoria del germoplasma de cebada
analizado (Gamba et al. 2000, Gamba y Estramil 2002, 2012). En el estudio
realizado por Meldrum et al. (2004), se sugiere la utilizacion de una mayor
concentracion de conidios/ml (10.000) que la usada en este ensayo. Los
aislados y las cebadas utilizadas en este estudio permitieron separar algunos
de los grupos con comportamiento de virulencia diferencial, esto difiere de otros
estudios realizados previamente (Valjavec-Gratian y Steffenson 1997, Gamba y
Estramil 2002) en los que se sugirid la existencia clara de tres grupos de
aislados.

En Uruguay, varios trabajos encontraron altos niveles de virulencia
diferencial (Gamba et al., 2000) y estudios posteriores sugirieron la existencia
de tres grupos de aislamientos con diferentes perfiles de virulencia (Gamba y
Estramil, 2002). En otro reporte nacional mas reciente se sugiere la existencia
de una alta variabilidad de la poblacion local de C. sativus, asi como niveles
muy bajos de resistencia genética de las cebadas estudiadas (Gamba, 2010b).
Esto coincide con los resultados de nuestro estudio en los que se reportaron
altos niveles de virulencia para la mayoria del germoplasma de cebada
estudiado. Uno de los supuestos que puede explicar este hecho, sostiene que
con el paso del tiempo la resistencia se haya ido quebrando como
consecuencia de la aparicion de nuevas cepas del hongo, aumentando su
compatibilidad con la planta hospedera.

En cuanto a los ocho aislados locales de C. sativus, utilizados por
Ghazvini y Tekauz (2007) en su experimento de estudio de la diversidad de
virulencia, siete (87,5%) pertenecieron a los grupos 5.7.0.0 y 5.7.4.0, mientras
gue el restante (12,5%) pertenecio al grupo 0.0.0.0. Este ultimo mostrd baja RI
en todas las cebadas que fue inoculado y se le asigné el patotipo 0. Por su
parte, los aislamientos del grupo 5.7.0.0 indujeron altas Rl en varios genotipos
incluidos Conlon y ND 5883, y bajas respuestas en otros como Bowman, NDB
112 y TR 251. Los aislados del grupo 5.7.4.0 fueron similares a los aislados del
grupo anterior, por lo que ambos fueron agrupados dentro del patotipo 1. Los
datos obtenidos en esta tesis para los aislados utilizados en el set diferencial no
coinciden con los ya mencionados, dado que fueron agrupados
mayoritariamente en patotipo 3 (50%) y patotipo 4 (25%), observandose
solamente un aislado del patotipo 1 (12,5%) y otro que no se pudo caracterizar
por falta de datos, pero que mostrd baja Rl en los genotipos mas susceptibles.
Esto no hace mas que afirmar la alta diversidad en virulencia existente en las
poblaciones uruguayas del hongo.
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Silva (2011), no encontré el patotipo 2 de acuerdo a Valjavec-Gratian y
Steffenson (1997), o sea, inductor de reaccion incompatible en NDB 112 y ND
5883 pero compatible en Bowman, esto coincidié con los resultados obtenidos
en los aislados del set diferencial que fueron evaluados en este estudio. Para
Silva (2011) el 66,6% de los aislados fueron asignados con el patotipo 3, los
genotipos susceptibles segun reportes previos, A. Madi, CLE253, INIA Arrayan
(este se incluye dentro de los genotipos INIA-INASE en este trabajo) e INIA
Ceibo, mostraron reaccion de susceptibilidad para varios aislamientos de ese
grupo, la mayoria de los aislados fueron clasificados dentro del patotipos 3. Los
genotipos medianamente resistentes, se comportaron como se esperaba y el
anico genotipo que expresd reaccion incompatible con la totalidad de los
aislamientos fue NDB 112 (Silva, 2011); sin embargo en este trabajo las
mismas cebadas utilizadas no fueron tan resistentes, y NDB 112 manifestd
susceptibilidad frente a un aislados del patotipo 4. Es importante destacar que
el otro aislado (14.05.8) perteneciente al patotipo 4 no fue igual de virulento, ya
gue obtuvo 71% de RI alta (diecisiete datos) y no 96% como el 14.05.5.

Esta variabilidad dentro de un mismo patotipo lleva a cuestionar el
método elegido para la asignacion de los aislados a determinado patotipo. Una
de las criticas que se le puede hacer al método de las tripletas (Limpert y
Muller, 1994), es que puede existir una tendencia engafiosa a creer que valores
numeéricos mayores implican aislados mas virulentos, sin embargo esto no es
necesariamente cierto, ya que los valores de los factores de conversion varian
en funcién del orden de agrupamiento que el experimentador haya decidido
darle y en general ese orden no esta relacionado a la virulencia, si no a un
orden alfabético o al criterio que cada experimentador decida utilizar.

5.1 GENOTIPOS INIA-INASE

En el cuadro 3 se muestran los antecedentes de los comportamientos
sanitarios frente a mancha borrosa de algunos de los genotipos de cebada
(INIA-INASE) en los afios 2013, 2014 y 2015. En estos ensayos las condiciones
climaticas reportadas no favorecieron la aparicibn de mancha borrosa, debido a
los bajos niveles de temperatura y humedad para los distintos afios.

Cuando se compararon los resultados obtenidos en este estudio con los
antecedentes mencionados (cuadro 8) y con el comportamiento sanitario de los
cultivares de cebada cervecera, evaluados en el afio 2014, publicados por INIA
e INASE (2015) se puede destacar que los genotipos con mayor numero de
respuestas de infeccion baja para este trabajo se corresponden con los de
comportamiento intermedio a campo. Es el caso de CLE 280 con cuatro datos
de baja RI (20%), MUSA 19 con cinco (25%), MUSA 31 con seis (30%) y N.
Carumbé con una RI baja de 26% (cinco aislados). De estas cuatro cebadas las
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tres primeras tienen al menos un 50% de los datos entre respuestas bajas e
intermedias, lo que permite afirmar que los antecedentes se corresponden.

Por su parte las cebadas CLE 232 (I. Timbd) y MOSA 10/489
consideradas con comportamiento intermedio a bajo y Umbrella de bajo a
intermedio, no obtuvieron los resultados esperados, presentando mas del 70%
de las respuestas de infeccion altas.

Es importante destacar que ademas de ser realizados a campo, los
criterios utilizados de estimacion y cuantificacion de la enfermedad son
diferentes a los realizados en este estudio y que se realizan en estados mas
avanzados del cultivo. Por lo que al ser comparados exhiben una clara
diferencia, demostrando una menor respuesta a la infeccibn que puede ser
explicada por la alta virulencia de la mayoria de los aislados utilizados en este
trabajo.

Para este grupo de cebadas hacen falta mas experimentos, con mas
aislados tanto locales como internacionales y con varias repeticiones de estos,
para asi poder seguir comparando y evaluando las respuestas de infeccién y los
comportamientos diferenciales de los mismos. Los resultados obtenidos en este
estudio pueden ser un buen punto de partida para la proyecciéon de trabajos
futuros.
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Cuadro 8. Comparacion de antecedentes y resultados para trece genotipos

INIA-INASE.
Comportamiento segun INIA-INASE RI (%) 2017

CULTIVAR 2013 2014 2015 Baja Intermedia Alta
MOSA/09/312 . IA A 5 10 85
MOSA/10/489 . IB B 20 5 75
BLONDIE . I I 24 14 62
MOSA/10/508 . . 1A 5 10 85
CLE 232 .. IB B 19 10 71
CLE 233 I I I 21 5 74
CLE 280 .. I I 20 35 45
N. DAYMAN I I I 19 14 67
UMBRELLA BI .. I 11 5 84
EXPLORER . . Al 22 0 78
MUSA 31 .. .. I 30 20 50
N. CARUMBE I I I 26 21 53
MUSA 19 I . I 25 25 50

B: bajo nivel de infeccion, I: intermedio nivel de infeccion, A: alto nivel de infeccion, ..: sin dato

5.2 GENOTIPOS SET DIFERENCIAL

A patrtir de los resultados obtenidos en nuestro experimento, se puede
trazar ciertas lineas que coinciden con resultados obtenidos en estudios
precedentes.

