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ASPECTOS BIOLOGICOS Y EPIDEMIOLOGICOS DE ENFERMEDADES
DEL TABACO CAUSADAS POR Rhizoctonia solani, EN EL NOROESTE
ARGENTINO

RESUMEN

Las enfermedades en tabaco (Nicotiana tabacum L.), causadas por Rhizoctonia solani
Kinh, y en importancia de prevalencia la podredumbre radicular, son las enfermedades
que causan mayores pérdidas en la produccion. Cuanto mayor es el conocimiento de
todas las caracteristicas de una epidemia, mas completa es la vision de la estructura del
comportamiento del patosistema para poder desarrollar estrategias de manejo de la
enfermedad. Por ello este trabajo de tesis se planted diferentes objetivos, determinar la
modelizacion espacial de la enfermedad en las provincias de Salta y Jujuy, obteniendo
por geoestadistica una distribucion agregada en el inicio de la epidemia y aleatoria en
con el avance temporal, ajustandose al modelo exponencial, asociado a factores de
manejo y ambientales. Asimismo se realiz6 un anélisis de las secuencias de ADNr-ITS,
morfologia y pruebas de patogenicidad que permitieron la identificacion de R. solani
AG 4 HG-I, AG 2-1 y AG 4 HG-IIl como causantes de enfermedad en tabaco en el
NOA. En los aislamientos determinados como R.solani, los marcadores ISSR
permitieron detectar gran variabilidad geneética, la cual estaria influenciada por la
existencia de diferentes factores como ser el flujo génico por dispersion de propagulos y
las practicas de manejo. Finalmente el analisis de la dinamica temporal de epidemias
permitié interpretar y entender el comportamiento de la enfermedad en diferentes
materiales genéticos de tabaco, generando una importante base de informacion para la
toma de decisiones en la generacion de una estrategia de manejo de la patologia. La
informacidn generada contribuye al conocimiento del sistema epidemioldgico y recalca
la necesidad de encarar estudios que integren a la unidad de produccién a un contexto
regional, teniendo en cuenta que el patosistema debe ser abordado como parte
reconocida de una complejidad biologica intrinseca a la sanidad.

Palabras claves. Nicotiana tabacum L., geoestadistica, ADNr-ITS, Rhizoctonia solani,
variabilidad genética, ISSR, dinamica temporal, estrategias de manejo, sistema

epidemiologico.
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EPIDEMIOLOGICAL AND BIOLOGICAL ASPECTS OF DISEASE CAUSED
BY Rhizoctonia solani, IN NORTHWESTERN ARGENTINA

ABSTRACT

Disease in tobacco (Nicotiana tabacum L.) caused by Rhizoctonia solani kinh,
prevalence and importance of root rot are diseases that causes major losses in
production. Major all that is the knowledge of all the characteristics of an epidemic,
more complete is the vision of the structure of the behavior of the patosistema to be able
to develop strategies of managing of the disease. For it this work of thesis appeared
different aims, to determine the spatial modeling of the disease in the provinces of Salta
and Jujuy, obtaining for geostatistics a distribution added in the beginning of the
epidemic and random in with the temporary advance, adjusting to the exponential model
associated with environmental and management factors. An analysis of the rDNA-ITS
sequences, morphology and pathogenicity tests that allowed the identification of R.
solani AG 4 HG-I, AG 1.2 and AG 4 HG-III caused disease in tobacco was also
performed in the NOA. In isolates determined as R.solani, the ISSR markers allowed
detecting high genetic variability, which would be influenced by the existence of
different factors such as gene flow by dispersing propagules and management practices.
Finally, the analysis of the temporal dynamics of epidemics allowed to interpret and
understand the behavior of the disease in different genetic materials of tobacco,
generating significant information base for decision making in the generation of a
management strategy of pathology. The information generated helps to know the
epidemiological system and emphasizes the need to address studies that integrate the
production unit to a regional context, taking into account the pathosystem recognized
should be addressed as part of an intrinsic biological complexity to healthcare.

Key words: Nicotiana tabacum L., geostatistics, rDNA-ITS, Rhizoctonia solani,
genetic variability, ISSR, temporal dynamics, management strategies, epidemiological

system
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CAPITULO I

Introduccion
1. El patosistema (hospedante-patdégeno-ambiente-enfermedad)
1.1. Hospedante- Cultivo de tabaco (Nicotiana tabacum L.)

El centro de origen del tabaco se sitda en la zona andina entre Peru y Ecuador.
Los primeros cultivos tuvieron lugar entre 5000 y 3000 mil afios a.C. Pertenece a la
familia Solanacea, siendo Linnaeus en 1753 el primero en describir cuatro especies de
Nicotiana (N. glutinosa, N. tabacum, N. rustica y N. paniculada). El género actualmente
incluye 76 especies, y ocupa el sexto lugar dentro de la familia (Solanum 1500-2000,
Lycianthes Hassl 250, Cestrum L. 150, Physalis L. 90 y Lycium 80, segin Hunziker,
2001). La hibridizacion anfidiploide (alotetraploide), es comdn en el género y esta
relacionada a la intervencion humana, los tabacos comerciales son hibridos anfidiploide
(Goodspeed, 1954; Knapp et al., 2004).

El tabaco (Figura 1.1) usado por los mayas para celebraciones rituales
religiosas, fue conocido por los occidentales en 1492, cuando el descubrimiento de
América, siendo su consumo ya extendido por todo el continente. Ademas de fumar, se
aspiraba por la nariz, se masticaba, se comia, se bebia, se untaba sobre el cuerpo, se
esparcia en campos antes de sembrar y se ofrecia a los dioses (Rodriguez Faraldo y
Orestes Zilocchi, 2012).

Figura 1.1. Plantacion de tabaco Tipo Virginia

1.1.1. Importancia del cultivo de tabaco en el mundo y en Argentina
Dentro de la actividad agraria, el cultivo de tabaco (Nicotiana tabacum L.) tiene
una produccion mundial del orden de los 5.78 millones de toneladas, siendo China el
principal productor con mas del 38.5%, le siguen en importancia India (10,3%), Brasil
(8,9%), EE.UU. (6,3%), Indonesia (2,5%) y Turquia (2,4%). De este total, el 75,9%
corresponde a la produccién de tabaco tipo Virginia, el 16,4% a Burley y 7,7% a
Oriental. Argentina participa con el 3% de la produccion mundial y representa el 4% del
comercio internacional. Las areas productoras en Argentina se ubican en dos regiones,
3



en el noroeste -NOA- (Jujuy, Salta, Tucuman y Catamarca), y en el noreste -NEA-
(Misiones, Corrientes y Chaco). Las caracteristicas productivas, sobre todo en lo que
hace a la variedad de tabaco cultivado, son bien diferenciadas en ambas regiones. En el
NOA se asienta fundamentalmente la produccion de tabaco tipo Virginia con el 67% del
total, participando Salta con el 33,1% Yy Jujuy con el 33,9%. EI tipo Burley se produce
en el NEA, especificamente en Misiones con el 26,6%, mientras en Tucuméan y
Catamarca se cultiva aproximadamente el 6,4%. Ademas, en Salta también se produce
la totalidad de la produccién del Criollo Saltefio (MAGYP, 2014) (Figura 1.2).

PROVINCIAS TABACALERAS

] Y TIPOS DE TABACO

;” I ‘ Salta - Jujuy

B Tabaco VIRGINIA

54 [ | Tucuman - Catamarca - Misiones
= Tabaco BURLEY

; Z Chaco - Corrientes

4 i Tabaco CRIOLLO

Figura 1.2. Provincias tabacaleras y tipos de tabaco en Argentina.

La superficie total cultivada con tabaco en el pais fue de 69.089 en el 2012/13
has. Salta y Jujuy disponen de aproximadamente 36.515 has, casi la totalidad bajo riego,
lo que contribuye a asegurar la produccion. La produccion total de tabaco en Argentina
fue de 112.000 toneladas, se destinaron a exportacion 103.000, de las cuales 76.000
correspondieron al Tipo Virginia. De estas cifras mas del 99,59% correspondi6 a las
provincias de Salta y Jujuy, con un rendimiento promedio de 2400 kg/ha. (MAGYP,
2014).

El cultivo del tabaco en Salta se inicié masivamente en la década del “30 y en los
afios “40 lleg6 a participar con el 81% de la produccién nacional, pasando al 65,3% en
la segunda mitad de los “50, para alcanzar en la actualidad el 47,5% de la produccion
nacional de tabaco y convertirse en la segunda productora a nivel nacional y la segunda
de la region del NOA (MAGYP, 2014).

En promedio este cultivo requiere de unos 130 jornales por hectarea a razon de
$56/jornal, de ahi la enorme implicancia social que esta actividad presenta en las zonas
donde se desarrolla. Ningun otro cultivo de intensivo empleo del factor mano de obra,
se alcanza este nivel de demanda. Asi por ejemplo, el algodon demanda 28 jorn/ha; vid
85 jorn/ha y cafia de azucar 65 jorn/ha (Toncovich y Piccolo 2008, Piccolo, 2004). De
lo antedicho se deduce que el tabaco tiene una apreciable participacion en la economia
regional, tanto desde el punto de vista de la produccion y exportaciones provinciales,
como por su relevancia en la generacion de empleo.



1.1.2. Produccion de tabaco

El tabaco se cultiva como una planta anual en todas las regiones productoras del
mundo, pero es potencialmente perenne. Usualmente las semillas de 0,5 mm de
didmetro provenientes de Brasil o de EE.UU. son sembradas bajo dos sistemas de
alméacigo (convencional y flotante), para luego ser transplantadas a campo. Las semillas
se siembran en junio-julio-agosto en suelo bajo microtineles para proteger de
condiciones climaticas adversas (convencional) y/o en bandejas de tergopol, con
sustratos comerciales a base de turba-perlita, éstas luego de la siembra son colocadas en
cajones con solucién nutritiva en invernadero (flotante). Las semillas demoran entre 7 -
20 dias en germinar; luego las plantas crecen en el alméacigo entre 40 a 60 dias y desde
que tienen entre 15 a 22 cm de longitud se desmochan nueve veces con el objeto de
rustificar y uniformizar los plantines para un mejor comportamiento a campo.
Posteriormente se transplantan a campo, donde los plantines crecen y elongan
rapidamente durante 60 dias, la floracion se inicia a los 70 dias aproximadamente y
cuando el 35-40% de la plantacién esta en estado de boton floral se realiza el desflore.
Posteriormente se aplica el inhibidor de brotes, ya que luego del desflore la planta
reacciona emitiéndolos. Esta tarea es muy importante ya que se pierde de 25-30 kg/ha
(Fernandez de Ullivarri, 1990).

Entre los 90 y 100 dias de ciclo se inicia la cosecha de hojas bajeras, cuando las
mismas estan fisiolégicamente maduras. Normalmente se hacen seis cortes por hectarea
y se sacan entre 2 a 3 hojas por vez. Las hojas se retiran del cerco utilizando bolsas de
arpillera para hacer atados y se los carga al final del surco en un acoplado. Luego las
hojas se llevan hacia las estufas (convencionales o bul curing) para proceder a su
curado, durando aproximadamente 7 dias, de acuerdo a la madurez y humedad de las
hojas cosechadas. Seguidamente se las clasifica por clase, color y posicion. Finalmente
se procede al enfardado, en bultos de 50 kg (0,35 m de ancho, 0,45 m de alto y 0,90 m
de largo). Estos se acondicionan con aislantes como carton para evitar el contacto
directo con la humedad del piso hasta ser comercializado (Fernandez de Ullivarri,
1990).

1.1.3. Importancia de las enfermedades en tabaco

Al estudiar el proceso de desencadenamiento de una enfermedad en el vegetal,
hay que considerar tres elementos: planta u hospedante, patdégeno (hongo, bacterias o
virus) y el ambiente; trio inseparable que nunca debe dejarse de lado, pues si bien el
patdgeno tiene importancia, no podré actuar en un hospedante inmune o en condiciones
medioambientales desfavorables (Figura 1.3). EI hombre tiene un papel importante en el
agroecosistema, interviniendo por medio de las préacticas culturales, y tratamientos
fitosanitarios, modificando de esta manera el ambiente a través del tiempo.

Ambiente

.........................

Hombre

Hospedante Patégeno

Figura 1.3. Tridngulo de la enfermedad



La importancia de las enfermedades en el cultivo de tabaco ha aumentado en los
ultimos afios, ocasionando dafios anuales del 20%. Esto se atribuye principalmente al
empleo de sistemas de labranza de tipo convencional que ha llevado a procesos de
erosion hidrica y edlica, con el consiguiente deterioro de la estructura del suelo, la
intensificacion de la oxidacion de la materia organica y la alteracion de la rizésfera que
es considerada una zona de amortiguamiento donde la microbiota existente protege a la
planta del ataque de patdgenos (Krupa y Dommergues, 1981).

El tabaco por su sistema de cultivo de almécigo-plantacién, presenta durante su
ciclo vegetativo diferentes problemas sanitarios causados por hongos, bacterias y virus.
En la etapa de almécigo las enfermedades més frecuentes en la provincia de Salta y
Jujuy son: mal de los alméacigos o tizén de plantulas [Rhizoctonia solani Kiihn, Pythium
ultimum Trow, Pythium aphanidermatum (Edson) Fitzp.] y moho azul (Peronospora
tabacina D.B.Adam). En la etapa de plantacion se presentan en hoja: mancha castafia
[Alternaria alternata (Fr.:Fr.) Keissl], viruela u ojo de rana (Cercospora nicotianae
Ellis & Everh), mancha rasgada (Ascochyta nicotianae Pass.), mancha por Phyllosticta
(Phyllosticta nicotiana Ellis & Everh), mosaico del tabaco Tobacco Mosaic Virus
(TMV), polvillo Potato Virus Y (PVY) y corcovo Groundnut Ring Spot Virus (GRSV).
En raices y tallo las enfermedades mas comunes son: podredumbre del tallo (Pythium
spp), canilla negra o Black Shank (Phytophtora nicotianae Breda de Haan),
marchitamiento por Fusarium [Fusarium oxisporum Schlectend. ex Fr. f.sp. nicotianae
(J. Johnson) W.C.Snyder & H.N.Hans.], marchitamiento bacteriano (Ralstonia
solanacearum (Smith) Yabuuchi et al.) y podredumbre radicular (Rhizoctonia solani).
La importancia econdémica de cada enfermedad varia de afio a afio y de una regién a
otra, dependiendo de las condiciones climéticas de cada campafia. Como se menciono,
en la provincia de Salta se observd un marcado incremento de las mismas, en especial
de la podredumbre radicular (Mercado Céardenas et al., 2009).

1.1.4 Enfermedades causadas por Rhizoctonia

A nivel mundial la podredumbre radiculsr o Sore Shin no es una de las
principales enfermedades que prevalece en la etapa de plantacién y los dafios
econdmicos no superan el 5% (Lucas, 1975; Gonzalez et al., 2011). Diferente es el caso
del tizon de plantulas o damping off y de la mancha foliar por Rhizoctonia (Figura 1.4).
Esta Gltima no ocurre en las distintas areas del mundo, ya que es una enfermedad
altamente dependiente de condiciones ambientales de elevada pluviometria y humedad
relativa; sin embargo la primera provoca dafios econémicos mundiales del 15%
(Nicoletti et al., 1999). EI mismo fue determinado por primera vez en el afio 1904 en
almacigos de tabaco en U.S.A por Selby (Lucas, 1975).

Esta patologia en el estadio de plantin, se caracteriza por presentar cancros en el
cuello de la planta y si las condiciones son favorables estas lesiones se expanden,
originando una constriccion en el cuello que termina en quiebre y caida de la planta
(Figura 1.5). En plantacion, se observa una coloracion marrdn oscura en el tallo cerca de
la linea del suelo, permaneciendo las raices sin sintoma alguno o manifestando
crecimiento unilateral, caracteristico del Sore Shin (Figura 1.6). Este sintoma puede
tomar hasta las hojas inferiores y podrirse la base de las mismas con su consiguiente
caida. Si se realiza un corte longitudinal de la lesion del tallo, se visualiza la médula
tabicada, seca y de color marrén, mostrando muchas veces el micelio del hongo.



Correspondiéndose en la parte aérea las hojas se tornan amarrillas y se marchitan en
etapas tardias de la enfermedad (Figura 1.6).

Figura 1.4. ay b) Haz y envés de hoja de tabaco de almacigo convencional
con sintoma de tizén de plantas o mancha foliar por Rhizoctonia

Figura 1.5. a) Sintoma de tizon de plantulas en almacigo flotante; b) sintoma de tizén de
plantulas en almacigo; c) detalle de sintoma inicial en plantin; d) detalle de necrosis y
constriccion en cuello de plantin; ) detalle en lupa de micelio en cuello.
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Figura 1.6. a) A la izquierda planta enferma por Shore Shin y a la derecha planta sanab)
crecimiento unilateral, c) sintomas de marchitamiento foliar, amarillamiento y necrosis, d)
necrosis en cuello y raiz principal, e) tabicamiento y oscurecimiento en haces vasculares del
cuello y tallo.



1.1.4.1- Taxonomia del patégeno

A finales del siglo XIII, los micélogos europeos descubrieron un hongo parasito
del azafran, Crocus sativus L., que Ilamaba la atencion por la presencia de esclerocios
tipicos de este hongo como una forma estéril y lo clasificaron en el género Sclerotium.
De Candolle, en 1815, cre6 el género Rhizoctonia, designando como Rhizoctonia
crocorum (Pers.) DC. a la especie parasita del azafran y asignando a las especies afines
sobre alfalfa y manzano los nombres de R. medicaginis DC. y R. mali DC.,
respectivamente. Los Tulasne publicaron en 1862, el primer estudio morfologico
extenso sobre este género, y consideraron que las formas parasitas del azafran y alfalfa
pertenecian a la misma especie, adquiriendo la enfermedad el nombre del “Mal vinoso”
(Walker, 1973). En 1958, Kinh publica sobre una enfermedad producida por
Rhizoctonia en papa, considerando a la misma diferente al Mal vinoso, describiendo
finalmente al hongo causante de ella como Rhizoctonia solani Kiinh (Sneh et al., 1991).

La sistemética del complejo Rhizoctonia ha sido estudiada por varios autores,
quienes dividen las especies con anamorfos similares a Rhizoctonia en al menos siete
géneros. Esta division se basa en la estructura del aparato septal y el estadio
teleomorfico (Gonzalez Garcia, 2008) (Figura 1.7).
Los teleomorfos mas estudiados desde el punto de vista fitopatoldgico son
Thanatephorus, Waitea y Ceratobasidium y pertenecen a la subdivision Basidiomycota,
clase Hymenomycetes. Los anamorfos de estos géneros se han identificado y clasificado
tradicionalmente sobre la base del numero de nucleos por célula (Sneh et al., 1991). Es
asi que los dos primeros generos son multinucleados y el ultimo binucleado.

En tabaco se ha detectado hasta la actualidad a Thanatephorus y Ceratobasidium
como dos géneros teleomorfos fitopatogenos (Lucas 1975; Shew y Melton, 1995;
Nicoletti et al., 1999; Garcia et al., 2009; Gurkanlic y Ozkoc, 2011)



Complejo

Rhizoctonia

Septo simple Septo doliporo

gescilfeciol Thanatophytium Con parentosoma perforado Sin parentosoma perforado

Incluye especies con estadios teleomdrficos

imilares a los producidos por miembros del
orden Pezizales Teleomorfo (Helicobasidium)

Incluye estados anamorfos del

Epulorhiza
Ceratorhiza P

Incluye estados anamorfos
Incluye estados del

anamorfos del
Teleomorfo (Tulasnella)
Teleomorfo

(Ceratobasidium)

Opadorhiza

Incluye estados anamorfos del

Chryzorhiza

= Incluye estados anamorfos del Teleomorfo (Sebacina)

Teleomorfo (Waitea)

Moniliopsis

Incluye estados anamorfos
del

Teleomorfo (Thanatephorus)

Figura 1.7. Sistematica del complejo Rhizoctonia
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1.1.4.1.1. Grupos de anastomosis

La reaccion de anastomosis hifal es una expresion de la incompatibilidad o
compatibilidad somatica (Anderson, 1982). Un grupo de anastomosis (AG) esta
formado por aislados genéticamente relacionados, segin su habilidad para
anastomosarse entre ellos. Es asi que este concepto se utiliza como criterio de
clasificacion taxonémico tanto para especies multinucleadas, como para las binucleadas
(Carling, 1996). Para las especies multinucleadas se describieron 13 AG, que incluyen
13 grupos diferentes (AG 1 a AG 13), siendo estos capaces de anastomosarse entre
miembros de un mismo grupo. Asimismo algunos aislados de R. solani han sido
divididos en subgrupos de anastomosis (AG 1, AG 2, AG 4, AG 6 y AG 9) basados en
diferentes criterios, como caracteres morfologicos, bioquimicos y moleculares (Laroche
et al., 1992; Johnk y Jones, 1993; Liu et al., 1993; Liu y Sinclair, 1993; Gonzalez
Garcia, 2008, Sharon et al., 2008) (Tabla 1.1).

En tabaco los grupos de anastomosis AG 1, AG 2-2, AG 4 y AG 5 causan tizon
de plantulas y podredumbre radicular o Sore shin (Nicoletti et al., 1995; Gutierrez et al.,
1997). Mientras que AG 3 produce la mancha foliar o target spot (Shew y Main, 1985;
Shew y Melton, 1995; Zhao et al., 2013).

Tabla 1.1. Grupos y subgrupos de Rhizoctonia solani, principales cultivos que ataca
segn Gonzalez Garcia (2008).

AG1 1A Arroz, maiz, sorgo, soja, poroto, césped.
AG1 IB Poroto, arroz, soja, leguminosas, lechuga, col, hortensia.
AG1 IC Zanahoria, soja, pino, lino.
AG 2 1 Cruciferas, frutilla, tulipan.
AG 2 2-111B Arroz, jengibre, césped, maiz, remolacha.
AG 2 2-1V Remolacha, césped.
AG 3 - Papa, tabaco, tomate, berenjena.
AG 4 HG-I Tomate, papa, soja, cebolla, algoddn, pino, arveja.
HG-II
HG-111
AG5 - Papa, césped, poroto, soja.
AG 6 HG-I No patogénico.
AG 7 - Soja
AG 8 - Poaceae
AG 9 TP Cruciferas, papa.
X
AG 10 - No patogénico.
AG 11 - Trigo.
AG 12 - Coliflor, rabano.
AG 13 - No patogénico.

En el caso de los grupos de anastomosis en taxones binucleados, existen dos
escuelas dedicadas a su estudio. Los autores japoneses han descripto 23 AG (AG-A a
AG-U) (Ogoshi et al., 1983; Hyakumachi et al., 2005; Kuramae et al., 2007), y los
autores de EE.UU. ubicaron sus aislados en siete grupos (CAG-1 a CAG-7) (Burpee et
al., 1980) (Tabla 1.2).
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En tabaco los grupos de anastomosis AG-A, AG-F, AG-G, AG-P y AG-R se
encontraron causando tizon de plantulas en plantines de tabaco y podredumbre radicular
en plantacion (Masuka, 1998; Garcia et al., 2009; Gurkanlic y Ozkoc, 2011). Cabe
recalcar que estos aislados se mostraron poco virulentos.

Tabla 1.2. Grupos de taxones binucleados de acuerdo a la nomenclatura japonesa y
americana y cultivos que atacan (Modificado de Gonzalez Garcia. 2008).

AG-A CAG2 Fresa, remolacha azucarera, poroto, tomate, meldn,
espinaca, pepino, lechuga, tabaco (Gurkanlic y
Ozkoc, 2011).

AG-Ba - Arroz, maiz.
AG-Bb - Arroz, maiz.
AG-B(0) - Arroz.
AG-C - Poco patogénico (remolacha azucarera, cebolla,
papa, algoddn, poroto, soja).
AG-D CAGl1 Césped, cereales, remolacha azucarera, cebolla,
papa, algoddn, poroto, soja.
AG-E CAG3 Poroto, rdbano, cebolla, remolacha azucarera,
CAG6 lechuga, tomate.
AG-F CAG4 Poroto, rdbano, cebolla, lechuga, tomate, tabaco
(Gurkanlic y Ozkoc, 2011).
AG-H - -
AG-I - Frutilla, cafia de azUcar.
AG-J - -
AG-K - -
AG-L - -
AG-M - -
AG-N - -
AG-O - -
AG-P - Té.
AG-Q - Césped.
AG-R CAG5 Poroto, papa, rabano, lechuga, tabaco (Garcia et
al., 2009).
AG-S CAG7 Azalea.
AG-T - Rosa, azalea.
AG-U - Rosa, azalea

1.1.4.2- Caracteristicas morfoldgicas del patdgeno

Rhizoctoni solani, presenta un micelio septado caracteristico, hifa hialina cuando
es joven, tornandose marron oscura en estadios adultos, siendo este de rapido
crecimiento. Exhibe ramificaciones, las recientes se presentan inclinadas a 45° con
respecto a la hifa madre y a 90° en edad avanzada. Ademas, posee tabiques cercanos a la
ramificacion, con una constriccion especial del género. Las hifas vegetativas jovenes
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presentan células multinucleadas y un prominente poro septal. Usualmente estas forman
celulas monilioides, las cuales son el inicio de la constitucion de cuerpos de resistencia
0 microesclerocios de 6 mm de diametro (Lucas, 1975) (Figura 1.8).

-

"t » - Ay
Figura 1.8. a) aislamiento de Rhizoctonia en agar papa glucosado, b) vista de micelio
en microscopio 6ptico, c¢) vista de micelio en microscopio electrénico, d) vista de
células monilioides en microscopio éptico, e) agregados de microesclerocios en tapa de
placa de Petri con agar papa glucosado, f) vista de microesclerocio en microscopio
optico.

1.1.4.3- Rango de hospedantes del patégeno

Rhizoctonia solani Kihn, estado anamorfo de Thanatephorus cucumeris
(A.B.Frank) Donk, es un habitante natural de suelo con un amplio rango de
hospedantes, afecta a 230 especies en 66 familias (Braun, 1930; Gonzalez Garcia,
2008), caracteristicas que lo convierten en un enemigo peligroso y dificil de controlar.
Ademas es un hongo necrotréfico con habilidad de competencia saprofitica por lo cual
puede, en ausencia de antagonistas, permanecer indefinidamente en el suelo ya sea
como hifa colonizando materia organica o a través de microesclerocios. Este patdgeno
es altamente destructivo dada su distribucién en cultivos y forestales de todo el mundo
(Baker, 1971).

1.1.4.4- Ciclo de la enfermedad y epidemiologia

Segin McNew (1960) pertenece al Grupo Il de enfermedades radiculares.
Ademas es una patologia monociclica, dado que el nuevo in6culo no produce
infecciones durante el desarrollo del cultivo, sino que lo hara en el cultivo siguiente
(March et al., 2010). Los primeros sintomas son areas necréticas o podredumbre del
cuello de las plantulas que provoca el estrangulamiento y consecuentemente el
marchitamiento de la parte aérea de la planta. Luego del transplante se observa igual
sintoma, una coloracion marrén oscura en la zona del cuello que puede extenderse
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varios centimetros. Esta sintomatologia puede ser confundida con la canilla negra, sin
embargo en la médula oscurecida se logra visualizar el micelio caracteristico.

Rhizoctonia solani es un fitopatdgeno con requerimientos nutritivos simples y
con una tasa alta de crecimiento micelial. La temperatura Optima para germinacion y
crecimiento del hongo es de 24-28°C, puede crecer rapidamente entre los 20-30°C.
Humedad de suelo del 65% y areas poco drenadas favorecen el desarrollo de la
enfermedad. EI pH no es un factor limitante para el desarrollo de la misma, sin embargo
se han reportado cepas cuyo crecimiento se ve limitado entre valores de 2.4 y 3.8 (Shew
y Lucas, 1991).

El crecimiento de R. solani es estimulado por los exudados producidos durante
la germinacién y por el activo crecimiento radicular. Puede penetrar directamente o
formar cojinetes de infeccion sobre las raices en las cuales causa decoloracion y
también mediante invasion directa a través de heridas. Aunque falta informacion sobre
este proceso en tabaco, en algunos hospedantes como tomate, poroto y rébano la
agregacion de hifas forma el cojinete de infeccién con maltiples apresorios y clavijas de
infeccion que penetran simultdneamente la cuticula y células epidérmicas. Las clavijas
de infeccion se inducen como resultado del contacto y/o estimulacion quimica, resulta
probable que la penetracion ocurra por una combinacion tanto de mecanismos de
presion como de destruccién enzimatica de los constituyentes del hospedante. La
colonizacion ocurre intercelularmente o a través de la pared epidérmica hacia el lumen
celular (Dodman et al., 1968.; Partemer, 1970). Las hifas invaden la corteza
intracelularmente, aunque es mas frecuente el avance intercelular a través de la laminilla
media y los espacios intercelulares. Las hifas avanzan rapidamente ramificandose por el
tejido del hospedante causando una necrosis como respuesta a las toxinas y enzimas
generadas por el hongo. Si bien el sistema radicular no se deteriora, es menos extenso
que el de una planta sana. Una vez muerta la planta el hongo persiste como micelio en
restos del cultivo, en la materia organica como saprofito y a través de los esclerocios.
Posteriormente si se dan las condiciones predisponentes, se reinicia el ciclo (Partemer,
1970). (Figura 1.9).

Almacigos: tizén
plantulas v mancha foliar

)

Micelio o esclerocios

tizén de plantulas

Podredumbreradicular /

Figura 1.9. Ciclo epidemiolégico de Rhizoctonia solani en cultivo de tabaco Tipo Virginia
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1.1.4.5- Manejo de la enfermedad

Las enfermedades causadas por patdgenos radiculares no son eficientemente
controladas por productos quimicos, los cuales muchas veces sin una correcta aplicacion
suelen llevar a riesgos ecoldgicos. Esto nos lleva a combinar varios métodos de control
con el objeto de reducir la intensidad de la patologia, alcanzando el maximo de
productividad sin repercutir negativamente en el ambiente, logrando una actividad
aceptable por la sociedad y economicamente viable (March et al., 2010).

Rhizoctonia solani es un fitopatdgeno habitante del suelo. Esto nos lleva a tener
en cuenta la complejidad de factores involucrados en la interaccion hospedante-
patégeno-ambiente para el manejo de la enfermedad (Figura 1.10).

Hospedante

Patégeno

' ,” ~ \':‘~,

Microbiota
Exudados
Fauna

Fisicoquimico
Figura 1.10. Interaccién de componentes que afectan el crecimiento y sanidad de la
planta involucrando al pat6geno en la raiz (adaptado de Michereff et al., 2005).

Diversos métodos de manejo son empleados para el control de esta patologia en
el mundo.

1.1.4.5.1- Manejo cultural

Consiste en la manipulacion de las condiciones del cultivo durante su
crecimiento y desarrollo en detrimento del patdgeno, siendo su principal objetivo la
prevencion de la epidemia y como objetivo primario reducir el contacto entre
hospedante susceptible e inoculo viable, de manera de reducir la tasa de infeccién y el
progreso de la enfermedad (Reis et al., 2005).

Un concepto de importancia dentro de este tipo de manejo, es el de los suelos
supresivos. Este fue definido por Baker y Cook (1982), como aquel en donde el
patdgeno no puede establecerse; o el patdgeno se establece y no tiene el potencial de
causar enfermedad; o se establece, causa enfermedad inicialmente y finalmente
disminuye su intensidad. Es decir que es un suelo capaz de suprimir el crecimiento,
multiplicacion o parasitismo de los microorganismos infectantes de raices. Basicamente
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esto se puede lograr en la produccidn agricola, por medio de dos préacticas culturales: la
rotacion y la aplicacion de enmiendas organicas. Ambas mejoran la calidad de materia
organica, caracteristicas fisicas y quimicas del suelo, e indirectamente la cantidad de
microorganismos deseables en detrimento de los patogenos, todas ellas actuando en
favor del crecimiento y desarrollo del hospedante (Reis et al., 2005).

Yulianti y Hidayah (2011), estudiaron el efecto de la adicion de cuatro fuentes de
materia organica sobre el control del tallo hueco (Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum) en tabaco, encontrando que los cuatro tratamientos aumentaron la
poblacién microbiana de hongos, bacterias y actinomycetes y disminuyeron la severidad
de la enfermedad. Ghini y Morandi (2006) evaluaron los factores bidticos y abioticos
asociados a suelos supresivos a R. solani, en 59 muestras de suelo bajo diferentes
manejos, ellos obtuvieron correlacion de suelo supresivo con varias variables abidticas
(P, K, Ca, Mg, Na, Cu, CEC y S) y una biotica (hidrolisis de la fluoresceina diacetato-
FDA).

Asi mismo, una adecuada disponibilidad de nutrientes para el hospedante, juega
un rol importante en el manejo de enfermedades, dado que puede otorgar una tolerancia
a la enfermedad o directamente influir negativamente sobre el patdgeno. Sumith y
Bandara (2002), probaron el efecto de cuatro niveles de potasio sobre la severidad de R.
solani, P. ultimun y F. solani f. sp. Nicotianae en el cultivo de tabaco; obteniendo que
con un nivel del 10% superior a la base utilizada normalmente las enfermedades
disminuian en un rango de 15 a 29%.

1.1.4.5.2- Manejo bioldgico

Este tipo de manejo incluye en la interacciéon planta-patdgeno-ambiente, a los
microorganismos no patdgenos o antagonistas que se encuentran en el sitio de infeccion
y que presentan potencial para limitar la actividad del patégeno o aumentar la
resistencia al hospedante (Cook y Baker, 1983).

Entre los antagonistas mas empleados para el control de R. solani, se encuentra
Trichoderma harzianum. Stefanova et al. (2004), estudiaron el efecto de control de T.
harzianum sobre R. solani y Phytophthora nicotianae en alméacigo de tabaco,
detectando una disminucién entre 30 y 60% de incidencia. Cole y Zvenyika (1988),
evaluaron la aplicacién de T. harzianum con triadimenol para el control de R. solani y
F. solani en tabaco, encontrando que la aplicacion conjunta no solo favorece al control
de estas patologias, sino que aumenta el rendimiento del cultivo. Gveroska y Ziberoski
(2011), investigaron el efecto de la aplicacién de T. harzianum y el fungicida Top M
sobre el control de R. solani en tabaco, encontrando que la aplicacion de T. harzianum
después de la aplicacion del fungicida resulta méas exitosa que la aplicacion del
fungicida solo.

1.1.4.5.3- Manejo quimico
Es una de las medidas mas aplicadas en la agricultura por su eficiencia y
economia que garantiza altos rendimientos y calidad en la produccion (Kimati, 1995).
Su exito depende como los demas manejos del conocimiento del patosistema, pero
ademas de la responsabilidad del usuario al respetar marbete del producto y
recomendaciones técnicas dentro de un manejo integrado de enfermedades que nos
conduce a la sustentabilidad del sistema.
Cole y Zvenyika (1987), estudiaron el efecto de aplicaciones de triadimenol en
residuos de suelos a través de la técnica de empapado, sobre el crecimiento y control de
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R. solani y F. solani en alméacigo de tabaco, determinando que los plantines a trasplantar
presentaban mayor crecimiento y menor infeccién de los patdgenos con respecto al
testigo. Ademas observaron una proteccion durante las cuatro primeras semanas
después del transplante. Kucharek et al. (1992) demostraron la supresion de R. solani en
la mancha foliar y podredumbre radicular con iprodione en Florida. Csinos y
Stephenson (1999), evaluaron la eficacia de los productos quimicos fluazinam,
tebuconazole, iprodione, flutolanil, clorpirifos, mancozeb, pentaclorodinitrobenceno,
triflumizole y carboxin sobre aislados de R. solani AG 3 causando mancha foliar y
aislados de R. solani causando podredumbre radicular, sefialando que el producto
iprodione redujo la incidencia y severidad de la mancha foliar y podredumbre radicular,
mientras que flutolanil, fluazinam y tebuconazole redujeron la incidencia de la
podredumbre radicular. LaMondia (2012), evalud la eficacia en invernéculo e in vitro de
azoxystrobina sobre R. solani causante de la podredumbre radicular, encontrando que el
producto mostro un incremento en el peso radicular y una reduccion en la tasa de
enfermedad con respecto al testigo. En el caso del ensayo in vitro no demostrd tanta
efectividad, obteniendo un 30% de inhibicion para 1.000 mg/ml principio activo.

1.1.4.5.4- Manejo genético

La resistencia genética en el manejo de enfermedades representa uno de los
avances tecnologicos mas importantes en la agricultura. Teniendo en cuenta que la
sociedad solicita una reduccion del uso de productos fitosanitarios inclinAndose por
métodos que conduzcan a una agricultura sustentable, este manejo se muestra como uno
de los mas deseables de alcanzar (Reis et al., 2002).

