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1. INTRODUCCION

En Uruguay el cultivo de cebada es uno de los principales cultivos de invierno.
El area sembrada de cebada ha ido en aumento llegando a 190.000 ha en la zafra
2016/2017. El rendimiento presenta variaciones entre afios, con rendimientos elevados
como el alcanzado en la zafra 2015, de 3840 kg/ha promedio nacional, y rendimientos
relativamente bajos como el alcanzado en la zafra 2017 de 2516 Kg/ha (MGAP. DIEA,
2018).

Las enfermedades son una de las principales limitantes para la produccion y
capaces de reducir el rendimiento. En este marco, ramulariosis o salpicado necrotico,
cuyo agente etiologico es Ramularia collo-cygni (Rcc), se ha convertido en una de las
principales restricciones que ha afrontado la produccion de cebada en estos Gltimos afios.
Esta enfermedad ocasiona pérdidas de rendimiento de grano de hasta 70% y pérdidas de
hasta 90% cuando considera rendimiento de 1% + 22 (Pereyra, 2013a).

La semilla es una de las fuentes de indculo méas importante que presenta esta
enfermedad. La deteccion y cuantificacion del indculo en semilla, presenta varias
limitantes, ya que los métodos de diagndstico tradicionales no son Utiles y eficientes. A
su vez, a nivel de cultivo también su diagndstico es complejo, ya que puede no presentar
sintomas a pesar de estar presente en la planta y los sintomas iniciales en la planta se
pueden confundir con otras enfermedades, deficiencias de otros nutrientes o0 manchas
fisioldgicas. Las técnicas convencionales para el diagnostico no son precisas para este
patdgeno, por lo que se tiene que recurrir a técnicas seroldgicas y moleculares para su
deteccion (Carmona et al., 2013).

En el marco de la problemédtica actual se estd trabajando en una linea de
investigacion INIA-FAGRO, la cual tiene como objetivo proponer alternativas para el
manejo integrado de ramulariosis. El objetivo general de este trabajo es contribuir al
manejo de ramulariosis mediante el ajuste de la técnica molecular gPCR, teniendo como
objetivos especificos el ajuste de dicha técnica para la deteccion y cuantificacion de Rcc
en semilla de cebada y la validacién del método en lotes de semilla.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 IMPORTANCIA DE LA CEBADA EN URUGUAY

En la década del 90 la cebada era uno de los cultivos que crecia en area (junto
al arroz). Con el cambio del siglo XXI la cebada ingreso en una fase de estancamiento.
En lo que va del presente siglo, ademés el cultivo de cebada cervecera ha mostrado
serias dificultades asociadas con la fuerte variabilidad de los rendimientos de grano, en
especial en los ultimos afios. Esta condicion y la elevada exigencia en cuanto a la
obtencion de grano de alta calidad industrial, dificultan la insercidn actual del cultivo a
nivel de produccion (Hoffman et al., 2015).

La mayor area sembrada con cebada (Cuadro No. 1) en el periodo 2009-2017
fue en la zafra 2016/2017 (190 mil has), llegando a un minimo en 2010/2011 de 62 mil
ha. En los dltimos afios, la cebada ha mostrado una variaciéon en area, con aumentos y
disminuciones durante el periodo (MGAP. DIEA, 2018).

Cuadro No. 1. Evolucion del area sembrada, produccion y rendimiento de cebada para el
periodo 2009-2019

Area sembrada Produccion Rendimiento
Zafra Miles de ha Miles de toneladas | Kg/ha sembrada
2009/10 140,9 464,1 3294
2010/11 61,9 186,4 3010
2011/12 104,6 326,9 3126
2012/13 117,3 220,3 1878
2013/14 71,9 252,4 3510
2014/15 99,5 243,2 2444
2015/16 92,7 354,8 3840
2016/17 190 678,0 3568
2017/18 153 385,0 2516
2018/19 167 6367 3813

Fuente: MGAP. DIEA (2018, 2019).

El rendimiento de los cultivos en el periodo analizado se ubica por encima de
los 3000 kg/ha, siendo excepciones las zafras 2012/13, 2014/15 y 2017/18, las cuales
presentaron eventos climaticos desfavorables que llevaron a la disminucién de los
rendimientos.

El mayor rendimiento en el periodo de estudio se dio en la zafra 2015/16
Ilegando a 3840 kg/ha, mientras que el rendimiento logrado en la zafra 2016/17 alcanza
un 93 % del mismo (MGAP. DIEA, 2018).



La produccion en la zafra 2016/17 es de 678 mil toneladas, superando la
produccion lograda en la zafra 2009/10 de 464,1 mil toneladas, siendo a su vez un 94%
de la produccion de la pasada zafra, esto no solo se debe a un aumento en la
productividad, sino que también por el aumento en el area sembrada la cual es la mayor
del periodo de estudio (MGAP. DIEA, 2018, 2019).

La alta produccion de la zafra 2016/17 permitio abastecer la capacidad maltera
de la industria del pais. Como consecuencia se logro una caida de las importaciones de
cebada cervecera, llegando solo a unas 10 mil toneladas, siendo un 87 % menos que la
zafra anterior (75 mil toneladas). Las exportaciones de malta, por su parte, alcanzaron
unas 385 mil toneladas de grano, superando en un 48 % el volumen exportado en la
zafra anterior (MGAP. OPYPA, 2017).

La produccion de malta en Uruguay durante el 2015 fue exportada en un 92,3
% a Brasil, Republica Dominicana, Paraguay y Bolivia, mientras que el 7,3 % restante
se volco a satisfacer las necesidades del mercado cervecero interno. Para este mismo afio
las exportaciones de malta fueron el tercer rubro en importancia de grano detras de soja
y arroz en relacion a ingreso de divisas (millones de ddlares). Esto muestra la
importancia del sector para la economia nacional y el posicionamiento de la cadena
cebada-malta como rubro exportador no tradicional trascendente (Donato y Sayas,
2017).

El 6,1 % del Producto Bruto Interno (PBI) total de Uruguay para el afio 2016
corresponde a agricultura, ganaderia y silvicultura. A su vez un 2,1 % corresponde
solamente a la agricultura, considerando la produccion de cebada como un factor
importante que contribuye a la formacion del mismo (Uruguay XXI, 2018).

La cadena agroindustrial de la cebada en Uruguay presenta dos caracteristicas
que lo distinguen del resto del mundo. Casi la totalidad de la cebada sembrada es cebada
cervecera, mientras que el circuito forrajero es escaso creciendo solo cuando se dan
afecciones serias a la calidad de la cebada (1% + 22). Por otro lado, la proporcion de
malta en Uruguay posee un fuerte caracter industrial-exportador, exportandose un 92%
del total producido. Se destaca una fase de industrializacion de la cebada previa a su
exportacion, lo que la hace demandante de mano de obra (Donato y Sayas, 2017).

Debido al gran porcentaje de cebada destinado a exportacion de malta, la
calidad industrial de la cebada cervecera es de gran interés. En este sentido esta
caracteristica general se evalUa a través del indice de calidad maltera, en el cual se tienen
en cuenta parametros tales como extracto fino, poder diastatico, contenido de
betaglucanos, la atenuacion limite aparente y contenido de nitrégeno soluble (Donato y
Sayas, 2017).

Existen varias causas que pueden afectar la calidad de la cebada, los mas
comunes son factores climaticos adversos como las lluvias, que provocan perdida de



color vy brillo, indicadores de las condiciones de maduracion, cosecha y manejo de
almacenamiento de los granos (Arias, 1991).

La pérdida de color también se debe a factores bioticos, una coloracion
negruzca en base del grano indica presencia de hongos patdgenos que perjudican la
germinacién y calidad de malteado (Arias, 1991). Por lo que determinar los patégenos
presentes en la semilla se ha convertido en un factor muy importante para el manejo de
las enfermedades.

2.2 IMPORTANCIA DE LAS ENFERMEDADES EN CEBADA

En Uruguay las caracteristicas agroecoldgicas de produccién de cebada
determinan que las enfermedades sean uno de los factores limitantes mas importantes
para el logro de rendimientos y calidad adecuados. La ocurrencia de temperatura
moderada y humedad alta en el ciclo del cultivo, principalmente desde la espigazén, y la
presencia de agua libre en la superficie de las hojas por periodos prolongados, favorecen
la infeccion y desarrollo de multiples enfermedades de cebada en el pais (Pereyra y
German, 2010).

Las principales enfermedades son las manchas foliares como mancha en red
tipo red (causada por Pyrenophora teres f. teres), mancha en red tipo spot (causada por
Pyrenophora teres f. maculata), mancha borrosa (causada por Bipolaris sorokiniana),
roya de la hoja (causada por Puccinia hordei), fusariosis de la espiga (causada por
Fusarium graminearum) y oidio (causada por Blumeria graminis f. sp. hordei). En
forma esporadica aparecen otras problematicas como escaldaduras (causada por
Rhynchosporium secalis), tizon bacteriano (causada por Pseudomonas sp.) estrias
bacterianas (causada por Xanthomonas sp.) y Ramulariosis (causada por Ramularia
collo-cygni, Pereyra y German 2010, Pereyra y Pérez 2017).

Estas enfermedades se presentan en la zafra dependiendo de si se da una
combinaciéon de condiciones favorables para su desarrollo: un patégeno virulento,
huésped susceptible y condiciones ambientales favorables para la infeccion y desarrollo
de la enfermedad (Pereyra y Altier, 2011). Las pérdidas ocasionadas por estas
enfermedades dependeran de la interferencia del patogeno en el ciclo del cultivo y en
que estadio fenoldgico se encuentra el mismo. En este sentido se han registrado pérdidas
méaximas en cebada (Cuadro No. 2) tanto en rendimiento en grano, peso y calibre,
dependiendo de la enfermedad.



Cuadro No. 2. Perdidas méaximas porcentuales registradas causadas por las
enfermedades mas frecuentes de cebada en Uruguay

Enfermedad Rendimiento Peso en grano Calibre (% 12 +
en grano (%) (%) 2%))
Mancha en red tipo red 33 15 48
Mancha en red tipo
20 - -
spot
Escaladura 30 16 35
Mancha borrosa 30 - -
Roya de la hoja 60 15 25
Oidio 30 - -
Ramulariosis 70 35 68
Fusariosis de la espiga 14 - -

Fuente: Pereyra y German (2013c).

Para fusariosis de la espiga, las pérdidas en rendimiento de grano son menores
alcanzando un 14 %, sin embargo, su importancia radica ademas en la disminucion de la
calidad del grano por la produccion de toxinas como DON (deoxinivalenol) nocivas para
la salud animal y humana (Pereyra y Stewart, 2004). Entre las manchas foliares,
ramulariosis presenta las perdidas maximas registradas tanto en porcentaje de
rendimiento de grano como en peso y calibre de los mismos.

2.2.1 Importancia de Ramularia collo-cyagni

Los primeros sintomas de ramulariosis (Figura No. 1) fueron reportados hace
méas de 100 afios en Italia (Cavara, 1893). En la actualidad se ha detectado en toda
Europa, incluyendo en Escocia, Inglaterra, Irlanda, Francia, Dinamarca, Alemania, etc.
asi como en Chile, México, Colombia, EEUU (Walters et al. 2007, Havis et al. 2015b).

Las pérdidas en rendimiento ocasionadas por esta enfermedad, reportadas en el
Reino Unido en el afio 2004 fueron de 400 kg/ha., dichas pérdidas fueron asociados a
pérdidas de calidad de grano (Oxley, citado por Walters, 2007). Por otra parte, Havis et
al. (2015a) expresan que ramulariosis reduce el rendimiento en 1000 kg/ha en variedades
susceptibles.