En el caso del genotipo NDB 112, linea diferencial que ha sido utilizada
en multiples estudios, Valjavec-Gratian y Steffenson (1997) afirman que dicho
genotipo exhibié baja relacion de virulencia con todos los aislados que
evaluaron. Ghazvini y Tekauz (2007) estudiaron distintos genotipos a través de
127 aislados; NDB 112 mostro reaccion resistente a ochentaisiete aislados
(68,5 %) y susceptible a cuarenta (31,5%). Si bien tuvo un elevado nivel de
resistencia, su comportamiento fue mas erratico respecto al experimento
anterior. Sus muestras de resistencia en Dakota del Norte, promovié a que
Meldrum et al. (2004) decidieran incluir el material en su trabajo, en el cual
demostré un comportamiento resistente frente a los 34 aislados australianos
con los que fue evaluado. Frente a la poblacién uruguaya este genotipo se
comporté de similar manera, evidenciando resistencia al hongo (Rodriguez,
2011) y mostrando 100% de resistencia a los doce aislados uruguayos (Silva,
2011). En cuanto a nuestro estudio, el genotipo presentd uno de los
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comportamientos mas destacados del experimento, presentando un solo dato
de alta respuesta de infeccién (14%), dos de media (29%) y cuatro de baja
(57%).

Distinto es el caso del genotipo ND 5883 el cual ha mostrado mayor
reaccion de susceptibilidad en el trabajo de Ghazvini y Tekauz (2007); el
genotipo mostré reaccion susceptible frente a ochentainueve aislados (70%),
mientas que fue resistente a los treintaiocho aislados restantes (30%). En el
trabajo de Valjavec-Gratian y Steffenson (1997), ND 5883 solamente mostro
reaccion de susceptibilidad al patotipo 1, el cual agrupaba el menor nimero de
aislados (10%). Para el patotipo O el cual agrupaba el 65% de los aislados, y
para el patotipo 2 que agrupaba el 25%, la reaccion fue de baja compatibilidad.
Por otra parte, de los seis diferentes patotipos encontrados por Meldrum et al.
(2004), ND 5883 tuvo alta compatibilidad con tres de ellos que agrupaban el
59% de los datos y baja compatibilidad con los restantes tres patotipos (41%).
En estudios locales anteriores este genotipo denot6 alta Rl para diez aislados
uruguayos (83%) y solo un dato de respuesta media y otro de baja (Silva,
2011). Para nuestro experimento, el genotipo también fue altamente susceptible
a la poblacion local de C. sativus, presentando siete datos de alta respuesta de
infeccion para el 87,5% de los aislados y solo una respuesta media (12,5%).
Mostrando ser un genotipo que presenta variabilidad de respuestas, sesgada
hacia la susceptibilidad, como demostr6 Rodriguez (2011). Estudiar aislados
utilizados por Valjavec-Gratian y Steffenson (1997) seria de importancia ya que
son los que mostraron diferente resultado a los demas trabajos realizados.

La linea Bowman, en el trabajo realizado por Valjavec-Gratian y
Steffenson (1997), presentd alta compatibilidad huésped-parasito en el patotipo
2 (25% de los aislados) siendo baja en los restantes patotipos, 0 y 1. En el
trabajo de Ghazvini y Tekauz (2007), Bowman mostrd baja compatibilidad en
ochentaicuatro aislados (66%) y alta en cuarentaitrés (34%). Finalmente, para
Meldrum et al. (2004) resulté resistente al total de los aislados. En nuestro
trabajo, el genotipo demostré6 una mayor susceptibilidad comparado con los
experimentos realizados por Silva (2011), en los que habia obtenido 33% de
baja respuesta a cuatro aislados y 42% de alta (cinco aislados). Para este
estudio la cantidad de respuestas medias y altas sumaron siete, y obtuvo una
sola interaccion baja. Segun Rodriguez (2011), este genotipo es de
comportamiento intermedio, por lo que demuestra que esta linea no mantiene
un tipo de reaccion, sino que tiene alta variabilidad de resistencia segun el tipo
de aislado, mostrando respuestas de infeccion de 3 a 9; esto se puede explicar
por las caracteristicas de las diferentes poblaciones locales.

Ghazvini y Tekauz (2007), ademas de trabajar con los genotipos ya
mencionados, utilizaron otras lineas, algunas de las cuales también
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conformaron nuestro set diferencial. Algo a destacar en su trabajo, es el
genotipo TR 251. Dicha linea mostré reaccion resistente para los ciento
veintisiete aislados totales con los que fue evaluada, mostrando sin dudas, un
comportamiento diferencial frente al resto de los genotipos. Sin embargo, para
las poblaciones uruguayas del patégeno, el mismo genotipo exhibié alta
compatibilidad para seis aislados (75%), y solo dos mostraron respuesta media
(12,5%) y baja (12,5%) respectivamente, exponiendo claramente la variabilidad
patogénica existente entre las distintas poblaciones del hongo. En el trabajo
antes mencionado, también se incluyéo el material Conlon, el cual fue
susceptible en noventaidds aislados (72%) y resistente en treintaicinco (28%).
Para nuestras poblaciones, este material no mostré ninguna reaccion de baja
compatibilidad, pero si tuvo cinco reacciones de alta (83%) y una de media
(17%).

En la misma linea, Meldrum et al. (2004) también utilizaron otros
genotipos que se incluyen en el set diferencial. El material Skiff fue incluido por
haber manifestado previamente reacciones susceptibles en Australia. En este
estudio, mostré resistencia en trece aislados, doce de los cuales estaban
agrupados bajo el patotipo 000, que fue avirulento para todos los genotipos
estudiados. Para el resto de los cuatro patotipos (veintiin aislados) fue
susceptible, siendo una de las lineas diferenciales en haber mostrado mayor
infeccion. Para nuestras poblaciones estudiadas, este material también denoté
alta susceptibilidad para los 8 aislados (100%) con los que fue evaluado.

El genotipo Lindwall mostr6 un comportamiento similar a Skiff en
Australia. Sin embargo, en nuestro estudio mostré un comportamiento algo mas
resistente respecto al anterior, ya que al menos tuvo una interaccion de baja
compatibilidad (16,5%) siendo alta en las restantes siete (85%).

Uno de los resultados méas contradictorios, fue el ocurrido con la linea
diferencial Stirling. Mientras que para nuestras poblaciones no mostré ninguna
reaccion de baja ni media Rl y si ocho reacciones de alta (100%), en los
estudios realizados por Meldrum et al. (2004) fue resistente a cuatro de los seis
patotipos (treintaidés de los treintaicuatro aislados, 94%), a excepcion de los
dos aislados que conforman cada uno un patotipo diferente. Este material ya
habia mostrado moderada resistencia en Australia, lo que motivé a incluirla en
su experimento; sin embargo, los aislados de poblaciones uruguayas resultaron
altamente virulentos para este material.

