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RESUMEN

Estudio epidemiolégico de la Pyricularia del trigo (Magnaporthe oryzae patotipo
Triticum (MoT)) en condiciones de campo en Paraguay

La Pyricularia o brusone del trigo causado por Magnaporthe oryzae, es considerada una
amenaza para la produccion de trigo a nivel global. Sin embargo, muchos aspectos
epidemiologicos de la enfermedad son poco conocidos hasta ahora. El presente trabajo
fue realizado con los siguientes objetivos: (i) cuantificar la densidad de conidios de M.
oryzae presentes en las hojas de trigo en condiciones de campo en Paraguay, (ii)
identificar malezas hospedantes de M. oryzae en las principales zonas productoras de trigo
en Paraguay, (iii) diagnosticar por métodos moleculares el patotipo 7riticum de M. oryzae
en los aislados de las malezas que pueden infectar al trigo en pruebas de infeccion
cruzada, y (iv) monitorear el movimiento de conidios de M. oryzae en el aire durante el
ciclo del cultivo. Se observé la presencia de conidios en las hojas colectadas en los
campos de produccidén durante el ciclo del cultivo, con diferencias en la cantidad
observada dependiendo del departamento, de la época de siembra y de la presencia de
humedad continua mediante sistema de riego. Se registro una fuerte correlacion entre la
cantidad de conidios/g de hojas y la cantidad de espigas enfermas (r = 0,98). Se pudo
constatar la presencia de un flujo de conidios en el aire durante el ciclo de cultivo; y se
identifico por primera vez el patotipo 7riticum de M. oryzae en las malezas Brachiaria
sp., Bromus catharticus y Lolium multiflorum. Se concluye que los conidios de M. oryzae
estan presentes en las hojas del cultivo de trigo y son fuente de indculo durante el ciclo
del cultivo, dependiendo de los factores ambientales. El aire actia como un mecanismo
de dispersion de M. oryzae durante el ciclo del cultivo. Las malezas de la familia Poaceae
son hospedantes alternativos del patotipo 7riticum de M. oryzae.

Palabras clave: trigo, brusone, fuentes de inoculo, hospedantes alternativos, diagnostico

molecular
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ABSTRACT

Epidemiological study of the wheat blast pathogen (Magnaporthe oryzae pathotype
Triticum (MoT)) under field conditions in Paraguay

Wheat blast or Pyricularia, is considered a threat to wheat production globally. However,
till date several epidemiological aspects of the disease are not known clearly. The present
study was conducted with the objectives of’ (1) quantifying the Magnaporthe oryzae spore
load present on the wheat leaves under field conditions in Paraguay, (ii) identify weed
species acting as hosts for M. oryzae, (iii) diagnose by molecular methods the 7Triticum
pathotype of M. oryzae from weed isolates that can infect wheat in cross infection tests,
and (iv) monitoring the presence and movement of conidia of M. oryzae in the air during
the crop cycle. The presence of conidia on the leaves collected from the commercial fields
during the crop cycle was observed with differences according to the department, the
sowing date and the presence of continuous humidity through irrigation system. A strong
correlation was found between the amount of conidia/g on the leaves and the number of
diseased spikes (r = 0,98). The presence of a flow of conidia in the air was verified during
the crop cycle; and weeds Brachiaria sp., Bromus catharticus and Lolium multiflorum
were identified as hosts of the 7riticum patotype of M. oryzae. 1t is concluded that the
conidia of M. oryzae are present in the leaves of the wheat crop and are a potential source
of inoculum during the crop cycle, depending on environmental factors. Air acts as a
dispersal mechanism for M. oryzae during the crop cycle. Weeds of the Poaceae family

are alternative hosts for the 7riticum pathotype of M. oryzae.