En Argentina en el 2002 la enfermedad se reporté por primera vez causando
una severa epidemia entre la ciudad de Bragado y Tres Arroyos (Khier et al., 2002).
Desde esa fecha la enfermedad crecié en importancia y en la zafra 2012/13 presento
gran intensidad y expansion del area geografica afectada, habiéndose confirmado su
presencia en las provincias de Santa Fe, Cérdoba y Entre Rios (Carmona et al., 2013).



En Uruguay la ramulariosis fue detectada por primera vez en la zafra 2000 (Stewart,
citado por Pereyra, 2013a). Su incidencia ha aumentado en la Ultima década y, desde
2011, se ha convertido en una de las limitantes mas importantes para la produccién de
cebada (Pereyra, 2013a).

Las pérdidas registradas en rendimiento de grano a nivel regional son alrededor
del 20 % para Argentina, adjudicando las mismas a la aceleracion de la senescencia
foliar, afectando asi el peso y tamafio de los granos (Carmona et al., 2013). Las pérdidas
de rendimiento en grano causadas por ramulariosis en Uruguay alcanzan el 70 %,
mientras que el componente que se ve méas afectado es el tamafio de grano, las pérdidas
en rendimiento de 12 + 22 puede llegar a 90 % (Pereyra, 2013a).

Year of First Ramularia Detection

2014' 1
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1925/ . 2002 Map produced by Steven Thomson )
J < © SRUC, 2014 1997+
e - ) Boundary data © EuroGeographics

Figura No. 1. Distribucion geografica y afio de primer reporte de Ramularia collo-cygni

Fuente: Havis et al. (2015b).



2.3  ETIOLOGIA DE LA ENFERMEDAD

2.3.1 Clasificacion taxondmica

El patdgeno causante del salpicado necrético o ramulariosis en cebada fue
descrito por primera vez como Ophiocladium hordei (Cavara, 1893). En 1988 Sutton y
Waller reclasificaron al patégeno en el género Ramularia, dentro de la familia
Mycosphaerellaceae en la clase Dothideomycetes, y propusieron el nombre de la especie
como Ramularia collo-cygni (Rcc) debido a la forma de cuello de cisne de los
conidioforos (Figura No. 2).

SAT00 55V 16 donm x7 (2% SE(L] 0405081210 " 0 o). S4P005.0KV 15.5mm X160k SE(L) CROSOL1205

A= estructura de conidioforo de Rcc en forma de cuello de cisne, en su extremo se dispone el conidio de
forma ovoide y superficie verrugosa.

B= disposiciéon de conidi6foros en fasciculos dispuestos en lineas a lo largo de las nervaduras, que
emergen en los estomas.

Figura No. 2. a) Micrografia electronica de la estructura reproductiva de Ramularia
collo-cygni sobre una hoja de cebada (fuente: Walters et al., 2007);

Figura No. 2 b) Micrografia electronica de la estructura reproductiva de Ramularia
collo-cygni, sobre estoma de una hoja de cebada (fuente: McGrann, 2016).

Crous et al. (2000), reportaron resultados de analisis filogenéticos, donde se
analizaron 46 especies de Mycosphaerella, incluyendo tres especies del anamérfo de
Rcc, respaldando asi lo propuesto por Sutton y Waller (1988). Este estudio tiene soporte
ademas en otros trabajos mas recientes, los cuales presentan igual resultado como los
realizados por Salamati y Reitan (2006).

Recientemente McGrann et al. (2016) en sus estudios demostraron las
relaciones filogenéticas de Rcc con otros Dothideomycetes. Este analisis filogenético



posiciond a Rcc dentro del orden capnodiales en Mycosphaerellaceae (Figura No. 3), al
igual que Zymoseptoria tritici, respaldando una vez mas la reclasificacion realizada por
Sutton y Waller (1988).
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Figura No. 3. Arbol filogenético de méaxima verosimilitud basado en un anélisis de
supermatrix de 1026 proteinas y 30 taxones

Fuente: McGrann (2016).

2.4  SINTOMATOLOGIA

Los sintomas iniciales de ramulariosis consisten en manchas pequefias de
coloracion marrén a negruzco, de 0,8-1,4 mm de longitud y 0,6-0,7 mm de ancho, por lo
general estan delimitadas por las nervaduras de las hojas. Las manchas desarrollan un
halo clorético pudiendo formar una region necrotica mas grande. La pérdida de area de
hoja verde provocada por las manchas conduce a efectos negativos sobre calidad y
cantidad del rendimiento (Walters et al. 2007, Stabentheiner et al. 2009, Oxley, citado
por Taylor et al. 2010, Carmona et al. 2013).



En la etapa de aparicion de los primeros sintomas el diagnostico mediante
observacion visual es dificil, debido a que se puede confundir con el inicio de sintomas
causados por otros patdgenos como los causantes de mancha en red (ambos tipos),
mancha borrosa, escaldadura; o abiéticos como deficiencias nutricionales y manchado
fisioldgico. Es posible descartar estos ultimos debido a que las manchas causadas por
Rcc son visibles en ambos lados de las hojas, ademas se puede observar en tallos, vainas
y aristas (Figura No. 4), mientras que las manchas de origen fisiologico se constatan
generalmente en hojas, observandose solo en el haz o en el envés de las hojas (Carmona
etal., 2013).

A= manchas necréticas dispuestas en hojas viejas de cebada, alcanzando hasta 70% de severidad.

B= hoja bandera con manchas de Rcc con 40% de severidad.

Figura No. 4. Sintoma tipico de Rcc en hoja de cebada en estado de grano acuoso (Z.71)

Ramulariosis en cebada causa una rapida senescencia foliar, asociado a la
produccién de toxinas, que se activan con la luz (fotoactivas), y pertenecen al grupo de
las Rubelinas (Figura No. 5a, Carmona et al., 2013).

En Munich, Alemania se realizaron una serie de ensayos para el estudio de
rubelinas en los que se demostrd6 que Rcc produce una serie de fitotoxinas
(antraquinonas) como rubelina B, C, D (Heiser et al., 2004). Estos estudios comprobaron
que la rubelina D induce la peroxidacién de acidos grasos como el linoléico y la
cooxidacién de pigmentos, estrictamente dependiente de luz. También se identificaron
rubelinas B y C como derivados de antraquinonas de Rcc. Ademas, se realizd una
comparacion de las tres rubelinas, indicando que presentan una actividad similar entre
ellas. Al realizar la fermentacion de micelio de Rcc, se observo que rubelina B es la
fitotoxina predominate hasta cerca de dos semanas de incubacion, pasado el tiempo



rubelina D pasa a ser la fototoxina principal, mientras que rubelina C se forma en
pequefias cantidades a partir de la primera semana (Figura No. 5b).

Al realizar los estudios simultaneamente con hojas de cebada (Hordeum
vulgare L. cv. Gunda) y hojas de tabaco (Nicotiana tabacum L. cv. Bel B) se probé que
rubelina D es huésped no especifico, debido a la induccién de sintomas ademas en hojas
de tabaco (Heiser et al., 2004). En la misma linea de investigacion, Miethbauer et al.
(2006) también aislaron rubelinas B, C y D, sumado a esto se aislé rubelina A, a partir
de micelio de Rcc.
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A= Estructura molecular de Rubelina B, Cy D.

B= Tiempo de produccién de rubelina B, C y D en micelio de Rcc, mediante proceso de fermentacion in
vitro.

Figura No. 5. Estructura molecular de rubelinas y tiempo de produccion de las mismas
en micelio de Rcc

Fuente: Heiser et al. (2004).

El modo de accion las rubelinas esta dado por la intervencion en las reacciones
enzimaticas, actividad de la fitohormona o la destruccion de la semipermeabilidad de la
membrana formando poros en la membrana plasmatica de la planta. Estas fitotoxinas
ejercen su toxicidad mediante la activacion del oxigeno que conduce a la produccion de
especies de oxigeno reactivo (ROS) en la célula vegetal, las ROS reaccionan con la
mayoria de las moléculas organicas, como los &cidos grasos, las proteinas y los acidos
nucleicos causando asi muerte del tejido vegetal afectado (Heiser et al., citados por
Heiser y Liebermann, 2006).
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Ramularia collo-cygni se dispone en diferentes sitios dependiendo en qué etapa
del ciclo ontogénico se encuentre el cultivo (Figura No. 6). En estadios de plantula es
inusual encontrar sintomas de ramulariosis como también en hojas nuevas recién
emergidas, debido a la fase asintomética que presenta la enfermedad; por lo que un
monitoreo de la misma basado en la observacién de sintomas, podria llevar a una
subestimacion del nivel real de enfermedad presente en el cultivo (Carmona y Sautua,
2015).

sintomas visibles
en todas las hojas,

sintomas visibles en
pero no en semilla

hojas superiores '

sintomas visibles
en hojas
mferiores

BERECEN o BT

Figura No. 6. Ciclo del cultivo de cebada y las etapas sintomatol6gicas de ramulariosis
Fuente: adaptado de Miralles et al. (2014).

En macollaje suele ubicarse en las hojas inferiores que mueren de forma
natural 0 como consecuencia de estrés. En floracién dado el ciclo del cultivo se produce
un importante estrés natural para las plantas, generando condiciones propicias para el
desencadenamiento de la produccién de rubelinas que contribuyen al desarrollo de los
sintomas de ramulariosis, teniendo asi las condiciones ideales para el desarrollo de la
epifitia, los sintomas son evidentes en las hojas superiores (Figura No. 6, Carmona y
Sautua 2015, Havis et al. 2015b).

En el caso de la etapa semilla no es posible detectar la presencia del patégeno
con los métodos tradicionales por lo que se debe recurrir a métodos moleculares
(Carmona y Sautua 2015, Pereyra y Perez 2017). Rcc infecta todas las capas de la
semilla, en etapas iniciales de la infeccion se encuentra entre el pericarpio y aleurona,
luego infecta al embridn, colonizado el coleoptilo y primera hoja, en esta etapa el
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crecimiento de Rcc es enddfito, en el micelio endofitico se produce el crecimiento
masivo de hifas, las que esporulan a través de estomas, induciendo asi un colapso
masivo de tejido del mesofilo y posterior expresion de sintomas (Kaczmarek et al.,
2016).

2.5 EPIDEMIOLOGIA Y CICLO DE LA ENFERMEDAD

En Uruguay, pese a la poca informacion nacional, se puede suponer que el
indculo en la semilla es la fuente principal de Rcc (Figura No. 7), debido a la ocurrencia
de epifitias en zonas donde no hay cultivos cercanos ni presencia de rastrojo (Pereyra et
al., 2017). Considerando esto la introduccion de Rcc a nuevas areas depende de la
infeccion en las semillas, por lo que es fundamental y de gran utilidad la deteccion y
cuantificacion del patdégeno en la misma.

El rastrojo es una importante fuente de indculo para algunas manchas foliares,
sin embargo, en el caso de Rcc no se conoce su importancia epidemioldgica (Walters et
al. 2008, Pereyra 2013a). En relacion a sus hospederos Sprague (1950), menciona que
ademas de estar presente en Hordeum spp., también se ha detectado en gramineas como
Triticum spp. Secalis spp., Phalaris arundinacea, Festuca kingii, Lolium multiflorum
Lam y Lolium perenne L. En Suiza Rcc fue aislada de Triticum aestivum L., Triticum
durum Dest., Avena sativa L., Poa pratensis L., Lolium perenne L., y en Agropyron
repens L. Beauv. (Frei y Gindro, 2015). Stabentheiner et al. (2009) mencionan que Rcc
coloniza las hojas muertas de maiz, ademéas confirmaron la infeccion en material verde
del mismo cultivo (Figura No. 7).

Las condiciones ambientales son un factor muy importante, junto con la
presencia del patdégeno y huésped, los que conforman el triangulo de la enfermedad
(patégeno virulento, huésped susceptible y ambiente favorable para el patégeno (Agrios,
2011). Dentro de las condiciones ambientales las lluvias juegan un rol importante en la
dispersion de las esporas (Carmona y Sautua, 2015).