Gil et al. (1992), evaluaron doce variedades de tabaco Tipo Virginia, midiendo
las principales caracteristicas morfoldgicas requeridas por el mercado y la resistencia a
las principales enfermedades en Cuba, encontranto dos variedades resistentes a canilla
negra. Pefialver Martinez y Gonzélez Guardiola (2001), caracterizaron
morfolégicamente dos aislados de R. solani y evaluaron el comportamiento de nueve
variedades y lineas de tabaco en invernaculo. Destacaron tres lineas y una variedad
comercial cuando se inocul6 en la primera semana después del trasplante. Diaz et al.
(2011), obtuvieron por cruzamiento tres lineas que presentaban resistencia a
enfermedades (P. tabacina, P. nicotianae y a los nematodos del tipo Meloidogyine
Incdgnita) y alto rendimiento.

1.1.4.6- Consideraciones finales

Cuanto mayor es el conocimiento de todas las caracteristicas de una epidemia,
mas completa es la vision de la estructura del comportamiento del patosistema. Asi, de
acuerdo con Jiménez Diaz et al. (2004), la informacidn obtenida de los datos lleva a la
comprension de la dindmica poblacional del patégeno, el comportamiento varietal
diferencial, el efecto de diferentes sistemas de cultivo, la relacion entre las condiciones
ambientales y la dispersion, la poblacion de patégenos y la variacion de caracteristicas
fisico-quimica del suelo y los centros de origen del patdgeno; lo que finalmente
posibilita la implementacion de estrategias de manejo tendientes a disminuir su
incidencia y consecuentemente las pérdidas.

En Argentina no existen trabajos que correlacionen el monitoreo de
enfermedades con la evolucion epidemioldgica y el dafio de la enfermedad en tabaco.
Como tampoco hay informacion referida a la variabilidad genética del patogeno,
analisis del comportamiento de variedades y las condiciones ambientales con el grado
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de intensidad de ataque de la enfermedad. Estudios que relacionen estos aspectos
contribuirian a generar estrategias de manejo mas eficientes, ademéas de originar un
conocimiento objetivo de los dafios producidos por el patégeno (Krupa y Dommergues,
1981; Reis et al., 2002, Reis et al., 2009; March et al. 2010).

La problematica presentada y la falta de informacién sobre el tema hacen necesario el
estudio del patdgeno y las formas de infeccion para poder sugerir sistemas integrados de
manejo para el control de la podredumbre radicular en tabaco. Teniendo en cuenta la
falta de estudios mencionados, se consideran las siguientes hipotesis de trabajo, con sus
respectivos objetivos.

1.2 Hipdtesis de trabajo

-La distribucion espacial de la podredumbre radicular por Rhizoctonia spp. en las
provincias de Salta y Jujuy presentan variacion segin manejo y variables
meteoroldgicas.

-En la region del NOA existen diferentes grupos de anastomosis de Rhizoctonia spp en
tabaco que pueden ser identificados mediante caracteres morfolégicos y moleculares
que no fueron reportados en otras partes del mundo.

-Las variedades de tabaco utilizadas en la region NOA presentan susceptibilidad
diferencial frente a la podredumbre radicular por Rhizoctonia.

1.3 Objetivos

-Examinar la distribucion espacial de la podredumbre radicular por Rhizoctonia en las
provincias de Salta y Jujuy.

-Analizar la variabilidad fenotipica y genotipica presente en los aislados empleando
caracteres morfoldgicos y moleculares (ISSR).

-ldentificar los grupos de anastomosis de los aislados de Rhizoctonia spp. presentes en
Salta y Jujuy empleando marcadores ITS, caracteres morfologicos y virulencia.

-Evaluar en campo e invernaculo el comportamiento sanitario de diferentes variedades
de tabaco Tipo Virginia utilizadas en el NOA frente a infecciones naturales e
inoculaciones artificiales de Rhizoctonia solani.
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CAPITULO 1l
Distribucion espacial de la podredumbre radicular por Rhizoctonia spp. en las
provincias de Salta y Jujuy

2.1 Introduccion

Uno de los aspectos importantes en el estudio de una enfermedad, es su
evaluacion en campo a traves de la medicion de la enfermedad. La epidemiologia surge
como una ciencia dentro de la fitopatologia en la cual se cuantifica a la enfermedad en
el tiempo (analisis temporal) y en el espacio (analisis espacial) (Mora Aguilera et al.,
2012).

Mora Aguilera et al. (2012) proponen una vision de Sistema Epidemioldgico en
el cual estdn las dimensiones de tiempo y espacio donde ocurren complejas
interacciones de distintos subsistemas epidemioldgicos (patégeno, vector, manejo
agronémico, suelo, clima, etc), en donde el hospedante es el centro de estudio. Esta
vision permite estudiar una epidemia en diferentes niveles de integracion espacio-
temporal, a nivel de parcela a region y de poblacion a comunidad (Figura 2.1).

Patégeno

Intensidad (%)

Manejo

hrs Agrondmico

+ Hospedante

Vector Suelo

Clima

Tiempo
Figura 2.1. Sistema epidemiol6gico (Mora Aguilera et al., 2012)

“Es decir estamos frente a una ciencia que no solamente es de mediciones, sino
que es una ciencia de razonamientos integrales sobre bases biologicas”. Por ello un
patosistema debe abordarse como parte reconocida de una complejidad bioldgica
intrinseca a la sanidad (Mora Aguilera et al., 2012).

Uno de los principales objetivos del estudio de una enfermedad, es brindar
herramientas para su manejo. Para ello es importante operar a nivel regional, lo cual
implica generar mapas de distribucion espacial que permitan conocer los niveles de
intensidad de la patologia y su localizacion en la region. Una de las formas de abordar
esta dimensidn espacial de las enfermedades, es a través de los mapas geo-fitopalogicos
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(Weltzein 1978, 1988). Se define a estos mapas como una forma de descripcion de la
distribucion de una enfermedad e interpretacion de sus causas, destacando que su
estudio puede tener diferentes objetivos como: a) descriptivo de la situacion; b)
diseminacion de la enfermedad; c) andlisis de la interaccion enfermedad-ambiente; c)
aspectos ecoldgicos e inclusive, destaca estudios de pronosticos como el objetivo méas
complejo.

2.1.1 Analisis espacial de epidemias

Una metodologia utilizada para la visualizacion y anélisis de sistemas complejos
con un componente espacial, es emplear los datos georeferenciados e incorporarlos a un
Sistema de informacion geogréfica (SIG). Un SIG es un conjunto de programas
informaticos que sirven para captar, almacenar, recuperar, transformar, mostrar y
analizar diversos tipos de datos espaciales (Burrough y McDonnell, 1998). Estos han
sido aplicados en la agricultura en andlisis espaciales de insectos, malezas y
enfermedades (Nelson et al., 1999). Si bien los SIG permiten manipular datos espaciales
y generar mapas, la caracterizacién y modelizacion de los patrones de distribucién
espacial, requiere un programa estadistico que denominamos geoestadistica. La
geoestadistica comprende a un conjunto de herramientas y técnicas que sirven para
analizar y predecir los valores de una variable que se muestra distribuida en el espacio o
en el tiempo de una forma continua (Moral Garcia, 2004).

2.1.1.1 Andlisis geoestadistico

Este analisis tiene por objeto describir la continuidad espacial de cualquier
fendmeno natural. Con ello se llega a conocer la forma en que varia cualquier variable
continua en el espacio (patron espacial), a una o varias escalas seleccionadas, a un nivel
que permite cuantificar su variacion en distintas direcciones en el tiempo. La
geoestadistica emplea funciones para modelar esta variacion espacial, que son utilizadas
para interpolar en el espacio el valor de la variable en sitios no muestreados
posteriormente (Gallardo y Maestre, 2008). Se compone de tres etapas:

2.1.1.1.1 Analisis exploratorio de los datos: se estudian los datos muestrales sin
tener en cuenta su distribucién geografica. Se realiza una estadistica descriptiva, que
incluye ajustes a la distribucién normal, identificacion de posibles valores atipicos con
el objeto de verificar exactitud y representatividad de los datos.

2.1.1.1.2 Analisis estructural: cumplidas las condiciones anteriores se procede a
calcular la variabilidad espacial existente en las muestras que se representa a través de
un semivariograma o variograma.

2.1.1.1.1.2.1 Variograma: herramienta béasica que permite la

cuantificacién de los parametros de nuestro estudio y expresa la correlacion espacial
entre los valores muestreados. En términos simples podemos definir al variograma
como la medida de los cuadrados de las diferencias entre pares de muestras separadas
por una distancia (h) y el cual permite representar cuantitativamente la variacién de un
fendmeno regionalizado en el espacio (Figura 2.2). El variograma modela como dos
valores en el espacio o tiempo se ponen en correlacion.
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Figura 2.2. Representacién grafica de un variograma. Efecto Nugget (Co), indica la
discontinuidad del semivariograma para distancias que sean menores, que la menor
distancia que se da entre los puntos muestrales; Umbral (Sill = C1 + Co), es el valor
alcanzado por el variograma en el Rango (varianza de la muestra); Rango, es la
distancia dentro de la cual, las muestras estan correlacionadas espacialmente. Adaptado
de Moral Garcia (2004).

2.1.1.1.2.1.1 Modelos de variogramas: son varios los modelos bésicos de los
variogramas, que son capaces de explicar los diferentes comportamientos que pueden
presentar las variables regionalizadas; entre los modelos més usuales tenemos (Chiles y
Delfiner 1999; Cressie, 1993):

2.1.1.1.2.1.1.1. Modelo Esférico: este modelo, presenta una
tendencia creciente curvilinea, hasta que llega al Sill, para tomar una tendencia lineal. El
modelo Esférico alcanza el valor Sill, en la distancia a (rango actual).

a Jhl=0
3
s
vihy =4 cosc i<u _1<M 0<h<a
2% g 2% g
CO + 1 h] > a

2.1.1.1.2.1.1.2. Modelo Exponencial: este modelo, alcanza el
valor Sill asintoticamente, el rango (a) es la distancia a la cual el valor del modelo, es
el 95 % del Sill.

L Ihl=10
CO + C1 [Laxp(_lhl}} h#0
a

2.1.1.1.2.1.1.3. Modelo Gaussiano: este modelo, alcanza el valor
Sill asintéticamente, el rango (a) es la distancia a la cual el valor del modelo, es el 95
% del Sill.

¥ (h) =
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L Ihl=10
2
CO + G [Laxr:(_lﬂl}] h#0
a

Los variogramas son ajustados a los modelos descriptos que son los méas
utilizados y segun el comportamiento de los datos se selecciona el modelo que mejor
explica la variable de respuesta segun el valor estimado en cada punto muestreado.

2.1.1.1.3 Predicciones: seleccionado el mejor modelo, se procede a realizar las
estimaciones de la variable en los puntos no muestrales. Los métodos de estimacion
geoestadistica son conocidos como Krigeado, Krigeaje o Kriging (Krige, 1951). Este
es conocido como el Método Interpolador Geoestadistico, siendo un estimador lineal
insesgado que presenta dos propiedades basicas que son: hacer que la suma de errores
tienda a cero, y que el cuadrado de las desviaciones sea minimo. Entre los diversos
Krigings, exite el Kriging Ordinario, el cual es el mas utilizado cuando se desconoce el
valor promedio de la media de la variable analizada, permitiendo generalizar el
Kriging a situaciones donde esta medida no es constante en el tiempo. Se representa
por la siguiente formula:

() =T * 2(xy)

¥ (k) =

Donde Z es el valor de la variable regionalizada, para un punto x0 que no ha sido
considerado anteriormente, realiza una suma ponderada sobre todos los sectores que
conforman la zona de estudio de interés, tomando los vecinos méas cercanos al punto
de interés x0.

El proceso del Kriging es asignar pesos a los vecinos mas cercanos,
considerados para la estimacion, la diferencia del Kriging con otros métodos de
interpolacion, es que utiliza un método semejante a la interpolacion por media movil
ponderada, a diferencia que los pesos son asignados a partir de un analisis espacial,
basado en el semivariograma experimental. Mediante esta interpolacion de datos se
proyectan los mapas de distribucion espacial continua a partir de datos discretos
(Moral Garcia, 2004).

2.1.2 La geoestadistica y su aplicacion en estudios de enfermedades de plantas

El SIG ha sido aplicado en agricultura para analisis espacial de insectos plagas,
malezas y enfermedades de plantas (Nelson et al., 1999). Weltzien (1967, 1972),
propuso el término “geofitopatologia”, para describir el estudio de patrones espaciales
de las enfermedades en plantas, su comportamiento y control. Sin embargo una
evaluacion cuantitativa a escala regional requeria un andlisis que determine la
variabilidad espacial y realice una prediccion a partir de una gran cantidad de base de
datos, surgiendo asi la teoria geoestadistica. Esta se desarrollé por primera vez para la
geologia y la mineria para estimar presencia, distribucion y las cantidades de minerales
(Vieira et al., 1983, Goovaerts, 1997). Posteriormente su estudio fue probado
exitosamente en diferentes areas como forestales, agronomia y entomologia (Nelson et
al., 1999). En estudios fitopatologicos, Chellemi et al. (1988), reportaron la aplicacion
positiva de la geoestadistica en la determinacion de la variabilidad espacial de la
densidad de inoculo de Phytophthora nicotianae y su relacion con la incidencia de la
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enfermedad en campo. Lecoustre et al. (1989), describieron la utilidad de la
geoestadistica y la técnica Kriging para construir mapas de dispersion espacial del Virus
del mosaico de la yuca africana (ACMV) en la Costa de Marfil, Africa, indicando que
las técnicas resultaron valiosas en el analisis de estructura de patrones espaciales de
dispersion de la enfermedad, proponiendo su uso a patologias virales y no virales.
Lannou y Savary (1991), usaron las técnicas geoestadisticas para describir y comparar
los patrones espaciales de diferentes epidemias policiclicas provocadas por
Cercosporidium personatum, Cercospora arachidicola, Puccinia arachidis y
Rhizoctonia solani presentes en mani, reportando una fuerte interaccion entre las
enfermedades y un incremento de Rhizoctonia asociado a Puccinia, proponiendo a la
técnica como una poderosa herramienta en el estudio epidemiologico. Larkin et al.
(1994), evaluaron patrones espaciales, niveles de poblacion de Phythophthora capsici y
contenidos de humedad del suelo en tres lotes de cultivo de pimiento durante dos afios
consecutivos, encontrando una relacion estrecha entre las variables analizadas,
enfatizando a la técnica como una herramienta de ayuda para predecir la probabilidad de
la enfermedad de acuerdo a las condiciones ambientales. Schneider y Kocks (1995),
usaron geoestadistica para generar mapas y reducir el nimero de muestras a relevar en
campos de flores de bulbo con incidencia de Rhizoctonia, concluyendo que con un 10%
de muestras relevadas, es suficiente para proveer informacion sobre la distribucién
espacial de plantas afectadas por Rhizoctonia. Ramirez et al. (2011), modelaron la
distribucion espacial del carbon de la espiga del maiz causada por Sporisorium
reilianum en el Estado de México, obteniendo mapas de agregacion de la enfermedad,
indicando un comportamiento espacial agregado, ajustandose los diferentes sitios a los
modelos esférico, exponencial y gaussiano. Taliei et al. (2013), describieron la
distribucion de la podredumbre carbonosa causada por Macrophomina phaseolina en
lotes productivos de soja en Iran, evaluando la relacion espacial entre algunas
propiedades del suelo y la densidad poblacional del hongo, obteniendo los mapas de
distribucion espacial y evidenciando que no hubo una correlacion significativa entre las
propiedades edaficas y el nimero de esclerocios. Hussain et al. (2014), estudiaron la
distribucion espacial de la sarna de la papa causada por Rhizoctonia solani en Pakistan,
obteniendo mapas de incidencia, severidad y prevalencia de la enfermedad.

En Argentina existen reportes de generacion de mapas basados en modelos con
variables meteoroldgicas para predecir la mancha en red de la cebada cervecera y el
tizon de la espiga de trigo (Moschini et al., 1996; Carmona et al., 1997; Moschini et al.,
2001). Moschini et al. (2007), evaluaron la potencialidad climética del region triguera
respecto a la roya de la hoja (Puccinia triticina) y a la septoriosis de la hoja (Septoria
tritici), determinando en la region pampeana una zona al noreste de mayor potencialidad
climatica respecto a la roya, mientras que para septoriosis la mayor frecuencia de
ataques se ubico en el sudeste. Ornaghi et al. (2008), estimaron el nivel de riesgo
climatico del Mal de Rio Cuarto, a partir de ecuaciones de prediccion de las poblaciones
del principal vector (Delphacodes kuscheli). Los reportes mencionados generaron
mapas de riesgos climaticos de enfermedades, no obstante en el pais y a nivel mundial,
no existen reportes de analisis de distribucion espacial de Rhizoctonia solani afectando
el cultivo de tabaco, Unicamente existen reportes de estudios del género del hongo a
nivel de lotes, pero no a escala regional. Considerando los conceptos mencionados, un
patosistema debe abordarse como parte reconocida de una complejidad bioldgica
intrinseca a la sanidad (Mora Aguilera et al., 2012). Este concepto hace al estudio de
epidemias activas y a las potenciales, las cuales deben ser prevenidas.
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2.1.3 Objetivos

-Determinar la modelizacion espacial de la podredumbre radicular por Rhizoctonia en la
provincia de Salta y Jujuy.

-Generar mapas de distribucion espacial de la incidencia y severidad de la podredumbre
radicular por Rhizoctonia en la provincia de Salta y Jujuy.

-Analizar la intensidad de la enfermedad en relacion a variables de manejo (tipo de
almacigo, rotacion) y variables meteorologicas (temperatura media ambiente,
precipitacion y humedad relativa ambiente).

2.2. Materiales y métodos
2.2.1 Area de estudio, disefio de muestreo y variables registradas
Se relevaron durante dos camparias agricolas (2009/10 y 2010/11), diferentes
lotes comerciales de tabaco Tipo Virginia en las provincias de Salta y Jujuy en tres
rangos de estadios fenoldgicos del cultivo (30 a 45DDT, 50 a 65DDT y 90 a 115DDT).
En la provincia de Salta se monitorearon en la primera campafa 215 lotes y 276
en la segunda, distribuidos en los departamentos de Cerrillos, Rosario de Lerma,
Chicoana, Guachipas, La Caldera y General Giiemes. En la provincia de Jujuy se relevo
52 lotes en la primer camparfia y 56 en la segunda, distribuidos en los departamentos de
El Carmen y Palpala (Figura 2.3).
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Figura 2.3. Sitios de monitoreo y muestreo de la podredumbre radicular por Rhizoctonia en
la provincia de Salta y Jujuy.

El disefio de muestreo fue en W dada la distribucion agregada de una
enfermedad radicular, tomando lotes de 4ha, visualizando 10 estaciones de muestreo de
10 plantas por surco. Las variables de intensidad de enfermedad registradas en campo
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fueron, incidencia (N° de plantas enfermas) y severidad (% de tejido afectado por
planta) empleando una escala propia de 0 a 3 (0=sin sintomas; 1=0,1 a 33,33%; 2=33,34
a 66,66%; 3=66,67 a 100%). Todos los lotes observados fueron georeferenciados y se
realiz6 una encuesta al productor de informacion complementaria del manejo del
cultivo: variedad, tipo de almacigo (convencioanl y flotante), rotacion y cultivo
antecesor.

2.2.2 Analisis geoestadistico

Con la informacion recopilada (intensidad de enfermedad y georeferenciacion),
se elabor0 una tabla de atributos, la cual se utilizo para el analisis. Con esto se sigui6 las
tres etapas del analisis geoestadistico. En primer orden se realizO una estadistica
descriptiva con el software estadistico InfoStat versién 2011 (Di Rienzo et al., 2011).
Posteriormente se procedi6 a realizar el andlisis estructural realizando el
semivariograma y seleccionando el mejor modelo de ajuste a los datos segun Londofio
(2007), que indica que el mejor modelo es aquel que presente menor raiz cuadratica
media, menor error estandar promedio y una raiz cuadratica media estandarizada mas
cercana a uno. Ademas teniendo en cuenta el mapa de prediccion de errores que nos
lleva a determinar el porcentaje de confiabilidad del modelo. Se realizé la validacion del
semivariograma empleando el método de la validacion cruzada. Se determind el indice
de dependencia espacial (IDE=Co/ (C+C0)*100), segun Cambardella et al. (1994), que
propone el siguiente rango: <25 fuerte dependencia espacial; entre 25 y 75% moderada
dependencia espacial; >75% baja dependencia espacial. Finalmente con el modelo
elegido y validado, se efectuo la prediccion generando mapas de incidencia y severidad
para los tres momentos y dos campafias agricolas evaluadas. El software empleado fue
el ArcMap de ArcGIS (version 9.2) (Nimbole, 2009).

2.2.3 Analisis estadisticos entre intensidad de enfermedad, variables de manejo y
variables meteoroldgicas (temperatura, precipitacion, humedad relativa).

Se determind la prevalencia de la enfermedad mediante tablas de frecuencia y
para el andlisis de intensidad de la enfermedad frente a diferentes variables de manejo
(tipo de almacigo y rotacion), se realizaron pruebas estadisticas univariadas, tablas de
frecuencias y se calculd la medida de riesgo epidemioldgico de la enfermedad mediante
la razén de Odds o razon de posibilidades que se define como la posibilidad de que una
condicion de enfermedad se presente en un grupo de poblacion frente al riesgo de que
ocurra en otro (Tapia Granados y Nieto, 1993).

Para el anélisis de correlacion entre la intensidad de la enfermedad y las
variables meteorolégicas, se empled el coeficiente de correlacion de Spearman para
determinar si existe relacion entre las variables de intensidad de enfermedad evaluada
en los tres estadios del cultivo y las variables meteoroldgicas registradas en los tres
tiempos, en los diferentes departamentos de la provincia de Salta y Jujuy. El registro de
la temperatura media ambiental, precipitacién y humedad relativa se tomé de diferentes
estaciones meteoroldgicas, en Salta las estaciones fueron INTA EEA Salta en Cerrillos,
El Carmen en Rosario de Lerma, La Vifia en La Vifia, Ampascachi en Chicoana, La
Calderilla en La Caldera, EI Prado en General Gliemes y en Jujuy en las estaciones de
San Salvador de Jujuy y La posta perteneciente a la Estacion Experimental de La posta
ubicada en El Carmen. Los datos diarios de las estaciones fueron procesados segun
estadio de cultivo evaluado, es decir que para el primer estadio (30 a 45DDT), se
registraron los datos desde el transplante de la plantula al campo hasta el dia de la
evaluacion, para la temperatura y humedad, se calculdo el promedio y para la

28



precipitacion se tomo6 lo acumulado, en el segundo estadio se tomoO desde el dia
posterior a la evaluacion del primer estadio hasta el dia de registro de este y se procedid
de igual manera para el ultimo estadio.

2.3. Resultados

2.3.1 Estadistica descriptiva de los datos
2.3.1.1 Incidencia y Severidad de la enfermedad en la Provincia de Salta en los tres
estadios fenoldgicos

Se elaboraron histogramas de frecuencia para las variables de intensidad de
la enfermedad, en los tres estadios fenologicos evaluados del cultivo. En la campafia
agricola 2009/10, el 80% de los sitios presentd niveles de incidencia entre 0 y 3%, el
20% restante de sitios mostré entre 3 y 13% de incidencia. En cuanto a la severidad, se
registraron bajos valores, entre 0 y 1 de la escala. En el segundo estadio se
incrementaron los valores de incidencia, el 70% de los sitios tuvo valores entre 0 y 8%,
el 12 % de los sitios entre 8 y 20% y el 18% restante de sitios entre 21 y 41% de
incidencia, con valores de severidad entre 0 y 2 de escala. Finalmente, en el ultimo
estadio monitoreado, se registré un 67% de sitios con niveles de 0 a 10%, un 14% con
niveles entre 10 a 18% y el 19% restante de sitios con valores de 20 a 56% de
incidencia. En el caso de la severidad, el 68% present6 valores entre 0 y 1 de la escala y
32% entre 2 y 3 (Figura 2.4).
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Figura 2.4. Histogramas de frecuencia absoluta para las variables incidencia y severidad, en los
tres estadios fenoldgicos evaluados del cultivo, para la provincia de Salta, campafa agricola
2009/10. Estadio fenolégico: Estadio 1 (30 a 45DDT), Estadio 2 (50 a 65DDT) y Estadio 3 (90
a 115DDT).

Por otro lado la relacién entre los niveles de incidencia y severidad
registrada fue variable (Tabla 2.1). Con estos datos se procedi6 a la verificacion de la
normalidad con respecto a la asimetria horizontal.

Como el coeficiente de sesgo permite verificar la normalidad de los datos, en el caso de
existir asimetria horizontal, Wester y Oliver (1990), proponen evaluar lo siguiente:
e Si 0< CS < 0.5 se acepta la funcion de distribucion de probabilidad como
normal.
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e Si 0.5 < CS <1 es necesario realizar una transformacion de los datos del tipo
raiz cuadrada.
e Si CS > 1esnecesario realizar una transformacion del tipo logaritmica.
En el caso de la variable incidencia fue necesario realizar una
transformacion Log (n+1), para poder proceder al analisis geoestadistico.

Tabla 2.1. Estadisticos descriptivos para las variables de incidencia y severidad evaluados en
los tres estadios de cultivo en la provincia de Salta, campafia 2009/10.

* Estadio fenoldgico: Estadio 1 (30 a 45DDT), Estadio 2 (50 a 65DDT) y Estadio 3 (90 a
115DDT).

N 215 215 215 215 215 215
Media 0,40 0,88 0,76 3,51 1,18 5,52
D.E. 0,49 0,93 0,73 5,81 1,11 8,74
Var (n-1) 0,24 3,72 0,54 33,75 1,22 76,34
Min. 0 0 0 0 0 0
Max. 1 13 2 38 3 53
Mediana 0 0 1 1 1 2
Asimetria 0,41 3,98 0,41 2,88 0,41 2,82
Kurtosis -1,85 18,47 -1,05 10,35 -1,19 9,65

También se emple6 el coeficiente de variacion para verificar normalidad de
datos, tanto la funcion de distribucién de los datos, como la varianza son funciones de la
media, la cual es altamente sensible a los valores extremos. Se debe verificar si:

e Si CV <100 no hay problemas con los valores extremos
e Si 100 < CV <200 los efectos causados por los valores extremos de los datos son
tolerables.
e Si CV > 200 se tienen severos problemas con los valores extremos de los datos
Teniendo en cuenta que el CV= (S/X)*100, para la variable severidad en los
tres estadios los CV fueron 123, 96 y 94 y para la variable incidencia los CV tuvieron
valores de 106, 165 y 158, por lo cual no hay problemas con los datos extremos.
Ademas se visualiz6 una tendencia que sugiere que a mayor nivel de
incidencia, es la mayor la severidad, se observa en la figura 2.5 en los diferentes
estadios fenoldgicos evaluados.
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Figura 2.5. Relacion de las variables de incidencia y severidad evaluadas en los tres estadios de
cultivo en la provincia de Salta, campafia 2009/10. Estadio fenoldgico: Estadio 1 (30 a 45DDT),
Estadio 2 (50 a 65DDT) y Estadio 3 (90 a 115DDT).

En la campafia agricola 2010/11, el 83% de los sitios presentd niveles de
incidencia entre 0 y 2%, el 17% restante de sitios mostro entre 3 y 12% de incidencia.
En cuanto a la severidad, las plantas tuvieron bajos valores, entre 0 y 1 de la escala. En
el segundo estadio se incrementaron los valores de incidencia, el 79% de los sitios
obtuvo valores entre 0 y 7%, el 13 % de los sitios entre 12 y 20% y el 3% restante de
sitios entre 25 y 40% de incidencia, con valores de severidad entre 0 y 2 de escala.
Finalmente en el ultimo estadio monitoreado, se registrdé un 76% de sitios con niveles de
0 a 11%, un 13% con niveles entre 12 a 20% Yy el 11% restante de sitios con valores de
21 a 65% de incidencia. En el caso de la severidad, el 71% present6 valores entre 0 y 1
de la escala 'y 29% entre 2 y 3 (Figura 2.6).
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Figura 2.6. Histogramas de frecuencia absoluta para las variables incidencia y severidad, en los
tres estadios fenologicos evaluados del cultivo, para la provincia de Salta, campafia agricola
2010/11. Estadio fenoldgico: Estadio 1 (30 a 45DDT), Estadio 2 (50 a 65DDT) y Estadio 3 (90
a 115DDT).

Por otro lado la relacion entre los niveles de incidencia y severidad
registrada fue variable (Tabla 2.2). Se procedié de igual manera a lo descripto
anteriormente en la verificacion de la normalidad con respecto a la asimetria horizontal.
En el caso del coeficiente de sesgo, se tuvo que realizar para la variable incidencia una
transformacion Log (n+1), para poder proceder al analisis geoestadistico.

33



Tabla 2.2. Estadisticos descriptivos para las variables de incidencia y severidad evaluados en
los tres estadios de cultivo en la provincia de Salta, campafia 2010/11. *Estadio fenoldgico:
Estadio 1 (30 a 45DDT), Estadio 2 (50 a 65DDT) y Estadio 3 (90 a 115DDT).

N 276 276 276 276 276 276
Media 0,35 0,87 0,71 3,28 1,08 5,24
D.E. 0,48 1,99 0,75 5,64 1,13 8,71
Var (n-1) 0,23 3,95 0,57 31,83 1,28 75,85
Min. 0 0 0 0 0 0
Max. 1 13 2 38 3 61
Mediana 0 0 1 1 1 1
Asimetria 0,63 3,73 0,53 2,89 0,59 2,98
Kurtosis -1,62 15,77 -1,07 10,92 -1,10 11,81

Teniendo en cuenta que el CV= (S/X)*100, para la variable severidad en los
tres estadios los CV fueron 137, 106 y 105 y para la variable incidencia los CV tuvieron
valores de 173, 185 y 166, por lo cual no hay problemas con los datos extremos.

Ademas se visualizo una tendencia que sugiere que a mayor nivel de incidencia,
es la mayor la severidad, se observa en las figura 2.7 en los diferentes estadios
fenoldgicos evaluados.
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Figura 2.7. .Relacion de las variables de incidencia y severidad evaluadas en los tres
estadios de cultivo en la provincia de Salta, campafia 2010/11. Estadio fenoldgico:
Estadio 1 (30 a 45DDT), Estadio 2 (50 a 65DDT) y Estadio 3 (90 a 115DDT).
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2.3.1.2 Incidencia y Severidad en la Provincia de Jujuy en los tres estadios
fenoldgicos

De igual forma, se realizo los histogramas de frecuencia para las variables
de intensidad de la enfermedad, en los tres estadios fenoldgicos evaluados del cultivo.
En la campafa agricola 2009/10, el 58% de los sitios presento niveles de incidencia
entre 0 y 1,5%, el 42% restante de sitios mostrd entre 1,6 y 9% de incidencia. En cuanto
a la severidad, las plantas tuvieron bajos valores, entre 0 y 1 de la escala. En el segundo
estadio se incrementaron los valores de incidencia, el 56% de los sitios obtuvo valores
entre 0y 7% vy el 44 % de los sitios entre 7,1 y 19%, con valores de severidad entre 0 y
2 de escala. Finalmente en el Gltimo estadio monitoreado, se registré un 58% de sitios
con niveles de 0 a 10% y el 42% restante de sitios con valores de 10,1 a 26% de
incidencia. En el caso de la severidad, el 33% presento valores entre 0 y 1 de la escala 'y
67% entre 2 'y 3 (Figura 2.8).

Por otro lado la relacién entre los niveles de incidencia y severidad
reportada fue variable (Tabla 2.3). Se procedi6 de igual manera a lo visto anteriormente
en la verificacion de la normalidad con respecto a la asimetria horizontal. En el caso del
coeficiente de sesgo, se tuvo que realizar para la variable incidencia una transformacion
Log (n+1), para poder proceder al analisis geoestadistico.
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Figura 2.8. Histogramas de frecuencia absoluta para las variables incidencia y
severidad, en los tres estadios fenoldgicos evaluados del cultivo, para la provincia de
Jujuy, campana agricola 2009/10. Estadio fenoldgico: Estadio 1 (30 a 45DDT), Estadio
2 (50 a 65DDT) y Estadio 3 (90 a 115DDT).
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Tabla 2.3. Estadisticos descriptivos para las variables de incidencia y severidad evaluados en
los tres estadios de cultivo en la provincia de Jujuy, campafia 2009/10. *Estadio fenoldgico:
Estadio 1 (30 a 45DDT), Estadio 2 (50 a 65DDT) y Estadio 3 (90 a 115DDT).

N 52 52 52 52 52 52
Media 0,60 1,88 1,10 6 1,73 9,19
D.E. 0,50 2,31 0,66 4,74 0,84 6,25
Var (n-1) 0,25 5,32 0,44 22,51 0,71 39.06
Min. 0 0 0 0 0 0
Max. 1 9 2 18 3 25
Mediana 1 1 1 6 2 8
Asimetria -0,40 1,34 -0,11 0,53 -0,47 0,43
Kurtosis -1,91 1,25 -0,66 -0,45 -0,16 -0,37

Teniendo en cuenta que el CV= (S/X)*100, para la variable severidad en los tres
estadios los CV fueron 83, 73 y 49 y para la variable incidencia los CV tuvieron valores
de 123, 79 y 68, por lo cual no hay problemas con los datos extremos.

Ademas se visualizd una tendencia que sugiere que a mayor nivel de incidencia,
es la mayor la severidad, se observa en las figura 2.9 en los diferentes estadios
fenoldgicos evaluados.
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Figura 2.9. .Relacién de las variables de incidencia y severidad evaluadas en los tres
estadios de cultivo en la provincia de Jujuy, campafia 2009/10. Estadio fenologico:
Estadio 1 (30 a 45DDT), Estadio 2 (50 a 65DDT) y Estadio 3 (90 a 115DDT).
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En la campafia agricola 2010/11, el 79% de los sitios present6 niveles de
incidencia entre 0 y 2%, el 21% restante de sitios mostrd entre 3 y 9% de incidencia. En
cuanto a la severidad, las plantas tuvieron bajos valores, entre 0 y 1 de la escala. En el
segundo estadio se incrementaron los valores de incidencia, el 75% de los sitios obtuvo
valores entre 0 y 6%, y el 25 % de los sitios entre 7 y 16%, con valores de severidad
entre 0 y 2 de escala. Finalmente en el ultimo estadio monitoreado, se registro un 70%
de sitios con niveles de 0 a 8% Yy el 30% restante de sitios con valores de 9 a 20% de
incidencia. En el caso de la severidad, el 36% presento valores entre 0 y 1 de la escala 'y
6% entre 2 y 3 (Figura 2.10).
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Figura 2.10. Histogramas de frecuencia absoluta para las variables incidencia y severidad, en
los tres estadios fenologicos evaluados del cultivo, para la provincia de Jujuy, campafa agricola

2010/11. Estadio fenoldgico: Estadio 1 (30 a 45DDT), Estadio 2 (50 a 65DDT) y Estadio 3 (90
a 115DDT).

Por otro lado la relacion entre los niveles de incidencia y severidad reportada fue
variable (Tabla 2.4). Se procedié de igual manera a lo visto anteriormente en la
verificacion de la normalidad con respecto a la asimetria horizontal. En el caso del
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coeficiente de sesgo, se tuvo que realizar para la variable incidencia una transformacion
Log (n+1), para poder proceder al analisis geoestadistico.

Tabla 2.4. Estadisticos descriptivos para las variables de incidencia y severidad evaluados en
los tres estadios de cultivo en la provincia de Jujuy, campafia 2010/11. *Estadio fenoldgico:
Estadio 1 (30 a 45DDT), Estadio 2 (50 a 65DDT) y Estadio 3 (90 a 115DDT).

N 56 56 56 56 56 56
Media 0,55 1,46 0,98 4,04 1,64 6,39
D.E. 0,50 1,96 0,62 3,43 0,77 4,47
Var (n-1) 0,25 3,85 0,38 11,78 0,60 19,95
Min. 0 0 0 0 0 0
Max. 1 8 2 15 3 19
Mediana 1 1 1 4 2 6
Asimetria -0,22 1,75 0,01 0,77 -0,50 0,53
Kurtosis -2,02 2,89 -0,25 0,40 0,04 -0,17

Teniendo en cuenta que el CV= (S/X)*100, para la variable severidad en los tres
estadios los CV fueron 90, 63 y 47 y para la variable incidencia los CV tuvieron valores
de 134, 85y 70, por lo cual no hay problemas con los datos extremos.