Por su parte, Gilbert, genotipo que en Australia presento resistencia en
dieciocho aislados (agrupados en cuatro patotipos) y susceptibilidad a otros
dieciséis aislados (agrupados en dos patotipos, Meldrum et al., 2004) resulto
ser altamente susceptible a nuestras poblaciones del hongo, presentando ocho
interacciones altas.

49



Los cuatro materiales australianos utilizados, que presentaron alta
variabilidad en su respuesta de infeccidn frente a poblaciones australianas de
C. sativus, resultaron altamente susceptibles (alta compatibilidad hospedante-
parasito) frente a las poblaciones uruguayas.

Meldrum et al. (2004) decidieron también incluir dos genotipos
originarios de Estados Unidos, los cuales se habian comportado como
resistentes en Dakota del Norte. Sin embargo, frente a la poblacion australiana
expresaron reacciones de susceptibilidad que fueron aun mas graves frente a
las poblaciones uruguayas. El genotipo CIHO 6311, no tuvo reacciones de baja
compatibilidad con ningun aislado de la poblacion local, cinco fueron altas
(71%) y dos medias (29%). Pero con las poblaciones australianas, se mostro
susceptible a dos patotipos que agrupaban diecinueve aislados (56%). Por su
parte, el genotipo CIHO 1227 exhibié mayor susceptibilidad que el anterior a las
poblaciones australianas como también ocurri6 con las poblaciones de C.
sativus locales, donde cinco respuestas fueron altas (83%) y solo una media
(13%).

El cultivar INIA Ceibo, solo obtuvo cinco interacciones genotipo por
aislado, Gamba (2010b) obtuvo treintailn respuestas de alta infeccion (77,5%),
seis medias (15%) y tres bajas (7,5%), similar respuesta se reporté en las
poblaciones de esta tesis, donde cuatro respuestas fueron altas (80%) y la
restante baja (20%). Por otra parte, en los resultados obtenidos por Silva
(2011), las poblaciones del patégeno fueron menos virulentas, presentando
cinco respuestas de alta infeccidn (42%), cuatro de media (33%) y tres de baja
(25%).

Con respecto al cultivar A. Madi, la informacion obtenida también fue
escasa, solo se pudieron evaluar cuatro interacciones, en donde dos (50%)
resultaron de alta compatibilidad, una media (25%) y otra baja (25%). A pesar
de lo mencionado anteriormente, y que el hecho de evaluar un mayor nimero
de interacciones hubiera aportado informacibn méas precisa, los resultados
obtenidos mantienen cierta tendencia con los reportados por Gamba (2010b),
donde diecisiete respuestas resultaron altas (45%), catorce media (37%) y siete
bajas (18%). Sin embargo, los datos presentados por Silva (2011), se
contraponen fuertemente, ya que en su experimento no se encontraron
respuestas de alta infeccion, pero si seis respuestas medias (50%) y seis bajas
(50%).

Nortefia Dayman presenta los datos con mayor variabilidad patogénica
entre experimentos. Mientras Gamba (2010b), reporté veintilin respuestas de
infeccion altas (48%), siete medias (16%), y dieciséis bajas (36%), en los
resultados de este experimento, expresé mayor susceptibilidad: alta respuesta
de infeccion en seis aislados (75%), media en uno (12,5%) y baja en otro
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(12,5%). Sin embargo, en otro trabajo no se encontré ninguna respuesta de
infeccion alta (0%), seis fueron medias (50%) y otras seis bajas (50%, Silva,
2011).

El genotipo Peran presenté la particularidad de haber tenido respuestas
de infeccion mas altas en el trabajo de Gamba (2010b), que en este trabajo.
Segun Gamba (2010b), tuvo dieciocho respuestas altas (45%), catorce medias
(35%) y ocho bajas (20%), en cambio el cultivar mostré tres respuestas altas
(37,5%), cuatro medias (50%) y una baja (12,5%), siendo de los genotipos con
mejor comportamiento frente a las poblaciones locales de C. sativus de este
estudio.

Tal como se menciond con anterioridad, las poblaciones locales de C.
sativus presentan variabilidad patogénica, que se ve acentuada cuando se
comparan con las utlizadas por Silva (2011), pero esto no ocurre con los
aislados de Gamba (2010b).

Segun los resultados, el genotipo CLE 253 se muestra como altamente
susceptible, exhibiendo siete respuestas de alta infeccion (86%) y solo una baja
(14%). Sin embargo, los datos aportados por Silva (2011) apuntan a una
resistencia intermedia, con cuatro respuestas altas (33%), cuatro medias (33%)
y cuatro bajas (33%).

En la misma linea, del cultivar ND 23180 se obtuvieron cuatro
respuestas de alta infeccion (80%) y solo una de media (20%). Silva (2011) por
su parte, no obtuvo ninguna respuesta alta (0%), pero si 7 medias (58%) y 5
bajas (42%) marcando nuevamente una dicotomia entre experimentos.

Con respecto a la linea experimental 1. Guaviyu seis respuestas fueron
de alta infeccion (75%) y dos de baja (25%), mientras que Silva (2011) reporto
seis respuestas medias (50%) y seis bajas (50%), y otra vez no obtuvo ninguna
respuesta alta de infeccion.

Finalmente, el genotipo TX 7934 mostré cuatro respuestas de alta
infeccion (57%), dos respuestas de media (29%) y una de baja (14%) mientras
que los datos reportados por Silva (2011) fueron seis respuestas de media
(50%) y seis respuestas de baja (50%), nuevamente hubo ausencia de
respuestas de infeccion altas.
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5.3 COMPARACION SET DIFERENCIAL CON INIA-INASE

Los aislados utilizados con el set diferencial, también se inocularon en
los genotipos INIA-INASE, permitiendo comparar la virulencia de estos ocho
aislados en cincuentaitrés genotipos de cebada.

Los aislados presentaron un comportamiento similar en cuanto a su
variacion de RI, con porcentajes semejantes de respuestas altas, medias y
bajas (figura 4 y 9). El 14.05.5 demostré en ambos casos ser el mas virulento
con 100% de RI alta para INIA-INASE y 95% en el set diferencial. En el otro
extremo el aislado 14.06.2 fue el de menor compatibilidad hospedante-parasito
con 45% de baja RI en el set diferencial, cosa que se correspondié con los
resultados de INIA-INASE donde obtuvo 48% de respuestas bajas.

En cuanto al agrupamiento generado en los andlisis realizados (figura 8
y figura 12), se puede observar que el 14.04.2, 14.03.4, 14.04.6 y 14.06.1
pertenecieron en ambos casos a un mismo grupo de virulencia, siendo mas
evidente su agrupamiento natural en el estudio realizado con el set diferencial,
donde se les asigno el patotipo 3.

Comparando las cebadas con menores Rl de los dos grupos de
genotipos se observa un promedio menor (3) en las candidatas a integrar el set
diferencial, mientras que en las INIA-INASE las que tienen mejor
comportamiento frente a C. sativus tienden a tener valores de respuesta
intermedios (5). Lo contrario sucede con las cebadas que tienen mayor R,
donde las del set tienen un promedio de 9 y las de INIA-INASE 8, siendo en
ambas la RI alta.