Key words: wheat blast, inoculum sources, alternative hosts, molecular diagnosis
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1.1. Introduccion

1.1.1 El cultivo de trigo en Paraguay

Segun referencias historicas, el trigo fue introducido al Paraguay, durante el
segundo gobierno de Domingo Martinez de Irala, 1542-1557. Aunque Paraguay llegd a
producir una cantidad apreciable del cereal durante esa época, los primeros trabajos de
investigacion se iniciaron con la llegada al pais del Dr. Moisés Bertoni en 1887. El Dr.
Bertoni fue el primero en sefialar que el calor seria un problema para la produccion de
trigo en Paraguay considerando la falta de variedades adecuadas para clima subtropical
(Alarcon, 2010; Kohli et al., 2010).

El cultivo de trigo fue fomentado por el gobierno, aunque de forma discontinua,
hasta que se inici6 la ejecucion del Programa Nacional de Trigo en el afio 1966. La
ejecucion del programa y el apoyo del Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y
Trigo (CIMMYT), México, a partir de la década de 1970, ayud6é a incrementar
paulatinamente tanto el area de siembra como la produccion nacional. Como resultado,
Paraguay pudo autoabastecerse en 1986 y convertirse en pais exportador en 1989. A partir
de ese afio, las exportaciones a los paises vecinos han sido constantes, pero con fuertes
fluctuaciones entre zafras (Ruiz Diaz, 2007; Servin y Rojas, 2014).

En la década de 1990, el sector trigo sufrio una caida en la produccion en
coincidencia con un menor apoyo del estado en la investigacion de este rubro agricola
(Kohli, 2010). Ante esta situacion en el afio 2003, la Camara Paraguaya de Exportadores
y Comercializadores de Cereales y Oleaginosas (CAPECO) tomo la iniciativa de impulsar
el “Proyecto de Fortalecimiento de la Investigacion y Difusion del Cultivo del Trigo en
Paraguay” en colaboracion con el Ministerio de Agricultura y Ganaderia y el CIMMYT.

Este proyecto permiti6 generar una red de conocimientos en la que interactuan las
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empresas privadas, cooperativas de productores, agricultores, profesionales
especializados e instituciones publicas relacionadas (Servin y Rojas, 2014). La ejecucion
del proyecto permitié incrementar la produccion y las exportaciones de trigo en forma
constante, es asi que en la zafra 2019, el area de siembra fue de 430000 ha, la produccion
comercial alcanzo6 las 1100000 toneladas y el rendimiento por ha fue de 2558 kg, ese
mismo afio se logré exportar 534526 toneladas. El 99% de lo exportado fue a Brasil, y el
1% a Vietnam, Bolivia y otros (Camara Paraguaya de Exportadores y Comercializadores
de Cereales y Oleaginosas (CAPECO, 2021).

Considerando que el cultivo de trigo se adapta mejor a las zonas templadas del
mundo, su cultivo en Paraguay puede considerarse como no tradicional (Pedretti et al.,
2004). Por este motivo, al principio su cultivo estuvo restringido a la zona sur del pais
(Departamentos de Misiones e Itapua) (Figura 1.1), donde la temperatura media durante
el invierno es 18°C o menos. Con la expansion de la frontera agricola hacia la zona norte
(departamentos de Alto Parana, Caaguaz y San Pedro), el germoplasma del cultivo tuvo
que adaptarse a temperaturas medias entre 18 y 20°C, ademas de precipitaciones

irregulares expresadas en frecuentes sequias (Kohli et al., 2007).
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Figura 1.1: (a) Mapa politico de la Republica de Paraguay. Fuente: Vazquez 2006; (b)
Distribucion geoespacial del cultivo de trigo en Paraguay, afio 2014. Fuente: CAPECO, 2020.