Ademas se visualizo una tendencia que sugiere que a mayor nivel de incidencia,
es la mayor la severidad, se observa en las figura 2.11 en los diferentes estadios
fenoldgicos evaluados.
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Figura 2.11. Relacion de las variables de incidencia y severidad evaluadas en los tres estadios
de cultivo en la provincia de Jujuy, campafia 2010/11. Estadio fenolégico: Estadio 1 (30 a
45DDT), Estadio 2 (50 a 65DDT) y Estadio 3 (90 a 115DDT).

2.3.1 Analisis estructural de los datos y prediccion
2.3.1.1 Variable Severidad

Para la campafia agricola 2009/10 los resultados del Kriging Ordinario
empledndose los modelos esférico, exponencial y Gaussiano mostro los resultados que
se observan en la Tabla 2.5.

A partir del mapa de prediccion estdndar del error, se pudo obtener la
confiabilidad de los métodos (Confiabilidad= 100-Error). Para el primer estadio, el
porcentaje de confiabilidad segin modelo fue, Exponencial 99,61, esférico 99,58,
Gaussiano 99,52. Para el segundo estadio Exponencial 99,53, esférico 99,55, Gaussiano
99,55. Y para el tercer estadio Exponencial 99,34, esférico 99,37, Gaussiano 99,39.
Seleccionando segun criterios planteados el modelo exponencial (Figura 2.12).

Los pardmetros del semivariograma realizado con el modelo exponencial y
validado por el método de validacion cruzada se observan en la Tabla 2.6. En el mismo
se observa que en el primer estadio de evaluacién (30 a 45DDT), la variable de
intensidad de la enfermedad presenta una moderada dependencia espacial, mientras que
en el resto de los estadios evaluados, adquiere baja dependencia espacial.

Tabla 2.6. Pardmetros del semivariograma para la variable severidad evaluada en los tres
estadios del cultivo. *Estadio fenoldgico: Estadio 1 (30 a 45DDT), Estadio 2 (50 a 65DDT) y
Estadio 3 (90 a 115DDT).

Severidad 1* 0,1445 0,07836 0,1368 65
Severidad 2 0,3969 0,0820 0,1779 83
Severidad 3 1,0773 0,11327 0,2009 91

*Co: Nugget o efecto pepita; C: semivarianza estructural o espacial; R: rango o alcance
IDE: indice de dependencia espacial.

En base al modelo exponencial, se obtuvieron los mapas de prediccién para los
tres estadios fenol6gicos del cultivo evaluados (Figura 2.13).
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Tabla 2.5. Prediccion de errores para los tres modelos evaluados en los tres estadios fenoldgicos de severidad registrados en las provincia de Salta y
Jujuy, campafia agricola 2009/10. *Estadio fenol6gico: Estadio 1 (30 a 45DDT), Estadio 2 (50 a 65DDT) y Estadio 3 (90 a 115DDT).

Esférico Exponencial Gaussiano  Esférico Exponencial Gaussiano  Esférico Exponencial Gaussiano
Media 0,000451  0,000051 0,0028695 -0,000626 0,000026 -0,000738 -0,000533 0,000114 -0,000805
Raiz cuadradadela 0,446114  0,442969 0,44478 0,684110 0,682908 0,685329 1,054784  1,054663 1,05515
media
Media -0,001153 -0,001596 0,001382 -0,001364 -0,000774 -0,001374 -0,000677 -0,000285 -0,000846

estandarizada

Raiz cuadrada dela 1,06789 1,00231 0,886107 1,003334  1,004063 1,003164 0,959548 0963861 0,956692
media

estandarizada

Error estandar 0,418875 0,442724 0,50236 0,681045 0,679266 0,682474  1,09977 1,094658 1,103452
promedio
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Figura 2.12. Mapa de prediccion de errores para la variable severidad en los tres estadios fenoldgicos evaluados segun el modelo exponencial, para la
provincia de Salta y Jujuy, campafia agricola 2009/10. Estadio fenolégico: Estadio 1 (30 a 45DDT), Estadio 2 (50 a 65DDT) y Estadio 3 (90 a
115DDT).
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Figura 2.13. Mapa de prediccién de severidad en los tres estadios fenoldgicos evaluados en la provincia de Salta y Jujuy, campafia agricola 2009/10.
Estadio fenoldgico: Estadio 1 (30 a 45DDT), Estadio 2 (50 a 65DDT) y Estadio 3 (90 a 115DDT).
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Para la campafia agricola 2010/11 los resultados del Kriging Ordinario
empledndose los modelos esférico, exponencial y Gaussiano mostro los resultados que
se observan en la Tabla 2.7.

A partir del mapa de prediccion estdndar del error, se pudo obtener la
confiabilidad de los métodos (Confiabilidad= 100-Error). Para el primer estadio, el
porcentaje de confiabilidad segun modelo fue, Exponencial 99,65, esférico 99,54,
Gaussiano 99,51. Para el segundo estadio Exponencial 99,38, esférico 99,44, Gaussiano
99,43. Y para el tercer estadio Exponencial 99,38, esférico 99,59, Gaussiano 99,58. Se
selecciond segun los criterios planteados el modelo exponencial (Figura 2.14).

Los parametros del semivariograma realizado con el modelo exponencial y
validado por el método de validacion cruzada se observan en la Tabla 2.8. En la misma
se observa que en el primer y segundo estadio de evaluacion (30 a 45DDT y 50 a
65DDT), la variable severidad de la enfermedad presenté una moderada dependencia
espacial, mientras que en el tercer estadio de evaluacion, adquirié baja dependencia
espacial.

Tabla 2.8. Parametros del semivariograma para las variable severidad evaluada en los tres
estadios del cultivo. *Estadio fenoldgico: Estadio 1 (30 a 45DDT), Estadio 2 (50 a 65DDT) y
Estadio 3 (90 a 115DDT).

0,1452 0,0605 0,0311 71
0,3178 0,2002 0,0557 61
1,1448 0,0680 0,1744 94

*Co: Nugget o efecto pepita; C: semivarianza estructural o espacial; R: rango o alcance
IDE: indice de dependencia espacial.

En base al modelo exponencial, se obtuvieron los mapas de prediccion para los
tres estadios fenoldgicos del cultivo evaluados (Figura 2.15).
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Tabla 2.7. Prediccién de errores para los tres modelos evaluados en los tres estadios de severidad registrados en las provincias de Salta y Jujuy,

campafia agricola 2010/11. *Estadio fenol6gico: Estadio 1 (30 a 45DDT), Estadio 2 (50 a 65DDT) y Estadio 3 (90 a 115DDT).

Media

Raiz cuadrada de la

media
Media

estandarizada
Raiz cuadrada de la

media

estandarizada
Error estandar

promedio

Esférico
0,009207
0,445655

0,017156

0,916942

0,489427

Exponencial
0,12458
0,448009

0,025054

0,972457

0,461144

Gaussiano

0,008987
0,442827

0,015924

0,892595

0,503558

Esférico
0,008866
0,683652

0,011541

0,984026

0,694756

Exponencial
0,011635
0,680636

0,014399

0,984181

0,692248

Gaussiano
0,008818
0,685744

0,0115981

0,984321

0,697003

Esférico
-0,005899
1,064362

-0,005176

0,951429

1,118965

Exponencial
0,001942
1,063004

0,001467

0,9525317

1,117

Gaussiano
-0,005899
1,064362

-0,005176

0,9514296

1,18965
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Figura 2.14. Mapa de prediccion de errores para la variable severidad en los tres estadios fenoldgicos evaluados segun el modelo exponencial, para la
provincia de Salta y Jujuy, campafa agricola 2010/11. Estadio fenolégico: Estadio 1 (30 a 45DDT), Estadio 2 (50 a 65DDT) y Estadio 3 (90 a

115DDT).
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Figura 2.15. Mapa de prediccion de severidad en los tres estadios fenolégicos evaluados en las provincias de Salta y Jujuy, campafia agricola 2010/11.
Estadio fenoldgico: Estadio 1 (30 a 45DDT), Estadio 2 (50 a 65DDT) y Estadio 3 (90 a 115DDT).
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2.3.1.2 Variable Incidencia

Para la campafa agricola 2009/10 los resultados del Kriging Ordinario
empleandose los modelos esférico, exponencial y Gaussiano, mostro los resultados que
se observan en la Tabla 2.9.

A partir del mapa de prediccion estandar del error, se pudo obtener la
confiabilidad de los métodos (Confiabilidad= 100-Error). Para el primer estadio, el
porcentaje de confiabilidad segin modelo fue, Exponencial 99,96, esférico 99,69,
Gaussiano 99,79. Para el segundo estadio los tres modelos presentaron igual porcentaje
de confiabilidad 99,34. Y de igual manera para el tercer estadio 96,07% fue el valor
para los tres modelos. Se selecciond segin los criterios planteados el modelo
exponencial (Figura 2.16).

Los pardmetros del semivariograma realizado con el modelo exponencial y
validado por el método de validacion cruzada se observan en la Tabla 2.10. En el mismo
se observa que en el primer estadio de evaluacién (30 a 45DDT), la variable de
intensidad de la enfermedad presenté una moderada dependencia espacial, mientras que
en el resto de los estadios evaluados, adquiere baja dependencia espacial.

Tabla 2.10. Pardmetros del semivariograma para la variable incidencia evaluada en los tres
estadios del cultivo.* Estadio fenoldgico: Estadio 1 (30 a 45DDT), Estadio 2 (50 a 65DDT) y
Estadio 3 (90 a 115DDT).

Incidencia 1* 3,8084 2,2364 0,2109 63
Incidencia 2 28,3197 0 0,0940 100
Incidencia 3 61,7443 0 0,0941 100

*Co: Nugget o efecto pepita; C: semivarianza estructural o espacial; R: rango o alcance
IDE: indice de dependencia espacial.

En base al modelo exponencial, se obtuvieron los mapas de prediccion para los
tres estadios fenoldgicos del cultivo evaluados (Figura 2.17).
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Tabla 2.9. Prediccion de errores para los tres modelos evaluados en los tres estadios de incidencia registrados en las provincias de Salta y Jujuy,

campafia agricola 2009/10. *Estadio fenol6gico: Estadio 1 (30 a 45DDT), Estadio 2 (50 a 65DDT) y Estadio 3 (90 a 115DDT).

Media

Raiz cuadrada de la
media

Media
estandarizada

Raiz cuadrada de la
media
estandarizada
Error estandar
promedio

Esférico
0,009207
0,445655

0,017156

0,916942

0,489427

Exponencial
0,12458
0,448009

0,025054

0,972457

0,461144

Gaussiano

0,008987
0,442827

0,015924

0,892595

0,503558

Esférico
0,008866
0,683652

0,011541

0,984026

0,694756

Exponencial
0,011635
0,680636

0,014399

0,984181

0,692248

Gaussiano
0,008818
0,685744

0,0115981

0,984321

0,697003

Esférico
-0,005899
1,064362

-0,005176

0,951429

1,118965

Exponencial
0,001942
1,063004

0,001467

0,9525317

1,117

Gaussiano
-0,005899
1,064362

-0,005176

0,9514296

1,18965
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Figura 2.16. Mapa de prediccion de errores para la variable incidencia en los tres estadios fenologicos evaluados segun el modelo exponencial, para la

provincia de Salta y Jujuy, campafia agricola 2009/10. Estadio fenolégico: Estadio 1 (30 a 45DDT), Estadio 2 (50 a 65DDT) y Estadio 3 (90 a
115DDT).

49



040

16

24

Puntos Incidencia

Puntos Incidencia

048 ¥ 24 N
O —

04

16 24 32
Lo

Kriging riging Kriging
Mapa de Prediccién apa de Prediccién Mapa de Prediccién
Incidencia 1 ncidencia 2 Incidencia 3
0-0 . .l o,
B o2 . o N o2
. R .
B 26 B s 48
6-8 8-10 8-10
- 8-10 - 10-20 - 10-15
B 1012 B 2030 B 1525
. e . 253
2w B 3538 I 3553

Puntos Incidencia
@ 03

® 01 ® o4 @ 4-10
® 24 © 510 © 1119
® 59 © 11-20 ® 2334
® 1013 ® 2133 ® 3753

Figura 2.17. Mapa de prediccién de incidencia en los tres estadios fenolégicos evaluados en las provincias de Salta y Jujuy, campafia agricola 2009/10.
Estadio fenoldgico: Estadio 1 (30 a 45DDT), Estadio 2 (50 a 65DDT) y Estadio 3 (90 a 115DDT).
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Para la campafia agricola 2010/11 los resultados del Kriging Ordinario
empledndose los modelos esférico, exponencial y Gaussiano mostro los resultados que
se observan en la Tabla 2.11.

A partir del mapa de prediccion estdndar del error, se pudo obtener la
confiabilidad de los métodos (Confiabilidad= 100-Error). Para el primer estadio, el
porcentaje de confiabilidad segin modelo fue, Exponencial 98,98, esférico 99,94,
Gaussiano 98,88. Para el segundo estadio Exponencial 96,58, esférico 96,51, Gaussiano
97,25. Y para el tercer estadio Exponencial 94,77, esférico 94,75, Gaussiano 94,74.
Seleccionando segun criterios planteados, el modelo exponencial (Figura 2.18).

Los parametros del semivariograma realizado con el modelo exponencial y
validado por el método de validacion cruzada se observan en la Tabla 2.12. En el mismo
se observa que la incidencia adquirié en los tres momentos de evaluacién, baja
dependencia espacial.

Tabla 2.12. Parametros del semivariograma para la variable incidencia evaluada en los tres
estadios del cultivo. *Estadio fenol6gico: Estadio 1 (30 a 45DDT), Estadio 2 (50 a 65DDT) y
Estadio 3 (90 a 115DDT).

Incidencia 1* 42132 0 0,4859 100
Incidencia 2 29,3320 2,9136 0,4427 91
Incidencia 3 71,8836 6,2951 0,4427 92

*Co: Nugget o efecto pepita; C: semivarianza estructural o espacial; R: rango o alcance
IDE: indice de dependencia espacial.

En base al modelo exponencial, se obtuvieron los mapas de prediccién para los
tres estadios fenol6gicos del cultivo evaluados (Figura 2.19).
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Tabla 2.11. Prediccion de errores para los tres modelos evaluados en los tres estadios de incidencia registrados en las provincias de Salta y Jujuy,
campafia agricola 2010/11. * Estadio fenoldgico: Estadio 1 (30 a 45DDT), Estadio 2 (50 a 65DDT) y Estadio 3 (90 a 115DDT).

Esférico Exponencial Gaussiano  Esférico Exponencial Gaussiano  Esférico Exponencial Gaussiano
Media -0,015086 -0,0172039 -0,012372 -0,062302 -0,061438 -0,056608 -0,100108 -0,098619 -0,12086
Raiz cuadradadela 1,960472  1,960845 1,960815  5,087777 5,083 5,082824  7,955943 7,946769 7,957469
media
Media -0,007159 -0,0081173 -0,005923 -0,011069 -0,010907 -0,009758 -0,011076 -0,0108844 -
estandarizada 0,0136966

Raiz cuadradadela 0,933480 0,9306256 0,938716  0,907531  0,905013 0,893769  0,9041637 0,9036895 0,9244175
media

estandarizada

Error estandar 2,10482 2,111312 2,09363 5,620481  5,633188 5,712828  8,810553 8,807738 8,613905
promedio
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Figura 2.18. Mapa de prediccion de errores para la variable incidencia en los tres estadios fenoldgicos evaluados segun el modelo exponencial, para las
provincias de Salta y Jujuy, campafia agricola 2010/11. Estadio fenol6gico: Estadio 1 (30 a 45DDT), Estadio 2 (50 a 65DDT) y Estadio 3 (90 a

115DDT).
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Figura 2.19. Mapa de prediccién de incidencia en los tres estadios fenolégicos evaluados en las provincias de Salta y Jujuy, campafia agricola 2010/11.
Estadio fenoldgico: Estadio 1 (30 a 45DDT), Estadio 2 (50 a 65DDT) y Estadio 3 (90 a 115DDT).
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2.3.2 Analisis estadisticos entre intensidad de enfermedad, variables de manejo y
variables meteoroldgicas (temperatura, precipitacion, humedad relativa).
2.3.2.1 Prevalencia de la enfermedad por Departamento
2.3.2.1.1 Provincia de Salta

En general, para todos los Departamentos la prevalencia de la podredumbre
radicular fue mayor en la campafa agricola 2009/10, presentando valores mayores al
50% los Departamentos de Chicoana, Cerrillos, La Vifia, Guachipas, Rosario de Lerma
y Gral. Glemes (Figura 2.20).

Departamento

Rosario de Lerma

La Vifa

La Caldera

2010/11

Guachipas
i m 2009/10

Gral Giemes

Chicoana

Cerrillos

Prevalencia (%)
0 20 40 60 80 100

Figura 2.20. Porcentaje de prevalencia de la podredumbre radicular por Rhizoctonia, en la
provincia de Salta en las campafias agricolas 2009/10 y 2010/11.

2.3.2.1.2 Provincia de Jujuy

El departamento de ElI Carmen, presentd los valores mayores de prevalencia en
ambas camparias agricolas con respecto al departamento de Palpala. En el primer caso el
porcentaje de prevalencia fue igual en las dos campafas agricolas, no asi para el
departamento de Palpala, en el cual el valor de prevalencia fue mayor en la campafa
2010/11 (Figura 2.21).
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Figura 2.21. Porcentaje de prevalencia de la podredumbre radicular por Rhizoctonia,
en la provincia de Jujuy en las campafias agricolas 2009/10 y 2010/11.

2.3.2.2. Analisis de asociacion de la enfermedad con el tipo de almacigo
2.3.2.2.1 Provincia de Salta

En la campafa agricola 2009/10, se encontrd6 una asociacion altamente
significativa entre el tipo de almécigo y la presencia de la podredumbre radicular por
Rhizoctonia (p<0.0001). El 85% de las muestras que presentaron el patdgeno fueron
provenientes de almacigos convencionales. ElI 65% de las muestras de almacigo
convencional presentaron el patdgeno (Figura 2.22).
Medida de riesgo epidemioldgico de podredumbre radicular por Rhizoctonia:
Razén de Odds: existe una relacion significativa entre el tipo de alméacigo y la
presencia de Rhizoctonia, la probabilidad de presentarse el patégeno si el alméacigo
fuera convencional es del 40% (Odds Ratio= 1,66).
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Figura 2.22. Presencia de la podredumbre radicular por Rhizoctonia,
en almécigo (convencional y flotante), en la campafia 2009/10.

En la campafa agricola 2010/11, se encontr6 que existe una asociacion
altamente significativa entre el tipo de almécigo y la presencia de Rhizoctonia
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(p<0.0001). EI 86% de las muestras que presentaron el patdgeno son provenientes de
almacigos convencionales. El 64% de las muestras de almécigo convencional
presentaron el patogeno (Figura 2.23).

Medida de riesgo epidemioldgico de la podredumbre radicular por Rhizoctonia:
Razon de Odds: existe una relacion significativa entre el tipo de almécigo y la
presencia de Rhizoctonia, la probabilidad de presentarse el patégeno si el almécigo
fuera convencional es del 66% (Odds Ratio= 2,95).
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Figura 2.23. Presencia de la podredumbre radicular por Rhizoctonia,
en almacigo (convencional y flotante), en la campafia 2010/11.

2.3.2.2.2 Provincia de Jujuy

En la campafa agricola 2009/10, no se encontr6 asociacion entre la incidencia
de la enfermedad y el tipo de almacigo. Sin embargo el 91% de las muestras que
presentaron el patdgeno son provenientes de almacigos convencionales. EI 90% de las
muestras de almacigo convencional presentaron el patdgeno. Figura 2.24
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Figura 2.24. Presencia de la podredumbre radicular por Rhizoctonia,
en almécigo (convencional y flotante), en la campafia 2009/10.
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En la campafa agricola 2010/11, no se encontrd asociacion entre la incidencia
de la enfermedad y el tipo de almacigo. Sin embargo el 92% de las muestras que
presentaron el patdgeno son provenientes de almacigos convencionales. EI 90% de las
muestras de almacigo convencional presentaron el patdgeno. Figura 2.25
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Figura 2.25. Presencia de la podredumbre radicular por Rhizoctonia,
en almécigo (convencional y flotante), en la campafia 2010/11.

2.3.2.3. Analisis de asociacion de la enfermedad con lotes con o sin rotacion
2.3.2.3.1 Provincia de Salta

En la campafia agricola 2009/10, se encontrd una asociacion altamente
significativa entre lotes bajo rotacion o no y la presencia de la podredumbre radicular
por Rhizoctonia (p=0,0012) (Figura 2.26).
Medida de riesgo epidemioldgico de podredumbre radicular por Rhizoctonia:
Razén de Odds: existe una relacion significativa entre lotes con o sin rotacion y la
presencia de Rhizoctonia, la probabilidad de presentarse el patdgeno si proviene de un
lote donde no se realice rotacion es del 43% (Odds Ratio=1,76).
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Figura 2.26. Presencia de la podredumbre radicular por Rhizoctonia,
en relacion a lotes bajo rotacion o no en la campafia 2009/10.
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En la campafa agricola 2010/11, se encontr6 una asociacion altamente
significativa entre lotes bajo rotacion o no y la presencia de la podredumbre radicular
por Rhizoctonia (p<0.0001) (Figura 2.27).

Medida de riesgo epidemioldgico de podredumbre radicular por Rhizoctonia:

Razdén de Odds: existe una relacion significativa entre lotes con o sin rotacion y la
presencia de Rhizoctonia, la probabilidad de presentarse el patdgeno si proviene de un
lote donde no se realice rotacion es del 57% (Odds Ratio= 2,33).
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Figura 2.27. Presencia de la podredumbre radicular por Rhizoctonia,
en relacion a lotes bajo rotacion o no en la campafia 2010/11

2.3.2.3.2 Provincia de Jujuy

En la campafa agricola 2009/10, se encontrd una asociacion altamente
significativa entre lotes bajo rotacion o no y la presencia de la podredumbre radicular
por Rhizoctonia (p=0,0001) (Figura 2.28).
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Figura 2.28. Presencia de la podredumbre radicular por Rhizoctonia,
en relacion a lotes bajo rotacion o no en la campafia 2009/10
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En la campafa agricola 2010/11, se encontrd6 una asociacion altamente
significativa entre lotes bajo rotacion o no y la presencia de la podredumbre radicular
por Rhizoctonia (p<0,0001) (Figura 2.29).
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Figura 2.29. Presencia de la podredumbre radicular por Rhizoctonia,
en relacion a lotes bajo rotacion o no en la campafia 2010/11

2.3.2.4. Analisis de correlacion entre la intensidad de la enfermedad en relacion a
variables meteoroldgicas (temperatura, precipitacion, humedad relativa).
2.3.2.4.1 Provincia de Salta

En ambas campafias, se determiné correlacion positiva y significativa entre la
incidencia y severidad en relacion a la temperatura media ambiental, precipitacion y
humedad relativa evaluada y registrada en los diferentes estadios del cultivo, en los
diferentes Departamentos excepto Guachipas y La Caldera que son los que tuvieron
pocos puntos de muestreos. Para los Departamentos de Cerrillos y La Vifa, las
correlaciones fueron positivas medias (>50 y <75), mientras que para Rosario de Lerma
y Chicoana tuvieron correlacion positiva considerable (>75 y <90) para incidencia y
severidad evaluadas en el primer estadio del cultivo, el resto mostré correlacion positiva
media; y en el caso de General Gliemes tuvo correlacion positiva considerable para la
severidad evaluada en el primer estadio del cultivo y el resto mostré correlacion positiva
media (Tabla 2.13).
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Tabla 2.13. Relacion entre las variables meteoroldgicas y la intensidad de la enfermedad en los tres estadios evaluados, para la provincia de Salta.
Estadio fenoldgico: Primer Estadio (30 a 45DDT), Segudo Estadio (50 a 65DDT) y Tercer Estadio (90 a 115DDT).

Cerrillos

Rosario
de Lerma

Chicoana

S.1

1.1

S.2

S.1
1.1
S.2
1.2
S.3
1.3

S.1

Primer estadio

T°C/pp(mm)/HR%
18,8 /17,8/ 53

r=0,64
p=0,00000031
r=0,61
p=0,00000094
r=0,58 p=0,0000033

r=0,56 p=0,0000089
r=0,55 p=0,000011
r=0,53 p=0,000021

T°C/pp(mm)/HR%
13,76 /1,52/ 47,2
r=0,84 p=0,000038
r=0,84 p=0,000038
r=0,62 p=0,0024
r=0,54 p=0,01
r=0,54 p=0,01
r=0,52 p=0,01
T°C/pp(mm)/HR%
19,48 /1,52/ 48,55
r=0,76 p=0,0000001

r=0,76
p=0,00000011

Segundo estadio
T°C /pp(mm)/HR%
24 /100,6/ 69

r=0,58
p=0,0000033
r=0,56
p=0,0000089
r=0,55 p=0,000011

r=0,53 p=0,000021

T°C /pp(mm)/HR%
23,12 /73,33/ 63,68

r=0,62 p=0,0024
r=0,54 p=0,01
r=0,54 p=0,01
r=0,52 p=0,01
T°C/pp(mm) /HR%
21,06 /0,5/ 41,93

Tercer estadio
T°C/pp(mm)/H%
21,2 /223/ 80

r=0,55 p=0,000011
r=0,53 p=0,000021

T°C/pp(mm)/HR%
20,51 /223/ 80

r=0,54 p=0,01

r=0,52 p=0,01
T°C/pp(mm)/HR%
22,86 /24,61/ 59,63

Primer estadio
T°C/pp(mm)/HR%
18,6 /7,2/ 60

r=0,64 p=0,0000000049
r=0,62 p=0,00000002
r=0,58 p=0,00000016

r=0,56 p=0,00000053

r=0,55 p=0,0000011

r=0,53 p=0,0000011

T°C/pp(mm)/HR%

18,07 /16,71/ 54,33
r=0,82 p=0,000000016
r=0,81 p=0,000000017

r=0,58 p=0,000058
r=0,54 p=0,0002
r=0,54 p=0,00017
r=0,52 p=0,00027
T°C/pp(mm)/HR%
19,57 /0/ 42,83
r=0,77
p=0,00000000092
r=0,77
p=0,00000000096

Segundo estadio
T°C/pp(mm)/H%
20,7 /14,5/ 60

r=0,58
p=0,00000016
r=0,56
p=0,00000053
r=0,55
p=0,0000011
r=0,53
p=0,0000011
T°Clpp(mm)/H%
19,65 /10,89/ 46,86

r=0,58 p=0,000058
r=0,54 p=0,0002
r=0,54 p=0,00017
r=0,52 p=0,00027
T°C/pp(mm)/HR%
25,48 /13,21/ 55,46

Tercer estadio
T°C pp(mm) HR%
21,7 /1230,2/ 72

r=0,55
p=0,0000011
r=0,53
p=0,0000011
T°C/pp(mm)/HR%
20,98 /218,24/ 67,19

r=0,54 p=0,00017

r=0,52 p=0,00027

T°C pp(mm) HR%
22,92 /0/ 65,97
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Tabla 2.13. Continda de pagina 61.

Primer estadio
S.2  r=0,62 p=0,000012
1.2 r=0,59 p=0,000031
S.3  r=0,58 p=0,000052

1.3 r=0,57 p=0,000058

La Vina T°C/pp(mm)/HR%
19,48 /1,52/ 48,55
S.1  r=0,63 p=0,0017
1.1 r=0,62 p=0,0021
S.2  r=0,57 p=0,0044
1.2 r=0,53p=0,01
S.3  r=0,55p=0,01
1.3 r=0,53p=0,01
Gral. T°C/pp(mm)/HR%
Guemes 22,33 /3,3/ 39,48
S.1  r=0,72 p=0,0000072

11 r=0,57 p=0,00037
S22 r=0,57 p=0,00035
1.2 r=0,50 p=0,0016
S.3  r=0,54 p=0,00083
1.3 r=0,50 p=0,0016

Segundo estadio
r=0,62 p=0,000012

r=0,59 p=0,000031
r=0,58 p=0,000052

r=0,57 p=0,000058
T°C/pp(mm)/HR%
21,06 /0,5/ 41,93

r=0,57 p=0,0044

r=0,53 p=0,01

r=0,55 p=0,01

r=0,53 p=0,01

T°C /pp(mm)/HR%
26,89 /26,17/ 55,79

r=0,57 p=0,00035
r=0,50 p=0,0016
r=0,54 p=0,00083
r=0,50 p=0,0016

Tercer estadio

r=0,58 p=0,000052

r=0,57 p=0,000058
T°C/pp(mm)/HR%
22,86 /24,61/ 59,63

r=0,55 p=0,01

r=0,53 p=0,01

T°C/pp(mm)/HR%
24,27 /54,6/ 66,99

r=0,54 p=0,00083
r=0,50 p=0,0016

*S1, S2, S3: severidad evaluada en estadios 1, 2 y 3 del cultivo; 11, 12, 13

Primer estadio
r=0,65 p=0,00000029

r=0,64 p=0,00000043
r=0,62 p=0,00000098

r=0,62 p=0,000001
T°C/pp(mm)/HR%
19,57 /0/ 42,83
r=0,67 p=0,002
r=0,67 p=0,0022
r=0,58 p=0,01
r=0,56 p=0,01
r=0,56 p=0,01
r=0,55 p=0,01
T°C/pp(mm)/HR%
22,34 10,75/ 44,75
r=0,70 p=0,0000021

r=0,55 p=0,000019
r=0,56 p=0,00013
r=0,51 p=0,00056
r=0,54 p=0,00026
r=0,51 p=0,00057

Segundo estadio
r=0,65
p=0,00000029
r=0,64
p=0,00000043
r=0,62
p=0,00000098
r=0,62 p=0,000001
T°C/pp(mm)/HR%

25,48 /13,21/ 55,46

r=0,58 p=0,01
r=0,56 p=0,01
r=0,56 p=0,01
r=0,55 p=0,01
T°C/pp(mm)/HR%
24 /2,54/ 37,84

r=0,56 p=0,00013
r=0,51 p=0,00056
r=0,54 p=0,00026
r=0,51 p=0,00057

Tercer estadio

r=0,62
p=0,00000098
r=0,62 p=0,000001
T°C pp(mm) HR%
22,92 /0/ 65,97

r=0,56 p=0,01
r=0,55 p=0,01
T°C/pp(mm)/HR%
24,99 /144,22/ 59,46

r=0,54 p=0,00026
r=0,51 p=0,00057

: incidencia evaluada en estadios 1, 2 y 3 del cultivo.
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2.3.2.4.2 Provincia de Jujuy

En ambas campafias, se determind correlacion positiva media y significativa
entre la incidencia y severidad en relacion a la temperatura media ambiental,
precipitacion y humedad relativa en los diferentes departamentos. Para el departamento
El Carmen las correlaciones fueron positivas para incidencia y severidad evaluadas en
todos los estadios del cultivo con respecto a las variables meteoroldgicas registradas en
los mismos tiempos. Para el caso de Palpala, en la primer campafia 2009/10, se
determind Unicamente correlacion entre incidencia y severidad en el primer estadio del
cultivo con respecto al registro de variables meteoroldgicas en el mismo tiempo,
mientras que en la segunda campafa 2010/11, se determiné en los diferentes estadios
con respecto a las variables meteoroldgicas, excepto la incidencia evaluada en el
segundo Yy tercer estadio (Tabla 2.14).
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Tabla 2.14. Relacion entre las variables meteoroldgicas y la intensidad de la enfermedad en los tres estadios evaluados, para la provincia de Jujuy.
Estadio fenoldgico: Primer Estadio (30 a 45DDT), Segudo Estadio (50 a 65DDT) y Tercer Estadio (90 a 115DDT).

El

Carmen
S1*
11*
S.2
1.2
S.3
1.3

Palpala

S.1
1.1
S.2
1.2
S.3
1.3
*81, S2, S3:

Primer estadio

T°C/pp(mm)/HR%
20,73/0/ 51
r=0,65 p=0,000052
r=0,53 p=0,0009
r=0,60 p=0,00017
r=0,50 p=0,0016
r=0,58 p=0,00029
r=0,50 p=0,0017
T°C/pp(mm)/HR%
21,29 /0/ 43,98

r=0,62 p=0,04
r=0,62 p=0,04

Segundo estadio

T°C/pp(mm)/HR%
24,95 /38,2/ 67

r=0,60 p=0,00017
r=0,50 p=0,0016
r=0,58 p=0,00029
r=0,50 p=0,0017
T°C /pp(mm)/HR%
26,67 /34/ 60,43

Tercer estadio

T°C/pp(mm)/H%
23,02 /171,20/ 81

r=0,58 p=0,00029

r=0,50 p=0,0017

T°C/pp(mm)/HR%
23,66 /251/ 76,21

Primer estadio

T°C/pp(mm)/HR%

20,27 7,2/ 58
r=0,64 p=0,000044
r=0,54 p=0,00055
r=0,65 p=0,000029
r=0,51 p=0,0011
r=0,60 p=0,00011
r=0,50 p=0,0013

T°C/pp(mm)/HR%

21,47 [7] 49,15
r=0,63 p=0,02
r=0,60 p=0,03
r=0,58 p=0,04
r=0,57 p=0,04

Segundo estadio
T°C/pp(mm)/H%
22,43/12,2/ 48

r=0,65 p=0,000029
r=0,51 p=0,0011
r=0,60 p=0,00011
r=0,50 p=0,0013
T°C/pp(mm)/H%
23,36 /8,6/ 40,1

r=0,58 p=0,04

r=0,57 p=0,04

severidad evaluada en estadios 1, 2 y 3 del cultivo; 11, 12, 13: incidencia evaluada en estadios 1, 2 y 3 del cultivo.

Tercer estadio

T°C pp(mm) HR%
23,31/168/ 71

r=0,60 p=0,00011

r=0,50 p=0,0013

T°C/pp(mm)/HR%
24,53 /195,3/ 64,81

r=0,57 p=0,04
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2.4 Discusion

Durante el presente estudio, se determiné que la podredumbre radicular por
Rhizoctonia estaba dispersa y establecida a través de las provincias de Salta y Jujuy. El
analisis geoestadistico demostré ser una herramienta apropiada para determinar la
distribucion espacial de la patologia. Esta distribucion en la provincia de Salta y Jujuy para
las variables de intensidad evaluadas, se ajustaron al modelo exponencial, manifestando
una distribucion de limites irregulares o aleatorios, lo cual permite estimar posibles factores
que lo influyan como ser empleo de diferentes variedades con tolerancia variada a la
enfermedad, lotes con rotacién o tipo de almacigo empleado. Ramirez et al. (2011),
determinaron el ajuste del Carbdn de la espiga del maiz (S. reilianum), al modelo
exponencial, sugiriendo la presencia de diferentes genotipos sembrados de maiz, en forma
irregular dentro de cada localidad evaluada, induciendo ese tipo de agregacion. Otros
estudios como los de Larkin et al. (1995) que evaluaron la distribucion espacial de
Phytophthora capsici en pimiento y Hao y Subbarao (2005), que lo hicieron para
Sclerotinia minor y Sclerotinia sclerotiorum, comprobaron un ajuste al modelo Gaussiano
lo cual les permiti6 inferir la existencia de factores medioambientales que favorecieron una
diseminacion mas rapida de las patologias en términos de espacio. En esta investigacion si
bien se selecciond el mejor ajuste al modelo exponencial, los demas modelos obtuvieron
similares valores de confiabilidad, pudiendo inferir factores ambientales asociados. La
validacion de los semivariogramas de las variables de intensidad de la enfermedad en los
diferentes estadios evaluados permiti6 estimar el indice de Dependencia Espacial (IDE) de
la enfermedad (distribucion agregada de la enfermedad en el espacio), obteniendo para las
variables en los primeros estadios (30 a 45 DDT), una dependencia espacial moderada, y en
los siguientes estadios una baja dependencia mostrando una distribucion aleatoria.
Probablemente estos resultados sean producto de la rapida expansion de la patologia en los
dos estadios de evaluacion siguientes, lo cual nos indica que puede estar ligado a multiples
factores de manejo y ambiente, como lo encontrado por Gottwald et al. (1996), al analizar
la distribucion del Virus de la tristeza de los citricos (CTV). La distribucion agregada
observada a través del IDE, es tipica de los hongos habitantes del suelo que producen
enfermedades radiculares en diferentes cultivos, Mihail y Alcorn (1987), Olanya y
Campbell (1988), Taliei et al (2013), observaron la distribucion agregada de los propagulos
de M. phaseolina en diversos campos. Por otra parte la distribucién aleatoria encontrada en
el sequndo y tercer estadio del cultivo, concuerda con Hussain el al. (2014), los cuales
reportaron una distribucion variada y aleatoria de R. solani afectando a la papa, asociandolo
con el manejo del cultivo (monocultivo, falta de rotacion, escasas variedades tolerantes e
influencia del ambiente); cuyos componentes de manejo concuerdan en general con este
estudio.