El genotipo Nortefia Dayman fue el Unico que se inoculd con la totalidad
de los aislados utilizados en esta tesis, ya que integré los dos grupos de
cebadas seleccionados. Sus RI fueron variadas (del 1 al 9 segun la escala de
Fetch y Steffenson, 1999), cuando formé parte del set diferencial obtuvo 75%,
13% y 13% (respuestas altas, intermedias y bajas respectivamente), y en INIA-
INASE 67%, 14% vy 19% (respuestas altas, intermedias y bajas
respectivamente); mostrando similitud en las frecuencias, tomando en cuenta el
ndmero de datos en cada caso.

En cuanto al coeficiente de variacion de los andlisis estadisticos (anexo
II'y anexo lll) los valores fueron de 31,39% para el set diferencial y de 31,76%
en INIA-INASE. Esta similitud se puede explicar dado a que ambos grupos de
interacciones tienen una media entorno a 7 de RI, tanto para los aislados como
para los genotipos.
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6. CONCLUSIONES

El objetivo de la tesis se cumpli6, generando informaciéon de las
interacciones entre los aislados uruguayos de C. sativus y las cebadas
seleccionadas para el estudio. Concluyendo que se deberia poner especial
atencion en el alto nivel de virulencia que demostré el hongo y en la falta de
resistencia por parte de los genotipos.

Como ya fue reportado en trabajos previos, existe una alta variabilidad
en las poblaciones uruguayas de C. sativus. La poblacion de aislados utilizados
en este trabajo mostraron una alta virulencia sobre los genotipos de cebada,
tanto para los genotipos de INIA-INASE como para los genotipos del set
diferencial. En ambos casos la media fue de 7 en la escala cualitativa de 9
digitos desarrollada por Fetch y Steffenson (1999), exhibiendo entonces una
alta compatibilidad entre el patégeno y las cebadas. Esto demuestra que los
genotipos de cebada son muy susceptibles a C. sativus, tratandose de un
verdadero problema ya que la mejor manera de controlar esta enfermedad es a
través de la resistencia genética de las cebadas (ver anexos I, 1l y Ill). Esta alta
virulencia del patégeno incluso afecté a genotipos que cominmente son fuente
de resistencia como la linea diferencial NDB 112. Pese a haber tenido
respuestas altas de infeccién, el material impuso su comportamiento diferencial
y logré destacarse respecto a las otras cebadas. El hecho de haber encontrado
aislados con alta Rl en NDB 112 ya habia sido reportado con anterioridad en
nuestro pais (Silva, 2011), sin embargo, es un hecho de suma importancia ya
que es una linea que se utiliza como fuente de resistencia, por lo que el quiebre
de su resistencia podria implicar la perdida de esta también en sus lineas
descendientes. No seria bueno incluirla como fuente de resistencia en nuestras
condiciones.

El estudio mostr6 méaximos y minimos extremos de 9 y 1
respectivamente en ambos grupos de cebadas, demostrando que las cebadas
fueron muy susceptibles en su mayoria, pero que hay una amplia gama de
respuestas. Los resultados de los genotipos utilizados de INIA-INASE,
obedecen con el reporte de Gamba et al. (2010a), donde se sugiere la
existencia de niveles muy bajos de resistencia genética de las cebadas
estudiadas. Los aislados fueron agrupados en diversos grupos de virulencia,
pero la tendencia hacia los valores altos de RI fue evidente. Para este grupo de
aislados existio cierta incertidumbre en la conformacién de dichos grupos de
virulencia, un claro ejemplo es lo ocurrido con los aislados 14.06.2 y 11.01.A,
los cuales no pudieron ser claramente agrupados mediante los métodos que se
utilizaron.
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En este orden para los ocho aislados inoculados en el set diferencial, se
logré una agrupacion mas clara, demostrando que las cebadas que lo integran
tienen una amplia gama de respuestas, las cuales permiten caracterizar mejor
los aislados. Cabe destacar que no hubieron reportes del patotipo O (resistente
a las tres lineas diferenciales), que el 50% de los aislados fueron agrupados
bajo el patotipo 3 (susceptible para ND 5883 y Bowman) y que se le asigné a
dos aislados el patotipo 4, el cual es el primer reporte en Uruguay de su
existencia, ya que expresaron reaccion susceptible en las tres lineas
diferenciales. De todas formas, es importante reafirmar que el andlisis
cualitativo de patotipos no es suficiente para un correcto andlisis de la virulencia
de los aislados, y que para estas interacciones en estudio los analisis
cuantitativos serian mas acertados (Silva, 2011).

En muchos casos no se obtuvieron las repeticiones suficientes para las
interacciones entre los genotipos y los aislados. Esto genera poca confiabilidad
de algunos de los resultados. Ademéas otras posibles fuentes de error
experimental pueden ser: la tierra de campo que se utilizé para sembrar las
semillas de la cual no se conoce el origen, ni si estaba libre de inoculo; los
posibles problemas en cuanto a la suspensién de conidios; las variaciones en el
procedimiento de el filtrado y de la inoculacién; los redondeos de las lecturas en
algunos casos; el desbalance en el nimero de repeticiones; el error del lector
de la escala de 9 digitos de Fetch y Steffenson (1999), dependiente del criterio
del observador.

Es importante tener en cuenta que la caracterizacién de los genotipos
en este estudio fue solamente fenotipica. Seria conveniente realizar un andlisis
a nivel genético, con marcadores moleculares como los realizados por
Rodriguez (2011), Silva (2011).

Teniendo en cuenta que el actual sistema de produccion agricola se
realiza mayoritariamente con siembra directa, que las principales alterativas
como cultivos de invierno en nuestro pais son trigo y cebada, que el tiempo de
descomposicion de rastrojo oscila entre dos a cuatro afios para lograr bajos
niveles de inéculo inicial. Son muchas las probabilidades de sembrar cebada en
una chacra con alto inéculo inicial. Ademas que el patdégeno sea necrotréfico y
gue ataque trigo y cebada, agrava la situacion. Para vencer esta limitante es
importante seguir colectando muestras y generando nuevos aislados, y utilizar
otros genotipos de cebada que ayuden a generar mas informacion sobre la
composicién de la poblacién de C. sativus, complementando con estudios
genéticos. Esto contribuiria a mejorar la informacion necesaria para el
desarrollo de estrategias de manejo y de mejoramiento genético adecuadas al
tipo de resistencia encontrada en el complejo cebada-C. sativus, con la cual se
lograria reducir las pérdidas en rendimiento y reducir el uso de fungicidas.
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7. RESUMEN