Actualmente, el cultivo de trigo esta concentrado en la Regién Oriental del pais y
cubre los departamentos de Itaptia, Alto Parana, Misiones, Canindeyl, San Pedro,
Caazapa y Caaguazu (Kohli, 2012). En base a la fecha de siembra, pueden definirse dos
regiones de produccion; la primera, al norte y este de la Regién Oriental, para los
departamentos de San Pedro, Caaguazi, Amambay, Canindeyt y Alto Parana norte,
donde se recomienda iniciar la siembra desde el 25 de abril hasta los primeros 20 dias del
mes de mayo. La segunda zona bien definida, abarca el area de mayor superficie de
cultivo, y comprende la region sur del pais, departamentos de Misiones, Alto Parana sur
e Itaptia en donde se recomienda la siembra durante todo el mes de mayo y

excepcionalmente, hasta los primeros dias del mes de junio (Kohli et al., 2012).
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1.1.2 Enfermedades del trigo importantes en Paraguay

Desde los inicios del cultivo comercial a escala en la década de 1970, las
enfermedades como la roya de la hoja (RH), causada por Puccinia triticina f. sp. tritici
Erikss; el oidio, causado por Blumeria graminis (DC.) Speer f. sp. tritici (Em. Marchal),
la mancha marron (MM), causada por Bipolaris sorokiniana (Sacc.) Shoemaker
(Sivanesan, 1990) (teleomorto Cochliobolus sativus) y la fusariosis de la espiga (FE),
causada por el complejo Fusarium graminearum Schwabe 1839 (anamorfo); [teleomorfo
= Giberella zeae (Schwein.: Fr.) Petch], fueron responsables de la irregularidad de la
superficie como también de su produccién. Posteriormente, aparecieron otras
enfermedades como el rayado bacteriano causado por Xanthomonas translucens pv.
undulosa ((Smith, Jones & Reddy) Dye), y la mancha amarilla (MA), causada por
Pyrenophora  tritici-repentis  (Died.) Drechs. [anamorfo: Drechslera  tritici-
repentis (Died.) Shoem], que fueron importantes en las décadas de 1980 y 1990,
respectivamente. A fines de la década de 1990 y durante los afios 2000 aparecio la
Pyricularia o brusone, causada por Magnaporthe oryzae B.C. Couch and L. M. Kohn
(sinonimo Pyricularia oryzae) patotipo Triticum (MoT), con sus efectos negativos para
el cultivo, principalmente en afios humedos (Kohli, 2013).

La MA es una de las enfermedades mas difundidas, sobre todo en el sistema de
siembra directa y monocultivo, que se utiliza en alrededor del 90% de la produccion de
Paraguay (Viedma, 2010). Esta enfermedad es observada con mucha severidad en los
afios con verano seco, en los cuales se mantiene una gran cantidad de rastrojos de trigo
sobre la superficie del suelo; las infecciones severas generan disminuciones significativas
en el rendimiento y el peso hectolitrico, afectando ademas la calidad de los granos (Kohli,

2013).
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La RH, es la enfermedad mas comun presente en el trigo (Kohli, 2013). Es una
enfermedad endémica en el pais, y su ocurrencia es independiente del sistema de labranza
o las rotaciones utilizadas (Viedma, 2009), pues depende principalmente de la
susceptibilidad de las variedades sembradas y la disponibilidad de inoculo regional. Las
infecciones tempranas y graves pueden provocar una reduccidn significativa en el
rendimiento de mas de 50%, reduciendo el numero de granos por espiga, el peso
hectolitrico y la calidad de los granos (Kohli, 2013).

La MM es una enfermedad histéricamente importante en el pais, fue la
responsable de los fracasos del cultivo en los primeros afios, ya que infecciones tempranas
pueden causar defoliacion completa de las plantas, resultando en la reduccion del
rendimiento y la calidad de la produccion (Kohli, 2013).

En Paraguay, la mayoria de las enfermedades de trigo aparecen en el estado de
embuche a floracion (estados Z4.3 a Z6.5 de la escala de Zadoks). A partir de esos estados
fenologicos y si las condiciones son favorables las enfermedades se incrementan
rapidamente. Las condiciones climaticas del pais, que consiste en inviernos con
moderadas a altas temperaturas y frecuentes lluvias, son ambientes muy favorables para
la aparicion de manchas foliares y la FE (Viedma, 2009).