En el cultivo de tabaco es importante destacar el manejo convencional del cultivo,
en el cual se realizan aporques aproximadamente hasta los 45 a 50 DDT, en este momento
el crecimiento de las raices horizontal es del 25 a 35 cm (Ballari, 2005), motivo por el cual
es probable que se produzcan roturas de raices, provocando un incremento en focos de
infeccion, incidencia y severidad de la enfermedad. Estas distribuciones espaciales se
pudieron observar a través de los mapas de prediccion generados para las variables de
intensidad de la patologia en los tres tiempos fenoldgicos registrados. De lo mencionado
hasta aqui, se puede estimar que el mejor momento de evaluacion de esta enfermedad en
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campo es hasta los 45 DDT para realizar analisis geoestadistico y producir mapas de
distribucion espacial con fines de manejo preventivo de la enfermedad.

Del geoestadistico de las variables de intensidad de la enfermedad, en primer
término se observo la frecuencia de la enfermedad en ambas provincias, en Salta hubo
mayor incidencia de la podredumbre radicular (0 a 65%) en comparacion con la provincia
de Jujuy (0 a 26%), no asi con la severidad que fue mayor en la provincia de Jujuy. Esto
puede ser atribuido a que en la provincia de Jujuy se emplean variedades multiplicadas por
los productores que se comportan mas tolerantes frente a la enfermedad que en la provincia
de Salta donde se utilizan semillas nuevas de diferentes variedades comerciales. Asimismo
en el analisis estadistico de prevalencia por departamento en cada provincia, se encontr6 un
mayor porcentaje de prevalencia en los departamentos de la provincia de Jujuy

En el andlisis de asociacion de la presencia de la enfermedad con el tipo de
almacigo con el que se produjo el plantin, se encontr6 una asociacion altamente
significativa, presentando en la provincia de Salta una razon de Odds entre 40 y 64% si la
planta proviene de una produccion de almacigo convencional. En la provincia de Jujuy no
se pudo determinar esta medida de riesgo epidemioldgico, dado que el 91% de las muestras
provenian del sistema convencional, sin embargo se registré un 90% de esas muestras con
la presencia del patdgeno, lo cual nos indica la importancia del origen de produccion del
plantin. Diversos autores mencionan las ventajas del sistema de almacigo flotante.

Gutierrez et al. (1997), obtuvieron una mejor calidad sanitaria del plantin con
respecto a R. solani, bajo el sistema mencionado siempre y cuando se utilicen bandejas
nuevas o de un afio con una buena desinfeccion.

En el caso del andlisis de asociacidn de la presencia de la enfermedad con lotes bajo
rotacion o no, se encontrd una asociacién altamente significativa, presentando en la
provincia de Salta una razon de Odds entre 43 y 57%, siendo esta la probabilidad de
presentarse el patdgeno si proviene de un lote bajo monocultivo. En la provincia de Jujuy
no se pudo determinar esta medida de riesgo epidemiolégico, dado que el 90% de las
muestras provenian de lotes bajo monocultivo, que a lo sumo presentan un barbecho de
maiz o sorgo. También debe recalcarse que se registré un 90% de esas muestras con la
presencia del patdgeno, lo cual nos indica la importancia de la rotacion de cultivos. Clayton
(1944), menciona la importancia de la rotacién de cultivos para disminuir la prevalencia e
incidencia de la podredumbre radicular en tabaco, mencionando que lotes comerciales bajo
rotacion reducen la incidencia en un 15%. Lo mencionado hasta ahora se puede relacionar
con la distribucion espacial de las variables de intensidad de la enfermedad en las
provincias de Salta y Jujuy. Si bien la incidencia de la enfermedad fue mayor en Salta, la
severidad fue menor, siendo esto relacionado con la produccion de sistema de almacigo
flotante y a que existen lotes comerciales bajo rotacion. En Jujuy la incidencia es menor y
la severidad de la enfermedad mayor, probablemente por el uso de variedades multiplicadas
que toleran la enfermedad y originan lotes con menor incidencia, pero a la vez la falta de
rotacion y la fuente de inoculo que genera la produccion de almacigo convencional, puede
que este originando aislamientos con mayor agresividad.

Con respecto a la correlacion de la enfermedad con las variables meteoroldgicas, se
encontrd una correlacion positiva en ambas provincias, encontrando coeficientes mas altos
en la variable severidad de la enfermedad. Las condiciones de infeccion de este patdgeno
en el cultivo de tabaco como en otros es amplia, al respecto Shew y Lucas (1991),
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mencionan entre las condiciones Optimas para del patdgeno, temperatura Optima de
germinacion y crecimiento del hongo de 24-28°C, aunque un rapido crecimiento ocurre
entre los 20-30°C. Humedad de suelo del 65% vy areas poco drenadas favorecen el
desarrollo de la enfermedad. Asimismo observando el mapa de prediccion de la severidad,
se puede inferir que los grados de severidad elevados en el departamento de General
Guemes en Salta y la provincia de Jujuy, estan asociados con elevadas temperaturas.
Existen diversas publicaciones relacionadas que mencionan que la agresividad del patégeno
es favorecida por temperaturas elevadas en diferentes hospedantes en un rango de 20 a
37°C (Carling y Leiner, 1990a, Kousik et al. 1995, Tsror, 2010, Orozco-Avitia et al., 2013),
con respecto al hospedante, Ribeiro do Vale et al. (2004) mencionan que la influencia de la
temperatura en la ocurrencia de las enfermedades producidas por patdgenos habitantes del
suelo se debe principalmente a los efectos sobre la planta hospedante, por lo cual el estudio
de materiales genéticos en un sitio es importante para determinar adaptacion al ambiente y
tolerancia a enfermedades. En cuanto a la humedad relativa ambiente, existen numerosas
publicaciones asociadas a enfermedades foliarles y no radiculares, lo cual lleva a pensar
que la misma puede tener efecto sobre los materiales genéticos evaluados tornandolos
susceptibles al patdgeno, segin Raper y Smith (1975), elevados porcentajes de humedad
relativa ambiente afectan el crecimiento y desarrollo de la planta de tabaco.

2.5 Conclusiones

. El anélisis geoestadistico permitid obtener la distribucion espacial de la enfermedad,
manifestando mediante los parametros del semivariograma y mapas de prediccién un
comportamiento agregado a los 30 a 45DDT vy posteriormente aleatorio a los 50 a 65DDT y
90 a 115DDT.

. El comportamiento espacial en el tiempo, permitié determinar momentos criticos
del cultivo a la enfermedad, siendo este luego de los 45DDT.

. Plantas que provienen de sistema de produccién de plantines en almacigo
convencional tienen un mayor riesgo epidemiolégico de presentar el patégeno.

. Lotes bajo rotacion de cultivos, tienen menor riesgo epidemioldgico de presentar la
podredumbre radicular por Rhizoctonia.

. Se comprobd una correlacion positiva entre las variables de intensidad de la

enfermedad y la temperatura media ambiental, precipitacion y humedad relativa ambiente,
presentando coeficiente de correlacion més elevado para la severidad. Asimismo en el
mapa de prediccion se observa que el departamento de Gral Gliemes en la provincia de
Salta y los departamentos de EI Carmen y Palpala en la provincia de Jujuy presentan mayor
severidad, estando probablemente asociados a la mayor temperatura medio ambiental que
presentan.

. Este estudio, permitié corroborar al analisis geoestadistico como una herramienta
valiosa para inferir estrategias de manejo a nivel regional. Este seria el primer estudio de
analisis geoestadistico sobre un hongo habitante del suelo en Argentina y particularmente
de la podredumbre radicular por Rhizoctonia en las provincias de Salta y Jujuy.
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Capitulo III

Identificacion de grupos de anastomosis de
los aislados de Rhizoctonia spp. presentes en
Salta y Jujuy empleando marcadores ITS,

caracteres morfologicos y virulencia
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CAPITULO 11l

Identificacidn de grupos de anastomosis de los aislados de Rhizoctonia spp. presentes
en Salta y Jujuy empleando marcadores ITS, caracteres morfologicos y virulencia

3.1 Introduccion

El género Rhizoctonia es considerado como un complejo heterogéneo de hongos
filamentosos (Schneider et al., 1997; Gonzalez Hernandez, 2002; Gonzalez et al., 2006;
Gonzalez Garcia, 2008). Su identificacion durante afios estuvo basada en la descripcion
realizada por Ogoshi en 1795, la cual incluia las siguientes descripciones:

» Ramificacion cerca del septo central en la hifa vegetativa joven.

« Estrangulamiento de la hifa y formacion de septos a una corta distancia del punto

donde se originan las ramas hifales

* Septos doliporos

* Ausencia de conexiones clamp, conidios, esclerocios diferenciados dentro de la

corteza y de la médula.

Es asi que la clasificacion de diferentes taxas de Rhizoctonia ha involucrado numerosos
métodos como la patogenicidad, apariencia en medios de cultivo, morfologia, fisiologia,
ecologia, anastomosis hifal y condicion nuclear (Parmeter y Whitney, 1970; Ogoshi, 1987,
Sneh et al., 1991). En la Gltima década la introduccion de las aproximaciones moleculares
ha provisto una herramienta valiosa para la caracterizacion de grupos y subgrupos de
anastomosis, volviéndose un medio efectivo para la evaluaciéon de relaciones genéticas de
este complejo (Cruick-Shank, 1990; Liu y Sinclair, 1992; Vilgalys y Cubeta, 1994;
Nicolleti et al., 1999; Gonzalez et al., 2012).

3.1.1 Determinacion morfoldgica

Los miembros del género Rhizoctonia se distinguen por la morfologia hifal y la
configuracién del septo (Sneh et al., 1991), mientras que las especies logran ser
diferenciadas por el nimero de nucleos presentes en las células somaticas de hifas jovenes,
0 por las caracteristicas morfométricas de las estructuras sexuales, siendo esta Gltima la
menos utilizada dada la dificil obtencion del teleomorfo. Partiendo de ello, desde los afios
60, la cuantificaciéon de nicleos en las células vegetativas se constituyd en un importante
criterio taxonémico para separar las especies en uninucleadas, binucleadas y
multinucleadas (Parmeter et al., 1967; Carling et al., 2002). La literatura especializada
registra varios métodos de tincion de nucleos en las células somaticas de Rhizoctonia spp,
siendo los colorantes mas empleados los azules de anilina y tripano (Herr, 1979), diamina
fenil indol (Martin, 1988), giemsa (Rogers, 1965), naranja de acridina (Yamamoto y
Uchida, 1982), orcenina (Tu et al., 1969) y safranina O (Bandoni, 1979).

3.1.2 Grupos de anastomosis

El complejo de hongos Rhizoctonia son poblaciones genéticamente definidas que se
distinguen por su capacidad de anastomosis entre hifas de aislados pertenecientes a un
mismo grupo. Anderson (1982), definio anastomosis en Rhizoctonia como una
manifestacién de incompatibilidad somatica o vegetativa entre cepas diferentes pero
relacionadas entre si. Tal incompatibilidad somatica limita el cruzamiento a unos pocos
pares compatibles. Un grupo de anastomosis (AG) es una coleccion de aislados
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cercanamente relacionados, agrupados juntos, en base a la capacidad de anastomosarse
(Carling, 1996). La existencia de estos grupos representan el aislamiento genético de las
poblaciones en cada grupo (Agrios, 2005).

Los estudios basados en reacciones de anastomosis datan de los afios 60, siendo
Matsumoto et al. (1932) los primeros en reportar un grado de variacion entre grupos.
Segin Carling (1996), es uno de los métodos principales para la clasificacion de
Rhizoctonia en grupos homogéneos, siendo validado por las técnicas moleculares. Sin
embargo para algunos aislados el mismo es insuficiente para una correcta identificacion y
clasificacion; existiendo diversas menciones de aislados que pierden la capacidad de
anastomosarse con miembros del mismo grupo, generando falsos positivos (Hyakumachi y
Ui, 1987; Sneh et al., 1991; Martin, 2000; Carling et al., 2002).

3.1.3 Utilizacion de marcadores moleculares- ITS

A partir de la década del 90, con el advenimiento de las técnicas moleculares, la
introduccién de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) ha confirmado las relaciones
genéticas entre grupos de anastomosis. Una variedad de métodos han sido desarrollados
como herramientas de diagndstico basados en PCR, siendo actualmente el mas utilizado el
analisis de secuencias del ADNr-ITS (espaciador transcripto interno-internal transcribed
spacer) para la clasificacion de este complejo (Sharon et al., 2006; Sharon et al., 2008).

El fundamento del analisis de secuencias del ADNr-ITS se basa en que el ADN
ribosémico es una secuencia de ADN contenida en los que codifica ARN ribosémico. En el
caso de eucariotas los ribosomas tienen un coeficiente de sedimentacion de 80S y estan
compuestos por dos subunidades de distinto tamafio, una subunidad mayor 60S que tiene
tres tipos de rARN (5S, 28S, 5.8S) y una subunidad menor 40S con una sola molécula de
rARN 18S. Las secuencias mencionadas regulan la transcripcion e iniciacion de la
amplificacion y contienen segmentos espaciadores transcribibles y no transcribibles (Figura
3.1).

rDNA-repeat rDNA-repeat

ETS 5.85 ETS 5.8S
ITS ITS

Figura 3.1. Disposicion del ADNr eucaridtico 18S, 5.8S y 28S en tdndem; el ADNr 5S se codifica
separadamente. NTS: espaciador no transcribible, ETS: espaciador transcribible externo, ITS:
espaciador transcribible interno.

Las secuencias 28S, 18S y 5.8S estan altamente conservadas y evolucionan
lentamente, por lo cual son utilizadas para estudios de relaciones filogenéticas. Las zonas
no codificantes ITS1 e ITS2 son méas variables dado que acumulan mayor numero de
mutaciones (Figura 3.2), siendo importantes para identificacion de especies fangicas, y por
lo tanto seguin Baldwin et al. (1995), posibilitan la alineacién no ambigua de esta region.
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5ETS :
185 .85 |28 SRl

ITS 1 ITS 2

Figura 3.2. Disposicion de las zonas no codificantes ITS1 e ITS2.

Las secuencias ITS se proponen como un marcador de cédigo de barras de ADN
universal para hongos (Schoch et al., 2012). Actualmente el método més apropiado para la
identificacion y clasificacion de Rhizoctonia spp. es el empleo de analisis de secuencias del
ADNIr-ITS, existiendo una amplia base de datos de secuencias disponibles en GenBank
(Sharon et al., 2008).

Hasta el momento Rhizoctonia ha sido clasificado en 13 grupos de anastomosis y
varios subgrupos (Gonzalez-Hernandez, 2002; Sharon et al., 2008). Diferentes especies de
Rhizoctonia son patogenas para el tabaco. Especies binucleadas (Rhizoctonia BN),
incluyendo el teleomorfo Ceratobasidium y especies multinucleadas, incluyendo R. solani
(teleomorfo: Thanatephorus cucumeris) y Rhizoctonia zeae (Teleomorfo: Waitea circinata
var zeae) se han reportado en el tabaco (Lucas, 1975; Shew y Melton, 1995; Nicoletti et al.,
1999; Garcia et al., 2009; Gurkanlic et al., 2009; Gurkanlic y Ozkoc, 2011).

En concordancia con la enfermedad causada en tabaco, los grupos de anastomosis
reportados son AG 1, AG 2-2, AG 4 y AG 5 causando tizon de plantulas en plantines bajo
almécigo y en plantas jovenes posteriores al transplante en campo y podredumbre radicular
en planta adulta (Nicoletti y Lahoz, 1995; Gutierrez et al., 1997). Mientras que AG 2-2 y
AG 3 producen la mancha foliar o target spot (Shew y Main, 1985; Meyer et al., 1990;
Shew y Melton, 1995). También se reportaron especies binucleadas de Rhizoctonia, los
grupos de anastomosis AG-A, AG-F, AG-G, AG-P y AG-R se encontraron causando tizon
de plantulas en plantines de tabaco y podredumbre radicular en plantacion (Masuka, 1998;
Garcia et al., 2009; Gurkanlic y Ozkoc, 2011). Cabe sefialar que estos aislados se mostraron
poco virulentos.

El conocimiento de las diferentes poblaciones de Rhizoctonia spp. que causan
enfermedades en tabaco en diferentes regiones geograficas sigue siendo escasa. Sin
embargo, la comprension de la epidemiologia de las enfermedades depende en gran medida
del conocimiento de la diversidad de un patdgeno. En Argentina no se han realizado
estudios para identificar Rhizoctonia spp. asociadas a enfermedades en tabaco.

3.1.4 Objetivos

-ldentificar las especies de Rhizoctonia presentes en plantas de tabaco cultivadas en Salta 'y
Jujuy mediante caracteres morfologicos y marcadores ITS.

-Caracterizar los aislados de Rhizoctonia spp en grupos de anastomosis

-Analizar la virulencia de los diferentes aislados de Rhizoctonia.

3.2 Materiales y Métodos
3.2.1 Obtencién de aislados

Fueron obtenidos 125 aislados de Rhizoctonia spp de plantas de tabaco y suelo.
En el caso de las plantas, se adquirieron en etapa de almacigo y plantacion con sintomas de

73



mal de los almacigos, mancha foliar y podredumbre radicular. EI material se proceso en
laboratorio mediante la técnica de desinfeccion superficial, la cual consistié en desinfectar
trozos de hojas o raiz con hipoclorito de sodio al 0,5% durante 1 0 2 minutos, seguidamente
se colocd en alcohol 70° por 1 o 2 minutos y finalmente se lavaron con agua destilada
estéril. Los trozos se sembraron equidistantes en placas de Petri de 9 mm con agar papa
glucosado (A.P.G.) acidificado a pH 5 con &cido lactico y se incubaron a 25°C+2°C en
oscuridad durante 2 o 3 dias. Posteriormente extremos hifales fueron transferidos a nuevas
placas con A.P.G. para su analisis morfoldgico y caracteristicas microscopicas.

Por su parte, las muestras de suelo se tomaron en la etapa de plantacion a partir de
la rizosfera, siguiendo para su analisis el método de cebo cualitativo para Rhizoctonia spp.
descripto por Alfenas et al. (2007). Este método consistié en colocar 100 muestras de suelo
en placas de Petri esterilizadas, humedeciendo las mismas con agua destilada estéril hasta
capacidad de campo, colocando equidistantes 30 segmentos de ramas de eucaliptos
autoclavados dos veces a 120°C por 30 minutos, posteriormente se incubd a 25°C+2°C en
oscuridad durante 48hs, para luego extraer los segmentos, los cuales fueron desinfectados
con hipoclorito de sodio al 2% y alcohol 70° por 2 minutos, siendo sembrados en placas de
Petri con A.P.G., pasando a incubacién 25°C+2°C en oscuridad por 12-24hs y finalmente
se observo el crecimiento y se repico extremos hifales en medio de cultivo puro.

En este estudio se analizaron 51 aislados de Rhizoctonia seleccionados como
representantes de sitios evaluados (lotes y localidades), entre los cuales se incluyeron
aislados de otros hospedantes que rotan con el cultivo de tabaco. (Tabla 3.1).

Tabla 3.1. Aislados de Rhizoctonia estudiados.

1 Rsl Cerrillos-Salta DO/raiz/N. tabacum 2008
2 Rs2 Cerrillos-Salta DO/raiz/N. tabacum 2008
3 Rs6 La Caldera-Salta DO/raiz/N. tabacum 2008
4 Rs6b La Caldera-Salta DO/raiz/N. tabacum 2008
5 Rs10 Puesto Viejo-Jujuy DO/raiz/N. tabacum 2008
6 Rs12 Las Lajitas-Salta -/caja/Arachis hypogaea 2008
7 Rs17 Rosario de Lerma/Salta PR/raiz/N. tabacum 2008
8 Rs22a Los Lapachos-Jujuy -/suelo/- 2008
9 Rs22b Los Lapachos-Jujuy -/suelo/- 2008
10 Rs25a La Merced-Salta PR/raiz/N. tabacum 2009
11  Rs25b La Merced-Salta PR/raiz/N. tabacum 2009
12 Rs26 Monterrico-Jujuy PR/raiz/N. tabacum 2010
13 Rs29 Monterrico-Jujuy PR/raiz/N. tabacum 2010
14 Rs34 Monterrico-Jujuy -/suelo/- 2009
15 Rs35 Los Lapachos/Jujuy -/suelo/- 2009
16 Rs36 La Merced-Salta PR/raiz/N. tabacum 2009
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Tabla 3.1.Continua de pégina 74.

17  Rs36b La Merced-Salta PR/raiz/N. tabacum 2009
18 Rs44 Rosario de Lerma/Salta PR/raiz/N. tabacum 2010
19 Rs46 Rosario de Lerma/Salta PR/raiz/N. tabacum 2010
20 Rs46b Rosario de Lerma/Salta PR/raiz/N. tabacum 2010
21 Rs47 Rosario de Lerma/Salta PR/raiz/N. tabacum 2010
22  Rs47b Rosario de Lerma/Salta PR/raiz/N. tabacum 2010
23 Rs49 Cerrillos-Salta RR/raiz/Cicer arietinum 2010
24 Rs53 Cerrillos-Salta PR/raiz/N. tabacum 2010
25 Rs53b Cerrillos-Salta PR/raiz/N. tabacum 2010
26 Rs54 Rosario de Lerma/Salta PR/raiz/N. tabacum 2010
27 Rs56 Cerrillos-Salta -/semilla/Phaseolus vulgaris 2010
28 Rs57 Cerrillos-Salta -/semilla/Phaseolus vulgaris 2010
29 Rs58 La Silleta-Salta DO/raiz/N. tabacum 2010
30 Rs59 La Silleta-Salta MH/hoja/N. tabacum 2010
31 Rs1 Cerrillos-Salta DO/raiz/N. tabacum 2008
32 Rs2 Cerrillos-Salta DO/raiz/N. tabacum 2008
33 Rs6 La Caldera-Salta DO/raiz/N. tabacum 2008
34 Rs6b La Caldera-Salta DO/raiz/N. tabacum 2008
35 Rs10 Puesto Viejo-Jujuy DO/raiz/N. tabacum 2008
36 Rs12 Las Lajitas-Salta -/caja/Arachis hypogaea 2008
37 Rs17 Rosario de Lerma/Salta PR/raiz/N. tabacum 2008
38 Rs22a Los Lapachos-Jujuy -/suelo/- 2008
39 Rs22b Los Lapachos-Jujuy -/suelo/- 2008
40 Rs25a La Merced-Salta PR/raiz/N. tabacum 2009
41  Rs25b La Merced-Salta PR/raiz/N. tabacum 2009
42 Rs26 Monterrico-Jujuy PR/raiz/N. tabacum 2010
43 Rs29 Monterrico-Jujuy PR/raiz/N. tabacum 2010
44 Rs34 Monterrico-Jujuy -/suelo/- 2009
45 Rs35 Los Lapachos/Jujuy -/suelo/- 2009
46 Rs36 La Merced-Salta PR/raiz/N. tabacum 2009
47 Rs36b La Merced-Salta PR/raiz/N. tabacum 2009
48 Rs44 Rosario de Lerma/Salta PR/raiz/N. tabacum 2010
49 Rs46 Rosario de Lerma/Salta PR/raiz/N. tabacum 2010
50 Rs46b Rosario de Lerma/Salta PR/raiz/N. tabacum 2010
51 Rs47 Rosario de Lerma/Salta PR/raiz/N. tabacum 2010

3.2.2 Caracterizacion morfologica de los aislados

Los 51 aislados fueron evaluados morfoldgicamente a través de su observacion en
placas de A.P.G. a diferentes temperaturas (10, 20, 30 y 40°C) en oscuridad durante 20
dias. Las variables a registrar fueron radio de crecimiento micelial (Cm), color de micelio,
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forma de crecimiento micelial, color y disposicion de esclerocios en la placa. Se realizaron
dos repeticiones del ensayo, con cinco repeticiones por aislamiento y temperatura. Para
determinar la tasa de crecimiento micelial se empleo la funcidn lineal y=Cm X + C (donde
y es la distancia, x es el tiempo y ¢ es el factor constante) y se expres6é en milimetros por
dia (mm/dia). El crecimiento se registré en dos ejes cartesianos trazados sobre la tapa de la
placa de Petri, tomando como interseccion el centro del implante (Zeravakis et al., 2001).

La determinacién del namero de nucleos se realizé utilizando la tincion naranja de
acridina (Sneh et al., 1991). Los nucleos tefiidos fueron observados mediante microscopio
de fluorescencia.

Analisis descriptivo y representaciones graficas se aplicaron para el diagnostico
de datos.

3.2.3 Marcadores ITS
3.2.3.1 Extraccion del ADN por CTAB
La extraccion de ADN se realiz6 siguiendo el protocolo de CTAB (Cetil-trimetil-
bromuro de amonio) descripto por Doyle y Doyle (1990), modificado.
Colonias del hongo con 5 a 7 dias de crecimiento en APG acidificado (pH=5), se colocaron
en morteros esteriles (250mg), en los cuales por muestra se adiciono 700 ul de buffer (100
mM Tris-HCI + 20 mM EDTA + 1.4 M NaCl + 0.2% de 3 mercaptoetanol) + 200 pl de
CTAB, se produjo el molido de la muestra y se transfirid el producto en mictotubos
eppendorf de 1,5 ml. Posteriormente los microtubos se llevaron a freezer a -20°C durante
20 minutos, luego se incubaron a 65°C durante 10 min y se triturd el tejido con un émbolo
plastico. Se agregdé 250 pl de acetato de potasio (5M) y se agitd brevemente, para luego
incubar en hielo durante 20 min. Seguidamente se retiraron los microtubos del hielo y se
centrifugaron 30 min a 4°C a 10000 rpm. Inmediatamente se retiraron los microtubos de la
microcentrifuga, se tomaron 500 pl del sobrenadante y transfirié a otros microtubos
rotulados a los cuales se le agrego 500 ul de isopropanol, se mezcldé suavemente para
precipitar los acidos nucleicos. Luego se centrifugaron 15 min a 10000 rpm a T° ambiente
y se descarto el pellet. EI mismo fue lavado con 250 ul de ETOH 70% frio y se centrifugo
10 min a 10000 rpm a T° ambiente. Posteriormente se volvio a centrifugar 15 min a 10000
rpm a T° ambiente y se dejo secar al aire 20 min. Finalmente se resuspendié el pellet en 50
pl de TE (10 mM Tris-HCI pH 8 + 1 mM EDTA pH 8) y se guardé en freezer a -20°C.
3.2.3.2- Reacciones de amplificacién mediante PCR
La regidn del espaciador transcripto interno del ADN ribosomal (ITS-ADNr) fue
amplificado utilizando los cebadores ITS1 (5 TCCGTAGGTGAACCTGCGGI') and ITS4
(5 TCCTCCGCTTATTGATATGC3") (White et al., 1990). La reaccion para PCR tuvo un
volumen final de 50 ul conteniendo 12-15 ng de ADN gendmico a 1x de reaccion buffer
[100 mM Tris—HCI (pH 9.0), 500 mM KCI, 1% Triton® X-100], 0.1 uM de cada cebador
(Genbiotech S.R.L., Buenos Aires, Argentina), 200 uM de cada dNTP, 3.0 mM MgCI2 y
1.0 unidad de Tag ADN polimerasa (Highwa y-Inbio, Tandil, Argentina). EI programa de
amplificacionse realiz6 en un termociclador (Eppendorf Master Cycler, Hamburg,
Germany), programado con una incubacion a 94°C por 1min., seguidamente 30 ciclos a
94°C por 15 seg., annealing a 58°C por 15 seg. y 72°C por 15 seg., finalizando con una
incubacion a 72°C por 7 min. Los productos de la reaccion fueron verificados por
electroforesis en geles de agarosa al 2% conteniendo 0,2 pg/pl de bromuro de etidio y
fueron purificados usando el kit de purificacion QIAquick®PCR (Qiagen). Los fragmentos
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fueron secuenciados en ambas direcciones epleando los cebadores ITS1 e ITS4 en un
secuenciador de ADN ABI 3130XL (Applied Biosystems, CA, USA). Luego los fragmetos
secuenciados fueron alineados usando Clustal W (Thompson et al., 1994), incluyéndose
para el andlisis secuencias adicionales de AG conocidos de R. solani disponibles en la base
de datos de secuencias genéticas GenBank en el Centro Nacional para la Informacion
Biotecnoldgica o National Center for Biotechnology Information (NCBI). Sélo se utilizaron
secuencias patrones del NCBI de trabajos publicados. Aislados de otros hospedantes
(poroto, mani, sorgo), fueron incluidos en el analisis. Se construy6 un arbol filogenético
mediante el algoritmo de Neighbor Joining o vecino més cercano (Saitou y Nei, 1987),
usando el software BioEdit (Hall, 1999).

3.2.3.3- Analisis de datos

Las secuencias de cada aislamiento fueron editadas usando Bioedit (Hall 1999) y
depositadas en el GenBanK (Tabla 3.3). El set total de datos estuvo compuesto por los
aislados obtenidos en el presente trabajo y 39 secuencias controles del GenBank (Tabla
3.2). Athelia rolfsii fue usado como un grupo externo.
Tabla 3.2. Aislados tester de Rhizoctonia utilizados en este estudio.

55VkTB114 AG 4 HG-I N. tabacum Gurkanli C., Ozkoc I, FM867595
Gunduz 1.

SHKS8 AG 4 HG-I N. tabacum Bacharis C., Gouziotis A., FJ480923
Karaoglanidis G.

SCKY7 AG 4 HG-I N. tabacum Bacharis C., Gouziotis A., FJ480922
Karaoglanidis G.

KD5K AG 4 HG-I N. tabacum Bacharis C., Gouziotis A., FJ480926
Karaoglanidis G.

55VkTB94 AG 4 HG-II N. tabacum Gurkanli C., Ozkoc 1., FM867594
Gunduz 1.

55TkTB86 AG 4 HG-II N. tabacum Gurkanli C., Ozkoc 1., FM867593
Gunduz 1.

SAK?2 AG 4 HG-111 N. tabacum Bacharis C., Gouziotis A., FJ480930
Karaoglanidis G.

SDK3 AG 4 HG-111 N. tabacum Bacharis C., Gouziotis A., FJ480928
Karaoglanidis G.

SZK8 AG 4 HG-1II N. tabacum Bacharis C., Gouziotis A., FJ480929
Karaoglanidis G.

56Rs AG 2-1 Solanum Gonzalez D., Carling D.E., AF354105

tuberosum Kuninaga S., Vilgalys R.,

Cubeta M.A.

DOI7K AG 2-1 N. tabacum Bacharis C., Gouziotis A., FJ480919
Karaoglanidis G.

KK4 AG 2-1 N. tabacum Bacharis C., Gouziotis A., FJ480917
Karaoglanidis G.

KB10K AG 2-1 N. tabacum Bacharis C., Gouziotis A., FJ480912
Karaoglanidis G.

AGOTP AG9 - Kuramae E.E., Buzeto A.L., AY154315

Ciampi M.B., Souza,N.L.
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Tabla 3.2. Contintia de pagina 77.

TX S4R1
AG-3
FL3
93017

R1203
RI1-64

LIT3K

19Rs

31Rs

ZN667

H5-307

237258

95399

A68

RS1168

WDb

76Rs

1556

CIMAP
MA111

AG9

AG3

AG 3

AG 10
AG 10
AG 2-2 IV

AGS

AG 4 HG-I

AG 4 HG-I

AG 4 HG-I

AG 4 HG-I

AG 4 HG-II

AG 4 HG-II

AG 4 HG-III

AG 4 HG-III

AG 4 HG-III

AG 2-1

AG 2-1

AG 2-1

N. tabacum

N. tabacum
Suelo
Suelo

N. tabacum

N. tabacum

N. tabacum

N. tabacum

N. tabacum

N. tabacum

N. tabacum

N. tabacum

N. tabacum

N. tabacum

Solanum
tuberosum

N. tabacum

N. tabacum

Kuninaga S., Natsuaki T.,
Takeuchi T., Yokosawa R.
LaMondia J.A., Vossbrinck
C.R.

Pope E.J., Carter D.A.
Pope E.J., Carter D.A.
Pope E.J., Carter D.A.
Carling D.E., Kuninaga S.,
Brainard K.A.

Bacharis C., Gouziotis A.,
Karaoglanidis G.

Gurkanli
Gunduz 1.
Bacharis C., Gouziotis A.,
Karaoglanidis G.
Bacharis C., Gouziotis A.,
Karaoglanidis G.
Bacharis C., Gouziotis A.,
Karaoglanidis G.
Gurkanli C., Ozkoc I.,
Gunduz 1.

Gurkanli C., Ozkoc I.,
Gunduz 1.

Bacharis C., Gouziotis A.,
Karaoglanidis G.
Bacharis C., Gouziotis A.,
Karaoglanidis G.
Bacharis C., Gouziotis A.,
Karaoglanidis G.
Gonzalez D., Carling D.E.,
Kuninaga S., Vilgalys R.,
Cubeta M.A.

Bacharis C., Gouziotis A.,
Karaoglanidis G.
Bacharis C., Gouziotis A.,
Karaoglanidis G.

C., Ozkoc |I.,

AB000037
HQ241274

AF153773
AF153800
AF153801
AB054865

FJ480931

FM867595
FJ480923
FJ480922
FJ480926
FM867594
FM867593
FJ480930
FJ480928
FJ480929

AF354105

FJ480919

FJ480917

El alineamiento multiple se llevo a cabo usando ClustalW (Thompson et al., 1994) y
se eliminaron manualmente las regiones ambiguas. El conjunto de datos completo incluye
871 posiciones de nucledtidos alineados y 107 taxones. El anlisis de agrupamiento se
realiz6 utilizando el método del vecino mas cercano (NJ) implementado en PAUP * versién
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4.0 (Swofford, 2002) y se visualizo con la version 1.6.6 TreeView (Page, 1996). El soporte
del grupo fue evaluado a traves de 1000 repeticiones para ambos analisis. Solamente se
informaron los valores por sobre 50.
3.2.4 Determinacion de patogenicidad

Las pruebas de patogenicidad para cada aislamiento se realizaron con plantas de
tabaco de la variedad K326 (suceptible) cultivadas durante ocho semanas a 25 £+ 2°C con un
fotoperiodo de 12 h. Granos de trigo colonizados por Rhizoctonia, fueron empleados como
fuente de inoculo. Para su preparacion los granos fueron humedecidos con agua destilada y
fueron esterilizados dos veces en autoclave (120°C por 30min), los granos fue ron
transferidos a colonias de Rhizoctonia con 5 dias de crecimiento en placas de Petri con
A.P.G e incubados a 25 + 2°C “por una semana hasta completar la colonizacion del mismo.
Diez plantas se inocularon mediante el depésito de granos de trigo colonizados con
Rhizoctonia spp. sobre las hojas (1 grano de trigo colonizado/hoja) y base de cuello de las
plantas (2,59). Ademas como controles se inocularon plantas con granos de trigo sin el
aislamiento. Las plantas se colocaron a 25 + 2°C en una camara de crecimiento cubiertas
con bolsas de polietileno que se eliminaron después de dos dias, momento en el cual las
plantas se trasladaron a un invernadero (Figura 3.3). El progreso de la enfermedad se
evalué a las 48hs considerando incidencia y severidad con una escala de 0-4 (0, sin
sintomas; 1, 1-25%; 2, 26-50%; 3, 51-75%; y 4, 76-100% de tejido afectado). Los datos
fueron analizados estadisticamente mediante el test de Kruskal-Wallis (p = 0,005) para
comparar la intensidad de la enfermedad entre los AGs.
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Figura 3.3. ay b) Cadmara de incubacion. c y d) placa de Petri con granos de trigo colonizados
por Rhizoctonia. e) planta inoculada en hoja y cuello debajo de la linea del suelo.

3.3 Resultados
3.3.1 Caracterizacion morfologica

De los 51 aislados de Rhizoctonia recuperados de diferentes zonas de cultivo de
tabaco en Argentina, 48 fueron multinucleados y 3 binucleados (Tabla 3.3). EI namero de
nacleos por célula vari6 de 2 a 8 para los aislados multinucleados (Figura 3.4). Todos los
aislados de Rhizoctonia binucleadas contenian solo dos nudcleos por célula hifal. Cinco
grupos morfolégicos (GM) se generaron basados en caracteristicas fenotipicas tales como
el color y el crecimiento miceliar, color y posicion de esclerocios (Tabla 3.4 y Figura 3.4).
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Tabla 3.4. Grupos morfoldgicos de aislados de Rhizoctonia basados en sus caracteristicas
fenotipicas.