La mancha borrosa, causada por Cochliobolus sativus es una de las manchas
foliares ocasionada por hongos de mayor importancia en los cultivos de cebada
de nuestro pais, pudiendo provocar disminucion de hasta 30% del rendimiento y
afectando sensiblemente la calidad maltera del grano, al afectar su peso y
capacidad germinativa. En la actualidad, no existe un control quimico eficaz de
la enfermedad. Adicionalmente, el uso de nuevas tecnologias como la siembra
directa y la implementacion de sistemas de monocultivo han empeorado las
perspectivas a futuro en la importancia de la mancha borrosa; es por eso que el
uso de materiales con buenos niveles de resistencia genética resulta una
medida de control eficaz desde el punto de vista ambiental. Si bien el
experimento se basé en dos grupos de germoplasmas que vienen siendo
estudiados y caracterizados desde hace tiempo; uno por INIA-INASE y otro por
investigadores que trabajan en la conformaciéon de un “set internacional
diferencial” de cebadas, es valioso contribuir con estudios que aporten nueva
informacion y asi trabajar en la elaboracién de nuevos materiales resistentes.
Se evaluo la respuesta de infeccion en estado de plantula (Z1.2) de veintiocho
genotipos INIA-INASE y otros veintiocho genotipos pertenecientes al “set
diferencial”. Para el primero, se utilizé un grupo de veintidos aislados colectados
principalmente del litoral Oeste del territorio nacional y se utilizé la prueba de
Tuckey para comparar los distintos germoplasmas y aislados. Los resultados
arrojaron que existen diferencias significativas entre genotipos y aislados:
Ambev 303, MUSA 19 y CLE 280 se presentan como los genotipos con mejor
comportamiento, mientras que en el otro extremo MOSA/13/123 presento el
peor comportamiento. En cuanto a los aislados, se destaca el 14.02.4 como el
mas avirulento, una clase debajo el 11.01.A y aiin menos avirulento el 14.06.3.
Los restantes dieciocho aislados, en distintos grados todos presentaron altos
valores de virulencia. Para la evaluacion del set diferencial se utiliz6 un grupo
mas pequefio de aislados, el cultivar que mostré mejor comportamiento fue el
NDB 112 mientras que al igual que para INIA-INASE gran cantidad de cultivares
fueron designados como poco resistentes o susceptibles. En cuanto a los
aislados, el 14.06.2 pese a ser el mas avirulento obtuvo una media mucho més
alta respecto al experimento anterior y el 14.05.5 se destaco por su virulencia.
Un mayor grupo de aislados hubiese permitido un mejor analisis de este grupo.
Es importante continuar realizando trabajos de esta indole para evaluar afio a
afo la resistencia de cada cultivar, asi como para generar nueva informacion al
respecto.

Palabras clave: Cebada; Mancha borrosa; Virulencia.
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8. SUMMARY

Spot blotch, caused by Cochliobolus sativus is one of the foliar pathogenes with
major importance in the cultivation of barley of our country, being able to
decrease up to 30 % of the yield and affecting perceptibly the mallet quality of
the grain, and affecting its weight and germinative capacity. In the present, there
is no effective chemical control of the illness. Additionally, the use of new
technologies as the direct seeding and the system implementation of
monoculture have worsened the perspectives to future in the importance of spot
blotch; that's why the use of good levels of genetic resistance materials turns out
to be an effective control from the environmental point of view. Although the
experiment was based on two groups of germplasm that have been studied and
characterized for a while; one by INIA-INASE and other by several investigators
that are working in the conformation of an “international differential set” of
barleys, is valuable to contribute with this studies adding new information that
can be employed in the generation of new resistant materials. It was evaluated
the infection answer in the state seedling (Z1.2) of twenty eight genotypes from
INIA-INASE and another twenty eight genotypes belonging to the “differential
set”. For the first one, a group of twenty two isolated collected principally of the
coastal West of the national territory were used and the Tuckey test was choose
for compare the different barley and isolated. The results threw that significant
differences exist between genotypes and isolated: Ambev 303, MUSA 19 and
CLE 280 present themselves as the genotypes with better behavior, while in the
other extreme MOSA/13/123 present the worst behavior. In terms of the isolates
14.02.4 stands out as the most avirulent, a class below is 11.01.A, and even
less is 14.06.3. The eighteen remaining isolated, in different grades, they all
presented high values of virulence. For the evaluation of the differential set, a
smaller group of isolated was used. The genotype that showed better response
was NDB 112; while as for INIA-INASE a large number of cultivars were
designated as low resistant. For the isolates, 14.06.2 despite being more
avirulent, it obtained a much higher average with regard to the previous
experiment, and 14.05.5 stand out for its virulence. A major group of isolates
would have allowed a better analysis of this group. It is important to keep on
doing works of this nature to evaluate year by year, the resistance of every
barley genotypes, as well as to generate new information on this matter.

Keywords: Barley; Spot blotch; Virulence.
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10. ANEXOS

Anexo |. Dendograma de las distancias eucledianas de veintidos aislados de
Cochliobolus sativus de acuerdo al promedio en la respuesta de
infeccion.

Promedio (Average linkage)
Distancia: (Euclidea)
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Anexo II. Analisis de varianza realizado con el programa InfoStat para los

resultados de respuesta a la infeccién (RI) obtenidos en los genotipos
INIA-INASE.

Variable N Rz RZA] CV
RI 820 0,51 0,48 31,76

FV. SC gl CM F p-valor
Modelo. 3660,86 48 76,27 16,46 <0,0001
Aislados 3107,56 21 147,98 31,93 <0,0001
Genotipo 553,30 27 20,49 4,42 <0,0001
Error 3573,16 771 4,63
Total 7234,03 819
(SCtipo )

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=2,96698
Error: 4,6345gl: 771

Aislados Medias n_E.E.
14.02.4 0,8054 0,29 A
12.08.3 4,00 12,15 B
11.01.A 4,49 220,46
14.06.3 4,88 49 0,31
11.07.3 5,77 28 0,41
12.01.3 5,8024 0,44
14.06.2 6,09 44 0,33
14.06.1 6,15530,30
14.04.6 7,08 520,30
11.07.2 7,39280,41
11.04.B 7,39430,33
14.045 7,42 60 0,28
14.05.5 7,81710,26
14.05.3 7,8524 0,44
14.05.8 8,06 26 0,42
14.04.2 8,09 280,41
14.05.7 8,12 46 0,32
14.04.4 8,17 450,32
14.05.6 8,41 430,33
14.04.3 8,49 260,42
14.03.4 8,59280,41

12.03.3 8,70250,43
Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=2,10319
Error: 4,6345gl: 771

Genotipo Medias n_E.E.
Ambev 303 550320,38 A
MUSA 19 5,53320,38 A
CLE 280 555310,39 A
MUSA 31 568310,39A B
Carumbe 58528041A B C
Ambev 312 6,1129040A B C D
Blondie 6,1129040A B C D
N. Dayman 6,4231039A B CDE
CLE 301 6,5826042A B C D E
Ambev 329 6,7734037A B CDE
Explorer 6,8425043A B CDE
Ambev 328 6,8531039A B CDE
CLE 232 Timb6 6,93310,39A B CDE
CLE 233 1. Arrayan 7,05280,41A B C D E
CLE 302 70729040A B CDE
MOSA/10/489 71427042A B C D E
MOSA/14/276 715320,38A B CDE
CLE 295 72432038A B CDE
CLE 300 728280,41A B CDE
MOSA/12/143 730270,42A B CDE
MOSA/11/213 760300,39ABCDE
Umbrella 76928041 B CDE
MOSA/12/284 76924044 B CDE
MOSA/13/113 7,77280,41 B CDE
MOSA/10/508 7,80 29 0,40 CDE
MOSA/09/312 7,90 26 0,42 CDE
MOSA/11/277 8,06 30 0,39 D E
MOSA/13/123 8,37 32 0,38 E

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)



Anexo lll. Resultados del programa InfoStat para el analisis de la varianza
realizado con los resultados de respuesta a la infeccion (RI) en los
genotipos del set diferencial.

Variable N R2 R2A] CV
RI 267 0,40 0,31 31,39

F.V. SC gl CM_ F p-valor
Modelo. 670,40 34 19,72 4,51 <0,0001
Aislado 296,75 7 42,39 9,69 <0,0001
Genotipo 373,65 27 13,84 3,16 <0,0001
Error 1015,31 232 4,38

Total 1685,71 266

(SCtipo )

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,56089
Error: 4,3763 gl: 232

Aislado Medias n_E.E.
14.06.2 4,38320,37 A
14.03.4 6,01 300,39
14.04.6 6,47 32 0,37
14.04.2 6,53310,38
14.06.1 6,74 34 0,36
14.05.8 7,07 380,34
14.05.3 7,46 38 0,34

14.05.5 8,14320,37
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

W W w

000




Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=4,10884
Error: 4,3763 gl: 232

Genotipo Medias n E.E.