En cuanto al manejo de las enfermedades, Kohli et al. (2012) recomiendan un
manejo integrado que involucra el uso de variedades resistentes a un mayor numero de
enfermedades, adecuada rotacion de cultivos, tratamiento de semillas y el control
quimico. Para la implementacién de un sistema de manejo integrado se debe conocer,
cudles son las medidas de control preferenciales para cada enfermedad, estas medidas
preferenciales, son aquellas que no tienen un costo adicional significativo para el
productor y pueden ser implementadas antes de la siembra, por ejemplo, para la RH, la

medida preferencial es la resistencia genética, y en segundo orden de preferencia el
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control quimico; para la MM la medida preferencial es el uso de semilla sana y rotacion

de cultivos y en ultimo orden, el control quimico (Carmona y Sautua, 2014).

1.1.3 Pyricularia o brusone del trigo

La Pyricularia o brusone del trigo, es una enfermedad causada por una sub
poblacion del hongo Magnaporthe oryzae (Sin. Pyricularia oryzae), la cual es distinta de
otras poblaciones del patdgeno, en cuanto a su rango de hospedantes, como la del arroz y
otras gramineas y fue denominada como M. oryzae patotipo Triticum (MoT) (Cruz y
Valent, 2017). Desde su identificacion por primera vez en el estado de Parané en Brasil
en 1985 (Igarashi et al., 1986), afio tras afio, se ha convertido en un problema sanitario
endémico para la region sub tropical de Sudamérica, afectando principalmente a Brasil,
Bolivia y Paraguay (Goulart y Paiva, 1992; Kohli et al., 2011).

Kohli et al. (2011) mencionan que es posible, que Cunfer et al. (1993), hayan
observado la enfermedad en 1987, en la frontera de Brasil y Paraguay, sin embargo, la
primera epifitia reportada en Paraguay fue en el afio 2002 causando pérdidas de més del
70% en campos sembrados tempranamente (Viedma y Morel, 2002). En el afio 2005 se
presento una fuerte epifitia de Pyricularia afectando unas 30000 hectareas y las pérdidas
de rendimiento oscilaron entre 50-80% en las parcelas afectadas (Viedma, 2009).

En Argentina, la Pyricularia del trigo fue reportada por primera vez en la provincia
de Formosa en 2007 y en la provincia de Buenos Aires en 2012 (Cabrera y Gutierrez,
2007; Perell6 et al., 2015). Fuera de Sudamérica, la Pyricularia del trigo fue informada
en Bangladesh en 2016 (Malaker et al., 2016) y en Zambia, Africa en 2020 (Tembo et al.
2020).

Los fitopatdlogos del Centro de Investigacion de Trigo de Bangladesh, afirman

que existe el peligro de que la enfermedad emerja en los paises vecinos como China, India
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y Pakistan, los cuales tienen condiciones climaticas similares y favorables para el
patdgeno, y ocupan el segundo, tercero y séptimo lugar en la produccién mundial de trigo

(Sadat y Chot, 2017).

1.1.3.1 Sintomatologia v condiciones predisponentes para el desarrollo de la

enfermedad

Sintomas v dafios

La enfermedad puede atacar toda la parte aérea de la planta. En las hojas, las
lesiones varian en forma y tamafio. Sin embargo, la infeccion tipica de M. oryzae se
caracteriza por atacar el raquis de la espiga; la porcion superior al punto de infeccion se
blanquea y no forma granos mientras que la porcion inferior se mantiene sana y produce
granos normales (Figura 1.2). Las pérdidas causadas por la enfermedad pueden variar
desde dafios menores hasta valores del 100%, en condiciones ambientales favorables

(Goulart et al., 2007; Kohli et al., 2011; Cruz y Valent, 2017).