Rs81, , Rs77, Rs72,
Rs71, Rs71b, Rs59,
Rs59b, Rs59c,
Rs58, Rs56, Rs54,
Rs36b, Rs36, Rs25,
Rs25b, Rs29

Marrén

abundante

Marrén

Aéreo

Rs34, Rs26, Rs10,
Rs65

GM-2 Rs80, Rs79, Rs75,  Marron  Pobre Marrén Inmerso y
Rs74,Rs73, Rs70, claro aéreo
Rs69, Rs68, Rs67,
Rs66, Rs63, Rs61,
Rs60, Rs49, Rs47,
Rs 47b, Rs46,
Rs46b, Rs44, Rs12,
RS17
GM-3 Rs22a, Rs22b Naranja abundante Naranja Inmerso y
claro aéreo
GM-4 Rs1, Rs2 Blanco  Pobre Negro Inmerso
GM-5 Rs6, Rs6b, Rs57, Marrén  Pobre - -
Rs53, Rs53b, Rs35, claro
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Tabla 3.3. Aislados de Rhizoctonia spp. de Salta y Jujuy (Argentina) caracterizados empleando secuencias ITS (internal transcribed
sequences).

Especie AG? Aislamiento  Sintomas/Origen/ Localidad/provincia Condicién  Severidad®  N°
Hospedante” nuclear GenBank
Thanatephorus AG 2-1  Rs67 MH/hoja/N. Cerrillos/Salta MN 0.0 JQ616853
cucumeris tabacum
(Rhizoctonia
solani)
AG2-1 Rs59 MH/hoja/N. La Silleta/Salta MN 4.2 JQ616867
tabacum
AG2-1 RS5% MH/hoja/N. La Silleta/Salta MN 4.2 JQ616874
tabacum
AG2-1 RS68 MH/hoja/N. Cerrillos/Salta MN 3.1 JQ616870
tabacum
AG2-1 RS69 MH/hoja/N. Cerrillos/Salta MN 1.1 JQ616871
tabacum
AG2-1 RS70 MH/hoja/N. Cerrillos/Salta MN 1.2 JQ616872
tabacum
AG 2-1 Rs59c MH/hoja/N. La Silleta/Salta MN 4.2 -
tabacum
AG2-1 RS25 PR/raiz/N. La Merced/Salta MN 0.1 JQ616864
tabacum
AG2-1 Rs25b PR/raiz/N. La Merced/Salta MN 1.1 JQ616849
tabacum
AG2-1 RS36 PR/raiz/N. La Merced/Salta MN 0.0 JQ616865
tabacum
AG2-1 RS36b PR/raiz/N. La Merced/Salta MN 0.1 JQ616854
tabacum
AG2-1 RS58 TP/raiz/N. La Silleta/Salta MN 2.4 JQ616866
tabacum
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Tabla 3.3. Continuia de pégina 82.

Especie Aislamiento  Sintomas/Origen Localidad/provincia Condicién Severidad® N° GenBank

/ nuclear
Hospedante”

AG 4 HG-1 RS46 PR/raiz/N. Rosario de MN 0.1 JQ616862
tabacum Lerma/Salta

AG 4 HG-1 RS46b PR/raiz/N. Rosario de MN 0.1 JQ616868
tabacum Lerma/Salta

AG 4HG-1 RS47 PR/raiz/N. Rosario de MN 1.4 JQ616860
tabacum Lerma/Salta

AG 4 HG-lI Rs47b PR/raiz/N. Rosario de MN 1.4 JQ616855
tabacum Lerma/Salta

AG 4 HG-1 RS79 PR/raiz/N. El Carmen/Jujuy MN 1.0 JQ616856
tabacum

AG 4 HG-1 RS80 PR/raiz/N. ElI Carmen/Jujuy MN 0.0 JQ616857
tabacum

AG 4HG-1 Rs44 PR/raiz/N. Rosario de MN 0.4 -
tabacum Lerma/Salta

AG 4HG-1 RS60 -/suelo/- Cerrillos/Salta MN 1.0 JQ616850

AG 4 HG-I RS61 -/suelo/- Cerrillos/Salta MN 1.0 JQ616848

AG 4 HG-1 RS63 -/suelo/- Cerrillos/Salta MN 1.1 JQ616851

AG 4 HG-1 RS12 caja/Arachis Las Lajitas/Salta MN 0.0 JQ616861
hypogaea

AG 4 HG-I RS49 RR/raiz/Cicer Cerrillos/Salta MN 1.2 JQ616863
arietinum

AG 4HG-1 RS53b PR/raiz/N. Cerrillos/Salta MN 2.3 -
tabacum

AG 4 HG-1 Rs73 PR/raiz/N. Rosario de MN 0.1 -
tabacum Lerma/Salta
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Tabla 3.3. Continuia de pégina 83.

Especie Aislamiento  Sintomas/Orig  Localidad/provincia  Condicion Severidad® N° GenBank
en/ nuclear
Hospedante”
AG 4 HG-IIl RS74 TP/raiz/N. Coronel MN 0.1 JQ616869
tabacum Moldes/Salta
AG 4 HG-IIl Rs75 TP/raiz/N. Coronel MN 0.0 JQ616859
tabacum Moldes/Salta
AG 4 HG-111 RS81 RR/raiz/Sorgh ~ Guachipas/Salta MN 1.0 JQ616858
um sp.
AG 4 HG-IIl RS72 -/suelo/- Rosario de MN 1.1 JQ616873
Lerma/Salta
AG 8 Rs77 PR/raiz/N. Ovejeria/dujuy MN 0.0 -
tabacum
Waitea Zeae RS22a -/suelo/- Los Lapachos/Jujuy MN 0.0 -
circinata var.
(Rhizoctonia
zeae)
Rs22b -/suelo/- Los Lapachos/Jujuy MN 0.0 -
RS35 -/suelo/- Los Lapachos/Jujuy MN 0.0 -
Ceratobasidium RS71 -/suelo/- Rosario de BN 2.0 -
sp. Lerma/Salta
Rs71b -/suelo/- Rosario de BN 2.0 -
Lerma/Salta
Rhizoctonia sp. RS65 -Isuelol/- Cerrillos/Salta MN 0.0 -
RS1 TP/raiz/N. Cerrillos/Salta MN 0.1 -
tabacum
RS6 TP/raiz/N. La Caldera/Salta MN 0.0 -
tabacum
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Tabla 3.3. Contintia de pégina 84.

Especie Aislamiento  Sintomas/Orig  Localidad/provincia  Condicion Severidad® N° GenBank
en/ nuclear
Hospedante”
RS6b TP/raiz/N.  La MN 0.0 -
tabacum Caldera/Salta
RS10 TP/raiz/N.  Puesto MN 0.0 -
tabacum Viejo/Jujuy
RS26 PR/raiz/N.  Monterrico/Juj MN 0.0 -
tabacum uy
RS53 PR/raiz/N.  Cerrillos/Salta MN 2.2 -
tabacum
RS54 PR/raiz/N.  Rosario de MN 2.4 -
tabacum Lerma/Salta
RS57 - Cerrillos/Salta MN 1.4 -
/semilla/Ph
aseolus
vulgaris

® AG: Grupos de anastomosis determinados a partir de las secuencias ITS. > MH: mancha en hoja (leaf spot), PR: podredumbre radicular
(sore shine) , TP: tizén de plantulas. © Para mancha en hoja y tizén de plantulas, escala 0-4 (0, sin sintomas; 1, 1-25% ; 2, 26-50%; 3, 51-
75%; and 4, 76-100%).
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En general, el micelio fue inicialmente blanquecino y al envejecer se volvio
marron claro, marron, naranja claro o verde oliva. Después de dos semanas de
incubacion a 25 £ 2°C, la mayoria de los aislados produjeron esclerocios. Los
esclerocios fueron inicialmente blancos y posteriormente adquirieron coloracion
marron, naranja o negro al madurar. La posicion de los mismos fue en hifas aéreas o
inmersos en el medio de cultivo. Todas las caracteristicas observadas fueron
coincidentes con los informes morfologicos reportados para Rhizoctonia (Sneh et al.,
1991).

£

\

Figura 3.4. Grupos morfol6gicos. a) GM-1; b) GM-2; c) GM-3; d) GM-4; ) GM-5

Los grupos morfoldgicos difirieron en su tasa de crecimiento en APG (Figura
3.5). MG-3 fue el grupo de més rapido crecimiento de los aislados a 20°C y 30°C. Las
tasas de crecimiento mas bajas se observaron en GM-4, GM-5 y GM-6. S6lo GM-1 y
GM-2 tuvieron la capacidad de crecer en todas las temperaturas siendo la temperatura
Optima de 20°C a 30°C (Figura 3.5).
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Figura 3.5. Tasa de crecimiento radial de micelio a diferentes temperaturas por
grupo morfolégico (GM).

3.3.2 Analisis filogenético ITS-ADNr

El ADN gendmico de los 39 aislados de Rhizoctonia spp. fue utilizado para la
amplificacion de la region ITS1, ITS2 y la region 5.8 ADNr. La mayoria de los aislados
ensayados produjeron un tamafio de producto de 700 pb. Cincuenta y siete secuencias
de Rhizoctonia spp. disponibles en el GenBank (NCBI) se incluyeron en el analisis para
la identificacion de AG. En el arbol de NJ generado con los datos moleculares, el 82%
de los aislados fue incluido en un grupo importante apoyado por un valor de soporte de
bootstrap del 100% y se identificaron como R. solani, mientras que el resto de los
aislados correspondieron a R. zeae (Waitea circinata var. Zeae) (8%), Rhizoctonia BN
AG F y AG U (Ceratobacidium sp.) (8%), Rhizoctonia sp. (2,8%) (Figura 3.6). Ademas
se identificaron los AG de los aislados de R. solani como AG 2, AG 4 y AG 8. Trece de
los aislados fueron identificados como AG 2-1, catorce como AG 4 HG-I, cuatro como
AG4 HG-111 'y uno como AG 8 con los valores de bootstrap superiores a 80%.
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AG 2-1

L_JABONO037-AC 9
M AV154315- A0 0
ABOSAZA5- 40 221V
QAszsm.AG 10
94 F153200-403 10
F1420930-4C 4 HO-1II
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o7 [FI420028 4G 4 HE-I1I
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Figura 3.6. Arbol de Neighbor-joining basado en secuencias de Rhizoctonia spp. y secuencias
del GenBank. Athelia rolfsii fue usado como outgroup. Unicamente valores de bootstrap
superiores a 50 fueron reportados.
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3.3.3 Patogenicidad de los tejidos foliares y de raiz.

El 70% de los aislados de Rhizoctonia spp. demostraron causar dafio en
plantulas de tabaco causando mancha foliar y/o tizon de plantulas (Tabla 3.3). Las
plantas de tabaco mostraron los sintomas tipicos de la mancha de foliar a los 2 dias
después de la inoculacién y a los 5 dias por tizon de plantulas. El grado de severidad de
la patologia varié de 0 a 4 para ambas enfermedades. Quince aislados no fueron
virulentos, mientras que nueve y siete aislados no causaron sintomas de mancha foliar y
tizon de pléantulas, respectivamente. Todas las plantas no inoculadas permanecieron
sanas. Los aislados obtenidos a partir de la raiz difirieron en su virulencia de los
obtenidos de tejidos de las hojas. La mayor parte de los aislados de R. solani obtenidos
directamente de las lesiones en las hojas fueron muy virulenta a los tejidos foliares. Sin
embargo, los aislados obtenidos de la raiz y el suelo presentaron baja virulencia en los
tejidos foliares (grados de severidad de enfermedades < 2) (Figura 3.7).

Las cepas binucleadas fueron virulentas para mancha foliar y mostraron bajos
porcentajes de severidad (< 2). Hubo diferencias altamente significativas en la
virulencia de las cepas aisladas en plantas de tabaco entre AG para mancha de la hoja 'y
damping-off (p<0,0001) Los aislados de AG 4 fueron significativamente menos
agresivos que AG 2-1 con respecto a mancha foliar (p= 0,005). También los aislados
AG 4 mostraron diferencias altamente significativas para los valores de severidad de la
mancha de la hoja y damping-off. (Figura 3.8).

4,43-

3,27

2,10 }7

0,93

Severidad

AG2-1 AG4-HGI AG4-HGIIl

|: Severidad MH |:| Severidad DO |

Figura 3.8. Severidad de mancha en hoja (MH) y damping-off (DO) de 3 grupos de anastomosis
de Rhizoctonia solani (AG 2-1, AG 4 HGI y AG 4 HGIII).
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Figura 3.7. Sintomas y severidad de damping-off y mancha en hoja
0;eyf)2-4.

.ayb)1-3;cyd)4-
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3.4 Discusion

Cincuenta y un aislados de Rhizoctonia se obtuvieron de 40 campos de tabaco en
el Noroeste de Argentina (Salta y Jujuy). La mayoria de los aislados fueron
caracterizados como R. solani, y Rhizoctonia spp. por medio de los datos morfolégicos
y moleculares. Si bien las enfermedades producidas por Rhizoctonia en tabaco se han
observado con frecuencia en América del Sur, EE.UU. y Canada (Ceresini et al., 2002;
LaMondia, 2012); este es el primer estudio en relacion a la caracterizacion convencional
y molecular de aislados de Rhizoctonia asociados a cultivares de tabaco Virginia, en las
principales zonas de produccion de Argentina.

En tabaco se han reportado infecciones por R. solani pertenecientes a los grupos
de anastomosis AG 1 a AG 5 (Nicoletti et al., 1999). De estos patdgenos, R. solani AG
1, AG 2-1, AG 2-2 y AG 4 se han caracterizado como inductores de enfermedades no
foliares (podredumbre radicular, podredumbre de cuello y tizén de plantulas), mientras
que aislados de AG 2-1 y AG 3 han sido reportados como inductores de enfermedades
foliares (mancha en hoja) sobre tabaco (Shew y Melton, 1995; Gutiérrez et al., 1997,
Nicoletti et al., 1999, Mercado Cérdenas et al., 2012).

Actualmente la regidon ITS-rDNA se considera la mas adecuada para caracterizar
AGs de cepas desconocidas de R. solani y Rhizoctonia spp. (Sharon et al., 2006, 2008).
Ademas del analisis de las secuencias, se han estudiado las condiciones nucleares para
discernir mejor la sisteméatica de Rhizoctonia spp. Después de realizar el analisis
morfoldgico y molecular, las cepas estudiadas pertenecieron a R. solani (63 %) mientras
que el resto de los aislados fueron caracterizados como Rhizoctonia spp. (25%),
Rhizoctonia BN AG F y AG U (6%) y Rhizoctonia zeae (6%).

Diecinueve muestras de R. solani fueron aisladas de almécigos y 18 de las
plantas en campo, lo que indica que este patdgeno se encuentra ampliamente distribuido
tanto en semilleros de tabaco, como en campos en las provincias de Salta y Jujuy.

De los 32 aislados identificados como R. solani, 11 fueron obtenidos a partir de
plantines de almacigo y 14 de plantas en campo. El grupo mas prevalente fue AG 4 HG-
| (44%), seguido por AG 2-1 (41%), AG 4 HG-I1II (13%) y AG 8 (3,1%). Diferentes
AGs de R. solani han sido reportados como patégenos para tabaco (Shew y Melton,
1995; Gutierrez et al., 1997; Nicoletti et al., 1999; Mercado Céardenas et al., 2012; Zhao
et al., 2013). AG 1, AG 2-1, AG 2-2 y AG 4 causan podredumbre radicular y damping-
off, mientras AG 2-1 y AG 3 causan mancha en hoja (Shew y Melton, 1995; Gutierrez
et al., 1997; Nicoletti et al., 1999; Mercado Cérdenas et al., 2012; Zhao et al., 2013).
Los aislados identificados en este trabajo como AG 2-1 fueron obtenidos de plantas con
sintomas de damping-off, mancha en hoja y podredumbre radicular, mientras que los
aislados AG 4 HG-1 y AG 4 HG-III, estuvieron asociados a sintomas de damping-off y
podredumbre radicular.

La predominancia de AG 4 HG-I y AG 2-1 fue observada por Gurkanli et al.
(2009) y Bacharis et al. (2010) en plantines de tabaco con sintomas de damping-off en
Turquia y Grecia. En la presente investigacion, los aislados obtenidos de sintomas de
damping-off fueron identificados como AG 2-1 y AG 4 HG-IIl. Sin embargo, seria
importante en estudios futuros, incrementar el nimero de muestras de almacigo.

Los dos aislados de Rhizoctonia BN obtenidos de suelo y el de semilla de
poroto, identificados como AG-F y AG-P, causaron sintomas de mancha en hoja en las
pruebas de patogenicidad. Existen reportes de Rhizoctonia BN causando damping-off y
podredumbre radicular en tabaco (Masuka, 1998; Garcia et al., 2009; Gonzalez Garcia,
2008; Gurkanli y Ozkoc, 2011), pero no mancha en hoja.
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Los aislados correspondientes a los grupos morfoldgicos, GM-1 y GM-2, se
correspondieron con los criterios descriptos para R. solani segin Sneh et al. (1991),
incluyendo el nimero de ndcleos, la produccién de esclerocio y la pigmentacion
marron.

Una elevada variabilidad morfologica se observé dentro de los aislados de
Rhizoctonia que pertenecian a AG 2-1 y AG 4 HG-III en comparacion con AG 4 HG-I.
La tasa de crecimiento micelial fue inferior en AG 2-1 en comparacién con aquellos del
grupo AG 4 (Figura 3.4), estos resultados concordaron con reportes previos de otros
autores (Sherwood, 1969; O'Sullivan y Kavanagh, 1991; Schneider et al., 1997;
Bacharis et al., 2010).

Se observo una relaciéon significativa entre AG y sintomas de la enfermedad. En
las pruebas de patogenicidad, aislados pertenecientes a los grupos AG 2-1y AG 4 HG-I,
mostraron los valores mas altos de severidad para mancha en hoja y tizon de plantulas,
respectivamente. Resultados similares han sido reportados previamente por Muyolo et
al. (1993).

De acuerdo con informes previos han sugerido que los sintomas de damping-off
en plantulas de tabaco se asocian mas estrechamente con aislados de R. solani que
pertenecen al grupo de anastomosis AG 4 (Nicoletti et al., 1999; Gurkanling et al.,
2009; Bacharis et al., 2010), en este estudio aislados del grupo de anastomosis AG 4
fueron también maés agresivos que los pertenecientes a AG 2-1 para damping-off. Este
es el primer reporte de R. solani AG 4 HG-1 y AG 4 HG-III causando mancha en hoja
en tabaco in vivo.

Los aislados AG 2-1 causaron sintomas de tizon de plantulas en plantas jovenes
y podredumbre radicular en plantas adultas de tabaco segun lo observado en otros
estudios (Nicoletti et al., 1999; Gutiérrez et al., 1997; Bacharis et al., 2010). La
asociacion de R. solani AG-2.1 con mancha en hoja en almécigos de tabaco ha sido
recientemente reportado (Mercado Céardenas et al., 2012). Sintomas de mancha en hoja
solo se observaron en plantas de tabaco producidos en sistemas flotantes, y no se
observé en el campo.

Se observé una relacion entre AG y tipo de sintoma. En el test de patogenicidad,
R. solani AG 2-1 y AG 4 HG-I causaron un elevado valor de severidad para mancha en
hoja y damping-off. Estos resultados concuerdan con observaciones previas, donde R.
solani AG 4 HG-I fue reportada como mas agresiva que AG 4 HG-Il y AG 2-1
causando sintomas de damping-off sobre plantines de tabaco (Gurkanli et al., 2009;
Bacharis et al., 2010).

AG 4 HG-1 y AG 4 HG-III causaron mancha en hoja en plantines de tabaco bajo
condiciones de invernaculo. Sin embargo, ninguno de estos aislados fue obtenido de
sintomas de mancha en hoja, por lo cual existiria evidencia de R. solani AG 4 causando
mancha en hoja en condiciones naturales. Existe en la literatura un Unico reporte de
Shew et al. (1995), informan la obtencion de unos pocos aislados de R. solani AG 4 a
partir de mancha en hoja en tabaco durante las epidemias de 1984 y 1989.

Otros autores han observado que aislados de R. solani pertenecientes al grupo de
anastomosis AG 2-1 causan sintomas de damping-off en plantines con pocos dias de
transplante y podredumbre radicular en plantas adultas de tabaco (Bacharis et al., 2010;
Gutierrez et al., 1997; Nicoletti y Lahoz, 1995). La asociacion de R. solani AG 2-1
causando mancha en hoja en tabaco, ha sido recientemente reportada (Mercado
Céardenas et al., 2012). Es importante destacar que la enfermedad fue Unicamente
observada en plantines bajo sistema de almacigo flotante y no en campo.
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En este trabajo pocos aislados de Rhizoctonia fueron obtenidos a partir de
cultivos que rotan con tabaco. Estos aislados mostraron baja agresividad en el test de
patogenicidad en plantines de tabaco. Seria interesante evaluar en futuras
investigaciones, un mayor numero de aislados a partir de cultivos en rotacion con
tabaco, a los fines de determinar cuél de estos es el que se deberia implementar para
reducir la incidencia y severidad de las enfermedades causadas por Rhizoctonia en
tabaco en el noroeste Argentino.

La informacion generada en este estudio es relevante para el manejo del cultivo
de tabaco en la region noroeste de Argentina. Teniendo en cuenta la aplicacion del
control quimico, se sabe que hay diferencias entre la sensibilidad de fungicidas y AGs
(Jones y Belmar, 1989; Pascual et al., 2000). También, la diferenciacion de AG es
importante en decisiones de rotacion y sucesion de cultivos, dado que por ejemplo AG
2-1, AG 4 HG-1 y AG 4 HG-III pueden ser patdgenos para varios cultivos tales como
maiz y poroto (Tu et al., 1996; Li et al., 1998; Godoy-Lutz et al., 2003; 2008), comunes
en las zonas de produccién tabacalera.

3.5 Conclusiones

e Las especies de Rhizoctonia asociadas al cultivo de tabaco presentes en Salta y
Jujuy identificadas mediante caracteres morfologicos y secuencias ITS fueron:
R. solani (63 %), Rhizoctonia spp. (25%), Rhizoctonia BN AG F y AG U (6%) y
Rhizoctonia zeae (6%).

e El andlisis de las secuencias de ADNTr-ITS, morfologia y pruebas de
patogenicidad permitieron la identificacion de R. solani AG 4 HG-I, AG 2-1y
AG 4 HG-I11l como causantes de enfermedad en tabaco en el NOA.

o El presente estudio gener6 el primer reporte a nivel mundial de R. solani AG 2-1
asociado a la mancha en hoja en plantines de almécigo flotante en tabaco,
ademas de ser el primer estudio del género en el cultivo de tabaco en Argentina.
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Capitulo IV

Andlisis de la variabilidad genotipica
presente en los aislados de Rhizoctonia,

empleando caracteres moleculares (ISSR)
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CAPITULO IV

Anélisis de la variabilidad genotipica presente en los aislados de Rhizoctonia,
empleando caracteres moleculares (ISSR)

4.1 Introduccion

La variabilidad genética en los fitopatogenos puede atribuirse no solo a la
adaptacion a los cambios de ambiente fisico natural, sino a cambios en las
caracteristicas genéticas de la poblacion del hospedante y a los elementos extrafios
introducidos por las practicas agricolas (Arauz Cavallini, 1998). En los hongos que se
reproducen asexualmente y se multiplican produciendo conidios, zoosporas Yy
uredosporas, la frecuencia y el grado de variabilidad entre la progenie disminuye
ampliamente, pero aun asi ciertos individuos de la descendencia mostraran
caracteristicas diferentes. Asimismo debido al elevado ndmero de individuos
producidos asexualmente, la totalidad de la variacion producida por al menos algunos
microorganismos es probablemente tan grande y, posiblemente mayor que la
variabilidad total que se encuentra en los microorganismos que se reproducen
sexualmente (Agrios, 2005).

Existen diversos mecanismos para obtener variabilidad en los patdgenos
fangicos, como la heterocariosis, parasexualismo e incompatibilidad vegetativa. Siendo
el ultimo caso el que se presenta en el género Rhizoctonia (Agrios, 2005).

Diferentes métodos de estudios para evaluar la diversidad genética de aislados
del genero Rhizoctonia, han sido empleados en las dos Gltimas décadas. Una de las
primeras técnicas con base genética ampliamente utilizadas ha sido el analisis de
isoenzimas, en el cual se determinaban grupos de zimogramas (ZGs) para los aislados
estudiados (Zuber y Manibhushanrao, 1982; Sweetingham et al., 1986; MacNish y
Sweetingham, 1993; MacNich et al., 1994; Mahmoud et al., 2007). Posteriormente los
métodos moleculares involucraron el analisis de algunas regiones del ADN, siendo la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), la técnica que ha sido utilizada para estudiar
la diversidad genética de R. solani, principalmente para examinar las relaciones entre y
dentro de los AGs. Entre ellos los fragmentos de restriccion de longitud polimorfica
(RFLP-Restriction Fragment Length Polymorphism) (Botstein et al., 1980; Banniza et
al., 1999; Rosewich et al., 1999; Nicoletti et al., 1999; Taheri et al., 2007), el ADN
polimorfico amplificado al azar (RAPD- Randomly Amplified Polymorphic DNA)
(Williams et al., 1990; Welsh y Mc Clelland, 1990; Justesen et al., 2003; Mahmoudi et
al., 2005), el polimorfismo de longitud de fragmentos amplificados (AFLP-Amplified
Restricction Fragment Length Polymorphism) (Vos et al., 1995; Ceresini et al., 2002;
Lépez-Olmos et al., 2005; Taheri et al., 2007; Taheri y Tarighi, 2012), los marcadores
basados en secuencias simples repetidas (SSR-Simple Sequence Repeats) (Tautz, 1989;
Ciampi et al., 2008; Zala et al., 2008; Chaijuckam y Davis, 2010) y uno de los mas
utilizados por su simplicidad y reproducibilidad son las inter secuencias simples
repetidas (ISSR-Inter-Simple Sequence Repeats) (Zietkiewicz et al., 1994; Sharma et
al., 2005; Stodart et al., 2007; Mirmajlessi et al., 2012; Zheng et al.,2013). En contraste
a otros marcadores moleculares, las secuencias dianas para los cebadores ISSR son
abundantes a lo largo del genoma de eucariotas y evolucionan rapidamente. Por
consiguiente, los marcadores ISSR ayudan a revelar un nimero mucho mayor de
fragmentos polimdrficos y las reacciones son mas especificas en comparacion a los
marcadores RAPD (Ansari et al., 2012).
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4.1.1 Marcadores ISSR

Los ISSR (Inter-Simple Sequence Repeats) son un tipo de marcador genético que
nos permite obtener los niveles de variacion en las regiones microsatélite que se
encuentran dispersas en varios genomas, particularmente el nuclear. Estos marcadores
son amplificados por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) a partir de la
presencia de un oligonucleotido o cebador complementario a un microsatélite, disefiado
para unirse a los motivos repetidos de di y trinucledtidos. Los cebadores de ISSRs
consisten en un motivo repetido de di- o trinucle6tidos complementario a la secuencia
del microsatélite. En ocasiones es posible agregar a esta secuencia un par de nucledtidos
extras arbitrarios en el extremo 3’ o en el 5°, que jugardn el papel de “anclas”
asegurando asi que la amplificacion inicie siempre en el extremo 5’ o en el 3° del
microsatélite, respectivamente (Zietkiewicz et al., 1994; Bornet y Branchard, 2001;
Pradeep et al., 2002) (Figura 4.1).

+ Primer I35E sin anclaje

e —— S L SU L SL G GAGAGAGA A —
e - e
D —— (A S AR AR CTCTCTOTOT e

+*Primer I35K con anclaje 3°
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GT = o o o o

_ e — — — - — —TCHE.
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+ Primer I33E con anclaje 5°

5 e (T (T (T (T (A AR S D, ee——
CTHE- — — — — — — — — — — — — — —.
_______________ - T

D —— (ARG A R, CTCTCTCTCT e—

Figura 4.1. Esquema de cebadores ISSR con y sin anclaje.

La técnica de ISSR no requiere un conocimiento previo del genoma y genera
fragmentos de ADN especificos y reproducibles dado las condiciones astringentes de
hibridacion (annealing) de la reaccion (Bornet y Branchard, 2001). Estos marcadores
han sido ampliamente usados en estudios de diversidad y estructura de poblaciones
fungicas (Hantula et al., 1996). Sharma et al. (2005), evaluaron mediante diferentes
cebadores, entre ellos dos ISSR, la diversidad genética de 24 aislados de R. solani
colectados a partir de suelo, raiz y hoja de poroto en diferentes localidades de la India,
demostrando que los mismos presentaron similitud genética. Stodart et al. (2007),
examinaron mediante dos cebadores ISSR, la diversidad genética de una coleccion de R.
solani aisladas a partir de Brassica napus obtenidos en diferentes regiones de Australia
y la compararon con la diversidad presente en aislados de otros paises, determinando
una similitud genética entre los aislados originarios de las diferentes regiones de
Australia (grupo polifilético) y a su vez distinta a la de otros paises. Gonzélez et al.
(2012), estudiaron la variacion genética de 92 aislados de R. solani subgrupos AGLIE y
AGLIF de diferentes paises (Republica Dominicana, Honduras y Puerto Rico),
determinando la existencia de variacion entre y dentro de la poblacién estudiada,
explicando ademas la falta de resistencia durable para la mustia hilachosa en poroto.
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Las técnicas moleculares basadas en el ADN son herramientas poderosas que
pueden reflejar con precisién la variacion genética entre los aislados incluso
estrechamente relacionados, por lo que se han utilizado ampliamente para evaluar la
diversidad genética en diversos organismos, incluyendo hongos patdgenos de plantas,
como R. solani (Vilgalys y Gonzalez, 1990; Toda et al., 1999.; Sharon et al., 2006).

Los estudios de variabilidad genética de patdgenos son necesarios como
informacién previa y precisa para el manejo de una enfermedad. La correcta
identificacion del agente causal de una enfermedad y un mejor conocimiento de las
relaciones genéticas existentes entre aislados del patdgeno, es fundamental para emplear
algunas técticas de manejo (Kistler, 1997).

4.1.2. Objetivo
-Analizar la variabilidad genotipica presente en los aislados de Rhizoctonia
solani empleando marcadores moleculares (ISSR).

4.2 Materiales y métodos
4.2.1 Material bioldgico

De los 32 aislamientos identificados mediante secuenciamiento parcial de las
regiones ITS y caracteres morfolégicos como Rhizoctonia solani en el capitulo 11, se
seleccionaron 21 (representantes de grupo de anastomosis Yy sitios de muestreo) para el
andlisis con ISSR.

4.2.2 Extraccion del ADN por CTAB

La extraccion de ADN se realizd siguiendo el protocolo de CTAB (Cetil-
trimetil-bromuro de amonio) descripto por Doyle y Doyle (1990), modificado, ya
descripto en el capitulo 111, pagina 77.

4.2.3 Reacciones de amplificacion del ADN por ISSR-PCR

4.2.3.1 Seleccion de cebadores ISSR y condiciones de amplificacion

Las condiciones de amplificacion se optimizaron evaluando diferentes
concentraciones de ADN y de cebador, variando ademas la temperatura y tiempo de
apariamiento. La amplificacién de los fragmentos de ADN intersatelites ISSR se realizo
con 22 cebadores (Tabla 4.1).

Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 25 pl, conteniendo
10-20 ng de ADN gendmico, buffer de reaccion 10X (750 mM Tris-HCI pH 8,0, 200
(NH;SOy4, 0,1% (v/v) Tween 20), 1,25 unidades de T-plus ADN polymerasa (Highway
Molecular Biology- InBio- UNICEN- Tandil), 0,7 uM de “cebador” (DNAgency,
USA), 200 uM de cada dNTP y 2,5 mM de Cl,Mg. A cada tubo de reaccién se le
adiciond una alicuota de 20 ul de aceite mineral.

El termociclador (PTC-100TM Programmable Thermal Controller- M.J.
Research, INC.) se programd con una secuencia de ciclos consistentes en:
desnaturalizacion inicial a 94°C durante 5 min y 33 ciclos de desnaturalizacién a 94°C
(1 min), apareamiento a temperaturas entre 48 y 57.6°C segtn el “cebador” (1 min 15
seg), extension a 72°C (4 min) y extension final a 72°C (7 min).
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Tabla 4.1. Secuencia de los cebadores ISSR utilizados para el andlisis de polimorfismo entre
los aislados de Rhizoctonia y temperatura de apareamiento.

AN (CAA)s 48
LAS CAG(AAC)s 52,9
G GAG(CAA)s 57,6
IA5 ACA(CAA)s 52
GA5 TCA(GT)s 48,1
BAS GAG(GAA)s 53
FA5 TAC(GT)s 56
C (AG)sCG 51,4
AAS GAG(AAG)s 50.1
B (AG)sTG 56
AA3 (AG)sTA 46,1
ISSRO2 AC(TGAC)sTG 50
ISSRO3 (GACA), 48
DA3 (CAA)sACG 48,4
F CT(GA)s 48
| (CCA)s 48
D (AG)s 48
A (AC)s 48
EA5 AGA(GG)s 48
EA3 (GAG)sCAG 52,7
FA3 (GA)sACC 52,7
EN (GAC)s 55,4

4.2.4 Visualizacion de los fragmentos amplificados

Los fragmentos de ADN amplificados se separaron en base al tamafio por
electroforesis en geles de agarosa 2%, conteniendo 2% de bromuro de etidio (10ug/ml)
en buffer TBE 1X. Las corridas electroforéticas se realizaron a una corriente de 90
voltios durante 4 horas. En cada gel se sembré un marcador de peso molecular para
poder estimar posteriormente el tamarfio de los fragmentos de ADN.

Las bandas de ADN se observaron colocando los geles en un transiluminador de
luz U.V. Los geles se documentaron utilizando una camara Polaroid GelCam con
pelicula Polaroid en blanco y negro de alta sensibilidad (tipo 667).

4.2.4.1 Determinacion del tamafio de los fragmentos de ADN
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Las moleculas de ADN migran en el gel de agarosa a una velocidad
inversamente proporcional al log1l0 del nimero de pares de bases que conforman la
molécula (Sambrook et al., 1989). Para determinar el tamafio de los fragmentos se
utiliz6 un marcador de peso molecular el 1 Kb DNA Ladder (Promega Corporation) que
incluye un total de 13 bandas, entre 250 pb (pares de bases) y 10.000 pb. A partir de la
migracion de las bandas del marcador, se construyd en un papel semilogaritmico una
curva en funcion del tamafio del ADN (en pares de bases) en el eje de las ordenadas y la
distancia de migracion (en cm) en el eje de abscisas, que permitié determinar el tamafio
de los fragmentos amplificados.

4.2.5 Anélisis estadistico de los datos obtenidos
4.2.5.1 Andlisis de agrupamientos y de Coordenadas Principales.

Para el andlisis de los datos se gener6 una matriz binaria, a partir de los
documentos fotograficos de los fragmentos de ADN amplificados y separados por
electroforesis. Esta es una matriz n x t donde las n filas representan las bandas ISSR
(caracteres o variables) y las t columnas representan los genotipos (OTU-Unidades
Taxondmicas Operativas) (Sneath y Sokal, 1973).

Para cada cebador se considerd presencia (1) o ausencia (0) de bandas.

La similitud entre los genotipos se cuantificé aplicando el coeficiente de
asociacion Dice que mide las coincidencias y diferencias entre los estados de los
caracteres de ambos genotipos (Legendre y Legendre, 1983).

El coeficiente de Dice se expresa por la formula: Sij = 2a/(2a+b+c+d), donde Sij
es la similitud entre dos individuos, i y j; a es el nUmero de bandas presentes en ambos
iy J; b esel numero de bandas presentes en i y ausentes en j; ¢ es el nimero de bandas
presentes en j y ausentes en i, y d es el nimero de bandas ausentes en ambos. Los
valores de similitud oscilan entre 1 y 0, que equivalen a la maxima y minima similitud,
respectivamente.