12 IBYT#25 3,25 41,05A

NDB 112 3,68 70,79A B

ND 17293 525 3121A B C
ND 23122 550 2148A B C
Bowman 55315054A B C
NRB 091084 5,60140,56 A B C
A.Madi 5,69 5094A B C
TX 7934 5,71 80,74A B C
Tolar 579 60,86 A B C
Perin 59016052A B C
Cl5791 6,00 41,06A B C
Conlon 6,16 130,58 A B C
ND 23180 6,39 60,86 A B C
N. Daymén 6,4815054A B C
Lindwall 6,60120,61A B C
Cl9214 6,62120,61A B C
Conquest 6,67120,61A B C
|. Guaviya 6,96 11 0,63 A B C
TR 251 70514056 A B C
I.Ceibo 7,40 5094 B C
Stirling 7,4413058 B C
CIHO 6311 7,48 80,74 B C
Delta 76213058 B C
CIHO 1227 7,63 90,70 B C
ND5883 7,79110,63 B C
CLE 253 7,90 80,74 C
Gilbert 8,5512 0,61 C

Skiff 9,08 90,70 C
Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)




Anexo IV. Fotografia de hoja inoculada, con sintoma de mancha borrosa "tipo".




Anexo V. Mancha borrosa con sintoma similar a mancha en red.

Anexo VI. Sintoma con necrosis alargada que respeta las nervaduras.




Anexo VII. Fotografia del sintoma causado por el aislado 14.02.4.




Anexo VIII. Fotografia del sintoma causado por el aislado 14.05.3.




Anexo IX. Lecturas originales.

Aislado | Aislado | Aislado Aislado Aislado Aislado Aislado Aislado
| I 1 IV v Vi Vil vill
14034 | 14042 | 14046 | 14.053 | 14055 | 14058 | 14.06.1 | 14.06.2
A. Madi } ) 9 8 4-9* 4 } }
Bowman | 5/4. | 9/9/8 | 9-4/9.5 | 5/4/5 9/9/9/5 5/5/3 | 4-9/9/9 4/A
CLE 253 9 9/9 %9 8 . 7% 7 B}
CIHO1227 - *9/+9 9/9/9 9/7* . 8/7/9/4-7 | 9/9*/8 6/6*
ciHoe31l | *?é/ "3/ . 748c | ovororgr | o ear7iex | O %t/ I | gxr7+19%/0+
Conlon 2/3. | 5/5/9/9 | 7/85/5 4/9* g+ 7/8/7 | 9%/5/6/9* | 5-9%5-3
Conquest * | 9.3/8-319 | 8/9/* 9 9 37 9 9%/9*
Delta 3/2/4/4 | 8918 | 7/8/9/9 | 78448 | 949/ 6/8/6 8749 | 646"
Gilbert | 8/8/%.J7 | 9/9 | 849/9/9 | 7/8/7/9* | 9%9%/9% | 6416758 | 947/7I7 | 6*I8*7*/7*
. Ceibo | 8I.. . 099" | OuTTe | oviovio* | gvfgrigr | orer | (182
. 9*/9%9%]
. Guaviyu | 877 o 9¥/9%/9 |  9/9%/9* 0/7 9v/9%/9/9 | 8/8I8I7 | 9M64/THT*
12IBYT#25 . } 3} . . 3} .
Lindwall | 7/7-4 | 9/2-8/9/9 | 9/9/18-3/7 | 5*/4*/5%4* | 9-6/7/9/9 | 9/8-4/9/9* . 214%13¢
N.Dayman | 4-7/3-7 | 6/6/6 | 9-5/8/9/6 | 6/9/9+/6* 5/8 6948417 | 8/9/8/18 | 87*/7/7*
NDB 112 .
NDsgs3 | OO o/ 9/9 71817 o/o/8 | 9/8/79/9 | 9/9/9 0/8/7
6-4/3]
ND 17293 o . 8/4-9*
ND 23122 2 "%




Aislado | Aislado | Aislado Aislado Aislado Aislado Aislado | Aislado
| I I v v V. vl Vi
14034 | 14042 | 14046 | 14053 | 14055 | 14.058 | 14.06.1 | 14.06.2
ND 23180 | 3-6/8-4 ) *3/"9 8-4/4 9 5-8 9% )
NRB091084 | .. o/9/9-4 | 9l8/8 6//* 3 719%9* | 8/9/8 | 8+4-9/8-4
- */Q*
peran | D39 | eimga | oier | eromer | T8I gusior | si7ae | 7
. 9%/9*19%]
Skiff 0919 | *oror9 | | 999rI9r | 919ri9r | averiger | T | grgvgr
Stirling 8/9 | 7/6/7/5 | 9/9/9 | 8/5/6/8/5-8 | 9%9/9* |  9/7/9 719°/8 | 8*18+197/9%
Tolar . . * . . 6 *
TR251 | 9/9/9/9 | *9/9/9 | 3919 | 8/9+/9%/9" ) 99+19/7 | 97I9%T | 7/619*
TX 7934 ) 4-9/3-8/9 8 M 6*/5/414
crozia | | | TR i9/0/00 M 6/4/6/5/4 | 9*MIMI9* |  8/9*/7/7
Cl5791 | 42062 | *I* 81+ M 3 8/8 5%

... sin dato, *: planta chica, M: marchita, A: anomalia, /: separacién entre plantas




Aislado | Aislado | Aislado | Aislado | Aislado | Aislado | Aislado | Aislado
| I i v v VI Vil VIl | Testigo
14.03.4 | 14.04.2 | 14.04.6 | 14.053 | 14.055 | 14.05.8 | 14.06.1 | 14.06.2
4-2-61
A. Madi 39 | 426/
5-2-6
41572121 3/3-41 | 9I9/9/8] | 6-212-61
Bowman | 9/9 ; > A o 12 | 2/2/000 | 0/0/0/0
CLE253 | 9/9/8 9 5/0
CHO1227 | .. ) 9-5 9 5-8/9 3213 | o000
CHoea11 | 2@ | 9615 9-2 9 9 o9 | 1s/5-3 | 0/0/0/0
4-6/8] | 3-6/4-6/
Conlon 2 s 719 9 099 | 86 0
Conquest | 3/3/4-3 | 59 9 903 | 9/9-2 02 0/0
Delta 75819 | 9/9-2 0093 | g3 | OO 8 87/8 | 000
Gibert | orore | 3500 o0 | omier | 9 | 93018 9 | o600
. Ceibo | 9/9/9/6 | .. ) 9/9 919 - | 3eo9 | 13 )
|.Guaviyu 3829 | 6/6 | 9/9/9 o5 | 7009 | 213 0/0
12IBYT#25 4 3-9/9-3 | 4/4-5 2
Lindwall O3] b6 | oo | o0 6-3/6-3 | 1/0/2/2/0 | 0/0/0
N. Dayman | 1/2/3/5 | 9/6/9/ 0/9/9/9 | o/9/8 | 9/9/9 | 94 | 0/2/000 | 0/0/0/O