Ademas, proporciona las horas de mojado foliar para completar las etapas del
ciclo del patdégeno (germinacion, penetracion y establecimiento del hongo); la duracion
del mojado foliar esta asociado a la severidad alcanzada por la enfermedad (Carmona y
Sautua 2015, Havis et al. 2015b).

Generalmente ramulariosis se presenta formando parte de un complejo asociado
a un componente abidtico, como lo es sequia, exceso hidrico, alternancia de periodos de
secado-mojado, calor, frio, deficiencias nutricionales, etc. causando estrés en la planta.
La alternancia de periodos de mojado foliar seguido de dias secos y soleados son las
condiciones mas predisponentes para esta enfermedad (Pereyra, 2013a).
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Las flechas en negrita marcan el ciclo del patégeno, mientras que las flechas negras continuas muestran
las relaciones entre las etapas del ciclo del patdgeno y del cultivo. La escala utilizada para mostrar las
etapas del ciclo del cultivo es la escala propuesta por Zadoks et al. (1974).

Figura No. 7. Ciclo de Ramularia collo-cygni
Fuente: adaptado de Havis et al. (2015a).

Para la germinacion de los conidios de Rcc se requiere agua libre como la
mayoria de los hongos. Estos conidios en presencia de un huésped adecuado germinan y
se desarrollan rapidamente con la entrada a la hoja a través de estomas abiertos,
iniciando asi el proceso de infeccidn del patégeno (Figura No. 8a, Havis et al., 2014).

Dentro de la hoja el patdgeno crece intercelularmente formando hifas
ramificadas produciendo asi una red densa que coloniza el mesoéfilo (Figura No. 8b y
8d). La esporulacién se da en el tejido necrético, con conidiéforos emergentes a través
de los estomas (Figura No. 8c), ademés Rcc crece preferentemente en la superficie
abaxial de las hojas (Sutton y Waller, 1988). Al final del ciclo de vida de la planta los
conidioforos pueden surgir de entre las células epidérmicas (Stabentheiner et al. 2009,
Havis et al. 2014). Estos presentan en su extremo conidios (esporas). Los conidios son
de color claro, presentando de 3 a mas células (Agrios, 2011), mientras que su forma es
ovoide a elipsoide, con una superficie verrugosa. En estudio realizado por Stabentheiner
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et al. (2009) se encontraron 4.05 x 10° conidios en una planta severamente afectada, los
cuales se estimaron contando los mismos en diferentes niveles de la planta (HB= hoja
bandera, HB-1= hoja bandera menos 1, HB-2= hoja bandera menos 2, HB-3= hoja
bandera menos 3). Estos también encontraron que en la superficie inferior de las hojas la
produccion de conidios era mayor en comparacion con la superficie superior, ademas en
las hojas mas viejas (HB-3) se encontraron menos conidios que en las hojas mas nuevas.

A= hifas creciendo en el estoma (estrella).
B= germinacidn de conidios, formando una red densa de hifas en la hoja.

C= grupos de conidios emergiendo de la superficie de la hoja (punta de flecha), y a través de los estomas
(flecha).

D= red de hifas en lado interno de la hoja, concentradas en el estoma.

Figura No. 8. Micrografias microscépicas de Ramularia collo-cygni en la superficie de
la hoja de cebada

Fuente: Stabentheiner et al. (2009).
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26  MANEJO DE LA ENFERMEDAD

En la actualidad, el manejo de las enfermedades en cultivos requiere la
integracion de diferentes medidas de control, debido a que el cultivo esta expuesto a
varios patégenos simultaneamente (Agrios, 2011). La integracion de varias medidas de
manejo, hace al manejo integrado de las enfermedades, lo que resulta eficiente y a su vez
mas economico que la implementacion de dichas medidas de forma aisladas (Pérez y
Gepp, 2002).

2.6.1 Manejo por resistencia genética del cultivar

A nivel mundial no se ha reportado inmunidad frente a ramulariosis, existiendo
variabilidad en el comportamiento de los cultivares evaluados. A pesar de que existe
evidencia que posiciona la resistencia genética como una medida eficaz para lograr un
control eficiente frente a ramulariosis, trabajos realizados por Leistrumaité y Liatukas
(2006), muestran la variabilidad en la susceptibilidad de algunos cultivares, y que
algunos son mas afectados que otros, concluyendo que la mayor severidad se desarrollo
en afios secos Yy soleados, consecuencia de la influencia de la alta radiacién solar sobre la
actividad de la toxina rubelina y una menor competencia con otras enfermedades.

Ensayos realizados en Noruega por Reitan y Salamati (2006), en los cuales se
evalud la resistencia genética de las variedades de cebada, se llegd a la conclusion de
que no se habia encontrado hasta ese momento una resistencia completa frente a
ramulariosis. Continuando con la misma linea de investigacion Bistrich et al. (2006),
realizaron ensayos de campo en los que evaluo tanto genotipos, como lineas avanzadas
de cria, asi como también mas de 1200 accesiones del banco de genes; los resultados
mostraron que los peores comportamientos frente a ramulariosis se observaron en los
cultivares que tienen el gen mlo (con resistencia a oidio), mientras que los cultivares con
un mejor comportamiento no tenian este gen. Se encontraron resultados similares por
parte de Pinnschmidt y Sindberg (2006), Makepeace et al. (2006), respecto al
comportamiento de los cultivares con el gen mlo.

En esta misma linea de investigacion Oxley et al. (2008) concluyen que la
presencia del gen mlo con resistencia a oidio tiene un efecto importante sobre el
aumento de la expresion de ramulariosis dependiendo de las condiciones ambientales.

Matusinsky et al. (2013) testearon 144 cultivares de cebada en tres localidades
de la Republica Checa durante tres afios (2009-2011), con este trabajo concluyeron que
no habia resistencia frente a Rcc, observando variacion entre los cultivares, ademas
concluyen que la intensidad de la infeccion por parte de Rcc fue influenciada por la
ubicacion y el afio.
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En Uruguay todos los afios se realizan ensayos de caracterizacion de cultivares,
llevados a cabo en el marco del convenio INASE-INIA, en los que se analiza el
comportamiento sanitario de los cultivares que se encuentran en produccion y los que
estan en evaluacion. Esta es una herramienta (til a la hora de la seleccion de cultivares
para la siembra. Los cultivares evaluados presentan en general una susceptibilidad
intermedia-alta frente a ramulariosis, lo que lleva a un control genético ineficiente
(Figura No. 9).

A 1% I
21%

Al
29%

IA
46%

Susceptibilidad A= alta, Al= alta-intermedia, 1A=intermedia-alta I= intermedia. Porcentaje calculado en
base a un total de 24 cultivares. Cultivares que presentan por ejemplo susceptibilidad 1A-A, fueron
asignados al nivel superior (A).

Figura No. 9. Proporcién de cultivares de cebada cervecera segun el comportamiento
sanitario frente a ramulariosis, evaluados en el afio 2016

Fuente: adaptado de Castro et al. (2017).
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2.6.2 Manejo con fungicidas

En la actualidad hay limitantes en herramientas para el control de Rcc, siendo el
manejo muy dependiente del uso de fungicidas. En este sentido tanto la eleccion del
producto como el momento de aplicacion son claves para maximizar la eficiencia de
control (Pereyra, 2013b).

Aplicacion de fungicidas en la etapa de semilla es esencial para reducir el
indculo en la semilla. En este marco Zamani-Noor (2011), probd diferentes fungicidas
curasemillas en el cual se aplicaron tres fungicidas comerciales con los siguientes
principios activos: 1- fluoxastrobina + tebuconazol + protioconazol + triazoxido; 2-
cyprodinil + fludioxonil + tebuconazole y 3- ciproconazol + imazalil. Los resultados
mostraron que esta Gltima mezcla fue la mas eficiente, aunque no logré eliminar al
hongo por completo.

En Escocia en los afios 2010/2011 se realizaron ensayos probando diferentes
tratamientos de semillas, uno de los cuales estaba basado en el control de Rcc mediante
curasemillas: protioconazol + triazdxido + tebuconazol, en tres variedades Cocktail,
Optic y Decanter dando como resultado una disminucion significativa de la enfermedad,
medida como area de bajo de la curva del progreso de la enfermedad (AUDPC, Havis et
al., 2012).

Dada la importancia de la semilla como fuente de in6culo de Rcc en Europa se
han recomendado niveles de concentracién de ADN de Rcc de riesgo de desarrollo de
epifitia, segin la concentracion del ADN del hongo en la semilla. Se recomienda que los
niveles de infeccion se mantengan lo mas bajo posibles en las regiones donde la
enfermedad no es endémica, debido a que la sanidad de la semilla es un factor
importante para evitar la propagacion de la enfermedad (Oxley y Havis, 2010).

En el caso de Inglaterra se recomiendan niveles por debajo de 1 pg ADN de
Rcc/100 ng de ADN total. Mientras que para el Norte y Oeste del Reino Unido se
recomiendan niveles por debajo de los 5 pg ADN de Rcc/100ng de ADN total. (Oxley y
Havis, 2010).

Havis et al. (2015b) realizaron la cuantificacién de ADN de Rcc en muestras de
semillas archivadas desde 1958 al 2007, las que fueron segregadas segun un nivel de 1
pg. ADN de Rcc/100 ng de ADN total. Los resultados indican que Rcc estaba presente
en en Reino Unido antes de la primera descripcion botanica. Ademas, los niveles de
infeccion han aumentado desde principios de siglo.

En relaciéon a los fungicidas curasemillas en Uruguay, actualmente se estan
realizando experimentos por parte de Facultad de Agronomia conjunto con INIA, con el
fin de evaluar dos fungicidas comerciales para el control de ramulariosis en cebada, en
dos lotes de semillas con nivel de infeccion contrastantes -bajo y alto- estos se llevaran a
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cabo en campo y condiciones controladas. Con el objetivo de cuantificar el nivel de
enfermedad tanto en semilla como en plantula mediante qPCR, hacer un seguimiento de
la evolucion de la enfermedad, y el rendimiento en grano en ambas condiciones
(Palladino et al., 2017).

En cuanto al producto foliar a utilizar, en Escocia, se evaluaron diferentes
fungicidas, de los cuales protioconazol y clorotalonil, fueron los méas eficaces para el
control, mientras que epoxiconazol proporciona niveles moderados de control, y las
quinonas (ej: azoxistrobin) han perdido eficiencia cuando se las compara con
experiencias anteriores (Oxley et al., 2006).

En esta misma linea de investigacion en Dinamarca Jorgensen y Christiansen
(2006) evaluaron distintos fungicidas foliares y momentos de control, y concluyeron que
el control mas efectivo se logra con aplicaciones entre encafiazon y mitad de espigazon,
mientras que aplicaciones después de floracion mostro un menor control; siendo los
fungicidas mas eficientes protioconazol, clorotalonil y boscalid (anilidas). Resultados
similares fueron reportados por Christiansen et al. (2006). Mientras que en Francia
Laurent (2006), confirmo la eficacia de la mezcla de triazol + clorotalonil.

Los resultados obtenidos en experimentos nacionales dan como resultado que
aplicaciones tempranas, en Z33 (encafiazon, cuando se detecta temprano la enfermedad),
marcan una gran diferencia en el control de la enfermedad en comparacién con el testigo
sin aplicacion (Figura No. 10), dada la poca residualidad de los productos si se realiza
una segunda aplicacién se genera, asi un mayor control por ejemplo en Z47 (embuche).
Una aplicacion temprana o una tarde en el ciclo del cultivo no aseguran un control eficaz
(Figura No. 10), ya sea por residualidad del producto o por nivel de infeccion del cultivo
(Pereyra y Pérez, 2017), por lo cual el estado fenoldgico no es un correcto indicador del
momento de aplicacion.
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Figura No. 30. Severidad de ramulariosis, area bajo la curva de progreso de la
enfermedad y rendimiento en grano segun distintos momentos de aplicacién de
fungicida mezcla de estrobilurina y carboxamida

Fuente: Pereyra y Pérez (2017).