El analisis de la matriz de similitud se realizd con la técnica de UPGMA
(unweighted pair-group method using arithmetic averages) y se generd un fenograma.
Para medir el grado en que el fenograma representa los valores de la matriz de similitud,
se aplicd el coeficiente de correlacién cofenética (CCC). Se construyé una nueva matriz
de similitud a partir de los valores del fenograma denominada matriz cofenética y se
calcul6 la correlacion existente entre los valores de dicha matriz y los de la matriz de
similitud original. Generalmente los valores obtenidos oscilan entre 0.6 y 0.95, de modo
que valores superiores a 0.8 indican una escasa distorsién o una buena representacion
de la matriz de similitud por parte del fenograma (Sneath y Sokal, 1973).

Como método de ordenacion se utilizé el Andlisis de Coordenadas Principales
(Gower, 1966). En términos generales la técnica se basa en la representacion grafica de
los genotipos en un espacio multidimensional donde todos los caracteres contribuyen de
manera diferencial a todos los ejes. Este andlisis sitla a los individuos en un espacio
factorial reducido, preservando entre ellos las relaciones de distancia descriptas por la
medida de similitud. La representacion de estos objetos dentro del espacio de las
primeras coordenadas principales es la mejor aproximacion posible de estas distancias
dentro del espacio reducido (Legendre y Legendre, 1983).

Para llevar a cabo el Analisis de Coordenadas Principales y generar los
fenogramas por UPGMA se utiliz6 el programa NTSYS-pc 2.02 (Rohlf, 1998).
4.2.5.2 Andlisis de la varianza molecular.

El anélisis de varianza molecular, AMOVA (Excoffier et al., 1992) se emple6
para particionar la varianza en sus componentes jerarquicos y para probar la
significancia de los mismos. En este caso se analizd la variabilidad entre los grupos de
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anastomosis y entre sitios de recoleccion. El procedimiento se basa en un analisis de
varianza clasico que utiliza distancia entre haplotipos. En esta tesis el término haplotipo
se utiliza para designar los patrones multilocus o perfiles de bandas obtenidos mediante
la amplificacion por PCR. La matriz de distancia se construyo empleando el coeficiente
de distancia Euclideano equivalente al numero de diferencias entre los patrones de
amplificacion de dos individuos. Para establecer el nivel de significancia de los
componentes de la varianza se obtuvo el estadistico ¢ (similar al estadistico F) mediante
permutaciones al azar. La probabilidad de obtener por azar un estadistico mayor que el
observado se toma como el nivel de significancia estadistica. Para el analisis de varianza
molecular se utilizo el software Arlequin version 2.0 (Schneider et al., 2000).

4.3 Resultados
4.3.1 Bandas polimorficas

Se trabajo con 22 cebadores, de los cuales 9 generaron patrones de bandas
polimérficas para todos los genotipos (Figura 4.2, Tabla 4.2).

Tabla 4.2. Productos de amplificacién generados con cada cebador ISSR.
Nombre Secuencia (5°- Temperatura de NOmero de Tamafio de los

3) apareamiento bandas fragmentos
(°C) polimérficas amplificados

AN (CAA)s 48 32 240-3050 pb
LA5 CAG(AAC)s 52,9 37 410-3533 pb
G GAG(CAA)s 57,6 25 200-3500 pb
I1A5 ACA(CAA)s 52 36 290-3500 pb
GA5 TCA(GT)s 48,1 32 580-3530 pb
BA5 GAG(GAA)s 53 49 200-2605 pb
FA5 TAC(GT)s 56 43 250-3380 pb
C (AG)sCG 51,4 40 220-4973 pb
AA5 GAG(AAG)s 50,1 40 350-4973 pb
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Rsl Rs22a Rs28 Rs18 Rs6 Rs35 Rs56 Rs57 Rs35 Rs17 Rs25b Rs6b Rs56b Rs58 M
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Figura 4.2. Perfiles ISSR de 14 cepas de Rhizoctonia solani utilizando el
cebador C. M: Marcador de peso molecular 100-1000pb (Inbio).

Todos los cebadores generaron bandas polimorficas. EI promedio de bandas
polimérficas generadas fue de 37, con un rango de fragmentos amplificados de 200 a
4973pb. El cebador ISSR que generé mayor cantidad de bandas fue el primer FA5 con
un total de 49; asimismo el primer G, mostré el menor nimero de bandas (25 bandas)
(Tabla 4.2; Figuras 4.3 y 4.4).

M1Rs22a Rs46 Rs47 Rs25 Rs28 Rs6 Rs58 Rs64 Rs65 Rs66 Rs67 Rs68 Rs69 Rs70 Rs71 Rs72 Rs35M2

Figura 4.3. Perfiles ISSR de 19 cepas de Rhizoctonia solani utilizando el cebador FA5. M1:
Marcador de peso molecular 1kb (Invitrogen) y M2: Marcador de peso molecular 100-1000pb
(Inbio)
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Figura 4.4. Perfiles ISSR de 14 cepas de Rhizoctonia solani utilizando el cebador G. M1:

Marcador de peso molecular 1kb (Invitrogen) y M2: Marcador de peso molecular 100-1000pb
(Inbio)

4.3.2 Anélisis de agrupamientos y de coordenadas principales

En base a los fragmentos amplificados para cada aislamiento se establecio la
similitud utilizando el coeficiente Dice y se gener6 un fenograma (CCC=0.88495)
(Figura 4.5).
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Figura 4.5. Fenograma de 21 aislados de Rhizoctonia solani analizados con marcadores ISSR
(Coeficiente de similitud de Dice, CCC=0,89). Grupos de anastomosis: AG 2-1 (rojo), AG 4
HG-I (negro), AG 4 HG-III (azul).

En el fenograma se observan dos clusters o agrupamientos mayores. La mayoria
de los aislados identificados como AG 4 HG-I se agruparon en el cluster 1 con un
coeficiente de similitud de 0,30. Mientras que todos los aislados pertenecientes al grupo
de anastomosis AG 2-1 se agruparon en el cluster Il con un coeficiente de similitud de
0,27. El aislamiento RS72 identificado como AG 4 HG-III se agrupd por fuera de los
clusters anteriores mostrando baja similitud con el resto de los aislados.

Algunos aislados pertenecientes a AG 4 HG-1 (RS60, RS61 y RS63) se
agruparon en el cluster 11 y el aislamiento RS36 (AG 2-1) se agrupo con el cluster I.

Al aplicar el método de ordenacion las tres primeras coordenadas calculadas
acumularon mas del 50% de la variacion de los genotipos (Tabla 4.3).
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Tabla 4.3. Eigenvalores de las primeras cinco coordenadas principales aplicando el
coeficiente de asociacion de Dice. CP (Coordenada principal).

1 6,63803375 31,6097 31,6097
2 2,19061529 10,4315 42,0412
3 1,83960034 8,7600 50,8012
4 1,23807343 5,8956 56,6968
5 1,10741239 5,2734 61,9702

En la figura 4.6, se observa gréficamente como las coordenadas ordenan a los
individuos en dos grupos que coinciden con los grupos de anastomosis AG 2-1y AG 4
HG-I. La primera coordenada principal ordena en el extremo derecho del grafico a la
mayoria de los aislados AG 4 HG-1y en el izquierdo a los AG 2-1 en concordancia con
los clusters 1 y Il del fenograma. La segunda coordenada principal agrupa en el extremo
derecho hacia atras a los individuos AG 4 HG-I, estando presente el aislamiento Rs36
(AG 2-1). Asimismo en el extremo izquierdo hacia atrds se agrupan mas
homogéneamente los individuos AG 2-1, estando incluido en este grupo el aislamiento
Rs72 perteneciente al grupo de anastomosis AG 4 HG-III. Por otro lado en el extremo
izquierdo hacia adelante estdn ordenados de manera heterogénea individuos AG 2-1
(Rs25b, Rs58, Rs59) y AG 4 HG-1 (Rs63, Rs61, Rs60). La variacion total expresada en
el grafico es de 50,8%.

U

Figura 4.6. Analisis de Coordenadas Principales de 21 aislados de Rhizoctonia solani
analizados con marcadores ISSR. Coeficiente de similitud Dice, % de variabilidad total (50,8).
Grupos de anastomosis: AG 2-1 (rojo), AG 4 HG-I (negro), AG 4 HG-I11I (azul).

4.3.3 Anélisis de la VVarianza Molecular (AMOVA)

El resultado del Analisis de la VVarianza Molecular se muestra en las Tablas 4.4,
45y 4.6. EIl AMOVA indico que la mayor parte de la variabilidad (86,92%) esta dada
por diferencias genéticas dentro de los grupos de anastomosis (¢ps=0,13080;
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p<0,0000001), mientras que el 13,08% restante se debio a diferencias entre los AG
(Tabla 4.4).

Tabla 4.4. Andlisis de la varianza molecular existente en los aislados de Rhizoctonia solani.

13,08 dst= 0,13080 <0,0000001
86,92

Al analizar los aislados de R. solani pertenecientes a los grupos de anastomosis
AG 2-1 y AG 4, en forma independiente y en funcién del sitio de recoleccion, el
AMOVA reveld que no existe una diferencia significativa entre sitios con un elevado
polimorfismo dentro de los departamentos de donde se obtuvieron los aislados
evaluados. (Tabla 4.5).

Tabla 4.5. Andlisis de la varianza molecular existente en los aislados de Rhizoctonia solani AG
2-1

AG 2-1
8,14 % dst= 0,08142 0,05865
91,86 %

AG 4
18,52 % dst= 0,18524 0,06452
81,48 %

4.4 Discusién

Los analisis de ADN permiten la proyeccion de las regiones aleatorias del
genoma de hongos para identificar las especies. Estos se utilizan generalmente para
estudiar la estructura filogenética de las poblaciones de hongos. Sin embargo, estas
técnicas han sido también utiles para la identificacion de secuencias especificas
utilizadas para la deteccion de hongos a nivel taxondmico, e incluso para diferenciar las
cepas de la misma especie con rango diferente de hospedante, virulencia, grupo de
compatibilidad o de tipo de apareamiento (Capote et al., 2012).

Los marcadores moleculares son wuna herramienta importante para la

caracterizacion genética en hongos fitopatogenos donde los estudios morfoldgicos no
son suficientes para obtener resultados certeros (Sharma et al., 2005).
La técnica de ISSR ha sido empleada satisfactoriamente para determinar la variabilidad
en diferentes fitopatdgenos, tales como Phytophthora cactorum (Hantula et al., 2000),
Fusarium culmuron (Mishra et al., 2003), Fusarium oxysporum f. sp. radicis-
lycopersici (Balmas et al., 2005) y M. phaseolina (Jana et al., 2005; Martinez-Hilders y
Laurentin, 2012).

Los marcadores ISSR no se han usado anteriormente para los analisis de
diversidad genética de Rhizoctonia procedentes de cultivos de tabaco en Argentina.

En este estudio se probaron 22 cebadores, de los cuales nueve generaron
patrones de bandas polimdrficas para todos los genotipos, encontrando un elevado nivel
de polimorfismo entre los aislados de Rhizoctonia en tabaco. Esto coincide con
numerosas investigaciones que han utilizado marcadores moleculares (Yang et al.,
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1996; Ceresini et al., 2002; Justesen et al., 2003; Balali et al., 2007; Mirmajlessi et al.,
2012; Zhou et al., 2014).

En el presente estudio los marcadores ISSR permitieron agrupar a la mayoria de
los aislados por grupo de anastomosis (AG 2-1, AG 4 HG-1, AG 4 HG-III). Dubey et al.
(2012), analizaron la diversidad genética de 89 aislados de R. solani mediante ISSR,
diferenciando grupos y subgrupos del hongo por AG. Stodart et al. (2007) lograron
separar por marcadores ISSR aislados de R. solani obtenidos de remolacha azucarera en
grupos y subgrupos (AG 2-1, AG 2-2, AG 2-2 llIB 'y AG 2-2 IV). Dubey et al. (2012),
evaluaron 89 aislados de R. solani obtenidos de 21 estados de la India, analizando siete
grupos de anastomosis mediante los cebadores URPs, RAPD e ISSR, logrando la
agrupacion por AGs. Zhou et al., 2014 analizaron 98 aislados de R. solani colectados de
Alberta en Canada, logrando separar mediante ISSR en 4 grupos de anastomosis AG 2-
1, AG 2-2, AG 4, AG 8.

En este trabajo se obtuvieron patrones de bandas Unicos para todos los aislados.
El nimero de haplotipos observados con ISSR fue de un total de 21, lo que permitid
identificar al 100% de los aislados con patrones de bandas Unicos. Esta alta diversidad
de haplotipos en R. solani se encuentra en concordancia con los resultados obtenidos
por Taheri y Tarighi (2012) quienes reportaron un alto numero de haplotipos para AG
2-2 empleando marcadores AFLP. También Khodayari et al. (2009), emplearon
marcadores ISSR para analizar 25 aislados de R. solani AG 1 IA, reportando de 87 a
100% de bandas polimdrficas. Dubey et al. (2012), analizaron 89 aislados de R. solani
con 23 cebadores ISSR, obteniendo un 99,7% de polimorfismo. Asimismo Yang et al.
(1996), indicaron una variacion considerable entre aislados de R. solani AG 9. Ademas
Mahmoodi et al. (2005), reportaron una alta diversidad genética entre aislados de R.
solani AG 1y AG 4, obtenidos de remolacha azucarera de diferentes regiones de Iran.

En el andlisis de la varianza molecular (AMOVA) de los patrones de
amplificacion se comprobaron diferencias significativas entre grupos de anastomosis.
Estos resultados coinciden con la diferenciacion entre AG observada en el andlisis de
secuencias ITS realizado en el capitulo I, sugiriendo la existencia de regiones del
genoma conservadas entre individuos de un mismo AG. No se observé diferenciacion
significativa, en base a los patrones moleculares, entre aislados de diferentes sitios de
recoleccion, surgiendo la hipdtesis de que el flujo génico estaria contribuyendo
significativamente a la estructura poblacional del patégeno. Estos resultados podrian
estar reflejando la dispersion natural del patégeno a través de propéagulos asexuales
(micelio, esclerocios) o transporte directo de material infectado. Resultados similares
fueron observados por Montero-Tavera et al. (2013) al analizar aislados de R. solani de
Capsicum annum de diferentes localidades en México. De igual manera Mirmajlessi et
al. (2012), observaron una alta variabilidad genética entre aislados de R. solani AG 4,
sin encontrar relacién entre la diversidad observada y el origen de los aislados.

A pesar de que no existen reportes del estado teleomorfico (Thanatephorus
cucumeris), en condiciones naturales asociados al cultivo de tabaco en el NOA, existen
registros del mismo en otras regiones del mundo (Shew y Main, 1985; Gonzélez et al.,
2011). EIl alto nivel de haplotipos observados en este estudio indicaria que la
recombinacion sexual podria estar ocurriendo en el campo. La dispersion de los
propagulos sexuales podria contribuir en mayor medida a la distribucion temporal y
espacial del patdgeno, generando ademas mayor diversidad genetica en la poblacion
(Cubeta y Vilgalys, 1997; Gonzalez et al. 2012).

Diferentes factores estarian ejerciendo presion de seleccién sobre la poblacion
del fitopatdgeno, teniendo en cuenta que Rhizoctonia presenta una gran capacidad de
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generar diversidad genética a traves de mutaciones que le otorgan ventajas adaptativas.
Como sefiala Mcdonald y Linde (2002), la poblacién de este patdgeno puede reaccionar
de manera rapida y facil ante cambios de factores en el ambiente como lo son las
practicas para su control en el campo. Uno de los factores que puede influenciar en este
cambio es el uso de variedades con genotipos similares. Un estudio de la variabilidad
genética de germoplasma de tabaco Tipo Virginia en el NOA, realizado empleando
marcadores ISSR y SSR en 12 variedades comerciales y cinco conservadas en el Banco
de germoplasma del NOA, reveld la existencia de una estrecha base genética entre las
variedades utilizadas en la zona (Cuellar et al., 2013). Esto coincide con reportes de
diferentes autores a nivel mundial (Ren y Timko, 2001; Zhang et al., 2006; Zhang et al.,
2008). De los resultados mencionados se puede hipotetizar que la amplia variabilidad
genética observada en los aislados de R. solani, no seria producto Gnicamente del uso de
diferentes variedades de tabaco con estrecha base genética, sino también del manejo que
se realiza en el cultivo como ser la fertilizacion, riego, el empleo de escasos productos
fitosanitarios y el incremento de dosis empleados para el control de esta enfermedad,
ademas de no realizarse rotaciones en el cultivo. Estos factores estarian ejerciendo una
presion de seleccidon sobre la poblacion del fitopatdgeno, favoreciendo el origen de
nuevos genotipos a partir de los cuales pueden surgir nuevas epidemias.

4.5 Conclusion

e Latécnica de ISSR permitié detectar gran variabilidad genética en los aislados
de Rhizoctonia solani estudiados, agrupandolos en su mayoria segun grupo y
subgrupo de anastomosis.

e La alta variabilidad genética existente entre y dentro de AGs, indicaria que la
poblacion tiene una amplia capacidad adaptativa, lo cual requiere de un
desarrollo de estrategias integrales para el manejo de la enfermedad.

e Es importante destacar que este es el primer estudio de variabilidad genética de
aislados de Rhizoctonia solani obtenidos de tabaco en el pais.
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CAPITULO V

Dinamica temporal de Rhizoctonia solani Kiinh en diferentes variedades de tabaco
Tipo Virginia

5.1 Introduccion

Una epidemia se define como la dindmica de cambio de una enfermedad,
pudiendo ser cualquier cambio a nivel de estructura o funcion de una poblacion de
plantas inducida por una poblacion de patégenos. Este cambio puede ser detectado
cuando se estudia una poblacion en el tiempo y espacio (Mora Aguilera et al., 2012).
Este analisis de la epidemia y de los factores que la influencian, es llamada
epidemiologia (Agrios, 2005).

La epidemiologia se destaca como una ciencia cuantitativa dentro de la
fitopatologia y es la encargada de analizar los efectos e importancia de variables
cuantitativas para describir y entender la dindmica de una epidemia (Mora Aguilera et
al., 2012). De la historia del estudio de epidemias de enfermedades de plantas, el libro
de Vanderplank (1963) titulado Plant Disease: Epidemics and Control, plasma una de
las ideas mas brillantes en esta area, la cual fue la cuantificar la enfermedad a través de
los pardmetros epidemioldgicos. Es asi que la epidemiologia presenta dos objetivos, la
comprension de la estructura y comportamiento de las enfermedades en el campo y el
principal objetivo que es la optimizacién del control de patologias (Bergamin Filho,
1995).

Asimismo es importante destacar que esta ciencia de mediciones es también una
ciencia de razonamiento integral sobre bases biologicas. Es asi que el andlisis de la
misma que durante mucho tiempo se la vio desde el tetraedro de la enfermedad, pasa
hoy en dia a visualizarse como un Sistema Epidemioldgico formado por un conjunto de
factores que determinan la intensidad de una epidemia (Mora Aguilera et al. 2012).
5.1.1 Progreso temporal de una epidemia

El patron de comportamiento de una epidemia en términos del nimero de
lesiones, la cantidad de tejido dafiado o el nimero de plantas enfermas, se puede
representar por una curva que muestra el avance de la epidemia a través del tiempo. Esta
curva se conoce como curva de progreso de la enfermedad y es el resultado de graficar
la cantidad de enfermedad en una poblacion de plantas en el tiempo (Achicano y Lopez,
2000).

En los estudios temporales, los procesos bioldgicos, condicionados por el
ambiente, se representan con una sucesion de cambios de intensidad de enfermedad
expresados numéricamente en un solo valor y; en un tiempo dado t;. Esto se visualiza en
una curva de progreso de enfermedad con los parametros epidemioldgicos que la
caracterizan, resultado de la interaccion del hospedante (cultivo), el patégeno (su
vector), el ambiente (clima, suelo, etc.) y el hombre a través del manejo del sistema
productivo, en una relacion unica en el transcurso del tiempo (Figura 5.1) (March et al.,
2010).
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Figura 5.1. Curva de progreso de una epidemia y parametros epidemioldgicos que la
caracterizan (March et al., 2010).

¥

Intensidad [%)

En el contexto de un agroecosistema, es sabido que el manejo de cultivo
interfiere en el comportamiento de las epidemias tanto en intensidad como en estructura.
Claramente esto se puede observar en el punto de origen y forma de la curva, las cuales
indican el periodo de aparicion y la cantidad de inéculo inicial, la resistencia o
susceptibilidad del hospedante, los factores climéticos y la efectividad de las medidas de
control. El conocimiento de las curvas de progreso de una epidemia, su andlisis y
entendimiento, nos permitirdn generar las bases para el desarrollo de estrategias de
manejo (March et al., 2010).

5.1.2- Utilizacion de modelos

El desarrollo dindmico de una epidemia es complejo, por lo cual en
epidemiologia, se utiliza en gran medida observaciones, mediciones, férmulas
matematicas y estadisticas, asi como la computacion, que permiten representar esa
dindmica de la epidemia, en términos de ecuaciones y de modelos matematicos. Estos
altimos son capaces de resumir en forma de expresiones matematicas relativamente
simples, la relacion existente entre la enfermedad y el tiempo (Mora Aguilera et al.
2012).

Los modelos matematicos o estadisticos empleados en el analisis del progreso de
una epidemia son clasificados en dos grupos: empiricos o descriptivos y mecanisticos u
exploratorios.

Modelos empiricos: son desarrollados para describir una relacion observada entre dos o
mas variables. Estos modelos simplemente correlacionan datos observados. De este
modo no tienen incorporada ninguna informacion previamente conocida sobre las
variables dependiente e independiente

Modelos mecanisticos: son desarrollados a partir de un concepto, una hipétesis o0 una
teoria, y no de un conjunto de datos como los empiricos. EI modelo, por lo tanto, es
escrito basado en un concepto, y entonces podra ser testeado en cuanto a su precision
para describir una realidad.

En epidemiologia se utilizan comunmente los modelos empiricos, dada su simplicidad.
Estos se constituyen en una herramienta para comparar epidemias, distinguir variedades,
tratamientos de fungicidas, técnicas de manejo, cuantificar perdidas y dafios (Bergamin
Filho, 1995).
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5.1.2.1 Modelos de simulacion de progreso de las enfermedades (Empiricos)
5.1.2.1.1 Modelo Exponencial (Malthus, 1798):

Es de los dos primeros el modelo mas simple empleado para el estudio del
aumento de poblaciones. Puede ser descripto como:

dx/dt = re X

donde r. es la tasa de aumento especifico para este modelo. La interpretacion
bioldgica de la ecuacién indica que la velocidad de aumento de la enfermedad: dx/dt,
también Ilamada tasa absoluta de aumento de enfermedad, es proporcional a la propia
cantidad de enfermedad. A pesar de la simplicidad puede ser usado para las fases
iniciales de la epidemia, cuando la cantidad de la enfermedad no excede el 5 %.
5.1.2.1.2 Modelo Logistico (Verhulst, 1838):

Este modelo ha sido el mas empleado para describir el progreso de la
enfermedad. La ecuacion diferencial para este modelo puede ser descripta como:

dx/dt = r; x (1-x)

donde r,es la tasa de aumento especifico o tasa de infeccion aparente como la denomino
Vanderplank (1963) para este modelo y 1 es la cantidad méaxima de la enfermedad. El
factor de correccion (1-x) representa la cantidad de tejido sano. La interpretacion
bioldgica indica que una velocidad de aumento de enfermedad es proporcional a la
propia cantidad de enfermedad y la cantidad de tejido sano disponible. Para cantidades
pequefias de enfermedad (debajo de 5 %) el modelo logistico se confunde con el
exponencial. Graficando x respecto del tiempo, se origina una curva en forma de S,
conocida como curva logistica, simétrica en torno de x = 0,5.
5.1.2.1.3 Modelo Gompertz (Gompertz, 1825):

La ecuacion puede ser descripta:

dx/dt = rgq x [-In(x)]
donde rq es la tasa especifica para este modelo. El grafico de dx/dt (respecto
del tiempo), como acontece con el modelo logistico, muestra incrementos crecientes
hasta que se alcanza el punto de inflexion, seguido de incrementos decrecientes que
tienden a cero. El punto de inflexion, diferente del logistico, ocurre en el punto x = 0,37
(1/e), resultando un curva dx/dt asimétrica inclinada hacia la izquierda. El gréfico de x
respecto del tiempo, origina una curva también en forma de S pero se diferencia de la
logistica por su crecimiento mas acentuado en el inicio. Este modelo, asi como el
logistico, es especialmente Util para describir enfermedades policiclicas (que presentan
mas de un ciclo infeccioso por ciclo del cultivo).
5.1.2.1.4 Modelo Monomolecular (Mitscherlich, 1909):
En este modelo la velocidad de aumento de la enfermedad es proporcional al in6culo
inicial y la tasa, ambos supuestos constantes. La ecuacidn gque describe el modelo es:
dx/dt = rmy (1-x)

donde ry, es la tasa especifica para este modelo (r, = inoculo inicial * tasa) y (1-x)
representa el tejido sano. El grafico de dx/dt (respecto del tiempo) muestra que los
incrementos son siempre decrecientes y que se aproximan a cero, en la medida que se
agotan los tejidos sanos, originando una curva coéncava en relacion a la abscisa,
aproximandose asintoticamente a la cantidad maxima de enfermedad. Este modelo es
especialmente atil para describir enfermedades monociclicas (que presentan sélo un
ciclo infeccioso por ciclo del cultivo).
5.1.2.2-Seleccion del modelo

En el analisis de epidemias, uno de los pilares principales es la seleccion del
modelo apropiado para describir el progreso de la enfermedad. Es importante porque los
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parametros estimados, son la base para el analisis estadistico y la comparacién de las
curvas de progreso.

La seleccion del modelo més apropiado, puede ser determinada en forma grafica
0 analitica; esta Gltima es la mé&s comdn y se realiza mediante un andlisis de regresion de
minimos cuadrados. De este analisis se debe tener en cuenta la significancia del modelo,
significancia de los parametros estimados, coeficiente de determinacion ajustado,
desviacion estandar de la regresion linear y el modelo de dispersion de los residuales vs
los predichos (Cambell y Madden, 1990; Nutter y Parker, 1997).
5.1.3-Comparacion de epidemias

La comparacién de epidemias es la base para la comprension de una epidemia.
Nos ayuda a definir las similitudes y diferencias entre epidemias para una misma
enfermedad ya sea en diferentes periodos, distintas localidades o bajo diferentes
sistemas de manejo. Para ello es fundamental tener un buen conocimiento y
entendimiento de la etiologia, la ecologia del hospedante y del patdgeno y las epidemias
estudiadas (Kranz, 2003).

Los pardmetros epidemioldgicos segin Achicanoy Lopez (2000), utilizados para
comparar las epidemias son:
Tasa de incremento aparente (r): cuantifica la relacion hospedante-patogeno-
ambiente. Indirectamente es la tasa inherente a la produccion y dispersion del indculo y
a su incubacion. Este parametro suele ser utilizado para comparar tratamientos de
productos fitosanitarios, practicas culturales, comportamiento de cultivares, influencia
de variables climaticas.
Intensidad de la enfermedad inicial (yo): es de principal ayuda para estimar
indirectamente el inoculo infectivo presente al inicio de una epidemia como
consecuencia de un manejo determinado (fecha de siembra, rotacion, labranzas,
solarizacion), contaminacion con semillas, mecanismo de dispersion del indculo
(viento, escorrentia de agua, labranzas).
Area Bajo la Curva de Progreso de la Enfermedad (ABCPE): integra todos los datos
de la curva de progreso de la enfermedad, refleja su comienzo y las tasas epidémicas sin
transformaciones. Como la duracién de las epidemias puede variar, el ABCPE se divide
por la duracion (X;) para obtener el ABCPE estandarizada (ABCPE,); parametro usado
para comparar epidemias en distintos afios y entre cultivares de distinto ciclo.
5.1.3.1 Metodologia de comparacion

La comparacion de epidemias puede ser clasificada en dos modalidades segun el
nimero de variables o parametros incluidos: comparacion univariada y comparacion
multivariada. La primera es la mas frecuentemente usada por los epidemiodlogos (Junior
et al., 2004).

Las metodologias empleadas para el analisis de comparacion univariada son:
5.1.3.1.1 Error estandar:
5.1.3.1.1.1 Parametros estimados para un mismo modelo: el error estandar
correspondiente a cada parametro estimado al realizar el analisis de regresion lineal,
puede utilizarse para establecer el intervalo de confianza correspondiente a la diferencia
entre dos pardmetros

(Ma-H2) £ t[P/2; ny+ny - (2p)]. s[d]

donde p es el parametro estimado, p es el nimero de parametros de cada modelo; nyy n,
el nUmero de observaciones que se realizo para cada curva epidémica; t[ ] el valor de
una tabla “t” con nivel de significancia P/2 y [n;+n,— (2p)] grados de libertad, y s[d] el
error estandar de la diferencias, que se calcula como la raiz cuadrada de la suma de las
varianzas correspondientes a ambos parametros:
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sd]= [s° (k) +5° ()]
Si el intervalo de confianza no incluye a cero, los pardmetros son
significativamente diferentes a nivel de P.
5.1.3.1.1.2 Parametros estimados por distintos modelos:
Si los parametros a comparar pertenecen a modelos distintos, se puede
calcular la tasa absoluta media ponderada p(rho).
pP=r*2m+2
donde r es la tasa de infeccion aparente de los modelos molecular, Gompertz o
logistico, que ha sido estimada por regresion lineal y m tiene los valores 0, 1 6 2 para
cada uno de ellos respectivamente. Por lo tanto, para obtener la tasa absoluta media
ponderada (p), r debe dividirse por 2, 4 ¢ 6, segun sea la tasa de los modelos.
La tasa absoluta media ponderada puede usarse directamente para comparar las
curvas epidémicas. Los valores de s obtenidos en el analisis de regresion lineal para
cada parametro estimado deben ser divididos también para obtener los correspondientes

s2 (p) de la ecuacion
s[d]= [s° (ko) +5° ()]

5.1.3.1.2 Prueba de “t”: Se usa el error estdndar asociado
t= 1l - u2 1/ (5% pg + 5% po)

Si el intervalo de t calculado es mayor o igual que el t de la tabla de “t”, hay
diferencias significativas entre las tasas de infeccion aparente.
5.1.3.1.3 Anélisis de varianza

Es empleado cuando se tiene un disefio experimental con repeticiones, en lugar
de usar el unico valor de y correspondiente a cada evaluacion en el tiempo, se puede
usar los valores de y de cada una de las repeticiones en el analisis de regresion, o bien
calcular la media de y, procediendo de acuerdo a lo desarrollado anteriormente.

5.1.4 Aplicaciones

Las descripciones cuantitativas y analisis de temporal de una enfermedad fueron
reconocidas y aplicadas desde el afio 1930. Ware et al. (1932) y Ware y Young (1934),
reportaron curvas ilustrando el efecto de la resistencia de un cultivar y el efecto de
tratamientos de fertilizacion sobre la dindmica del marchitamiento del algoddn. Large
(1945, 1952), propuso el uso de la curva y tasa de progreso de la enfermedad como
medidas demostrativas del beneficio de aplicacion de fungicidas sobre el desarrollo del
tizon tardio de la papa. Vanderplank (1963), marc6 un punto clave en el analisis
cuantitativo de datos epidemioldgicos con sus contribuciones de los modelos.
Introduciendo varios conceptos tales como la tasa de infeccion aparente, periodos de
infeccion y latencia, demostré como las ecuaciones diferenciales podrian servir de base
para cuantificar las curvas de progreso de la enfermedad y, por Gltimo, mostro el uso de
estimaciones de los parametros del modelo en la comparacion de los efectos de
tratamientos sobre el desarrollo de la enfermedad.

Posteriormente se registraron numerosos trabajos con aplicacion de modelos y
estimacion de parametros epidemioldgicos. Campbell et al. (1984), analizaron el
progreso del Black Shank (Phytophthora nicotianae) en tabaco, encontrando que los
modelos mas apropiados para describir la enfermedad fueron el Logistico y Gompertz.
Burpee (1992), evaluo la resistencia de 35 cultivares de Festuca a Rhizoctonia solani.
Para ello empleo el ABCPE, encontrando que este parametro epidemioldgico fue
efectivo para detectar diferencias en susceptibilidad en los cultivares donde no fueron
detectados por otros analisis de intensidad de la patologia en diferentes tiempos. Pinto et
al. (1998), analizaron las epidemias de la pudricion blanca del ajo (Sclerotium
cepivorum), en diferentes épocas de plantacion, evaluando dia de inicio de la epidemia,
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incidencia final de la enfermedad y duracion de la epidemia, concluyendo que
anticipdndose a la época normal de plantacion ocurre un atraso de la epidemia con
menor duracion y menor incidencia final de enfermedad.

Finalmente la resistencia genética en el manejo de enfermedades representa uno de
los avances tecnologicos mas importantes en la agricultura. Teniendo en cuenta la
necesidad de reduccion del uso de productos fitosanitarios y la implementacion de una
técnica que conduzca a una agricultura sustentable; este manejo se muestra como uno de
los mas deseables de alcanzar. Para lograr esto es de importancia realizar el estudio de
la variabilidad existente en las variedades que se cultivan en la zona. Gil et al. (1992),
evaluaron 12 variedades de tabaco Tipo Virginia, midiendo las principales
caracteristicas morfoldgicas requeridas por el mercado y la resistencia a las principales
enfermedades en Cuba, encontrando dos variedades resistentes a P. nicotianae y de
buena produccion. Pefalver Martinez y Gonzélez Guardiola (2001), han caracterizado
morfolégicamente dos aislados de R. solani y evaluaron el comportamiento de nueve
variedades y lineas de tabaco en invernaculo. Destacaron tres lineas y una variedad
comercial cuando se inoculd en la primera semana después del trasplante. Diaz et al.
(2011), obtuvieron por cruzamiento tres lineas con alto rendimiento y que presentaban
resistencia a Peronospora tabacina, P. nicotianae y a los nematodos del tipo
Meloidogyine incognita. En Argentina no existen investigaciones de variedades de
tabaco utilizadas en las zonas productoras que estudien desde la epidemiologia
temporal, la relacion con resistencia a enfermedades y teniendo en cuenta que las
variedades utilizadas en el mundo son diferentes a las empleadas en nuestra produccion,
seria un aporte significativo el estudio de las mismas como un eslabén mas dentro del
manejo integrado.

5.1.5 Objetivos

-Evaluar variedades de tabaco en invernéculo frente a infecciones controladas por R.
solani.

-Evaluar variedades de tabaco a campo frente a infecciones naturales por R. solani.
-Estimar la influencia de la temperatura, humedad relativa y precipitacion sobre la
intensidad (incidencia y severidad) de la podredumbre radicular por R. solani y el
rendimiento.

5.2 Materiales y métodos

5.2.1 Evaluacién del comportamiento sanitario de diferentes variedades de tabaco
en invernaculo

Para la evaluacion de las variedades en invernaculo, se emplearon las variedades MB37,
PVH2291, PVH2275, PVH2299, PVH2254, PVH2241, K394, C69, PVH2248, NC471,
NC196, PVEH189, B91, MB47, K326. El disefio experimental fue un disefio
completamente aleatorizado (DCA) con 15 tratamientos y tres repeticiones. La unidad
experimental constd de una bandeja con suelo esterilizado (1,5 Kg) a los cuales se le
colocd 15 plantas de 60 dias de edad, a éstas se le aplicd 15 gramos de granos de trigo
colonizados por un aislamiento de R. solani AG 4 HG-I (seleccionado por ser el grupo
de anastomosis mas prevalente y la cepa de mayor agresividad= Rs 47) de 7 dias de
incubacion en activo crecimiento a nivel del cuello en el suelo. (Figura 5.2). El
desarrollo de la enfermedad se evalu6 a los cinco dias considerando incidencia y
severidad con una escala segun Carling y Leiner (1990b), de 1 a 5 (1=sin lesiones;
2=lesiones 2,5 a 5mm; 3=lesiones Smm a 20mm; 4=lesiones >20mm estrangulamiento
del cuello y marchitamiento foliar; 5=muerte de la plantula). Ademas se determind peso
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seco de hoja, tallo y raiz de las variedades inoculadas y sus testigos, a los fines de
calcular el porcentaje de reduccion de peso por la enfermedad. Para el analisis de datos
se aplico para la variable incidencia y severidad un ANOVA y Test de Tukey para
comparacion de medias (p<0,05), y para la variable peso seco, la prueba de Wilcoxon.
Para ello se utilizo el software estadistico InfoStat version 2011 (Di Rienzo et al.,
2011).

Figura 5.2. Inoculacion de Rhizoctonia solani en plantas. a) Diferentes variedades de tabaco en
camara de incubacion. b) suelo empleado en las bandejas donde se colocaron los plantines. c)
placa de Petri con granos de trigo colonizados por Rhizoctonia solani. d) detalle del grano de
trigo colonizado.