Figura 1.2: Sintoma tipico de la Pyricularia en las espigas de trigo. Fuente: Alice Chavez, 2018.
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Ambiente favorable para el desarrollo de la enfermedad

Dias célidos y humedos durante los 60 dias precedentes a la espigazon, favorecen
la epifitia a nivel de campo (Fernandes et al., 2017), ya que la liberaciéon de conidios
ocurre con temperaturas entre 25 y 28°C y humedad relativa > 93% (Fernandes y Pavan,
2010). Los afios con ataques severos de Pyricularia, han coincidido con afios humedos
con la prevalencia del fenémeno El Nifio, que se caracteriza por varios dias de lluvias
continuas y temperaturas promedio de 18 a 25°C durante la espigazén y floracion (Kohli

etal.,2011).

1.1.3.2 Caracteristicas y biologia de Magnaporthe oryzae

Reis et al. (2005), mencionan que M. oryzae presenta conidios piriformes,
redondeados en la base y estrechos hacia el apice, normalmente con dos septos, hialinos,
los cuales se forman aisladamente en el apice del conidioforo y miden entre 14-40 x 6-13
um (Figura 1.3). Los conidioforos son septados y cada uno de ellos puede llevar hasta 20
conidios. Los conidios presentan un hilo basal en el punto de unién al conidioforo.
Generalmente, los conidios germinan de las células apicales o de la célula basal, pero
también pueden germinar de la célula central.

Entre los factores del ambiente que pueden influenciar el desarrollo del hongo se
pueden mencionar los siguientes: la temperatura, que para la esporulacion es Optima
cercana a los 28°C, pudiendo ocurrir entre 10°C y 35°C y la liberacion de esporas ocurre
entre 15°C y 35°C; para la germinacion se requieren entre 25°C a 28°C, y presencia de
agua libre sobre la superficie que favorecen el proceso; la produccion de conidios sobre
las lesiones inicia cuando la humedad relativa alcanza un minimo de 93% (Bedendo y

Prabhu, 2005).
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Moreira et al. (2015) mencionan que M. oryzae es heterotélica, es decir auto-
incompatible, por lo tanto, la reproduccion sexual solo es posible cuando se cruzan dos
individuos de tipos sexualmente compatibles y que sean fértiles; esto ocurre cuando la
estructura receptora femenina (ascogonio) esta apta para recibir los nicleos del individuo

compatible donador por medio de conidios o hifas (Figura 1.4).
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Figura 1.3: Conidios de Magnaporthe oryzae observados al microscopio optico simple. Fuente:
Alice Chavez, 2016.
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El estado perfecto del hongo no se ha observado en la naturaleza (Perello, 2014),
sin embargo, se ha logrado inducir en condiciones in vifro o en tejidos senescentes de
plantas la formacion de peritecios negros, de cuello largo, con ascas unitunicadas, las
cuales presentan ocho ascosporas, cada ascospora con tres septos (Moreira et al., 2015)

(Figura 1.5).

Figura 1.5: (a) Imagen en microscopio de luz de peritecios encontrados en medio de cultivo,
presentando cuellos largos, removidos por escarificacion; (b) Imagen en microscopio electronico
de barrido de varios protoperitecios desarrollandose en forma agrupada; (c) Imagen en
microscopio ¢lectronico de luz de peritecios desarrollados en forma agrupada parcialmente
inmersos en el tejido vegetal; (d) Imagen de microscopio electronico de barrido, corte transversal
de un tallo con colonizacién micelial interna y peritecio con cuello largo. Fuente: Moreira et al.,
2015.

Castroagudin et al. (2017) observaron la formacion de estructuras reproductivas
en tallos senescentes de trigo y otras malezas, y sugieren que la reproduccidon sexual
ocurre durante la fase saprofitica del ciclo de la enfermedad en tejidos muertos; ademas
postulan que Phalaris cannariensis L., es una especie candidata para encontrar la fase

sexual en el campo.
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M. oryzae es parte de un complejo de especies compuesta por poblaciones de
hongos que presentan especializacion en el rango de hospedantes (Couch et al., 2005;
Valent y Chumley, 1991). Debido a esta caracteristica, la especie ha sido dividida en
patotipos. Los patotipos de M. oryzae presentan un alto grado de especificidad hospedera.
Se conoce que los aislados del patotipo 7riticum son capaces de infectar otras especies
cultivadas que incluyen avena negra, centeno y cebada, como también especies no
cultivadas de gramineas (Anjos y Charchar, 2000; Kohli et al., 2011; Mehta y Baier, 1998;
Mehta et al., 2006, Sharma y Singh, 2020).