El momento de aplicacion para el manejo de ramulariosis dependera del
momento de deteccion de la enfermedad y de las condiciones climaticas, ya que el
cultivar presenta gran susceptibilidad frente a la enfermedad. Ademas, actualmente no
hay una estrategia fija para su manejo, este debe ajustarse en cada situacion productiva
(Pereyra y Pérez, 2017).

En general a nivel nacional, el manejo de las enfermedades de los cereales de
invierno se realiza mediante monitoreo y uso de niveles criticos. Sin embargo, debido a
que Rcc presenta una etapa asintomatica, la utilizacién de niveles criticos es de alto
riesgo, por lo que el momento de intervencion estara definido por el monitoreo luego de
elongacion del tallo (Z31) y aplicacion ante la aparicion de los primeros sintomas para
lograr la mayor eficiencia de control y la menor interferencia de la enfermedad con el
cultivo. Siendo los fungicidas més eficientes en los ensayos experimentales las
carboxamidas, protioconazol y clorotalonil, estos son utilizados por otros paises y son
recomendados para Uruguay (Pereyra 2013b, Pereyra y Pérez 2017).

En los sistemas agricolas tanto a nivel mundial, y nacional se utilizan
fungicidas para controlar las enfermedades problemas en cada zona, para reducir la
interferencia de las enfermedades fungicas sobre el rendimiento y la calidad del grano.
Debido a la aplicacion de fungicidas en exceso con el tiempo algunos patdgenos se han
vuelto resistentes a muchos de los fungicidas efectivos, afectando asi el control de las
enfermedades. La mutacion es el mecanismo por el cual un hongo adquiere resistencia a
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un fungicida, que esta dada por la capacidad de sobrevivir y reproducirse en presencia de
un fungicida (Beckerman 2013, Lucas et al. 2015).

Los principios activos utilizados para el control de ramulariosis a nivel mundial
presentan diferentes sitios de accion por lo que la rotacion de estos puede disminuir el
riesgo de generacion de resistencia, aunque ya existen casos probados de disminucion de
sensibilidad a principios activos como el caso de los fungicidas Qol (inhibidores de
quinona, Fountaine y Fraaije 2009, Matusinsky et al. 2010).

En vista de la no respuesta al agregado de fungicidas como las estrobilurinas,
en estos Ultimos afios, se realizaron una serie de experimentos para determinar si Rcc
adquiriod resistencia a este tipo de fungicidas, ya que éstos eran los fungicidas mas
utilizados para su control. En este sentido Fountaine y Fraaije (2009), concluyeron que
en Escocia el control de ramulariosis estaba basado principalmente en aplicaciones de
azoxistrobin, pero a partir del afio 2002 hubo una fuerte disminucion de la eficacia de
estos fungicidas. Estudios realizados en el afio 2009 demostraron que hubo un desarrollo
de resistencia a los fungicidas Qol por parte de Rcc, debido a una mutacién en el codon
143, resultante en la sustitucion de una glicina por una alanina (G143A), confiriéndole
asi al hongo una resistencia completa a estos fungicidas.

A su vez en Republica Checa también se realizaron experimentos por parte de
Matusinsky et al. (2010), quienes recolectaron y aislaron 302 cepas de Rcc provenientes
de 12 localidades, encontrando que el 47 % de los aislados presentaron alelos de
resistencia a las estrobilurinas. Este trabajo concluyé que la frecuencia de la mutacion de
G143A por localidad depende de la frecuencia de aplicacion de estrobilurinas para el
control de las enfermedades en cebada, llegando a un maximo de 100 %, mientras que
en lugares donde no se aplicaba estrobilurinas la frecuencia de los alelos mutantes fue
del 5 %.

2.6.3 Manejo por pricticas culturales

Se sugiere la eliminacién de plantas guachas u hospedantes susceptibles (ej.
Lolium spp.), como una medida cultura efectiva, aunque en los sistemas de produccion
de cultivos continuos es poco practico dada la necesidad de la implementacion de
herramientas como el arado para enterrar el rastrojo (Carmona et al. 2013, Koric et al.,
citados por Havis et al. 2015b).

La rotacion de cultivos es una de las técnicas principales para el manejo de
patogenos que sobreviven en el rastrojo, basandose en la muerte de estos por inanicién
(Pérez y Gepp, 2002), pero para ramulariosis actualmente no se conoce la importancia
epidemioldgica del rastrojo (Walters et al. 2008, Pereyra 2013a).
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Para la disminucion del inoculo en semilla se han propuesto tratamientos tales
como la utilizacion de tratamientos de calor, en esta linea de investigacion, Zamani-
Noor (2011) realiz6 experimentos de agua caliente, probando diferentes temperaturas
(48, 50 y 52 °C) y duracion del tratamiento (5, 10, 15, 20,25 y 30 minutos), mostrando
como resultado que se reduce el nivel de ADN del hongo pero que el porcentaje de
germinacién se reduce de 80 % a 54 % con el pasaje de 48 °C a 52 °C, ademaés
disminuye a 5 % de germinacion si la duracion pasa de 5 a 30 min en 52°C, el aumento
de la duracion disminuye la germinacion independientemente de la temperatura, la
temperatura y duracion del tratamiento mas satisfactorio fue a 48 °C por 5 min.

Otros reportes también utilizan agua caliente (2 horas a 52 °C seguido de 72
horas a 25 °C) o microondas (por 25 o 30 segundos) para la disminucion del ADN del
hongo en la semilla, aunque hasta ahora no hay respuesta significativa en rendimiento
con la utilizacion de los mismos, se observd una disminucion significativa de la
enfermedad medida como AUDPC en las variedades Cocktail, Optic y Decanter en el
2010/2011 (Havis et al., 2012).

2.7 TECNICAS DE DETECCION Y CUANTIFICACION

Los sintomas y signos muchas veces son insuficientes para el diagnéstico de
determinadas enfermedades (Riley et al., 2002), en el caso de ramulariosis dado que los
sintomas se confunden con otras enfermedades (Carmona et al., 2013), sumado a la
presencia de una etapa asintomatica (Carmona y Sautua, 2015), es necesario acudir a
técnicas de laboratorio.

Entre estas técnicas se encuentra la incubacion de material vegetal mediante
placas de Petri, esta técnica consiste en colocar una muestra de material vegetal junto
con papel filtro humedecido, formando una camara himeda lo cual permite el
crecimiento del patdégeno induciendo asi la esporulaciéon del mismo (Riley et al., 2002).
Otra técnica es el aislamiento e identificacion del patdgeno, que requiere la colocacion
de material vegetal infectado en diferentes medios de nutrientes, o en medios especificos
si se sospecha de un patdgeno en particular, el objetivo es obtener un cultivo puro para la
identificacion del mismo (Riley et al., 2002). Dado que Rcc es un hongo de crecimiento
lento in vitro, estas técnicas podrian generar resultados erroneos (Walters et al., 2007).

Otros métodos a utilizar para el diagnostico pueden ser seroldgicos como el test
denominado Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA), y técnica molecular
como Polymerase Chain Reaction (PCR) y Quantitative Polymerase Chain Reaction
(gQPCR, Riley et al., 2002).

Las técnicas moleculares como PCR son utilizadas actualmente porque con ella
ha sido posible la amplificacion de fragmentos particulares de ADN, con capacidad de
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amplificar muchas muestras en simultdneo (Lee, 2017). Schena et al. (2004),
argumentan que con gPCR aumenta las oportunidades para detectar y estudiar hongos
fitopatdgenos, debido a que se combina la sensibilidad de PCR, con la generacion de una
sefial fluorescente especifica, lo que proporciona un analisis en tiempo real de la cinética
de la reaccidn, permitiendo la cuantificacion de dianas especificas de ADN.

Para el andlisis de PCR se desarrollaron dos tipos de productos quimicos que
detectan productos de PCR, TagMan y SYBR. Los reactivos TagMan utilizan una sonda
fluorogénica para permitir la deteccion de un producto de PCR especifico a medida que
se acumula durante los ciclos de PCR. Mientras que los reactivos SYBR Green utilizan
el fluorocromo SYBR® Green I, que es un fluorocromo de union a DNA bicatenario que
sirve para detectar productos de PCR cuando se acumulan durante los ciclos de PCR
(ThermoFisher scientific, 2019).

TagMan funciona construyendo una sonda oligonucleotidica que contiene un
colorante fluorescente indicador en el extremo 5"y un colorante extintor en el extremo
3", mientras estos estén proximos el colorante extintor inhibe la fluorescencia del
colorante indicador. En caso de estar presente la secuencia objetivo, la sonda es
degradada por la accién del ADN polimerasa Taq. Esta escision de la sonda separa el
colorante indicador del extintor, aumentando asi la fluorescencia del indicador. Con cada
ciclo las moléculas del colorante se escinden de sus sondas, como resultado se produce
un aumento en la intensidad de la fluorescencia proporcional a la cantidad de amplicén
producido (Figura No. 11, Thermo Fisher scientific, 2019).
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Figura No. 11. Proceso de PCR con tecnologia TagMan
Fuente: Applied Biosystem (2010).

Para la evaluacion de una reacciéon de gPCR hay que considerar varios aspectos
de la qPCR, esta tecnologia muestra la cantidad de secuencias de ADN que esta presente
en una muestra de una manera sencilla mediante graficas (Figura No. 12) y cuadro de

datos.
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Figura No. 12. Grafica de amplificacion de ADN, recolectadas de software de
instrumento de gPCR

Fuente: Thermo Fisher scientific (2019).

Las graficas de amplificacion permiten ver la amplificacién de las muestras a
medida que el instrumento recoge datos de fluorescencia durante un proceso. En la que
Rn (Figura No. 12a) es la fluorescencia de fluorocromo del indicador normalizada, Rn
en funcion del numero de ciclo de PCR sirve para identificar y examinar las
amplificaciones irregulares. ARn (Figura No. 12b) es la magnitud de la sefial de
fluorescencia normalizada que genera el proceso de PCR, y son los datos a partir de los
cuales se calcula Ct (ciclo umbral), esta grafica es util para identificar las
amplificaciones irregulares y para ver los valores de linea umbral y de la linea base del
proceso (Thermo Fisher scientific, 2019).

Ct (Figura No. 12b) es la interseccion entre una curva de amplificacion y una
linea de umbral, es una medida relativa de la concentracion de objetivo en la reaccion de
PCR, o sea es el numero de ciclos de PCR en el que el nivel de fluorescencia alcanza la
linea umbral. Los valores deseables de Ct son > 8 y < 35. Si el valor Ct es < 8, eso indica
que en la reaccion hay demasiado molde. Si el valor Ct es > 35, eso indica que en la
reaccion hay poca cantidad de diana; si los valores Ct son > 35, es de esperar que haya
una desviacion estandar mayor (Applied Biosystem 2010, Thermo Fisher scientific
2019).

El analisis de qPCR brinda la posibilidad de observar Ct en funcion de
concentracion de ADN medida como log., mediante una curva estandar (Figura No. 13).
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Figura No. 13. Curva estandar de gPCR
Fuente: Applied Biosystem (2010).

Para el analisis de la curva estandar, se deben tener en cuenta parametros tales
como pendiente de la curva, eficiencia de amplificacion, coeficiente de correlacion (R?).

Una pendiente proxima al —3,32 indica una eficiencia de amplificacion de la
PCR odptima del 100%, la eficiencia de la amplificacion se calcula utilizando la
pendiente de la recta de regresion en la curva estandar. El valor R? mide la proximidad
del ajuste entre la recta de regresion y los puntos de datos Ct individuales de las
reacciones estandar. El valor 1,00 indica un ajuste perfecto entre la recta de regresion y
los puntos de datos, es deseable que el valor R? sea > 0,99. Y-inter, muestra el valor en
donde la linea de regresion cruza el eje Y, la interseccion con el eje Y indica el ciclo
umbral esperado para una muestra con una cantidad igual a 1 (Applied Biosystem,
2010).