5.2.2 Evaluacion del comportamiento sanitario de diferentes variedades de tabaco
en campo
5.2.2.1 Disefio de la investigacion

Este estudio se llevo a cabo en lotes comerciales de tabaco en tres localidades
agroecoldgicas de Salta (Chicoana, Cerrillos, Colon y San Agustin), durante dos
campanas agricolas (2008/09 y 2009/10), en el caso de San Agustin, sélo se registraron
los datos de la primera campafia, dado que en la segunda se perdié el ensayo a los 40
DDT (dias después del transplante), por adversidad climética (granizo). Estos lotes
fueron seleccionados por presentar antecedentes de la podredumbre radicular por
Rhizoctonia. Se evaluaron 10 variedades de tabaco Virginia (Tabla 5.1). El disefio
experimental fue de bloques al azar (DBCA) con 11 tratamientos y tres repeticiones.
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Cada parcela consto de dos surcos de 12 m de largo cada uno, distancia entre surcos de
1,20 m y distancia entre plantas de 0,40 m.

La variable de cuantificacion de enfermedad empleada fue la incidencia (nimero
de plantas afectadas por la enfermedad/total de plantas observadas), la cual fue evaluada
cada 15 dias.

Se evallo el peso de cada variedad por parcela. Los resultados obtenidos fueron
analizados a través de ANOVA y Test de Tukey para comparacion entre medias
(p<0,05). Para ello se utilizé el software estadistico InfoStat version 2011 (Di Rienzo et
al., 2011).

5.2.2.2 Anélisis temporal de la podredumbre radicular por Rhizoctonia

5.2.2.2.1 Curvas de progreso de la enfermedad

Se graficd la incidencia de la enfermedad en funcion del tiempo para cada
variedad segun sitio y campafia agricola, a los fines de obtener las respectivas curvas de
progreso de la patologia.
5.2.2.2.2 Modelizacién de las curvas epidémicas

Las curvas de crecimiento se ajustaron a los modelos exponencial, logistico,
Gompertz y monomolecular. Para ello se efectio un andlisis de regresion lineal simple,
utilizando el software estadistico InfoStat version 2011 (Di Rienzo et al., 2011). Se
eligio el modelo que describidé mejor el progreso de la enfermedad para cada variedad y
sitio de estudio en base al coeficiente de determinacion ajustado (R?) y la desviacion
estandar de la regresion lineal (Campbell y Madden, 1990)
5.2.2.2.3 Comparacion de epidemias

Una vez seleccionado el mejor modelo se realizé la comparacion de epidemias
empleando la metodologia del error estandar para parametros estimados para un mismo
modelo (Campbell y Madden, 1990) y para distintos modelos se realizé el célculo la

tasa absoluta media ponderada rho ( p = r~ / 2m + 2), donde donde r¥ es la tasa de

infeccion aparente de los modelos monomolecular, Gompertz o logistico, que ha sido
estimada por regresion lineal, y m tiene los valores 0, 1 6 2 para cada uno de ellos
respectivamente (Achicanoy Lopez, 2000).

También se compararon las epidemias a través del ABCPE, empleando el
programa ABCPE v1.1 desarrollado por Mora Aguilera, G. y Acevedo Sanchez, G..
Este programa utiliza el método de integracion trapezoidal (Campbell y Madden, 1990)
y utilizando la ecuacion:

ABCPE= Y [(Y; + ¥i+1)/2] (tis1— 1))

Donde n es el niamero de mediciones de la enfermedad en el tiempo; el término
(Vi + Yi+1)/2, es el punto medio entre (vi + Yis«1) que representa la cantidad de
enfermedad en un intervalo de tiempo, correspondiente a la altura de cada rectangulo; y
el término (ti.1 — t)) representa el tiempo entre dos evaluaciones de la enfermedad e
indica la anchura de cada rectangulo. Estos calculos se analizaron y compararon
mediante el empleo del andlisis de varianza y la prueba de comparacion de medias
maultiples de Tukey (p<=0,005), utilizando el software estadistico InfoStat version 2011
(Di Rienzo et al., 2011).

Asimismo se analiz6 la relacion entre el rendimiento (kg/ha) y el ABCPE por
variedad y sitio evaluados.

5.2.3 Efecto de variables climatoldgicas sobre el desarrollo de la enfermedad

Con el objetivo de estudiar el efecto de la precipitacion, humedad relativa y

temperatura sobre el progreso de la enfermedad en las 11 variedades bajo investigacion,
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se empled en primera instancia el andlisis de correlacion de diferentes variables
meteoroldgicas para todas las variedades sin considerar procedencia.

Asimismo por sitio se evallo el efecto de diferentes variables meteoroldgicas sobre
las variedades, efectudndose analisis de senderos (relacion causa-efecto), correlacion de
Spearman y regresion lineal (Bowers et al., 1990, Rodriguez Gonzalez et al., 2006).

5.3 Resultados
5.3.1 Evaluacion del comportamiento sanitario de diferentes variedades de tabaco
en invernaculo

Se observd un comportamiento diferencial de las variedades frente a las
inoculaciones del aislamiento Rs 47 identificado como R. solani AG 4 HG-I. Este
comportamiento se visualizo en las siguientes variables evaluadas.
5.3.1.1 Incidencia y severidad

Se encontro diferencias altamente significativas para las variables evaluadas
(p<0,0001). La variedad MB37 fue la que obtuvo menor valor de incidencia (1,10%),
siguiendo PVH2291 y PVH2271 con 9%; y la de mayor incidencia K326 con un 67%.
Para la severidad las variedades MB37, PVH2291 y PVH2271 fueron las que
obtuvieron menor grado de dafio con un nivel de escala de 2 frente al resto, siendo la
variedad K326 que obtuvo un nivel de 4. (Figura 5.3 Tabla 5.1).

Figura 5.3. Sintomas de la podredumbre radicular del tabaco por Rhizoctonia solani en las
diferentes variedades ordenados segln la escala de severidad de 5 grados (1=sin lesiones;
2=lesiones 2,5 a 5mm; 3=lesiones Smm a 20mm; 4=lesiones >20mm estrangulamiento del
cuello y marchitamiento foliar; 5=muerte de la plantula).
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Tabla 5.1. Valores promedios del porcentaje de incidencia (nimero de plantulas afectadas por
la enfermedad/total de plantulas evaluadas por cien) y grado de severidad (escala de 1 a 5) de la
podredumbre radicular en variedades del tabaco por Rhizoctonia solani

MB37 1,10 A* 1,80 A
PVH2291 9 AB 1,80 A
PVH2275 9 AB 1,81 A
PVH2299 13 BC 1,93 AB
PVH2254 15 CD 2,93 CDEF
PVH2241 18 DE 2,87 BCDEF
K394 25 EF 2,93 CDEF
C69 27 FG 2,80 ABCDE
PVH?2248 31 GH 2,69 ABCD
NC741 35 HI 3,20 CDEF
NC196 41 1J 3,67 EF
NC810 47 JK 2,80 BCDE
PVEH189 48 KL 3,60 DEF
BI1 49 LM 2,53 ABC
MB47 51 MN 3,47 CDEF
K326 67 N 3,80 F

* letras diferentes indican diferencias signicativas Tukey p<0,05

5.3.1.2 Peso seco

La inoculacion con Rhizoctonia redujo el peso seco en las diferentes variedades
de tabaco inoculadas con respecto a sus correspondientes testigos, resultando en un
porcentaje de pérdidas para hoja de 3 a 70%, tallo 11 a 23% Yy raiz de 22 a 50%. Las
variedades MB37 y PVH2241 no se diferenciaron de sus testigos para el peso en los
diferentes tejidos evaluados. Por el contrario las variedades que obtuvieron diferencias
significativas con sus testigos fueron MB47 (hoja, tallo y raiz p=0,0022), K326 (hoja
p=0,0012, tallo y raiz p=0,0070), PVEH189 (hoja p=0,0260, tallo p=0,0268, raiz
p=0,0012), NC471 (hoja, tallo y raiz p=0,0082), PVH2254 (hoja y tallo p=0,0117, raiz
p=0,0035) y PVH2248 (hoja p=0,0043, tallo p=0,0195, raiz p=0,0022). Asimismo las
variedades C69 y NC196 no se diferenciaron de sus testigos en el peso seco de hojas.
C69, PVH2291, 91B, NC810 y K394 no se diferenciaron de sus testigos en el peso seco
de tallo. Finalmente las variedades 91B y PVH2275 no se diferenciaron de sus testigos
en el peso seco de raiz. (Tabla S1- Anexo).

5.3.2 Evaluacion del comportamiento sanitario de diferentes variedades de tabaco
en campo
5.3.2.1. Curvas de progreso de la enfermedad por sitio

Se graficé la incidencia en funcién del tiempo para cada variedad y sitio:
5.3.2.1.1 Chicoana

En la campafa agricola 2008/09 las variedades NC471, PVH2291 y NC196 no
manifestaron la enfermedad. Para el resto se registro el inicio de la epidemia a los
30DDT en las variedades PVH2299 y PVH2254, con 0,56 y 2,23% de incidencia, los
cuales se mantuvieron constante hasta el ultimo relevamiento de la enfermedad. A los
45DDT las variedades C69, PVH2241 y PVEH189 registraron 0,93, 0,71 y 0,57% de
incidencia inicial incrementando los valores hasta 1,45, 6,88 y 3,29% de incidencia
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final. A los 60DDT la variedad PVH2248 tuvo una incidencia inicial de 0,70%
aumentando hasta 1,85% en el ultimo registro. Finalmente a los 75DDT las variedades
91B y K326 manifestaron 0,67 y 3% de incidencia inicial, incrementandose estos
valores hasta 3,88 y 10,84% de incidencia final. (Figura 5.4).

12
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Figura 5.4. Curvas de progreso de la podredumbre radicular por Rhizoctonia solani en
diferentes variedades de tabaco tipo Virginia en Chicoana (Salta) durante la campafia 2008/09.

En la campafia agricola 2009/10 la Unica variedad de tabaco que no presento la
patologia fue PVH2254. En el resto de las variedades las epidemias se registraron mas
tarde en comparacion con la campafa agricola anterior, recién a los 60DDT la variedad
91B present6 un 0,6% de incidencia, los cual se incrementd hasta 3,41% en el ultimo
relevamiento de la enfermedad. A los 75DDT las variedades K326 y MB37 registraron
1,13 y 2,2% de incidencia inicial incrementando los valores hasta 4,52 y 5,54% de
incidencia final. A los 90DDT las variedades PVH2241, PVH2299, PVH2248, MB47,
K394, PVH22991 tuvieron valores de incidencia inicial de 0,55, 0,56, 2,92, 0,57, 1,13,
1,67 y 0,56%, manteniéndose constante hasta el ultimo registro la variedad PVH2241
con 0,55% de incidencia, el resto de las variedades aumentaron los valores hasta 2,26,
5,85, 3,39, 2,26, 3,32 % en el ultimo registro. Finalmente a los 105DDT las variedad
C69 manifesto en el altimo registro de la enfermedad 0,56%. (Figura 5.5).
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Figura 5.5. Curvas de progreso de la podredumbre radicular por Rhizoctonia solani en
diferentes variedades de tabaco tipo Virginia en Chicoana (Salta) durante la campafia 2009/10.

5.3.2.1.2 Colon

En la campafa agricola 2008/09 todas las variedades manifestaron la
enfermedad. El primer registro de inicio de la epidemia fue a los 30DDT en la mayoria
de las variedades PVH2299, C69, PVH2241, K326, NC471, PVH2291, NC196,
PVH2254, 91B, PVEH189 con 2,29, 2,01, 3,31, 5,44, 1,41, 6,3, 2,9, 4,76, 5,05, 2,24%
de incidencia, los cuales se incrementaron hasta el ultimo relevamiento de la
enfermedad en 3,05, 8,05, 4,13, 6,8, 8,7, 13,39, 7,25, 5,56, 18,18, 7,46%. A los 45DDT
la variedad PVH2248 registré 0,7% de incidencia inicial incrementando hasta 6,34% de
incidencia final. (Figura 5.6). En la campafia agricola 2009/10 al igual que en la
anterior, todas las variedades manifestaron enfermedad. EIl primer registro fue a los
45DDT en la cual las variedades C69, K326, MB37, PVH2248 y PVH2254 presentaron
1,6, 2,3 y 0,56 % de incidencia las tres Gltimas variedades, las mismas incrementaron
hasta 4,3, 5,9, 4,3, 43 y 3,1% en el dltimo relevamiento de la enfermedad. A los
60DDT las variedades PVH2241, PVH2291, K394, PVH2248 y PVH2254 registraron
0,56 las cuatro variedades mencionada y 1,6% de incidencia inicial la ultima,
aumentando los valores hasta 3,6, 3,9, 3,8, 4,3, 3,1% de incidencia final. A los 75DDT
la variedad PVH2299 tuvo un valor de incidencia inicial de 1,98%, obteniendo hasta
3,45% en el ultimo registro de incidencia. (Figura 5.7).
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Figura 5.6. Curvas de progreso de la podredumbre radicular por Rhizoctonia solani en
diferentes variedades de tabaco tipo Virginia en Cerrillos (Salta) durante la campafia 2008/09.
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Figura 5.7. Curvas de progreso de la podredumbre radicular por Rhizoctonia solani en
diferentes variedades de tabaco tipo Virginia en Colon (Salta) durante la campafa
2009/10.

5.3.2.1.3 San Agustin
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En la campafa agricola 2008/09 las variedades 91B, PVEH189 y PVH2254 no
manifestaron la enfermedad. El primer registro de inicio de la epidemia fue a los
30DDT en las variedades PVH2291, PVH2241, NC471 y PVH2248 con 0,61, 1,66,
0,79, 0,69% de incidencia, de las cuales PVH2241 y PVH2248 se incrementaron hasta
el dltimo relevamiento de la enfermedad en 3,05y 2,37 %. A los 75DDT las variedades
PVH2299, C69 y K326 registraron 3,23, 0,64, 1,45% de incidencia inicial
incrementando hasta 3,85 y 2,19% de incidencia final las dos dltimas. Finalmente a los
90DDT la variedad NC196 tuvo 0,69% de incidencia, manteniéndose constante hasta la
ultima observacion. (Figura 5.8).
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Figura 5.8. Curvas de progreso de la podredumbre radicular por Rhizoctonia solani en
diferentes variedades de tabaco tipo Virginia en San Agustin (Salta) durante la campafia
2008/20009.

5.3.2.2 Modelizacion de las curvas epidémicas por sitio

5.3.2.2.1 Chicoana

En la campafia 2008/09, la incidencia de la enfermedad en funcion del tiempo
para las variedades C69, K326, PVEH189 se ajustaron al modelo monomolecular con
coeficientes de determinacion de 78 a 83, tasa epidémica de 0,00047 a 0,01 y cuadrado
medio del error (CME) de 0,000071 a 0,01, mientras que las variedades PVH2241,
PVH2248 y 91B, se ajustaron al modelo Gompertz con coeficientes de determinacion
que variaron entre 65 a 88, tasa epidémica de 0,0045 a 0,01 y CME de 0,01 a 0,07. Las
variedades que tuvieron mayor inoculo inicial (y,) fueron las que se ajustaron al modelo
Monomolecular. (Tabla S2 Anexo).

Para la campafia 2009/10, la incidencia de la enfermedad en funcion del tiempo
para todas las variedades se ajustaron al modelo de Gompertz con coeficiente de
determinacion de 66 a 83, con tasas de infeccion aparente de 0,0083 a 0,0309 y CME de
0,12 a 0,30, presentandose las variedades PVH2241 y C69 con coeficientes de
determinacion bajo de 25 y tasas de infeccion aparente de 0,1786, con CME de 0,16.
(Tabla S3 Anexo).
5.3.2.2.2 Colon

126



En la campafia 2008/09, el progreso de la patologia de las variedades P\VH2299,
C69, PVH2241, NC471, NC196 y PVH2254, se ajustaron al modelo de Gompertz con
coeficientes de determinacion que variaron de 20 a 91, con tasas epidémicas de 0,0007 a
0,01 y CME de 0,00087 a 0,14; las variedades K326, PVH2248, PVEH189 se ajustaron
al modelo monomolecular con coeficientes de determinacion de 79 a 89, con tasas
epidémicas de 0,00061 a 0,0033 y CME de 0,000092 a 0,0022; las variedades PVH2291
y 91B con coeficientes de determinacion de 73 y 95, con tasas epidémicas de 0,01 y
CME de 0,01 a 0,03. Las variedades que tuvieron mayor inoculo inicial (y,) fueron las
que se ajustaron al modelo Monomolecular. (Tabla S4 Anexo).

En el caso de la campafa 2009/10, el progreso de la enfermedad de todas las
variedades evaluadas se ajusto al modelo monomolecular con coeficientes de
determinacion que variaron de 81 a 97, tasas de infeccion aparente de 0,00015 a 0,0022
y CME de 0,000096 a 0,00042 (Tabla S5 Anexo).
5.3.2.2.3 San Agustin

En la camparia 2008/09, el progreso de la patologia en las variedades P\VH2299,
C69, NC196 y K326, se ajustaron al modelo Monomolecular con coeficientes de
determinacion que variaron de 65 a 84, con tasas epidémicas de 0,0003 a 0,0017 y CME
de 0,000042 a 0,00089; la variedad PVVH2241 se ajusto al modelo exponencial con un
coeficiente de determinacion de 64 y una tasa epidémica de 0,01 y CME de 0,02; y la
variedad PVH2248 se ajust6 al modelo de Gompertz con un coeficiente de
determinacion de 59, una tasa epidémica de 0,0033 y CME de 0,01. Las variedades que
tuvieron mayor indculo inicial (y,) fueron las que se ajustaron al modelo
Monomolecular. (Tabla S6 Anexo)

No se muestran los resultados de la campafia 2009/2010, por perdida del ensayo
por granizo a los 40DDT.
5.3.2.3 Comparacion de epidemias: indculo inicial (Yo), tasa de infeccion aparente
(r), tasa media absoluta ponderada (p=rho) y area bajo la curva de progreso de la
enfermedad (ABCPE) por sitio de estudio
5.3.2.3.1 Chicoana
5.3.2.3.1.1 Inéculo inicial (Yo)

En la campafa agricola 2008/09, se obtuvo diferencias significativas entre las
variedades PVH2241 y PVH2248, observandose una menor incidencia inicial en la
variedad PVH2248. (Tabla S2 Anexo). En la segunda campafia agricola no se
determinaron diferencias significativas.
5.3.2.3.1.2 Tasa de infeccion aparente (r)

En la campafia agricola 2008/09, se observaron diferencias significativas entre
las variedades K326 y C69, PVH2241 y PVH2248, PVH2241 y 91B, 91B y PVH2248,
registrando menor tasa de infeccién aparente en las segundas variedades de cada par
comparado. (Tabla S2 Anexo).
5.3.2.3.1.3 Tasa absoluta media ponderada p (rho)

En la campafa agricola 2008/09, se observaron diferencias significativas entre
las variedades PVH2241 y C69, PVH2241 y PVEH189, 91B y C69, PVH2248 y K326,
registrando menor p en las segundas variedades de cada par comparado. (Tabla S2
Anexo).
5.3.2.3.1.4 Area bajo la curva de progreso de la enfermedad (ABCPE) vy
rendimiento.

El ABCPE para la podredumbre radicular en la campafia 2008/09 obtuvo valores
comprendidos entre 0 y 370,20%-dia, presentando diferencias altamente significativas
entre las variedades (p<0,0001). Las variedades que no presentaron enfermedad y por lo
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tanto obtuvieron valor 0 para ABCPE fueron PVH2291, NC471 y NC196, asimismo la
variedad que obtuvo la menor &rea bajo la curva de progreso fue PVH2299, mientras
que K326 fue el material genético que mayor ABCPE presento. (Tabla S4 Anexo).

Para la variable rendimiento se observaron diferencias altamente significativas
en la variedades evaluadas en las dos campafias agricolas (p<0,0001). Las variedades
con mejor rendimiento en ambas campafas fueron PVH2291, 91B y PVH2248,
superando los 1900Kg/ha en el primer afio y 2800Kg/ha en el segundo afio. Asimismo
se observo que no hubo correlacion entre el rendimiento y el ABCPE para las diferentes
variedades analizadas. (Tabla 5.2).
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Tabla 5.2. Prueba de comparacion de medias multiple de Tukey (p<=0,05) del ABCPE de la podredumbre radicular del tabaco por Rhizoctonia solani

en diferentes variedades en Chicoana (Salta) en las campafas agricolas evaluadas.

Variedades ABCPE Rendimiento Kg/ha *p(r:p) Variedades ABCPE Rendimiento Kg/ha *p(r:p)
08/09 09/10

PVH2299 46,20 AB** 1532 E 1: 0,000017 PVH2299 4230 AB 2710 ABC 0,96: 0,18
C69 86,75 ABC 1650 D 1: 0,06 C69 25,35 AB 2500 CD 0,68: 0,52
PVH2241 275,40 DE 1512 E 1:0 PVVH2241 25,35 AB 2480 CD 0,65: 0,55
K326 370,20 E 1126 F 0,91: 0,27 K326 118,50 AB 1896 E 0,50: 0,66
PVH2248 109,75 BC 1946 C 0:0 MB37 182,25 B 2160 DE 0,53: 0,64
NC196 0 A 1476 F 0:0 PVH2291 74,85 AB 3100 A -0,79: 0,42
NC471 0 A 1168 F 0:0 K394 50,80 AB 2650 BC -0,76: 0,45
PVH2291 0 A 2074 A 0:0 PVH2254 0 A 2600 C 0:0

91B 15158 C 2009 B 1: 0,02 PVH2248 131,60 AB 2810 ABC -0,87: 0,33
PVH2254 183,98 CD 1598 D -0,91: 0,27 91B 137,50 AB 2980 AB -0,78: 0,43
PVEH189 165,15 C 2300 A 1:0 MBA47 42,30 AB 2680 BC -0,34: 0,78

*p(Rho): coeficiente de correlacion de Pearson
** |etras diferentes indican diferencias signicativas Tukey p<0,05
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En 2009/10, se observaron diferencias significativas para las ABCPE de las
diferentes variedades (p=0,0138). Los valores obtenidos se comprendieron entre 0 y
182,25%-dia, siendo PVH2254 la que no presento enfermedad y MB37 la variedad que
presento el valor mayor de ABCPE.
5.3.2.3.2 Colon
5.3.2.3.2.1 Inoculo inicial (Yo)

En la campafia agricola 2008/09, se observaron diferencias significativas entre
las variedades PVH2241 y PVH2299, PVH2254 y C69, PVH2254 y PVH2241,
PVH2254 y PVH2299, PVH2241 y NC196, NC196 y PVH2299, K326 y PVH2248,
K326 y PVEH189, observdndose una menor incidencia inicial en las segundas
variedades de cada par comparado. Tabla S4 Anexo. En la segunda camparia agricola se
determinaron diferencias significativas entre las variedades K326 y PVH2299, K326 y
K394, K326 y PVH2241, K326 y PVH2291, PVH2254 y PVH2299, K394 y PVH2254,
PVH2291 y 91B, MB37 y PVH2299, observandose una menor incidencia inicial en las
segundas variedades de cada par comparado. (Tabla S5 Anexo).
5.3.2.3.2.2 Tasa de infeccion aparente (r)

En la campafia agricola 2008/09, se observaron diferencias significativas entre
las variedades C69 y PVH2241, PVEH189 y K326, PVH2248 y K326, NC196 y
PVH2254, registrando menor tasa de infeccidn aparente en las segundas variedades de
cada par comparado (Tabla S4 Anexo). En la segunda campafia agricola se
determinaron diferencias significativas entre las variedades K326 y C69, K326 y
PVH2241, K326 y 91B, K326 y PVH2254, C69 y 91B, PVH2248 y 91B, PVH2248 y
PVH2254, registrando menor tasa de infeccidn aparente en las segundas variedades de
cada par comparado (Tabla S5 Anexo).
5.3.2.3.2.3 Tasa absoluta media ponderada p (rho)

En la campafa agricola 2008/09, se obtuvo diferencias significativas entre las
variedades PVH2248 y PVH2299, PVH2248 y PVH2241, C69 y K326, C69 y 91B,
PVEH y PVH2299, PVEH189 y PVH2241, registrando menor p en las segundas
variedades de cada par comparado (Tabla S4 Anexo).
5.3.2.3.2.4 Area bajo la curva de progreso de la enfermedad (ABCPE) y
rendimiento.

Los valores de ABCPE para la podredumbre radicular en la campafia 2008/09 en
las diferentes variedades, fueron entre 248,38 y 1825,58%-dia, encontrandose
diferencias altamente significativas (p<0,0005). Las variedades que presentaron menor
area bajo la curva de progreso fueron PVH2299, PVH2248, C69, NC471, PVH2241,
NC196, PVH2254, K326 y PVH2291 las cuales se diferenciaron estadisticamente de
91B y PVH189 que presentaron los mayores valores (Tabla 5.3).

Para la variable rendimiento se observaron diferencias altamente significativas
en la variedades evaluadas en las dos campafias agricolas (p<0,0001). Las variedades
con mejor rendimiento en ambas campafias fueron PVH2291, PVH2248 y PVH2254,
con rendimientos de 2300 a 2800 Kg/ha. Asimismo se observo que no hubo correlacion
entre el rendimiento y el ABCPE para las diferentes variedades analizadas (Tabla 5.3).
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Tabla 5.3. Prueba de comparacion de medias multiple de Tukey (p<=0,05) del ABCPE y rendimiento, de diferentes variedades de tabaco
afectadas por la podredumbre radicular por Rhizoctonia solani en Colon (Salta) en las campafas agricolas evaluadas.

Variedades ABCPE *p(r:p) Rendimiento Kg/ha Variedades = ABCPE Rendimiento Kg/ha  *p(r:p)
08/09 09/10

PVH2299 248,38 A** 1:0,00034 1835 PVH2299 112,20 A 2833 A 1:0

C69 377,90 A -0,33: 0,78 1665 C69 187,20 AB 1643 CD 0,59: 0,60
PVH2241 427,33 A -1: 0,0033 1995 PVH2241 128,40 AB 2497 AB -0,46: 0,69
K326 554,38 A 1: 0,04 1822 K326 315,50 C 1992 C -0,48: 0,68
PVH2248 299,10 A 1: 0,00044 2432 MB37 223 BC 2361 D 0,55: 0,63
NC196 440,45 A 1: 0,0023 2131 PVH2291 139,65 AB 2704 A 0,49: 0,67
NC471 392 A 1:0 1935 K394 137,25 AB 2568 AB 0,46: 0,69
PVH2291 639,10 A 1: 0,01 2344 PVH2254 165,75 AB 2754 A 0,43: 0,71
91B 890,85 AB  1:0,00034 2242 PVH2248 210,15 AB 2461 AB 0,47: 0,69
PVH2254 476,73 A 1: 0,01 2861 91B 112,20 A 2692 A -0,47: 0,69
PVEH189 182,58 B 1: 0,0038 2705 MB47 156,75 AB 2744 A -0,94: 0,23

*p(Rho): coeficiente de correlacion de Pearson y ** letras diferentes indican diferencias signicativas Tukey p<0,05
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En la campafia 2009/10, los valores de ABCPE presentaron diferencias
altamente significativas (p<0,0001), presentando valores entre 112,20 y 315,20%-dia.
Las variedades PVH2299 y 91B fueron las que presentaron las menores ABCPE,
diferencidndose estadisticamente del resto. Asimismo las variedades que presentaron los
mayores valores de area bajo la curva de progreso, fueron MB37 y K326. (Tabla 5.3).
5.3.2.3.3 San Agustin

Se muestran los resultados de la campafia 2008/09 y no asi los correspondientes
a la camparia 2009/2010, por perdida del ensayo por granizo a los 40DDT.
5.3.2.3.3.1 Inéculo inicial (Yo)

En la campafa agricola no se determinaron diferencias significativas.
5.3.2.3.3.2 Tasa de infeccion aparente (r)

En la campafia agricola 2008/09, se observaron diferencias significativas entre
las variedades PVH2299 y NC196, C69 y NC196, K326 y NC196, registrando menor
tasa de infeccion aparente en las segundas variedades de cada par comparado. (Tabla S6
Anexo).
5.3.2.3.3.3 Tasa absoluta media ponderada p (rho)

En la campafia agricola 2008/09, se observaron diferencias significativas entre
las variedades PVH2241 y PVH2299, PVH2241 y NC196, PVH2241 y C69, PVH2241
y PVH2248, registrando menor p en las segundas variedades de cada par comparado.
(Tabla S6 Anexo).
5.3.2.3.3.4 Area bajo la curva de progreso de la enfermedad (ABCPE) vy
rendimiento.

Los valores de ABCPE para la podredumbre radicular en las diferentes
variedades, fueron entre 0 y 435,60%-dia, encontrdndose diferencias altamente
significativas (p<0,0001). Las variedades que no presentaron enfermedad y por lo tanto
con valor O para ABCPE fueron PVH2299, PVH189 y NC196. Asimismo la variedad
que presentd mayor area bajo la curva de progreso fue C69. (Tabla 5.4).

Para la variable rendimiento se observaron diferencias altamente significativas
en la variedades evaluadas (p<0,0001). Las variedades con mejor rendimiento en ambas
campafias fueron PVH2248, NC196 y PVH2254, con rendimientos de 1500 a
2500Kg/ha. Asimismo se observé que no hubo correlacion entre el rendimiento y el
ABCPE para las diferentes variedades analizadas. (Tabla 5.4).

Tabla 5.4. Prueba de comparacion de medias multiple de Tukey (p<=0,05) del ABCPE vy
rendimiento, para las diferentes variedades de tabaco afectadas por la podredumbre radicular
por Rhizoctonia solani en la campafia agricola evaluada.

Variedades 08/09 ABCPE Rendimiento Kg/ha  *p(r:p)

P\/H2299 201,90 B** 1244 DC -0,99: 0,10
C69 43560 C 1142 DE 0,57: 0,61
PVH2241 196,35 B 1089 DE 0,42:0,73
K326 101,90 AB 1230 D 0,83: 0,37
P\/H2248 87,45 AB 2537 A 0,42:- 0,72
NC196 150,15 AB 1842 B 0,48:-0,72
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Tabla 5.4. ContinGa de pagina 132.

Variedades 08/09 ABCPE Rendimiento *p(r:p)
Kg/ha

NC471 157,48 AB 884 E 0,10:-0,94

PVH2291 97,65 AB 1358 DC 0,32: 0,80

91B 0 A 1249 DC 0:0

PVH2254 0 A 1510 C 0:0

PVEH189 0 A 1142 DE 0:0

*p(Rho): coeficiente de correlacion de Pearson
** |etras diferentes indican diferencias signicativas Tukey p<0,05

5.3.3 Efecto de variables climatoldgicas sobre el desarrollo de la enfermedad
5.3.3.1 Andlisis de correlacion para todas las variedades sin considerar
procedencia.

La precipitacion presentd correlacion significativa con la incidencia de la
enfermedad de las siguientes variedades: C69 (r=0,60; p= 0,001), PVH2241 (r=0,43;
p=0,04) y PVH2254 (r=0,46; p=0,02). (Figura 5.9).
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Figura 5.9. Incidencia en porcentaje de la podredumbre radicular por Rhizoctonia para
variedades de tabaco que presentaron correlacion significativa con la precipitacion (mm).

La temperatura media anual presentd correlacion significativa con la incidencia
de la enfermedad de las siguientes variedades: PVH2241 (r=0,43; p=0,0014), K326
(r=0,30; p=0,000067), PVH2248 (r=0,24; p=0,03) y 91B (r=0,15; p=0,00018). (Figura
5.10).
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Figura 5.10. Incidencia en porcentaje de la podredumbre radicular por Rhizoctonia para
variedades de tabaco que presentaron correlacién significativa con la temperatura media de
ambiente (°C).

No se presentd correlacion significativa entre temperatura y humedad.
5.3.3.2 Analisis de senderos, correlacion y regresion lineal por sitio
5.3.3.2.1 Chicoana
5.3.3.2.1.1 Andlisis de coeficientes de senderos

Para el estudio de relacion causa-efecto se determind una correlacion significativa
entre la incidencia de la enfermedad de la variedad C69 y la precipitacion (r=0,61;
p=0,0348), es decir que la precipitacion influye sobre la incidencia de la podredumbre
radicular en la variedad mencionada y no esta determinada por la relacion entre
precipitacion y temperatura.

Asimismo existe una influencia de la temperatura en la incidencia de la enfermedad
para la variedad 91B (r=0,64; p=0,0248), y no esta determinada por la precipitacion.
5.3.3.2.1.2 Andlisis de coeficientes de correlacion de Spearman

En la campafia 2008/09 se determind correlacion significativa entre la temperatura
minima del aire y la incidencia de la patologia para las variedades PVH2248 (r=0,91;
p=0,04) y PVEH 189 (r=0,91; p=0,03).

De igual manera se visualizé una correlacion significativa para la humedad relativa
del ambiente y la incidencia de la enfermedad en las variedades PVH2248 (r=0,96;
p=0,04) y PVEH 189 (r=0,96; p=0,03).

En la campafia 2009/10 se determind correlacion significativa entre la temperatura
media del aire y la incidencia de la patologia para la variedad 91B (r=-0,86; p=0,04)
5.3.3.2.1.3 Andlisis de regresion lineal

Las variedades C69, PVH2241, K326, 91B presentaron una relacion significativa
inversa con la temperatura media y maxima ambiental (°C). Por otra parte la variedad
C69 mostrd una relacion significativa con la humedad relativa media (%).

En la campafia 2009/10 las variedades MB37 y 91B mostraron una relacion
significativa inversa con la temperatura maxima y minima ambiental (°C). (Tabla S7
Anexo).
5.3.3.2.2 Colon
5.3.3.2.2.1 Anadlisis de coeficientes de senderos

134



Se determino una correlacion significativa entre la incidencia de la enfermedad de la
variedad C69 y la precipitacion (r=0,46; p=0,0221), es decir que la precipitacion
influencio en la incidencia de la podredumbre radicular en la variedad mencionada y no
esta determinada por la relacion entre precipitacion y temperatura.

Asimismo existe una influencia de la temperatura en la incidencia de la enfermedad
para la variedad PVH2241 (r=0,46; p=0,0246), y para K326 (r=0,54; p=0,0068), y no
estd determinada por la precipitacion.
5.3.3.2.2.2 Andlisis de coeficientes de correlacion de Spearman

En la camparfia 2008/09 se determind correlacion significativa entre la temperatura
media del aire y la incidencia de la patologia para la variedad 91B (r=-0,90; p=0,04).
Asimismo para la temperatura maxima de suelo y la incidencia en NC471 (r=0,91,
p=0,04). De igual manera se visualizdé una correlacion significativa para la humedad
relativa media del ambiente y la incidencia de la podredumbre radicular en las
variedades K326 (r=0,96; p=0,03), PVH2291 (r=0,94; p=0,04), NC196 (r=0,91;
p=0,04), 91B (r=0,99; p=0,03), PVH2248 (r=0,96; p=0,03), PVEH189 (r=0,94; p=0,04).
Para la variable humedad relativa minima ambiente existié correlacion significativa en
las variedades K326 (r=0,96; p=0,03), PVH2291(r=0,94; p=0,04), NC196 (r=0,91,
p=0,04), 91B (r=0,99; p=0,03), PVH2248 (r=0,96; p=0,03), PVEH189 (r=0,94; p=0,04).
En el caso de la humedad relativa maxima ambiente existié correlacion significativa en
las variedades PVH2291(r=0,87; p=0,05), NC196 (r=0,86; p=0,06), 91B (r=0,94;
p=0,04), PVH2248 (r=0,90; p=0,04), PVEH189 (r=0,87; p=0,05).

En la campafa 2009/10 no se determiné correlacion significativa entre las variables
meteoroldgicas y la incidencia de la podredumbre radicular.
5.3.3.2.2.3 Analisis de regresion lineal

Las variedades PVH2299, K326, NC471, NC196, PVH2254, PVH2248, 91B y
PVEH189 presentan una relacion significativa inversa con la temperatura media,
méaxima y minima ambiental (°C), al igual que con la amplitud de la humedad relativa
(%). Por otra parte las variedades mostraron una relacion significativa con la
temperatura media y minima de suelo (°C), y con la humedad relativa media, minima y
maxima (%).