El hongo puede sobrevivir en restos de cultivo, hospedantes secundarios y
semillas infectadas (Cruz y Valent, 2017; Pizolotto et al., 2018). Urashima et al. (2007)
sugiere que el viento es el principal medio de dispersidn y los conidios de un determinado
foco pueden diseminarse a distancias de por lo menos 1000 metros. Una vez que el
conidio alcanza la superficie de la planta germina, el tubo germinativo se diferencia en
un apresorio y el apresorio penetra el tejido del hospedante (Figura 1.6). Las lesiones
macroscopicas son observables a los 4-5 dias luego de la penetracion (Ribot et al., 2008).

Araujo et al. (2015) mencionan que en interacciones compatibles entre aislados
de M. oryzae y trigo, la hifa penetra, coloniza las células epidérmicas y luego invade las
células vecinas. En interacciones incompatibles, la hifa del patdégeno no es capaz de
penetrar y colonizar las células epidérmicas, y cuando ocurre penetracion la hifa queda

restricta a la primera célula epidérmica invadida.
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Figura 1.6: Proceso de germinacidn, formacién de apresorio y penetracion de conidios de
Magnaporthe oryzae. Fuente: Boddy, 2016.

1.1.3.3 Epidemiologia

Numerosas investigaciones se han realizado para estudiar los aspectos
epidemioldgicos de la enfermedad, sin embargo, todavia es necesario identificar fuentes
de inoculo y esclarecer el rol de cada una de estas fuentes (Cruz y Valent, 2017).

Componentes relevantes de la epidemiologia necesitan ser determinados
incluyendo la dinamica y subsistemas asociados con la produccion del indculo que inicia
y da soporte a una epifitia (Alves y Fernandes, 2006). Aun no se conocen los factores
ecologicos y epidemiologicos que resultan en un extenso y casi sincronizado
“blanqueamiento” de las espigas en los grandes campos comerciales (Cruz et al., 2015).

Goulart y Paiva (1990) mencionan que la transmision del patogeno a través de
semillas varia conforme a su incidencia en las mismas, para un lote de semillas con 21%
de infeccidn natural, la tasa de transmision fue 2,1:1, lo cual implica que con una densidad

de siembra 400 semillas/m? se tendrian 400000 focos de infeccion primaria por hectarea.
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Los mismos autores mencionan que si las semillas infectadas logran germinar, el
patdégeno puede colonizar los nuevos tejidos como el coleoptilo, tallo y hojas primarias.
Las semillas infectadas no muestran sintomas de la enfermedad y actuan como fuente de
inéculo para nuevas areas donde se cultiva trigo (Toledo y Escobar, 2002; Goulart y
Paiva, 2000; Maciel et al., 2014).

Goulart et al. (2007) observaron que los dafios e incidencia de 1a Pyricularia varian
de acuerdo con la variedad utilizada y la regién donde se cultivan, y que la pérdida de
peso por espiga en promedio fue de 63,4% cuando la infeccion fue temprana, y de 46%,
en infecciones tardias.

Gomes et al. (2017) mencionan que hay una reduccién de la productividad y
calidad fisiologica de las semillas de trigo en funcion de la concentracion inicial de
inoculo en el campo (5, 10, 20 y 30% de plantas inoculadas), y recomiendan estudiar con
mas detalles niveles de inoculo inicial menores al 20% de plantas inoculadas, para
determinar con exactitud el valor estandar de tolerancia en condiciones de campo.