La técnica de PCR ha permitido realizar investigaciones para la comprension de
la epidemiologia de Rcc (Walters et al., 2007). Havis y Oxley (2006a) en su trabajo
realizaron estudios para la mejor comprension del ciclo de vida del patégeno, llegando a
la conclusion que el hongo se puede detectar antes la aparicién de los sintomas, con un
intervalo méximo de 28 dias ante la aparicion de los mismos. También en sus
experimentos se encontraron resultados positivos en todas las variedades analizadas en
los 60 dias post/siembra, ademéas se detecta la presencia del patdgeno en la semilla, lo
gue da pie a nuevas investigaciones en esta area.

Dada la importancia de conocer la carga fungica de Rcc, Taylor et al. (2010)
han realizado el ajuste de la técnica de gPCR para la deteccion de Rcc en semilla, la cual
permite medir de manera indirecta la concentracion de ADN del hongo en la semilla.

El ajuste de esta herramienta permitio conocer la transferencia del patdgeno de
semilla a plantula y determinar la ubicacion del hongo en la semilla, se lleg6 a la
conclusion que el patdgeno se puede transmitir de semilla a plantula y se ubica en la
semilla tanto en tejido embrionario como en tejido no embrionario (Matusinsky et al.
2011, Havis et al. 2014).
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En cambio, a nivel nacional no hay antecedentes respecto a la deteccion y
cuantificacion de Rcc en semilla de cebada cervecera, mediante qPCR, por lo tanto este
trabajo pretende validar la técnica propuesta por Taylor et al. (2010) y los ajustes
realizados por Havis et al. (2015a), considerando los cultivares utilizados, el inéculo y
las condiciones ambientales de Uruguay. Se plantean dos hipdtesis: 1) es posible
cuantificar el nivel de infeccion de Rcc en la semilla de cebada mediante qPCR; 2)
existen diferencias en el nivel de infeccién de Rcc en semilla bajo diferente numero de
aplicacion de fungicida.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 PUESTA A PUN:I'O DE PCR EN TIEMPO REAL PARA LA DETECCION Y
CUANTIFICACION DE Ramularia collo-cygni

El presente trabajo se llevd a cabo en el laboratorio de Fitopatologia y de
Biologia Molecular de la Estacion Experimental Dr. Mario A. Cassinoni, Facultad de
Agronomia, Universidad de la Republica, ubicado en Ruta 3 km 363, Paysandd,
Uruguay.

3.1.1 Extraccion de ADN desde una cepa de Ramularia collo-cyani

Para la extraccion de ADN se utilizé una cepa de Rcc (Rcc3), que fue aislada a
partir de hojas de cebada con sintomas tipicos de la enfermedad que forma parte de la
coleccion de INIA La Estanzuela. La cepa fue multiplicada en placas de Petri con PDA
(Papa dextrosa agar, Anexo No. 1), con cloranfenicol (34 mg/ml), e incubadas a 20 °C
durante 10 dias con luz cercana a UV permanente.

Se evaluaron diferentes métodos, dos protocolos convencionales y dos kits
comerciales: i) Método CTAB modificado, ii) Protocolo de extraccion de ADN adaptado
de Arruabarrena et al. (2016), iii) ZR Fungal/Bacterial DNA MiniPrep™, y iv) Plant
DNAZOL (Qiagen).

El Método CTAB se basa en el protocolo descrito por Cerda-Granados y Diaz
(2013) al cual se le realizaron modificaciones, el método ajustado se detalla a
continuacion. Luego de tomar un trozo de 2 cm? de micelio del hongo desde la placa de
Petri, y colocarlo en un tubo Eppendorf (1,5 ml, Tarson, India), se agregaron cinco
bolillas de vidrio (1 mm, HEINZ HERENZ, Alemania) y tierra de diatomaceous
(Celite® 500 fine), luego se procedié a homogenizar las muestras por 1 min a 30 Hz en
TissueLyser 11 (QIAGEN®). A esta mezcla se le agregd 375 pl de TES Buffer y 25 pl
de Proteinasa K, homogeneizando nuevamente a 1 min a 30 Hz en TissueLyser Il
(QIAGEN®) para luego incubar a bafio maria (J.P. SELECTA, Precisterm) por 60 min a
60 °C.

Posteriormente se agregd 135 ul de 5 M NaCl (0,3 volumen) y 60 pl de 10 %
CTAB (0,1 volumen), luego se procedio a incubar nuevamente a bafio maria (J.P.
SELECTA, Precisterm) a 65 °C por 10 min. A la mezcla se le agregd 645 pl de
cloroformo: isoamylalcohol (24:1, 1 volumen) invirtiendo varias veces el tubo para
mezclar, incubando el tubo en hielo por 30 min.

Se coloc6 el tubo Eppendorf en una centrifuga (Labnet International Inc.
SPECTRAFUGE 24 D), por 10 min a 10.000 rpm. Se obtuvo asi un sobrenadante, el
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mismo fue transferido (400 pl) a un nuevo tubo Eppendorf de 1,5 ml con micro pipetas
de 200 pl agregando 200 pl de isopropanol (0,55 volumen), e invirtiendo varias veces.
Se centrifugd por 5 min a 13.000 rpm retirando el sobrenadante y se lavo el pellet con
750 ul de etanol 70 %, centrifugando a 10.000 rpm por 30 s para fijar el pellet al tubo y
descartar sobrenadante. El lavado se repitié centrifugando a 10.000 rpm por 5 s y
retirando el etanol con pipetas de 20 pl y luego los tubos se dejaron secar por 15 min.
Finalmente se agregd 50 pl de TE Buffer para disolver el pellet dejando 12 h a
temperatura ambiente. Luego de pasado el tiempo, el ADN extraido se conservo en la
heladera para su posterior utilizacion.

El segundo protocolo convencional se baso en el descrito por Arruabarrena et
al. (2016). En este caso también se parte de 2 cm? de micelio del hongo el cual se molié
con nitroégeno liquido (N2) obteniendo un polvo fino, al que se le agrego 600 ul de “Cell
lysis solution” (Anexo No. 2). Luego se homogeneiz6 rapidamente e incubo 5 min a
temperatura ambiente. Se agregd 200 ul de “Protein DNA precipitation solution”
(Anexo No. 2) procediendo a homogeneizar (invirtiendo el tubo varias veces) e incub6
en hielo durante 10 min.

Pasado el periodo se colocd en una centrifuga (Labnet International Inc.
SPECTRAFUGE 24 D) a 16000 g durante 16 min. Obteniendo un sobrenadante, el que
se transfirié a un tubo nuevo (600 ul aprox.), repitiendo la misma centrifugacion para
limpiar nuevamente el pellet. Seguido se agregé 600 ul de isopropanol invirtiendo el
tubo para homogeneizar, posteriormente se centrifugd a 16000 g durante 5 min
descartando el sobrenadante, luego se lavo el pellet con 500 pl de etanol 70 % y se
centrifugd a 16000 g durante 3 min, descartando nuevamente el sobrenadante. El pellet
se dejo secar durante 5-10 min. Finalmente, se re suspendié en 50 pl de TE-RNAsa
(concentracion final de RNAsa en buffer TE: 0,05 mg/ml, 10 pl en 2 ml de TE), y se
dejo toda la noche a 4 °C en heladera.

Para los protocolos comerciales se utiliz6 una diferente medida (g) de micelio
del hongo, en la extraccion de ADN mediante ZR Fungal/Bacterial DNA MiniPrep™ se
utilizé 100 mg de micelio, luego se siguieron las indicaciones del proveedor. Mientras
que en el kit Plant DNAZOL (QIAGEN), se parti6 de una muestra de micelio del hongo
de 0,5 g, previamente molida con N2 como sugieren las indicaciones del proveedor.

Luego de la extraccion, se estimd la concentracion de ADN por los diferentes
métodos, mediante espectrofotometria (espectrofotometro NanoDrop™ 2000/2000c,
Thermo Fisher Scientific) determinando la concentracion y la pureza de la muestra de
ADN. La ley de Lambert-Beer indica que la concentracién de una molécula en la
solucion depende de la cantidad de luz absorbida por las moléculas presentes. Una
caracteristica del ADN es que absorbe la luz UV a 260 nm, permitiendo estimar su
concentracion mediante espectrofotometria. Cuando la longitud de la celda en que se
disuelve el ADN, es de 1 cm, la absorbancia es igual a la densidad dptica, en el caso de
ADN genomico una densidad optica equivale a 50 pl/ml (Lehninger, 1979).
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La concentracion de ADN de las muestras se calculo teniendo en cuenta el
valor de absorbancia obtenido a una longitud de onda de 260 nm, mientras que la calidad
de las muestras se examinaron mediante las relaciones de absorbancia 260/280 y
260/230, el rango de dichas relaciones que son aceptadas como ADN de buena calidad
son 260/280= 1,8 y 260/230= 1,8-2,2. Para la relacion 260/280 un valor menor indica
una posible contaminacion por compuestos aromaticos como fenoles y proteinas,
mientras que un valor mayor puede deberse a la presencia de ARN. Para la relacion
260/230 un valor menor indica presencia de contaminantes como fenoles (Thermo
Fisher scientific, 2009).

Se selecciond la muestra de ADN con la mayor concentracion y mejor calidad.
Luego se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 1 % con GoodView como
indicador de tincion, a 28 V, 150 mA durante 1 h. Se revel6 bajo visualizador de geles
(ENDURO GDS TOUCH Labnet International, Inc.).

Para confirmar que efectivamente el ADN extraido correspondia a Rcc se
realiz6 la amplificacion mediante PCR en Labnet (Labnet International, Inc.). Los
cebadores utilizados para la amplificacion fueron: Rccl
5 ACTGAGTGAGGGAGCAATCC "3y Rce5 5° GCAGAGGAGTTCGAGTCGTCGC
"3 (Havis et al., 2006b). La reaccion presento un volumen final de 25 pl (Cuadro No. 3).
El programa de termociclado fue: 4 min a 95 °C, seguido de 30 ciclos de 94 °C durante 1
min, 55 °C durante 1 min., 72 °C durante 1 min y una extension final de 10 min a 72 °C
(Havis et al., 2006b). Posteriormente la muestra fue almacenada en freezer para su
utilizacion.
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Cuadro No. 3. Condiciones de reaccion de PCR para la deteccion de Ramularia collo-
cygni

Reactivos Concentracion Volumen (ul)

DNTPs 10 uM 2,5
Cebador Rccl 10 uM 1
Cebador Rcc5 10 uM 1

Tag. polimerasa (QIAGEN) Sp/ul 0,1

Agua miliQ estéril - 13,9

MgCl> 25 mM 2

Buffer 10 x 2,5
ADN muestra 25 ng /ul 2

Total 25

Fuente: Havis et al. (2006b).

3.1.2 Curva de calibracion

Se partié de una extraccion de ADN que presentd buena calidad e integridad,
con una concentraciéon de 507 ng/ul, con relaciones de absorbancia de 260/280= 1,8;
260/230= 1,8. A partir de esta muestra se realiz6 una dilucion con una concentracion
final de 10 ng/ul (los calculos se realizan con la formula volumen inicial* concentracion
inicial= volumen final* concentracion final).