En la campafia 2009/10 las variedades MB37 y K326 mostraron una relacion
significativa con la humedad relativa méxima ambiental (°C). (Tabla S7 Anexo).
5.3.3.2.3 San Agustin

Se muestra los andlisis de la campafia 2008/09 y no asi los correspondientes a la
campafa 2009/2010, por perdida del ensayo por granizo a los 40DDT.
5.3.3.2.3.1 Andlisis de coeficientes de senderos

Para el estudio de relacion causa-efecto no se determind una influencia de las
variables meteoroldgicas sobre la incidencia de la podredumbre radicular.
5.3.3.2.3.2 Analisis de coeficientes de correlacion de Spearman

Se determind correlacion significativa entre la humedad relativa media del ambiente
y la incidencia en la variedad NC196 (r=0,87; p=0,05). También se observo correlacién
significativa para la variable humedad relativa maxima ambiente y la incidencia en las
variedades C69 (r=0,87; p=0,05), K326 (r=0,89; p=0,05), NC196 (r=0,91; p=0,04). De
igual manera para la humedad relativa minima ambiente y la incidencia en las
variedades PVH2299 (r=0,91; p=0,04), C69 (r=0,94; p=0,04), K326 (r=0,96; p=0,05),
NC196 (r=0,87; p=0,05).
5.3.3.2.3.3 Andlisis de regresion lineal
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Las variedades C69, PVH2299 y K326 mostraron una relacion significativa con la
humedad relativa media y minima ambiental (%) y una relacion significativa inversa
con la amplitud de humedad relativa ambiente (%). (Tabla S7 Anexo).

5.4. Discusion

En el ensayo comparativo de variedades de tabaco en condiciones controladas, las
variedades con mejor comportamiento con menos del 18% de incidencia y severidad
menor a 3, fueron MB37, PVH2291, PVH2275, PVH2299, PVH2254, PVH2241,
ademas se observo genotipos con niveles elevados de incidencia y con severidad menor
a 3 como B91, PVH2248, K394 y C69. Shew y Melton (1995), observaron que no
existia ausencia de la mancha foliar por Rhizoctonia en tabaco, pero si diferencias en los
niveles de severidad de la enfermedad en diferentes genotipos de tabaco en campo y en
camara de crecimiento. Csinos y Stephenson (1999), evaluaron la resistencia de
cultivares de tabaco a R. solani produciendo damping-off, mancha foliar y podredumbre
radicular en invernaculo y campo, visualizando diferencias en incidencia y severidad, y
mencionaron gue los materiales evaluados fueron mas sensibles a infecciones en campo.
Asimismo Elliot et al. (2008), evaluaron 97 genotipos de tabaco frente a R. solani
provocando damping-off y mancha foliar, encontrando diferencias en severidad, sin
observar resistencia a la enfermedad en los materiales genéticos.

Las variedades que no manifestaron la podredumbre radicular por R. solani en
Chicoana para la primera camparia fueron PVH2291, NC47 1 y NC196; y en la segunda
campafa PVH2254. En San Agustin fueron para la primera campafia las variedades
PVH2254, 91B y PVEH189. En la localidad de Colon todas las variedades manifestaron
la enfermedad. Estos resultados estarian sefialando la importancia de evaluar las
variedades en distintos ambientes; en otras palabras, el triangulo de la enfermedad es un
concepto temporal y espacialmente dindmico como se comprob0 en este estudio.

La modelizacién de las curvas de progreso de la patologia para las diferentes
variedades de tabaco Tipo Virginia en los tres sitios evaluados, se ajustaron a los
modelos Monomolecular, Gompertz y Exponencial. La Unica variedad que presenté un
progreso de enfermedad que se ajustd al modelo Monomolecular en los tres sitios y
durante las campafias consecutivas, excepto en la segunda de Chicoana fue la variedad
K326, la cual se caracteriza por ser un material genético susceptible. Madden et al.
(2007), relaciona el modelo Monomolecular con epidemias monociclicas, en donde el
in6culo proviene de epidemias previas, mientras que el modelo logistico es asociado a
epidemias policiclicas en donde hay movimiento de inoculo de plantas enfermas a
sanas. En el presente estudio el ajuste a los modelos de Gompertz y Logistico se puede
atribuir al manejo convencional del cultivo, en el cual se generan movimientos de suelo
hasta los 45 o 50DDT logrando dispersar el inoculo, ademas de producir lastimaduras
en raices. Campbell y Powell (1980), evaluaron los modelos Monomolecular y
Logistico para describir a campo el progreso de Phytophthora nicotianae en tabaco y
determinaron que el modelo Logistico fue el mas apropiado para describir esta
epidemia. Asimismo, Campbell et al. (1984) evaluaron el progreso del Black Shank (P.
nicotianae) en diferentes variedades de tabaco en diferentes afios, obteniendo ajuste a
los modelos monomolecular, Gompertz y logistico indistintamente, asociandolo a que al
crecer las raices del tabaco, existe una mayor probabilidad de que encuentre el inoculo y
se produzca la infeccion. En relacién a ello Jeger (1987), mostrd que el contacto entre la
raiz y el indculo en la modelizacion puede adquirir formas desde el monomolecular
hasta los modelos de Gompertz, Logistico u Exponencial, dependiendo del producto del
crecimiento de raices y la densidad de inoculo.
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Las variables epidemiologicas (yo, r, p, ABCPE), fueron ttiles para comparar las
epidemias entre las variedades, pero la variable que logr6 mayor discriminacion entre
las epidemias en las diferentes variedades fue el ABCPE. Xu (2006), menciona que el
enfoque de resumir los datos de progreso de la enfermedad en un valor es adecuado
cuando los dafios son proporcionales a la cantidad y duracion total de la enfermedad,
por lo cual es una variable apropiada para la evaluacion de investigaciones de practicas
de manejo de enfermedades. Las variedades promisorias segun el analisis comparativo
de los pardmetros epidemioldgicos fueron para Chicoana la variedad PVH2291 y
PVH2299 con menor ABCPE, las variedades PVH2248 y C69 que presentaron menor
tasa de progreso de la enfermedad y si bien mostraron mayor ABCPE que las primeras
variedades mencionadas, éstas no se diferencian a nivel estadistico, destacAndose en
rendimiento las variedades PVH2291 y PVH2248. En Colon las variedades P\VH2299,
PVH2241 con menor ABCPE en ambas campafias agricolas, destacandose en la
segunda campafia K394 y MB47 las cuales no se diferenciaron de las primeras a nivel
estadistico, asimismo estas variedades obtuvieron menor y, y r, en cuanto a rendimiento
las variedades de mejor comportamiento fueron PVH2291, PVH2254 y PVH2248. Para
San Agustin la variedad PVH2248 manifest6 menor ABCPE y p, de igual forma para la
tasa de progreso obtuvo valores bajos a pesar que estos no se diferenciaron
estadisticamente y en rendimiento la variedad mencionada fue la de mejor
comportamiento. En el analisis no se detecto una correlacion entre la variable
rendimiento y ABCPE, sin embargo se observo claramente como ejemplo que la
variedad K326 caracterizada como material genético susceptible en la region para la
enfermedad, en los resultados evidencié mayor ABCPE y menor rendimiento en los tres
sitios evaluados en las diferentes campafias agricolas. Ferndndez Aguilar et al. (2012),
evallo la respuesta de cuatro genotipos de maiz al complejo del achaparramiento (S.
kunkelli) transmitido por D. maydis y su relacion con el rendimiento y ABCPE,
encontrando que la correlacion de ambos, se encuentran asociados en forma directa en
una manera muy débil, existiendo materiales que con indices muy altos de progreso de
la enfermedad, obtuvieron rendimientos excelentes.

Es ampliamente estudiada la relacion de una enfermedad con el ambiente,
empleandose para el andlisis de datos la regresion y correlacion de la intensidad de la
patologia en funcion de las variables climaticas. En el presente estudio ademas de las
técnicas estadisticas mencionadas, se empled el analisis de sendero, el cual permite
determinar la relacién causa-efecto (Li, 1975). En el analisis de las variables
meteoroldgicas versus la incidencia de la patologia, sin importar procedencia o material
genético, se determin6 una correlacién significativa con la precipitacion y temperatura
media anual. En relacion al estudio por sitio se observd una relacion causa efecto,
correlacion y relacion significativa con la precipitacion, humedad relativa y temperatura
ambiental media y maxima, encontrandose en las dos Gltimas una relacion significativa
inversa. Se pudo observar que la manifestacién de la enfermedad se dio a principios de
diciembre con una temperatura ambiente de 22°C, maxima de 34°C, humedad relativa
entre 70 a 81% y precipitacion mensual de 92 a 195,6 mm, destacando que en Chicoana
la enfermedad se asocid a los efectos de la temperatura media ambiente y en Colon y
San Agustin al efecto de la humedad relativa ambiente. Existen diversas publicaciones
relacionadas que mencionan que la agresividad del patdgeno es favorecida por
temperaturas elevadas en diferentes hospedantes en un rango de 20 a 37°C (Carling y
Leiner, 1990a, Kousik et al. 1995, Tsror, L., 2010, Orozco-Avitia et al., 2013).
Respecto del hospedante, Ribeiro Do Vale et al. (2004) mencionan que la influencia de
la temperatura en la ocurrencia de las enfermedades producidas por patégenos
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habitantes del suelo se deben principalmente a los efectos sobre la planta hospedante,
por lo cual el estudio de materiales genéticos en un sitio es importante para determinar
adaptacion al ambiente y tolerancia a enfermedades. En cuanto a la humedad relativa
ambiente, existen numerosas publicaciones asociadas a enfermedades foliarles y no
radiculares, lo cual lleva a pensar que la misma puede tener efecto sobre los materiales
genéticos evaluados tornandolos susceptibles al patdgeno, segin Raper y Smith (1975),
elevados porcentajes de humedad relativa ambiente afectan el crecimiento y desarrollo
de la planta de tabaco.

5.5 Conclusién

La variacion en el comportamiento varietal del tabaco ante Rhizoctonia solani
permitio identificar materiales con tolerancia a la podredumbre radicular,
ofreciendo una tactica valida para el manejo de la enfermedad. Destacandose
como variedades promisorias por menores valores de intensidad de enfermedad
y mayor rendimiento, para Chicona PVH2291 y PVH2248; para Colon
PVH2299 y PVH2241; y para San Agustin PVH2248 y PVH2254.

El ABCPE fue la variable mas apropiada para comparar el progreso de la
podredumbre radicular de las variedades de tabaco evaluadas, adecuandose a las
interpretaciones bioldgicas de los efectos de los materiales genéticos sobre la
enfermedad.

Se comprobd que existe efecto de la temperatura, humedad relativa y
precipitacion favoreciendo el progreso de la enfermedad

La mayoria de los materiales genéticos con mayor rendimiento, evaluados en
invernaculo con inoculacion asistida, coincidieron en igual comportamiento en
campo frente a lotes con antecedentes de la patologia.

El andlisis de la dindmica temporal de epidemias permitid interpretar y entender
el comportamiento de la enfermedad en diferentes materiales genéticos de
tabaco, generando una importante base de informacion para la toma de
decisiones en la generacién de una estrategia de manejo de la patologia.
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CAPITULO VI
Consideraciones finales

Contexto de la problematica abordada

El cultivo de tabaco que se realiza en las provincias de Salta y Jujuy, adquiere un
lugar jerérquico en la region NOA debido a la importancia que posee a nivel
socioecondémico, por su valor cultural y por el lugar que ocupa dentro de la produccion
provincial. Desde fines de los afios noventa esta produccion presentd diversos
problemas fitosanitarios asociados a enfermedades radiculares, las cuales se manifiestan
con un marchitamiento en la parte aérea de la planta y podredumbre radicular. Entre
ellas la podredumbre radicular por Rhizoctonia, es una de las patologias que causa
mayores pérdidas en la produccion. Cuanto mayor es el conocimiento de todas las
caracteristicas de una epidemia, mas completa es la vision de la estructura del
comportamiento del patosistema y mayor las posibilidades de su manejo.

Aspectos bioldgicos y epidemioldgicos de enfermedades del tabaco causadas por
Rhizoctonia solani, en el noroeste argentino

Uno de los principales objetivos del estudio de una enfermedad, es brindar
herramientas para su manejo. Aqui es donde el enfoque de analisis de sistemas, nos
permite conocer los procesos complejos caracterizados por la dindmica de interaccion
entre diferentes subsistemas, permitiéndonos tener una vision holistica, para poder
desarrollar estrategias de manejo de la enfermedad. Para ello es importante operar a
nivel regional, lo cual implica generar mapas de distribucién espacial que permitan
conocer los niveles de intensidad de la patologia y su localizacion en la region. A nivel
mundial existen mapas de distribucién espacial de enfermedades causadas por
Rhizoctonia solani, generados por analisis geoestadistico, habiendo mapas de
interaccion con otros patdgenos, mapas donde definen el nUmero de muestra a relevar
para futuros monitoreos y mapas de incidencia, severidad y prevalencia (Lannou y
Savary, 1991; Schneider y Kocks, 1995; Hussain et al., 2014). El capitulo 11, aborda el
estudio de la distribucion espacial de la podredumbre radicular por Rhizoctonia en las
provincias de Salta y Jujuy, obteniendo mapas que permitieron inferir que la
distribucion de la patologia es agregada en un inicio y posteriormente aleatoria,
asociada probablemente al manejo cultural del cultivo que influye en la dispersién de la
misma. De igual manera se comprobd una correlacion positiva entre las variables de
intensidad de la enfermedad y la temperatura media ambiental, precipitacién y humedad
relativa ambiente, observandose en el mapa de prediccion mayor severidad en los
departamentos con temperaturas mayores. Lotes provenientes de almacigo flotante y
bajo rotacién, presentan menor riesgo epidemioldgico. Estos resultados permitieron
aceptar la hipotesis planteada de “La distribucion espacial de la podredumbre radicular
por Rhizoctonia spp. en las provincias de Salta y Jujuy presentan variacién segun
manejo y variables meteorologicas”.
Diversos estudios fueron encarados a nivel mundial sobre la identificacion del género
Rhizoctonia causando enfermedades en tabaco. (Shew y Main, 1985; Meyer et al.,
1990; Shew y Melton, 1995; Nicoletti y Lahoz, 1995; Gutierrez et al., 1997; Masuka,
1998; Garcia et al., 2009; Gurkanlic y Ozkoc, 2011). Sin embargo, en Argentina no
existian antecedentes de estudios para identificar Rhizoctonia spp. asociadas a
enfermedades en tabaco. En el capitulo 111, se encuentra desarrollada la caracterizacion
morfoldgica e identificacion molecular mediante ITS, de aislamientos de Rhizoctonia
pertenecientes a Salta y Jujuy. Se identifico como causantes de enfermedad en tabaco en
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Salta y Jujuy, a los aislamientos como de R. solani AG 4 HG-I, AG 2-1y AG 4 HG-III.
Siendo AG 2-1, el primer reporte a nivel mundial asociado a la mancha en hoja en
plantines de almécigo flotante en tabaco, ademas de ser el primer estudio del género en
el cultivo de tabaco en Argentina. Estos resultados permitieron aceptar parcialmente la
hipotesis “En la region del NOA existen diferentes grupos de anastomosis de
Rhizoctonia spp en tabaco que pueden ser identificados mediante caracteres
morfoldgicos y moleculares que no fueron reportados en otras partes del mundo”, dado
que solamente un AG (AG 2-1) fue el primer reporte a nivel mundial, el resto ha sido
reportado previamente (Gonzalez et al., 2011).

La variabilidad genética en los fitopatdgenos puede atribuirse no sélo a la adaptacion a
los cambios de ambiente fisico natural, sino a cambios en las caracteristicas genéticas de
la poblacién del hospedante y a los inducidos por las practicas agricolas (Arauz
Cavallini, 1998). Existen numerosos reportes de estudios de variabilidad genética de R.
solani en diferentes cultivos, empleando marcadores ISSR (Zietkiewicz et al., 1994,
Sharma et al. 2005; Stodart et al. 2007; Gonzélez et al. 2012; Mirmajlessi et al., 2012;
Zheng et al. 2013). En el capitulo 1V, se comprob6 que la técnica ISSR es apta para el
analisis de variabilidad de R.solani, determinandose en esta investigacion una alta
variabilidad genética en los aislamientos e indicando que la poblacién de estudio posee
una amplia capacidad adaptativa. Los resultados generados permiten aceptar la hipotesis
“En la region del NOA existen una alta variabilidad genotipica de los aislamientos de
Rhizoctonia solani, que puede ser caracterizada por marcadores ISSR”.

La epidemiologia temporal se destaca como una ciencia cuantitativa dentro de la
fitopatologia y es la encargada de analizar los efectos e importancia de variables
cuantitativas para describir y entender la dinamica de una epidemia. A nivel mundial es
una ciencia que se aplicé a numerosos estudios de enfermedades en la busqueda de
determinar efectos de diferentes variables de manejo como tratamientos fitosanitarios,
materiales genéticos, fertilizacion, riego, entre otras sobre la intensidad de la patologia
en el tiempo (Ware et al. 1932; Ware y Young 1934; Large, 1945, 1952; Vanderplank
1963; Campbell et al. 1984; Burpee 1992; Pinto et al. 1998; Gil et al. 1992; Pefialver
Martinez et al. 2001; Diaz et al. 2011). A pesar de publicarse diversos estudios, en
Argentina no existian investigaciones de variedades de tabaco utilizadas en las zonas
productoras que estudiaran desde la epidemiologia temporal la relacién con resistencia a
enfermedades. Teniendo en cuenta que las variedades de tabaco utilizadas en el mundo
son diferentes a las empleadas en nuestra produccion, seria un aporte significativo el
estudio de las mismas como un eslabén mas dentro del manejo integrado. Es por ello
que en el capitulo V, se desarrolla la evaluacion variedades de tabaco frente a
infecciones controladas y naturales por R. solani, analizando la influencia de la
temperatura, humedad relativa y precipitacion sobre la intensidad (incidencia y
severidad) de la podredumbre radicular y el rendimiento. Los resultados indicaron la
aceptacion de la hipotesis “Las variedades de tabaco utilizadas en la region NOA
presentan susceptibilidad diferencial frente a la podredumbre radicular por
Rhizoctonia”, permitiendo identificar materiales genéticos con tolerancia ante R. solani
por ambiente evaluado y asimismo se enriquecié el trabajo con la comprobacion de que
existe efecto de la temperatura, humedad relativa y precipitacion sobre el progreso de la
enfermedad.

Aplicacion de los resultados obtenidos
El analisis de la epidemiologia cuantitativa a nivel espacial y temporal, permitio
reconocer momentos criticos en el cultivo de tabaco, asociados probablemente al
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manejo del mismo. En general a partir de los 45DDT, la intensidad de la enfermedad se
incrementa a nivel espacial y temporal. Estos momentos criticos, fueron aplicados en
ensayos de productos fitosanitarios, en parcelas experimentales de la EEA Salta y en
lotes comerciales de tabaco, realizando aplicaciones preventivas de enmiendas
organicas, solucion de microorganismos y productos fitosanitarios foliares. Cabe
recalcar que esta aplicacion obtuvo una distincidon en los premios “Sustentar 2014”

Los estudios de identificacion y caracterizacion de aislamientos de R. solani,
genero la creacion de un cepario en el Laboratorio de Sanidad Vegetal de la EEA Salta,
estando los mismos empleados en la actualidad para la generacion de oligonucleotidos
especificos para deteccion del patégeno en muestras de suelo y tejido vegetal, con el
objeto de usarlos en el servicio al productor de diagnostico rutinario de laboratorio y en
las lineas de investigacion del INTA.

El estudio temporal, ademas de lo mencionado, aporto informacion de materiales
genéticos con tolerancia a la enfermedad para los diferentes sitios evaluados.

Nuevos interrogantes surgidos a partir del presente estudio

Serian necesarios estudios posteriores sobre la dispersion a nivel espacial (escala
lote productivo comercial), a los fines de corroborar el dafio radicular producto del
laboreo con este analisis regional. Interrogantes acerca de la influencia de variables
meteoroldgicas como ¢existira una correlacién con temperatura y humedad de suelo e
intensidad de enfermedad?, ¢esta correlacion seria méas precisa para explicar la
distribucion espacial de la enfermedad?

En los estudios de identificacion, aun quedan las siguientes interrogantes: ¢si se
incrementa el nimero de aislamientos, se encontraran otros AG no identificado en este
estudio? ¢Cual es el AG predominante en la etapa de almacigo? y ¢Cual es su relevancia
como fuente de inoculo?

Ademas se sugiere el incremento del nimero de aislamientos de R. solani, esto
probablemente permita determinar asociaciones de variabilidad genética con variables
de manejo del cultivo y surgiria asi una nueva interrogante: ¢la alta variabilidad
genética encontrada en los aislamientos, estaria influenciada por diferentes factores
como ser el flujo génico por dispersion de propagulos y las practicas de manejo?

En la teméatica de evaluacion de variedades de tabaco mediante analisis
temporal, surge como interés, evaluar materiales genéticos en la provincia de Jujuy, y
sumar a este tipo de estudios las variables meteoroldgicas temperatura y humedad de
suelo.

Conclusion general

Esta tesis aporta valiosa e inédita informacion epidemiol6gica con directa
aplicacion a medidas de manejo de la enfermedad. Asimismo plantea y posibilita nuevas
investigaciones futuras y necesarias. La vision holistica de este patosistema a nivel local
y regional, gener6 conocimiento que al ser difundidos en el medio productivo, permitira
un manejo integrado y sustentable.
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(S1). Prueba de Wilcoxon para la variable Peso seco (g) en la poblacién sana e inoculada para

las diferentes variedades.

PVH2299

C69

PVH2291

91B

MB47

PVH2275

MB37

K326

NC810

PVEH189

PVH2241

NC471

NC196

PVH2254

K394

PVH2248

Hoja
Tallo
Raiz
Hoja
Tallo
Raiz
Hoja
Tallo
Raiz
Hoja
Tallo
Raiz
Hoja
Tallo
Raiz
Hoja
Tallo
Raiz
Hoja
Tallo
Raiz
Hoja
Tallo
Raiz
Hoja
Tallo
Raiz
Hoja
Tallo
Raiz
Hoja
Tallo
Raiz
Hoja
Tallo
Raiz
Hoja
Tallo
Raiz
Hoja
Tallo
Raiz
Hoja
Tallo
Raiz
Hoja
Tallo
Raiz

7,96
3,54
131
7,65
3,74
0,88
6,72
2,77
1,03
8,13
4,25
1,29
5,27
3,30
0,89
6,97
2,57
1,18
10,67
4,13
1,24
5,37
2,87
0,83
8,67
3,80
1,09
5,80
2,87
0,97
8,27
3,10
1,05
8,40
3,53
1,16
8,43
3,60
1,13
7,83
3,40
1,26
8,28
3,22
1,26
7,48
2,88
0,93

9,37
4,11
1,83
9,40
4,10
1,22
7,12
3,37
1,40
9,46
4,59
1,63
7,27
4,30
1,52
8,20
3,23
1,35
11
4,37
1,34
7,69
3,63
1,13
10,09
4,12
2,17
7,28
3,46
1,24
8,97
391
1,31
10,29
4,40
2,31
9,49
417
1,95
8,94
4,29
1,84
8,50
3,42
1,88
7,98
3,23
1,28

0,0325
0,2100
0,1385
0,2100
0,5628
0,0022
0,0022
0,1494
0,0584
0,0584
0,8095
0,4675
0,0022
0,0022
0,0022
0,0584
0,0584
0,2100
0,8095
0,2749
0,1494
0,0012
0,0070
0,0070
0,0221
0,3310
0,0035
0,0260
0,0268
0,0012
0,3089
0,2436
0,2203
0,0082
0,0082
0,0082
0,1107
0,0117
0,0082
0,0117
0,0117
0,0035
0,0281
0,0952
0,0022
0,0043
0,0195
0,0022
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(S2). Estadisticas consideradas para el ajuste y seleccion de modelos para describir el progreso temporal de la podredumbre radicular del tabaco por
Rhizoctonia solani en Chicoana (Salta) durante la campafia agricola 2008/09.

Variedad
Chicoana  p\/115999 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C69 Monomolecular 79 0,01 016 000047 0,018 0018 0000071  0,000235
K326  Monomolecular 83  -008 02693 001 00119 00119 0,01 0,000235
PVH2241 Gompertz 88 201 00005 002 00053  0,0053 0,07 0,000235
PVH2248 Gompertz 78 139 <0,0001 00045 00206  0,0206 0,01 0,001125
91B Gompertz 65  -150 00003 00l 00328  0,0328 0,03 0,0025
PVEH189  Monomolecular 78  -250 08919 00015 00125 00125 000059  0,00075
PVH2291 i i i i i i i i i
NCA471 i i i i i i i i i
NC196 i i i i i i i i i
PVH2254 0 0 0 0 0 0 0 0 0

# Modelo: 0 sin ajuste de modelo por presentar incidencia constante, -: sin ajuste por no presentar la enfermedad.

®R% coeficiente de determinacion ajustado.

¢ Yo: inoculo inicial / p(Yo): probabilidad asociada al inoculo inicial.

?r: tasa de infeccién aparente / p(r): probabilidad asociada a la tasa de infeccién aparente.
¢ p(m): probabilidad asociada al modelo.
"CME: cuadrado medio del error. ¢ p (rho): tasa absoluta media ponderada
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(S3). Estadisticas consideradas para el ajuste y seleccion de modelos para describir el progreso temporal de la podredumbre radicular por Rhizoctonia
solani en Chicoana (Salta) durante la campafia agricola 2009/10.

Sitio Variedad Modelo ? R," Yo°© p(yo)

Chicoana 5y /15099 Gompertz 82 -2,50 0,0005 0,02 0,0083 0,0083 0,12
C69 Gompertz 25 -2,739 0,0007 0,01 0,1786 0,1786 0,16
K326 Gompertz 83 -2,82 0,0004 0,03 0,0076 0,0076 0,14
PVH2241 Gompertz 25 2,73 0,0007 0,01 0,1786 0,1786 0,16
PVH2248 Gompertz 67 -2,99 0,0015 0,03 0,0293 0,0293 0,30
MB37 Gompertz 81 -2,83 0,0008 0,03 0,0096 0,0096 0,19
MB47 Gompertz 66 -2,91 0,0008 0,02 0,0309 0,0309 0,20
PVH2291 Gompertz 67 -2,93 0,0010 0,02 0,0295 0,0295 0,22
K394 Gompertz 67 -2,89 0,0007 0,02 0,0295 0,0295 0,19
91B Gompertz 82 -2,50 0,0005 0,02 0,0083 0,0083 0,12
PVH2254 0 0 0 0 0 0 0 0

& Modelo: 0 sin ajuste de modelo por presentar incidencia constante. -: sin ajuste por no presentar la enfermedad.
PR coeficiente de determinacion ajustado.

¢ Vo: inoculo inicial / p(Yo): probabilidad asociada al inoculo inicial.

9 tasa de infeccion aparente / p(r): probabilidad asociada a la tasa de infeccion aparente.

¢ p(m): probabilidad asociada al modelo.! CME: cuadrado medio del error.
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(S4). Estadisticas consideradas para el ajuste y seleccion de modelos para describir el progreso temporal de la podredumbre radicular del tabaco por
Rhizoctonia solani en Colon (Salta) durante la camparia agricola 2008/09.

Colon

PVH2299
C69
PVH2241
K326
NC471
PVH2291
NC196
PVH2254
PVH2248
91B

PVEH189

Gompertz
Gompertz

Gompertz

Monomolecular

Gompertz
Exponencial
Gompertz

Gompertz

Monomolecular

Exponencial

Monomolecular

79
20
73
91
26
82
95
89

-0,93
-1,01
-0,82
0,19
-0,86
-1,80
-0,91
-0,62
-0,02
-1,87

0,06

<0,0001
0,0009
<0,0001
<0,0001
0,0314
0,0001
<0,0001
<0,0001
0,4927
<0,0001

0,0298

0,00096
0,01
0,0014
0,00061
0,01
0,01
0,01
0,0007
0,0033
0,01

0,0026

0,1738
0,0699
0,0402
0,0117
0,3567
0,0191
0,0018
0,1738
0,0084
0,0007

0,0029

0,1738
0,0699
0,0402
0,0117
0,3567
0,0191
0,0018
0,0018
0,0084
0,0007

0,0029

# Modelo: 0 sin ajuste de modelo por presentar incidencia constante, -: sin ajuste por no presentar la enfermedad.
®R% coeficiente de determinacion ajustado.

° Vo: inoculo inicial / p(Yo): probabilidad asociada al inoculo inicial.

9 tasa de infecci6n aparente / p(r): probabilidad asociada a la tasa de infeccién aparente.

®p(m): probabilidad asociada al modelo. "CME: cuadrado medio del error. ¢ p (tho): tasa absoluta media ponderada.

0,0016
0,03
0,0011
0,000092
0,14
0,03
0,0032
0,00087
0,0022
0,01

0,00074

0,00024
0,0025
0,00035
0,000305
0,0025
0,0025
0,0025
0,000175
0,00165
0,0025

0,0013
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(S5). Estadisticas consideradas para el ajuste y seleccion de modelos para describir el progreso temporal de la podredumbre radicular del tabaco por

Rhizoctonia solani en Colon (Salta) durante campafa agricola 2009/10.

Colon PVH2299
C69
PVH2241
K326
MB37
PVH2291
K394
PVH2254
PVH2248
91B

MB47

Monomolecular
Monomolecular
Monomolecular
Monomolecular
Monomolecular
Monomolecular
Monomolecular
Monomolecular
Monomolecular
Monomolecular

Monomolecular

81
97
93
90
85
92
93
92
97
90

96

-0,02
-0,0023
-0,02
0,03
0,0043
-0,02
-0,02
0,01
0,00082
-0,01

-0,01

0,3276
0,7604
0,1537
0,1467
0,8105
0,1926
0,1676
0,4543
0,9131
0,3563

0,3012

0,0014
0,0017
0,00015
0,0022
0,0019
0,0016
0,0016
0,0013
0,0018
0,0012

0,0016

0,0095
0,0003
0,0012
0,0025
0,0058
0,0015
0,0013
0,0017
0,0002
0,0025

0,0004

0,0095
0,0003
0,0012
0,0025
0,0058
0,0015
0,0013
0,0017
0,0002
0,0025

0,0004

# Modelo: 0 sin ajuste de modelo por presentar incidencia constante, -: sin ajuste por no presentar la enfermedad.

®R% coeficiente de determinacion ajustado.
¢ Vo: inoculo inicial / p(Yo): probabilidad asociada al inoculo inicial.

9 r: tasa de infeccion aparente / p(r): probabilidad asociada a la tasa de infeccién aparente.
®p(m): probabilidad asociada al modelo. "CME: cuadrado medio del error. ¢ p (rho): tasa absoluta media ponderada.

0,00042
0,000096
0,00016
0,00052
0,00057
0,00021
0,0002
0,00014
0,000099
0,00015

0,00011

0,0007
0,00085
0,00007

0,0011
0,00095

0,0008

0,0008
0,00065

0,0009

0,0006

0,0008
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(S6). Estadisticas consideradas para el ajuste y seleccion de modelos para describir el progreso temporal de la podredumbre radicular del tabaco por
Rhizoctonia solani en San Agustin durante la campafia agricola 2008/09.

San

Agustin PVH2299 Monomolecular 73 -0,01 05499  0,0017 00186  0,0186  0,00089 0,00085
C69 Monomolecular 71 -0,02 0,3009  0,0014 00226 00226 0,00073 0,0007
PVH2241 Exponencial 64 -3,12 <0,0001 0,01 00348 00348 0,02 0,005
K326 Monomolecular 84 -0,01 0,3153 0,001 0,0067  0,0067 0,00019 0,0005
PVH2248 Gompertz 59 11,31 <0,0001  0,0033 00466 00466 0,01 0,00165
NC196 Monomolecular 65 -0,005 03382 0,0003 00328 00328 0000042  0,00015
NC471 0 0 0 0 0 0 0 0 0
PVH2291 0 0 0 0 0 0 0 0 0
91B - - - - - - - - -
PVH2254 - - - - - - - - -
PVEH189 - - - - - - - - -

# Modelo: 0 sin ajuste de modelo por presentar incidencia constante, -: sin ajuste por no presentar la enfermedad.
®R2: coeficiente de determinacion ajustado.

° Vo: inoculo inicial / p(Yo): probabilidad asociada al inoculo inicial.

9 r: tasa de infeccion aparente / p(r): probabilidad asociada a la tasa de infeccién aparente.

®p(m): probabilidad asociada al modelo."CME: cuadrado medio del error. ¢ p (rho): tasa absoluta media ponderada.
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(S7). Estadisticas de la relacion de variables climaticas e incidencia de la podredumbre radicular por Rhizoctonia por sitio y variedad.

- Variable meteoroldgica | Modelo de Regresion lineal
C69

Chicoana T°C media de aire y=18-0,80X
2008/09 T°C max. de aire y=10,21-0,27X
HR% media y=-4,52+0,07X
- PVH2241 T°C media de aire y=88-3,99X

T°C max. de aire y=62,02-1,72X
. K32 T°C méx. de aire y=106,19-3,03X
. 9B T°C méx. de aire y=34,10-0,96X
MB37 T°C méx. de aire y=33,81-0,89X
2009/10 T°C min. de aire y=30,03-2,22X
- 91B T°C méx. de aire y=22,24-0,18X
T°C min. de aire y=20,05-1,47X

Colon PVH2299 T°C med. de aire y=22,54-0,94X
2008/09 T°C méx. de aire y=10,05-0,26X

T°C min. de aire y=0,40-0,22X

T°C med. de suelo y=-0,54+0,24X

T°C min. de suelo y=1,61+0,14X

HR med. de aire y=0,24+0,24X

HR min. de aire y=-2,36+0,06X

K326 T°C med. de aire y=43,64-1,78X

T°C max. de aire y=18,63-0,45X

HR med. de aire y=0,90+0,07X

HR méx. de aire y=2,33+0,09X

HR min. de aire y=2,88+0,06X

~____ Ncan Amplitud HR aire y=20,05-0,46X
- NC196 HR med. de aire y=-9,53+0,19X
HR min. de aire y=-5,69+0,17X

- PVH2254 T°C med. de aire y=20,07-0,98X
T°C maéx. de aire y=12,93-0,28X

Coef. de determinacion
ajustado (R?

0,99
0,69
0,75
0,62
0,78
0,88
0,93
0,64
0,75
0,75
0,91
0,73
0,70
0,90
0,86
0,64
0,70
0,90
0,86
0,63
0,97
0,72
0,89
0,81
0,62
0,81
0,73
0,70

<0,0001
0,0246
0,0167
0,04
0,0121
0,0036
0,0013
0,0351
0,0161
0,0159
0,0019
0,0183
0,0232
0,0025
0,0046
0,0340
0,0229
0,0025
0,0048
0,0358
0,0002
0,0206
0,0032
0,0093
0,0398
0,0087
0,0183
0,0232
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(S7). Continua de pagina 215

Sitio/Camparia Variedad Variable meteoroldgica | Modelo de Regresion lineal Coef. de determinacion | p-Valor
Agr. ajustado (R?

T°C min. de aire
T°C med. de suelo
T°C min. de suelo
HR med. de aire
HR max. de aire
PVH2248 HR med. de aire
Amplitud HR aire
HR min. de aire
91B T°C med. de aire
HR min. de aire
PVEH-189 T°C med. de aire
HR med. de aire
HR min. de aire

Colon K326 HR max. de aire
2009/10
MB37 HR max. de aire
San Agustin PVH2299 HR med. de aire
2008/09 HR min. de aire
Amplitud HR aire
C69 HR min. de aire
K326 HR med. de aire

Amplitud HR aire

y=2,77+0,23X
y=1,78+0,25X
y=4,05+0,15X
y=2,60+0,04X
y=-0,13+0,06X
y=-23,90+0,35X
y=18,24-0,48X
y=-17,62+0,34X
y=293,54-13,52X
y=-18,63-0,47X
y=139,89-6,43X
y=-14,69+0,26X
y=-8,68-0,23X

y=-42,99+0,52X
y=-32,47+0,40X

y=-12,95+0,19X
y=-9,69+0,19X
y=10,09-0,27X
y=-7,19+0,14X
y=-7,84+0,11X
y=6,09-0,16X

0,90
0,86
0,64
0,70
0,90
0,64
0,81
0,95
0,59
0,77
0,69
0,80
0,91

0,60
0,40

0,60
0,92
0,84
0,57
0,57
0,81

0,0025
0,0046
0,0340
0,0229
0,0025
0,0343
0,0094
0,0005
0,0466
0,0138
0,0254
0,0105
0,0019

0,0442
0,0438

0,0437
0,0014
0,0062
0,0497
0,0507
0,0093
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