Aislado | Aislado | Aislado | Aislado | Aislado | Aislado | Aislado | Aislado
| I 1 WY Vv VI VIl VI Testigo
14.03.4 | 14.04.2 | 14.04.6 | 14.05.3 | 14.055 | 14.05.8 | 14.06.1 | 14.06.2
5/5-9/
NDB 112 | YRI5 pppoy | 221241 pisian | giore-3 | opsegr | 21273 0/0/0
3 3/3 Eo 2/4/3
ND 5883 .. 9 8 0
ND 17293 5-2 .
ND 23122 9-3
ND 23180 4-5 9-3 0
NRB091084 2 3-8 9 9/8 4'95”9’ 3 212121215 0
) 3/3/3/ 2/2-4/ 9/9-3/ 9/9-3/
Perdn 3.5 2/ 3/3/3-5 5 a8 9/9/7 9/9-2/9 4/3/3-4 | 0/1/1/0 0/0
Skiff 9/9/9 9/9/9/9 9/9/9 9/8/9/9 | 9/9/9/9 | 9/9/9/9 9 9 0/0/0
N 9-4/9-4/ | 4/4-2/ 9-4/9-2/
Stirling 3/4/6 9-2/9-3 4-3/4 pm 9/9/9/9/ 9/9-3 8-3 0/0/0
Tolar 4 .. 9/9 9-3 5 2 0
4-2-9/ 2-4/ 9/9-3/ 6*/6-3/
TR 251 6/9/9-3 9.3/3.8 3/5/7 9/9/7/9 9/9/9/ 9.2 9/6/9 6.5 0/0/0/0
TX 7934 6-3 6/7 9-6/8-2 | 5/4-5/3 0/1 0
9-8-2/
Cl 9214 92/ | 233 | g 8-3 | 994 |e/6-7/019| orgy | 00NN
3-1/6 0/0/0 0
8-2/9-3
Cl 5791

... sin dato, *; planta chica, pm: planta muerta, /: separacion entre plantas




Aislado | Aislado | Aislado | Aislado | Aislado | Aislado | Aislado | Aislado | Aislado
| I 1 \Y; Vv VI Wil VIl IX Testigo

11.07.2 | 12.01.3 | 12.03.3 | 12.08.3 | 11.07.3 | 14.04.3 | 14.04.4 | 14.04.5 | 14.05.5
Mosa/ | 2-8/5-9/ 9%9%/9/ | rioxiax | B-9/9-2/ 9*/9*/9/ lox las
09/312 | 9-2/9-7 9/9/9/9 o+ 9*/9*/9 4.9 9/9/9 g+ 9*/9 9*/9*/7 0
Mosa/ 9/9-2/ 9-2%/
10/489 9/9/4-9 | 9/9/7 9.5 9*/9* 2/4/3 9/6 9o 0*/9* | 9*/9*/9* 0/0

3-9%/
Blondie 6p 1/2/0/2 | 9-2/9 7* 291911 OIS | 5wy | guigrgy | 91 0
3-9 9 2o ox
Mosa/ 9/9-2/ | 9*/9*/9*/ | 9-5/9-5/ 0*/9-2*/ | 9-6*/9%/
10/508 2-9/7-2 | 9/9/9/9 9/9.5/9 o+ 9/9 9/9/9/9 g+/g* /5.2 9*/9*/Q* 0
Mosa/ | 9/9/9-3/ 9*/9*/6*/ | 2-4/4-9/ | 9*/9*/9/
11/213 2.0 3/1/1 | 9/9/9-2 o s g7+ 9/0 9/7 9*/9*/Q* 0/0
Mosa/ 9-6/9-7/ . 9/9*/ 9/9*/ | 9*/9*/9*/
117277 9/9 9/9/7 9.5/04 | 7 /9 9/9-4/9 9.5 9/0 2,540 9%/9* 0
Mosa/ | 7/6-8/ 9-2%/ 9-4*/ | 9*%/9*/9*/
121284 219 9/9/9/9 9*/9* | 5-9/7-9 9+/0-4* 0/0/9 9*/g* 9+ 0/0
Mosa/ | 9-4/9-6/ | 9g/7-9/ 9*/9*/9*/ | 8/9/9/
13/123 9.3 6.4 9-2/9/9 g% 7 o 9/9/8/9 o* 0-4/9-2 | 9*/9*/ 0
6-2*/
Mosa/ 715 | osgiore | or9-e/9 | TN g x| 927 o* 9%/9%/9* 0
13/113 7* 9/9-5*
9-4*/5-9

Mosa/ /O /O 9-7*/ 9-3*/ * N /O Q%
LAI76 4 9/9/9-6 | 9-2/9-3 | 9*/9*/8*/ 210.7¢ | 4.0/0-4 0/9-2*/9 | 9/9/9* | 9*/9*/9 0/0
Mosa/ | 7-5/6-2/ | 8-2/8/ | 9-2% 9 | oo08 A .
12/143 3-5 9-3/8-4 9-2% 3-9%/9

9-6-7*




Aislado | Aislado | Aislado | Aislado | Aislado | Aislado | Aislado | Aislado | Aislado
| I n IV Vv Vi ViI Vil IX | Testigo

11.07.2 | 12.01.3 | 12.03.3 | 12.08.3 | 11.07.3 | 14.04.3 | 14.04.4 | 14.04.5 | 14.05.5
CLE 9-37 | 9-2% .
232 | 2O g |9 93 | 93y | 9299 fogeae | DEL | gj00 0
Timb6 9-3* | 2-4%/4-2
CLE
233 I. ogi7gl | 9-20909/ | .. ] 5-9/9/ .| s
oS 1 a b9 | oaes | 8 3-5/2 o 9/9 Tl 0/0
yan
CLE 6/5-2/ | 3%/2*/1%/ | 2-4/2-6/ 4/4-6/ | 9/9/9/9/
280 o/9/9 23| 26125 4* 6-1/4-1 | &2/°8 4-7 o 0
CLE 9*/5%/6%] 5/9-4% | 9-2%/9/ | 8/9%
Soe | 971909 | 233 | gigi9 | PO 3-2 i oo | oaae | 91909 0
CLE 3-6/2-5/ | 9/9/9/9] | 9*/5/9% | 9%/9-2%]
300 | 998 | /79 53/3-6 | 94 | 8793+ | o.gxg | Y99 0
CLE 25+ 8-2%/ | 9%/9%/9%
o 9 3o | 220 | 95909 | ool o || 919/919 0
CLE | 9/9/9 9/9 g-3/9 | 387 | 351 |o/si0* | 92419 | 6196 | 9/9/9 0
302 4-8%/9*

2-0/9-2]

N. Day- | saisgr | 292N gagpey | 9r2-9% | 9-3%191 | 8%/9-6%
man | Y99S Tegn | 92N a6 | 3or | omie | 67 9 0
Umbre- | 9-7/9-8/ | 930 ] | 947-9%
o s 9-5/9-1 | 99419+ | V5 | 919197 | 91919 ! 9/9/9/9 0
EXplo- | g/9.7 | 6/7/0-6 | 2H38/ | gugx | 839 | 9191919 | 99T | guigngr | 9197019 0
rer 9-2 9/8 o




Aislado | Aislado | Aislado | Aislado | Aislado | Aislado | Aislado | Aislado | Aislado _
| I I v v VI Vil Vil IX | Testigo
11.07.2 | 12.01.3 | 12.03.3 | 12.08.3 | 11.07.3 | 14.04.3 | 14.04.4 | 14.04.5 | 14.05.5
FHEEEEI A AR
Mglsa 9{5;‘2’ 88'_%)//%'_3;/ 4*/4-6* | 9/8-2/5 %‘_i//%/ 3‘_%? 9/9-2/6 | 9/9/9 | 0/0
AR AT Al AT
Musa | aaz | 35 | Y957 o 758065 | 5 | o990 | 0
APV | a-0/0i9 | 3/0/2/3g | 90193 | eiovte | [ 129 | OB | 928l g 09/9 | 0
AmPev | 920-2L 1 S S | e | orarize | T esigar | Y] | e | oo
ATDSV | AT i | PO | awae |82 9300 | o 0/9/9/9/ | 0