Seguidamente se realizaron diluciones en base 5 partiendo de la solucién de 10
ng/ul, de la cual se tomd 100 ul y se colocd en un nuevo tubo Eppendorf (1,5 ml,
Tarson, India) al que se le agrego previamente 400 ul de agua miliQ estéril para obtener
un volumen final de 500 pl. A partir de esta tltima, se obtuvo otra dilucion, se retir6 de
la misma 100 pl y se coloc6 en un nuevo tubo Eppendorf con 400 ul de agua
miliQestéril, los pasos se repiten hasta obtener 8 diluciones (Figura No. 14). El rango de
diluciones utilizado para la curva estandar fue entre la dilucion 3 = 0,4 ng/ul a la
dilucion 9= 0,0256 pg/ul.
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Figura No. 14. Esquema de diluciones de concentracion conocida de ADN de Rcc, en un
rango de 10 ng/ul y 0,0256 pg/ul

3.1.3 Condiciones de amplificacién: gPCR

El método de PCR en tiempo real se realizd de acuerdo a Taylor et al. (2010).
Los cebadores utilizados fueron RamF6 (CGT CAT TTC ACC ACT CAA G), RamR6
(CCT CTG CGA ATA GTT GCC) y la sonda Ram6 (FAM-GCG ATT CCG GCT GAG
CGG TTC GTC ATC GCG-BHQ-1, Taylor et al. 2010, Havis et al. 2015a), sintetizada
por SBS Genetech Co. Ltd. (Beijing, China).

Las reacciones se llevaron a cabo en el equipo Applied Biosystems StepOne™
Real-Time PCR Systems, siguiendo las condiciones establecidas por Taylor et al. (2010)
y los proveedores del mismo. La reaccion presento un volumen final de 25 pl (Cuadro
No. 4) y el programa de termociclado utilizado fue: un arranque caliente de 10 minutos a
95 °C, seguido de 50 ciclos de 95 °C durante 20 s, 55 °C durante 20 s y 72 °C durante 20
s. Con una extension final de 1 minuto a 95 °C (Taylor et al., 2010).
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Cuadro No. 4. Condiciones de reaccion para los ensayos en qPCR utilizados para la
deteccidn de Ramularia collo-cygni

Reactivos Concentracion Volumen (pl)
Mezcla madre de gPCR Universal MMIX 11 2 X 12,5
(Qiagen, Alemania)
Cebador RamF6 10 ul 1
Cebador RamR6 10 pul 1
Sonda 10 uM 0,375
Agua miliQ estéril 5,125
ADN muestra 20 ng 5
Total 25

Fuente: Havis et al. (2015a).

3.2 VALIDACION DEL METODO

3.2.1 Seleccidn de lotes de semilla

La validacion se realizd con 4 lotes de semilla de la variedad INIA Arrayan,
caracterizada como de susceptibilidad intermedia- alta frente a ramulariosis (Cuadro No.
5, Castro et al., 2017). Las muestras de lotes de semilla provinieron de cultivos con
diferentes momentos / nimeros de aplicaciones de fungicidas para el control de
ramulariosis. Los mismos fueron seleccionados sobre la hipdtesis de que un mayor
namero de aplicaciones pudo haber resultado en un menor nivel de enfermedad en el
cultivo y por lo tanto menor nivel de infeccion en la semilla.
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Cuadro No. 5. Procedencia y nimero de aplicaciones durante la fase de cultivo de los
distintos lotes de semilla de INIA Arrayan

Lote Localidad No. aplicacion fungicidas
1 Paysandu 0
2 Paysandu 1
3 Paysandu 2
4 Soriano 0

3.2.2 Extraccion de ADN de lotes de semilla

Para la extraccion de ADN total en semilla se testearon los dos meétodos
convencionales y un kit comercial (Plant DNAZOL, QIAGEN), descriptos
anteriormente. Ademas, se evalud ZR Plant/Seed DNA MiniPrep™.

Se tomo una muestra de 150 g de cada lote de semilla y cada uno se molié con
un molino universal (IKA M20). A partir de cada muestra molida se extrajo 0,1 g para
luego realizar las extracciones de ADN segun el método a evaluar.

Luego de la extraccion de ADN total de semilla se cuantifico el ADN obtenido
mediante espectrofotometro NanoDrop™ 2000/2000c¢ (Thermo Fisher scientific),
siguiendo las instrucciones suministradas por el proveedor. Se seleccioné la extraccion
que presentd mayor concentracion y relaciones de absorbancia 260/280 y 260/230 dentro
del rango considerados como ADN de calidad.

3.2.3 Influencia de la matriz en la cuantificacion de los lotes de semilla

Para el estudio de la influencia de la matriz se partié de la extraccion de ADN
total de una muestra de 0,1 g de semilla, la cual se someti6é a dos diluciones con una
concentracion final de 0,2 ng/ul. A las mismas se le agreg6 una solucion de ADN de Rcc
con una concentracion de 0,2 ng/ul y otra de 0,02 ng/ul (Cuadro No. 6).

Estas diluciones se corrieron junto con dos diluciones de ADN de Rcc con 0,2y
0,02 ng/ul y dos blancos de agua miliQ esteril como control negativo. De esta forma se
determind si la matriz (ADN de semilla + reactivos de la extraccién) tenia efecto en la
capacidad del método en detectar las distintas concentraciones de ADN del hongo. Este
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analisis se realizd también en el termociclador Applied Biosystems StepOne™ Real-
Time PCR.

Cuadro No. 6. Concentracion de ADN para el analisis de matriz

ADN semilla cebada (ng) | ADN Ramularia collo-cygni (ng)
0 0,02
0 0,2
0,2 0
0,2 0,02
0,2 0,2

3.2.4 Cuantificacion del nivel de Ramularia collo-cygni en los lotes de semilla

La cuantificacion del nivel de infeccion de Rcc en los distintos lotes fue
inferida a partir de la cuantificacion de ADN flngico en la semilla, asumiendo que la
concentracion de ADN de Rcc en el total de ADN extraido en la semilla se relaciona con
el nivel de infeccion de Rcc en semilla.

Para estimar la concentracién de ADN fangico se utilizo la curva estandar antes
descripta con las diluciones entre 0,4 ng/ul y 0,0256 pg/ul. Cada concentracion de ADN
de Rcc comprendida en la curva estandar, se ensayd por triplicado, mientras que las
muestras con ADN de semilla se repiten dos veces por cada muestra. Se suma a esto dos
blancos como muestras negativas, los cuales contienen agua miliQ estéril.

Las reacciones se llevaron a cabo en el equipo Applied Biosystems StepOne™
Real-Time PCR Systems, siguiendo las condiciones establecidas por Taylor et al. (2010)
y los proveedores del mismo. Las condiciones de la reaccion se detallan el en el apartado
de condiciones de amplificacién de gPCR y el programa de temperatura utilizado fue: un
arranque caliente de 10 minutos a 95 °C, seguido de 50 ciclos de 95 °C durante 20 s, 55
°C durante 20 s y 72 °C durante 20 s. Con una extension final de 1 minuto a 95 °C
(Taylor et al., 2010).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 AJUSTE DEL PROTOCOLO DE PCR EN TIEMPO REAL PARA LA
DETECCION Y CUANTIFICACION DE Ramularia collo-cygni

4.1.1 Extraccion de ADN de la cepa de Ramularia collo-cygni

En cuanto al crecimiento de la cepa de Rcc, se constato que es un hongo dificil
de cultivar, de crecimiento lento, el cual comenz6 a ser notorio luego de una semana en
luz negra (cercana a UV, Zamani-Noor, 2011). Su desarrollo fue de 1-2 cm de didmetro
en 10 dias (Figura No. 15). Esto coincide con lo mencionado por Walters et al. (2007).
La colonia presentd una coloracion amarillo blanquecino, tal como lo describieron
Salamati y Reitan (2006).

Figura No. 15. Aislados de Ramularia collo-cygni en placas de Petri en medio PDA

Con relacion a los métodos de extraccion de ADN, los kits comerciales
ofrecieron ventajas sobre los métodos convencionales, dado que facilitaron la extraccion
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del ADN en menor nimero de pasos, lo que implico una disminucion en el tiempo de
manipulacion y se minimizo el riesgo de contaminacion de las muestras durante la
extraccion y reduciendo el nimero de equipos utilizados. Por otro lado, estos Kits son de
alto costos lo que representa una desventaja.

El uso de los kits resulto en menor concentracion de ADN medida mediante
espectrofotometro, comparados con los métodos convencionales. La calidad de la
extraccion del producto obtenido con los kits (analizada mediante las relaciones de
absorbancia 260/280 y 260/230), estuvieron por fuera del rango establecido como ADN
de calidad (Cuadro No. 7).

Por el contrario, el método tradicional CTAB modificado aumenta el niUmero de
pasos del proceso, el tiempo de manipulacion y el nimero de equipos utilizados.
Ademas, utilizan sustancias toxicas de alto riesgo para la salud como fenol y cloroformo.
También se destaca que los desechos de este procedimiento son de dificil manejo, dadas
las normas de laboratorio con relacion a estos residuos.

Mientras que el protocolo adaptado de Arruabarrena et al. (2016) no utiliza
sustancias toxicas como el fenol y el cloroformo, siendo esto méas amigable con el medio
ambiente. Este representa un método sencillo, lo que se realiza en un periodo mas corto
en comparacion con CTAB modificado. Ademaés, utiliza menos reactivos, lo que hace
que la implementacion tenga un menor costo econémico.

Mediante el uso del método CTAB modificado y el protocolo adaptado de
Arruabarrena et al. (2016) se obtuvo mayor concentracion de ADN (Cuadro No. 7).
Comparando las relaciones de absorbancia 260/280 y 260/230 los valores obtenidos se
ubicaron en el rango aceptado como ADN de calidad.

De los métodos de extraccion de ADN evaluados, el método elegido para
extraccion de ADN gendémico de Rcc fue el método CTAB modificado dando los
mejores resultados en cuanto a cantidad y calidad de ADN.

Cuadro No. 7. Concentracion de ADN vy relaciones 260/280 y 260/230 segin método de
extraccion

Método de | Concentracion | Relacion | Relaciéon | Relacion  esperada
extraccion ADN (ng/ul) 260/280 | 260/230 | 260/280 - 260/230
CTAB 507 1,8 1,8 1,8 18-2,2
modificado

Arruabarrena et 403 1,8 1,8 1,8 1,8-2,2
al. (2016)

ZRFungal/Bacte 390 1,7 0,48 1,8 1,8-2,2
rial DNA

Plant DNAZOL 385 1,6 0,85 1,8 1,8-22

Cuantificada en NanoDrop™.
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Al analizar la integridad del ADN los kits comerciales no obtuvieron los
resultados deseados dada la calidad del ADN; en el gel de electroforesis del producto
obtenido mediante el protocolo adaptado de Arruabarrena et al. (2016, datos no
mostrados) se observo la integridad del ADN, al igual que con el método CTAB (Figura
No. 16), con bandas claras, definidas que indican minima o inapreciable degradacién de
ADN durante la extraccion.

En el primer carril se observa la escalera molecular (1000pb) y en los siguientes 5 carriles una banda bien
definida de ADN extraido de Rcc mediante método CTAB.

Figura No. 16. Fotografia de electroforesis en gel de agarosa al 1 % con GoodView
como indicador de tincion

Mediante PCR se logro la amplificacion de la region gendémica de interés con
los cebadores Rccl y Rcc5. Se corrobor6 el tamafio de amplicon obtenido (426 pb)
mediante electroforesis, lo que permitié confirmar que correspondia al tamafio esperado
para Rcc (Havis et al. 2006b, Zamani-Noor 2011).

4.1.2 Curvade calibracion

Cada concentracion de ADN de Rcc fue analizada por triplicado, para la
reproducibilidad de los datos del ensayo, encontrando que la variacion de los Ct de las
muestras replicadas era baja. Resultados similares fueron encontrado por Taylor et al.
(2010, Anexo No. 3). La pendiente de la curva estandar que muestra la eficiencia de la
amplificacion fue de -3,336, lo que indica que la eficiencia de amplificacion fue muy
buena (Figura No. 17 b, Applied Biosystem, 2010). Zamani-Noor, (2011) en su curva
estandar obtuvo una pendiente similar (-3,345).