... sin dato, *: planta chica, g:

planta grande, /: separacion entre plantas




Aislado | Aislado | Aislado | Aislado | Aislado | Aislado | Aislado | Aislado | Aislado | Aislado
I 1 11l v V VI VII VI IX X
11.04.B | 14.02.4 | 14.045 | 14.04.6 | 14.055 | 14.05.6 | 14.05.7 | 14.06.1 | 14.06.2 | 14.06.3
Mosa/ N 9*/9-3*/ | 9*/9%/9*/ | 9/9*/9/ wioxiar | 9%/9-4*%1 N %/ -
09/312 9-2*/ 0/0/0/0 g* 6 9.5+ 9*/9*%/9 9%/9-6* 9/9/8/9 9-3*%/9 9-3
Mosa/ 2-9%/ 9-2/9-4/ 9*/9-2*/ 9/9-5*/ . lO% N N
10/489 | 2-9%/4* 0/9-3« | IO | g9 o o/g-7+ | 79" | 994t | 055
9-3*/
) 9-5*/ 3-9%/ 3/4/ .
Blondie | 4/3*/3* 0/0/0 9-2%/ -0 9/7/9 9/9* o-5¥/5 4*2[7 0/3*/0
3-9%
Mosa/ | 7*/9-7* | 9*/9*/0/ 9*/9/6/ | 9*/9*/9*/ | 9/9/9*/ | 9/9*/9*/
10/508 g* 0 9*/9 9/9/9 9/9/9 g 9%/g* g g+ 0/0
Mosa/ | 9/9-3*/ . lOox N N . IO% . IO% 9*/9*/9%/
11/213 5.9 0/0/0 9*/9 9/9/9/9* | 9/9/9*/9 | 9/9/9/9 | 9*/9*/9 | 9*/9*/9 g 3
Mosa/ 8/2-9* | 7-9*/9*%/ 9-4*/ 9-6-2*/
11/277 | 9/°* | 000 | 9/9-2% | 9/9*/9* | 9I9 0/8/7-9* | 9749 | o/3* | o/gror
Mosa/ */OQ* * * _ *[()* /% 9-
12/284 9*/9%/9 | 0/0/0/0 9*/9 9*/9/9 9/9-2/ 9/9 717 8*/0*/3 3%/9%/9%/
Mosa/ 9/9-6/ 7/9-6*/
13/123 9*/9/9 2 9/8 9%/9/9 9/9/9 9/9/9 9*/9/9* | 9/9/9/7 9/9* 9*/7*/9
Mosa/ 9-5/9/ 9-3*/
13/113 4/5 9/9/6 9/9-4* 9.7 9/9/9/9 | 9/9*/9*/ 9*/9 8/9-0% 9*/9*/9 | 6/9*/9*
Mosa/ | 4-9/9*/ 9/7-5/ 9/9%/
14/276 g 0/0/0/2 9 9/9/9/9 9/9 9/9* 9/9*/9 9.3/7-3 8/9*/9 9/0/2
Mosa/ 8%/9%/ 9*%/9*/
12/143 | 9-2%/o 0/0/0/8 8/7/6 9/9 9/9/9 9-3* 8/2-8 8-5%/9*




Aislado | Aislado | Aislado | Aislado | Aislado | Aislado | Aislado | Aislado | Aislado | Aislado
| I n IV Vv Vi VI Vil IX X
11.04.8 | 14.02.4 | 14.04.5 | 14.04.6 | 14.05.5 | 14.05.6 | 14.05.7 | 14.06.1 | 14.06.2 | 14.06.3
CLE
2%/3% | 0/0/0/0/ | 9/9/ | 9%/9-7/ 9/8/9-3/ 9%/9-4%/
232 1 g 0 3-9%/9 gr | 849 | 9192 9-4 9-6* 9%/0
Timbo
CLE
2331, e | 8r0% 7-3/8/ e
Py 3%/3 cag | 9096 9/9 091919 | ST | 919 0/0
yan
3/3-6-9/
CLE 2 ozio | M| 731937 | V6O 919319 | g9 9/4/2 0/0
280 3-6 S 9-2
CLE | 7%9-2/ - 9/9-3/ 9-6%/
o pon 0/0/0 | 9%9% | 6/9-6/7 | 5/9/9/9 | 9/9/9 | 9/9/9 oo 9 o010
CLE 0/9-4/ | 9*/9%/9%/ | 0/9%/9*/
00 45+ | o/2%0 | o/9/9* 0%19-6 | 9419* | 9/9/9* | e, |77 K
ST | 23 | oo | or | e | 9099 | orarerer o/ ogr | OO
CLE 9%/9-2%/ 9*/9/9/

s 3/2 1*/0 o o9 | aigie | T | 9er9 | or9vi9l9 o*
N. Day- 9-3/9-3/ | 9-2/9/ 9%/9-4* | 3-9/9-3/ | 2/3-9% | 9-6%/0/
man 0/0/0 718 9-3/ 9-2 9/9 9-6* 3-9 2-4* 0/0
Umbre- | 8/9/9/ | 9%/9*/0/ 9%/9*/9%/ 9%/9-4%/
o o oo 9/9 | 9%9%9* |  9/9 o | 9-THer | orer | g¥grigr | 0T




Aislado

Aislado | Aislado | Aislado | Aislado | Aislado | Aislado | Aislado | Aislado | Aislado
| I 1l W, v VI Vil VIl IX X
11.04B | 14.02.4 | 14.045 | 14.04.6 | 14.055 | 14.05.6 | 14.05.7 | 14.06.1 | 14.06.2 | 14.06.3
E’;g'ro' 9%/9-7* | 0/0/0 3%/0 | 9/9/9/9* 9*/329*/ 9%9* | 0/3 | 9%/9/9* | 0/0/0
Ambev . 3*/9/ 2-4/4/ N
203 8 0/0/0/0 | 9+/8-3 | 5/0/0 | 821909 | g 0/0/ e 5/5/9 0
Musa o 2:9/2-4] | 3/4-9/ 9%/9-6*/ | 9-3/8/ .
a1 417+/8* | 0/0/0/0 | <% e | 9/9/6-2 S s | 481419+ | 0r0/0/0
Ca- | 2-8/2-9/ | ., . . 5-8-3%/
s | “oge | 3¥0/0/0 8/2-9 0/9* | 8/9-2/6 3-9 oege | 0/0/0
Mi‘ga 28135 | 000 | 00 |s997| 9 orgr | Y 8{33‘9’ 0/0/0 | 9/9 | 0/0/0/9*
Ambev . . IO
aog | 7/3-6/9 | 0/0/0/0 | 8¥19/9 | 6/9/9-6 | 9/9/9 | 9/9/9* | 9/9/8/9 | 0/0 3/0/4
Ambev 4-2/5-9] 6-9-3/
2320 9-2 0/0/0 | 0/0/2-6% | ‘Len o | 98 00" 9 9-3/9-4* | 9/9 | 2*/0/6*
Ambev o*/9/
alp | | 27212 | 0/0/0/0 | O/1* 5/7 9.3+ 0/8* | 9-4%/6 0

... sin dato, *: planta chica, /: separacién entre plantas