El coeficiente de correlacion obtenido fue de 0,99 lo que muestra una gran
proximidad de ajuste entre la linea de regresion y los puntos Ct individuales de la
reaccion estandar. A su vez, la eficiencia de amplificacién fue muy buena, de 0,99404
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cuando se requiere que sea superior a 0,99. Zamani-Noor (2011) obtuvo resultados
similares siendo de 0,994 y 0,99 para el coeficiente de correlacion y la eficiencia de
amplificacion respectivamente. Taylor et al. (2010) calcularon una eficiencia de
amplificacion similar al valor de eficiencia de amplificacion calculado por este ensayo.

La intercepcion con el eje y (Y-inter), en este caso es de 23,192. Esos
resultados coinciden con los resultados mencionados por Taylor et al. (2010), e indican
que el ensayo cumplié con los requisitos de calidad necesarios para alcanzar
confiabilidad del resultado.
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A= Gréfica de amplificacion, muestras ensayadas por triplicado.

B= Curva estandar de calibracion de ADN de Rcc, en un rango de concentracion de 2 ng/ul a 0.128 pg/pl.
Pendiente = -3,336; Y-inter= 23,192; R? = 0,99; Eff %= 99,404. Los puntos corresponden a cada valor de
Ct para cada triplicado, los valores se muestran en Anexo No. 3.

Figura No. 17. Gréafica de amplificacion y curva estandar de ADN de Rcc
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42  VALIDACION DEL METODO

4.2.1 Extraccion de ADN de Rcc a partir de semilla

Luego de realizada la evaluacion de concentracion y calidad de ADN obtenido
de cada método se concluy6 que el protocolo adaptado de Arruabarrena et al. (2016) fue
el mejor. Este método presentd mayor concentracion de ADN total extraido de semilla,
con buena calidad e integridad (Cuadro No. 8). EI método CTAB modificado si bien
presento una alta concentracion de ADN (mayor a 800 ng/ul), y relaciones de
absorbancia similares no supero al protocolo adaptado de Arruabarrena et al. (2016). Los
kits comerciales evaluados presentaron valores inferiores a 500 ng/ul, mostraron
también una baja relacién de absorbancia 260/230 del ADN total de semilla extraido
(datos no mostrados). De acuerdo a estos resultados, se seleccioné al protocolo adaptado
de Arruabarrena et al. (2016) para las extracciones de ADN total de los lotes en estudio.

Cuadro No. 8. Concentracion de ADN total obtenido de cada lote de semilla estudiado

Muestra ADN ng/ul Relacion 260/280 | Relacion 260/230
1 1743,9 1,8 1,9
2 4038,5 1,9 1,9
3 1619,8 1,9 1,9
4 2372,5 1,8 1,9

ADN extraido mediante protocolo adaptado de Arruabarrena et al. (2016), cuantificado mediante
espectrofotometro (NanoDropTM)

4.2.2 Efecto matriz

No se observo inhibicion del gPCR por la matriz, ni interferencia en la
cuantificacion del ADN de las muestras (Figura No. 18). Esto indica que la sensibilidad
del ensayo no se vio afectada por la presencia del ADN del cultivo, el Ct obtenido fue
similar e presencia de ADN de semilla y en ausencia de la misma (Cuadro No. 8). Estos
resultados concuerdan con los obtenidos por Taylor et al. (2010), Zamani-Noor (2011),
quienes no encontraron efecto matriz.

El no presentar efecto inhibitorio es lo mismo que decir que, la fluorescencia
generada en presencia de la semilla es la misma que en presencia de agua, por lo que el
método podria ser aplicable para la cuantificacion de Rcc, generando resultados fiables
de la cuantificacion de ADN.
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Cuadro No. 9. Influencia de la matriz en gPCR: concentracion de ADN, Ct, Ct medio

ADN semilla | ADN Rcc (ng) Ct Ct medio
cebada (ng)

0 0,02 26,4 26,4

0 0,2 22,8 22,8

0,2 0 35,0 35,0

0,2 0,02 26,3 26,3

0,2 0,2 23,0 23,0

4.2.3 Cuantificacion de ADN de Rcc en lotes de semilla

Los resultados de la concentracion de ADN de Rcc obtenidos de las muestras
de los cuatro lotes de semilla analizados por gPCR se ubicaron dentro del rango de la
curva de calibracion (Figura No. 18). Estas se analizaron por duplicado para observar la
reproducibilidad de los datos, el Ct obtenido de cada muestra de los lotes presentaron
baja variacion (Anexo No.4).
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Pendiente = -3,336; Y-inter= 23,192; R2 = 0,99; Eff %= 99,404. Los puntos corresponden a cada valor de
Ct para cada triplicado. Puntos rojos= diluciones conocidas de Rcc, puntos azules= muestras de semilla,
con dos repeticiones por muestra. Los valores se muestran en Anexo No. 4.

Figura No. 18. Curva estandar de calibracién de ADN de Ramularia collo-cygni, en un
rango de concentracion de 2 ng/ul a 0,128 pg/ul y muestras de ADN de los cuatro lotes
evaluados

En cuanto a las muestras de semilla evaluadas (Cuadro No. 9) se observaron
diferencias en las concentraciones de ADN de Rcc para cada uno (medida como
concentracion ADN de Rcc en el total de ADN de la muestra).

Cuadro No. 10. Numero de aplicacion de fungicida, Ct, Ct medio y concentracién de
ADN de Rcc segun lotes

pg de ADN
Lote No. de aplic. Ct Ct medio Rcc/100ng ADN
fungicida total
1 0 31,3 31,26 18,99
2 1 31,9 31,89 12,41
3 2 34,0 34,01 2,84
4 0 33,8 33,77 3,35

En Escocia e Inglaterra se cuantificé el nivel de contaminacion de ADN de Rcc
en semilla de 28 variedades de cebada cosechadas en 2006 y 2007 (Oxley y Hauvis,
2010). Los niveles de ADN de Rcc variaron entre 0,08 a 90 pg de ADN Rcc/100ng
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ADN total los niveles de contaminacion mas altos se encontraron en las muestras
provenientes de Escocia, con un promedio de 32,68 pg de ADN Rcc/100ng ADN total,
mientras que para Inglaterra el promedio fue de 6,2 pg de ADN Rcc/100ng ADN total.

Havis et al. (2014), también analizaron muestras de semilla provenientes de
Escocia e Inglaterra en los afios 2007 a 2011, mediante gPCR, encontrando también una
gran variacion en la concentracion de ADN de Rcc. Los autores, registraron valores
medios minimos de 0,8 y valores medios maximos 25,8 pg de ADN Rcc/100ng ADN
total. Estas concentraciones son menores a los reportados por Oxley y Havis (2010),
para los mismos paises.

Comparando los valores obtenidos en este trabajo (Cuadro No. 10), en relacion
a lo reportado por Oxley y Havis (2010), Havis et al. (2014), se observa que la
contaminacion maxima de semilla de cebada en dichos paises fue superior. Sin embargo
los datos encontrados en este trabajo se aproximan més a las reportadas por Havis et al.
(2014), posicionandose entre los valores obtenidos por dichos autores.

En Escocia se realiz6 un analisis de huésped alternativos para Rcc, incluyendo
trigo (Kaczmarek et al., 2016). Los autores reportaron que Rcc presentd el mismo
comportamiento tanto en trigo como en cebada, logrando la esporulacién, por tanto
completar el ciclo de vida. Dado que esto confirma que el trigo puede ser una fuente de
inoculo potencial muy importante para Rcc, se analizaron muestras se semilla de trigo de
dos afios consecutivos (2009, 2010), donde se detectd la presencia del hongo en la
semilla. Ello podria sugerir que Rcc puede ser transmitido por semilla en trigo.

Los valores medios registrados mediante la cuantificacion de la concentracion
de ADN de Rcc en semilla de trigo, mediante gPCR estuvieron en el rango entre 0,002 y
0,68 pg de ADN Rcc/100ng ADN total y entre 0,38 y 14,32 pg de ADN Rcc/100ng
ADN total para los afios 2009 y 2010 respectivamente (Kaczmarek et al., 2016). Si bien
la concentracion de ADN para el afio 2009 fue baja comparada con los resultados en
cebada encontrados en este trabajo (Cuadro No. 10) y los reportados por Havis et al.
(2014), la concentracion de ADN para el afio 2010 si se encontraron entre los valores
reportados para cebada. Esto podria tener implicancias graves para la produccion de
trigo a nivel mundial (Kaczmarek et al., 2016), por lo que se podria utilizar esta
metodologia para el estudio adicional de Rcc en el cultivo de trigo.

Considerando los limites de concentracion de ADN de Rcc en semilla de
cebada recomendados en Europa, se podrian agrupar los lotes de semilla evaluados, de
acuerdo al nivel de contaminacion de Rcc, como de bajo o alto riesgo de desarrollo de
epifitia dependiendo del limite méximo recomendado.

Teniendo en cuenta el limite propuesto por Oxley y Havis (2010), donde los
lotes de semilla que presentan menos de 5 pg de ADN Rcc/ng de ADN total son
considerados de bajo riesgo, mientras que los lotes que superan dicho limite se
consideran de alto riesgo de generar una epifitia, los lotes 3 y 4 serian considerados de
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bajo riesgo debido a que no superan el limite establecido. Por otra parte, los lotes 1y 2
serén considerados de alto riesgo de desarrollo de epifitia.

Sin embargo, si se considera el limite maximo de concentracion ADN de Rcc
en el ADN total recomendados para semilla en Inglaterra donde el limite es de 1 pg de
ADN Rcc/ng de ADN total (Havis et al., 2015b), los lotes analizados presentan
concentracion superiores a dicho limite, el cual los caracteriza de alto riesgo para su
siembra.

Aunque estos limites son una referencia del nivel de ADN de Rcc presente en la
semilla, no significa que el tener alto nivel de ADN del hongo, va a expresar mayores
sintomas. Existen estudios realizados en dos localidades de la Republica Checa, en dos
afios consecutivos en los que se demuestra que, aunque la semilla tenga bajo nivel de
ADN de Rcc, no garantiza que el cultivo exprese menos enfermedad en comparacién
con semillas con alto nivel de ADN de Rcc, dado que la expresion de la enfermedad no
estd Unicamente relacionado al nivel de ADN del hongo en semilla (Matusinsky et al.,
2011).

Esto puede ser debido a que para el desarrollo de la enfermedad se necesita
ademas de huésped susceptible y presencia de patdgeno virulento, condiciones
ambientales propicias para el desencadenamiento de la enfermedad. (Agrios, 2011).

Estudios realizados utilizando esta metodologia basada en gPCR en planta por
Taylor et al. (2010), encontraron una relacion entre los sintomas visuales de la
enfermedad y el nivel de ADN del Rcc en la planta (R?=0,79), medido mediante gPCR.
Del mismo modo en otros estudios (Pinnschmidt y Justensen, citados por Matusinsky et
al., 2011) obtuvieron resultados similares, en los que se indica una relacién positiva y
significativa entre la evolucion de la severidad de la enfermedad y la cantidad de ADN
de Rcc determinados por qPCR.

Zamani-Noor (2011) también encontré una relacion entre el desarrollo de los
sintomas de ramulariosis y el nivel de ADN de Rcc, con una correlacion del 0,85.
Ademas, Havis et al. (2014) en ensayos de campo en los que se sembraron tres
variedades Cocktail, Decanter y Optic, encontraron una correlacion lineal entre los
sintomas visuales de la enfermedad y el nivel de ADN de Rcc, de 0,89 y 0,69 para el afio
2008 y 2009 respectivamente.

Considerando el namero de aplicacion de fungicidas de los lotes de semilla
evaluados (Cuadro No. 10), se observo una gran variacion en el nivel de contaminacién
de ADN de Rcc. Los menores niveles de ADN de Rcc obtenidos en semilla estuvieron
asociados a mayor cantidad de aplicaciones de fungicida.

El lote de semilla 1 no tuvo aplicaciones de fungicidas y fue el que presento
mayor concentracion de ADN de Rcc, mientras que el lote con menor concentracion de
ADN de Rcc fue el que provino de un cultivo con dos aplicaciones. Esto confirmaria la
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hipdtesis de que un mayor numero de aplicaciones resultaria en un menor nivel de
enfermedad en el cultivo y por lo tanto, en menor nivel de infeccion en la semilla.

Teniendo en cuenta la concentracion de ADN de Rcc de los lotes de semilla
provenientes de cultivos sin aplicacion de fungicidas se observo una gran diferencia que
se pueden adjudicar a las condiciones ambientales que se dieron en las localidades de
procedencia de las mismas. Los lotes 1 y 4 presentan concentracion de ADN de Rcc
muy distintas, el lote 1 tiene seis veces mayor concentracion de ADN de Rcc que el lote
4. Ambos lotes provienen de cultivos sin aplicacion de fungicidas, por lo cual las
diferencias podrian estar explicadas por los niveles de enfermedad durante el cultivo.

Si bien no se cuenta con informacion sobre el desarrollo de la enfermedad en
cada cultivo, al analizar las condiciones climaticas en cada localidad, se observo que la
localidad de Paysandu presentd mayor temperatura y nivel de precipitaciones que la
localidad de Soriano, lo cual probablemente favorecid el desarrollo de mayores niveles
de la enfermedad en Paysandu respecto a Soriano (Figuras No. 19, 20).
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Figura No.19. Temperatura media mensual para el afio 2016

Fuente: INIA. GRAS (2019a).
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Los valores corresponden al total acumulado durante el mes en mm, para el periodo comprendido entre
junio-noviembre del afio 2016. Extraidos de mapas de precipitacion acumulada para cada departamento,
en el cual se extrajo el valor mayor de las isolineas de precipitacion.

Figura No. 20. Lluvia acumulada para el periodo junio- noviembre del afio 2016
Fuente: adaptado de INIA. GRAS (2019b).

Esta metodologia de qPCR para la deteccion y cuantificacion de Rcc, permite
conocer la concentracion de ADN del hongo existente en las muestras de semilla a
analizar mediante interpolaciéon con la curva estdndar correspondiente (Zamani-Noor,
2011), sobre la base que un mayor nivel de infeccion en la semilla esta asociado a una
mayor biomasa del hongo en la misma y por lo tanto a mayor concentracion de ADN del
mismo. Esta metodologia, basada en esta inferencia podria representar una importante
herramienta para la toma decisiones de manejo como la aplicacién de curasemillas, o si
realizar la siembra del lote de semilla evaluado o descartar el mismo.

Ademas, este método basado en gPCR abre un abanico de investigaciones, dado
que puede ser empleado en la deteccidn y estimacién de la concentraciéon de ADN de
otros hongos patdgenos, comprobando asi la resistencia o susceptibilidad del cultivo y
monitorear el progreso de la enfermedad tanto en condiciones controladas como a
campo (Zamani-Noor, 2011).
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5. CONCLUSIONES

Los protocolos para extraccion de ADN, tanto para Rcc desde cultivo puro
como la extraccion de la semilla de cebada fueron ajustados con éxito, habiéndose
obtenido ADN con buena concentracién y calidad. Para la extraccion de ADN de Rcc se
destacO el método CTAB modificado, mientras que método de extraccion de
Arruabarrena et al. (2016) se destaco en la extraccion de ADN en semilla. El cual se
realiza en un menor periodo de tiempo y se utilizan menos reactivos. Ello implicaria que
la implementacion tenga un menor costo econémico.

A partir del protocolo de Taylor et al. (2010), se ajusté una técnica basada en
gPCR para la deteccion y cuantificacion de Rcc en semilla de cebada, sin presentar
inhibicidn por la matriz semilla.

Con este método se cuantificd la concentracion de ADN de Rcc de los lotes de
semilla de cebada evaluados, dando como resultado gran variacién entre los mismos. Sin
embargo la concentracion de ADN fue alta, comparado con el limite maximo
recomendado por Havis et al. (2015b), lo que los caracteriza como semilla de alto riesgo
de generar una epifitia.

Este método ajustado es de suma importancia ya que permitira el diagndstico
temprano de la enfermedad, dado que se puede detectar en la semilla. La metodologia
propuesta podra ser utilizada como rutina para evaluar lotes destinados a semilla, para
aplicar medidas de manejo correspondientes, contribuyendo asi al manejo de
ramulariosis en Uruguay.
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6. RESUMEN

En Uruguay el cultivo de cebada es uno de los mas importantes cultivos de invierno, en
su desarrollo es atacado por varias enfermedades, entre ellas se encuentra ramulariosis
cuyo agente causal es Ramularia collo-cygni (Rcc). En los Gltimos afios es reconocida
como una de las enfermedades méas importante a nivel nacional y mundial, dado por las
pérdidas en rendimiento, causando afecciones tanto en calidad como en cantidad de
grano cosechado. La deteccion de ramulariosis en estadios iniciales del cultivo es dificil,
dada su fase asintomética y su confusion con sintomas de otras enfermedades. La
principal fuente de inoculo de Rcc es la semilla, o que implica la necesidad de contar
con métodos precisos y confiables para su deteccidn. Debido a esta situacion el objetivo
fue ajustar un método basado en qPCR para detectar y cuantificar el nivel de infeccién
de Rcc en semilla. Para esto se cultivd una cepa de Rcc, se ajustd un método de
extraccion de ADN, se realizaron diluciones de mismo y se construy0 una curva
estandar con un rango de 2 ng/ul - 0,128 pg/ul. Para validar esta curva se evaluaron
cuatro lotes de semilla comercial, provenientes de dos localidades y con distinto nimero
de aplicaciéon de fungicidas foliares. Se ajustd la técnica y se logré establecer una
relacién entre los niveles de ADN de Rcc y el nimero de aplicaciones de fungicidas.
Esta técnica permitird evaluar lotes de semillas con cantidades desconocidas de ADN de
Rcc. Ademas, esta herramienta de diagnostico y cuantificacion sera un aporte
significativo al conocimiento del patosistema en los sistemas de produccion nacional y
para el manejo de la enfermedad en el pais.

Palabras clave: Cebada; Ramularia collo-cygni; ADN; gPCR.

48



7. SUMMARY

In Uruguay, barley is one of the most important winter crops. Many diseases may
constrain production at the commercial level. One of these diseases is Ramularia leaf
spot whose causal agent is Ramularia collo-cygni (Rcc). In recent years it is recognized
as one of the most important diseases at national and global level, due to losses in yield,
causing effects both in quality and quantity of grain harvested. The detection of
ramulariosis in the early stages of the culture is difficult, given its asymptomatic phase
and its confusion with symptoms of other diseases. The main source of inoculum of Rcc
is the seed, which implies the need for precise and reliable methods for its detection. Due
to this situation, the objective was to adjust a method based on gPCR to detect and
quantify the level of Rcc infection in seed. For this, a strain of Rcc was cultured, a DNA
extraction method was adjusted, dilutions were made and a standard curve was
constructed with a range of 2 ng / pul - 0.128 pg / ul. To validate this curve, four batches
of commercial seed were evaluated, from two locations and with different number of
foliar fungicides. The technique was adjusted and a relationship between the levels of
Rcc DNA and the number of fungicide applications was established. This technique will
allow you to evaluate batches of seeds with unknown amounts of Rcc DNA. In addition,
this diagnostic and quantification tool will be a significant contribution to the knowledge
of the patosystem in national production systems and for the management of the disease
in the country.

Keywords: Barley; Ramularia collo-cygni; DNA; qgPCR
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9. ANEXOS

Anexo No. 1. Medio PDA para Rcc

Para hacer medio PDA se utiliza Difco™ Potato Dextrose Agar, se siguen las

indicaciones de proveedor. Luego se coloca en autoclave (modelo LS-B75L-I), al

finalizar el autoclave cuando el medio presento una temperatura de 50-60 ° C, se agregd
0,5 ml. de la siguiente solucion madre usando una unidad de filtro accionada por jeringa

de 0,20 micrometros, 25 mm (es decir: Millipore PTPE 0,2 micrometros certificados por

HPLC).

Solucién madre: 3.4 g de cloranfenicol en 100 ml de calidad de HPLC de metanol
absoluto (generalmente se prepara 1,7 g / 50 ml de metanol absoluto). Esta solucion
madre puede guardarse en el congelador para su uso posterior.

Anexo No. 2. Protocolo de extraccién de ADN

Cell lysis solution.

2% SDS

2 mL (10% stock pH7,2) #

69mM citrato de sodio

1,36mL (0,5M stock) #

132mM 4cido citrico

1,32mL (1M stock) #

1ImM EDTA

20pL (0,5M stock) #

completar con agua

5,3mL de agua MQ estéril

El pH debe de quedar entre 4 y 4,5 para inactivar RNAsas y DNAsas.

Protein-DNA precipitation solution (10mL).

4M NaCl

8mL (5M stock) #

16Mm citrato de sodio

0,32mL (0,5M stock) #

32mM 4&cido citrico

0,32mL (1M stock) #

completar con agua

1,36mL agua MQ estéril

# Soluciones stock

1M &cido citrico (PM 192,124 g/mol)

29,22g en 100mL de agua

0,5M citrato de (tri) sodio (PM 294,10
g/mol)

14,7069 en 100mL de agua

5M cloruro de sodio (PM 54,44 g/mol)

29,229 en 100mL de agua

Fuente: adaptado de Arrabaruena et al. (2016).
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Anexo No. 3. Datos curva de calibracion

Ct CtSD Cuantificacion
Dilucion 2 21,9 0,0103127 2,000
Dilucion 2 21,9 0,0103127 2,000
Dilucién 2 21,9 0,0103127 2,000
Dilucién 3 24,3 0,0753946 0,400
Dilucion 3 24,5 0,0753946 0,400
Dilucion 3 24,4 0,0753946 0,400
Dilucién 4 26,9 0,1726772 0,080
Dilucion 4 26,7 0,1726772 0,080
Dilucion 4 27,0 0,1726772 0,080
Dilucién 5 29,1 0,3535345 0,016
Dilucién 5 29,8 0,3535345 0,016
Dilucién 5 29,6 0,3535345 0,016
Dilucién 6 32,5 0,0417422 0,0032
Dilucién 6 32,5 0,0417422 0,0032
Dilucion 6 32,5 0,0417422 0,0032
Dilucion 7 33,8 0,001 0,0064
Dilucién 7 33,8 0,001 0,0064
Dilucién 7 33,8 0,001 0,0064
Dilucién 8 35,0 0,4868183 0,000128
Dilucién 8 35,6 0,4868183 0,000128
Dilucién 8 35,6 0,4868183 0,000128




Anexo No. 4. Datos de validacién de curva estandar

ng/100 ng pg/100 ng
Ct CtSD Quantity | ADN total ADN total

Lotel1R1| 31,3 | 0,0170273 0,004| 0,019150242 19,150242

Lotel1R2| 31,3 | 0,0170273 0,004| 0,01883461 18,83461

Lote2R1 | 31,7 | 0,2524846 0,003| 0,01393243 13,93243

Lote2R2 | 32,1 | 0,2524846 0,002| 0,010889351| 10,889351

Lote 3R1| 34,0 | 0,0749634 0,001| 0,002951558| 2,9515577

Lote3R2 | 34,1 | 0,0749634 0,001| 0,002743313 2,7433125

Lote4R1| 33,8 0,001 0,001| 0,003358178| 3,3581784

Lote4 R2 | 33,8 0,001 0,001| 0,003358178 3,3581784