El inéculo proveniente de las hojas se considera importante en el ciclo de la
enfermedad en otros patosistemas (Halmos, 1970). Si bien el hongo puede atacar toda la
planta de trigo bajo condiciones favorables (Igarashi et al., 1986), poco se conoce acerca
del potencial de las hojas como fuente de in6culo en condiciones de campo.

Por otro lado, Pizolotto et al. (2016) observaron que el hongo puede sobrevivir
por 140 dias en restos de plantas de trigo infectadas. Esto implicaria que los rastrojos no
servirian como fuente de inoculo para el siguiente afio, por lo que sugieren estudiar la
presencia del hongo en otros hospedantes. En un estudio mas reciente, los mismos autores
afirman que la posibilidad de que el hongo sobreviva en los restos de cultivo de un ciclo
a otro es muy baja, ya que no se observé esporulacion del patdgeno en los rastrojos luego

de 154 dias de exposicidn a las condiciones de campo (Pizolotto et al., 2018).
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Estudiando los mecanismos de sobrevivencia de M. oryzae del arroz, Akase y
Kusaba (2017) informaron que el hongo sobrevive en lesiones y semillas de malezas
durante el invierno, sugiriendo que los hospedantes secundarios son el mecanismo por el
cual el patdégeno sobrevive de una estacion a otra.

Entre las malezas y especies cultivadas estudiadas como posibles hospedantes
secundarios, se ha reportado infeccion cruzada exitosa sobre trigo, con aislados de Sefaria
geniculata y Brachiaria plantaginea (Urashima y Kato, 1998); triticale (X. Triticosecale)
(Mehta y Baier, 1998); cebada (Hordeum vulgare) (Urashima et al., 2004 b); Avena negra
(Avena strigosa) y avena blanca (Avena sativa) (Marangoni et al., 2013), Bromus
catharticus y Lolium multiflorum (Chévez y Kohli, 2015), y arroz (Oryza sativa) (Perello
etal., 2016).

En base a la literatura existente hasta el momento, el CIMMYT propone un
modelo del ciclo de la enfermedad (Figura 1.7) en el cual la infeccion podria darse de las
siguientes formas:

1- Semillas infectadas que dan origen a plantas con lesiones esporulantes: los
conidios formados en esas lesiones pueden luego dispersarse en el aire e
infectar otras plantas, permaneciendo en las hojas durante el ciclo del cultivo
para luego pasar a las espigas.

2- Hospedantes secundarios: los conidios del patogeno pueden dispersarse en el
aire a partir de lesiones esporulantes presentes en malezas, e infectar las

plantulas de trigo, permaneciendo en las hojas para luego infectar las espigas.
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Cémo el brusone infecta los cultivos de trigo?
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Figura 1.7. Modelo del ciclo biologico-agrondmico de la Pyricularia del trigo propuesto por el CIMMYT. Fuente: CIMMYT 2019a.
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3- Los conidios presentes en el aire (provenientes de las hojas de trigo,
hospedantes secundarios u otras fuentes) pueden infectar las espigas
directamente.

Todo esto sucederia si se dan las condiciones ambientales favorables, es decir

temperaturas entre 15 y 27°C y humedad relativa igual o superior al 93%.

1.1.3.4 Manejo integrado de la enfermedad

El control de la Pyricularia depende de un conjunto de medidas que deben ser
adoptadas adecuadamente en el momento oportuno. Las medidas de control mas
recomendadas son la utilizacion de variedades con mayor nivel de resistencia y la siembra
en épocas adecuadas (no tempranas) para las diferentes zonas de produccion (Viedma,
2010). Ademas de estas medidas, pueden mencionarse la eliminacion de hospedantes
secundarios, tratamiento de semilla, control quimico, etc.

Kohli et al. (2020) proponen una representacion grafica de los componentes del
manejo integrado de la Pyricularia, cuya estrategia esta compuesta en orden de
importancia, por el uso de variedades resistentes, la siembra en época recomendada para
la region, el uso de semillas sanas, el control quimico y la rotacién de cultivos (Figura

1.8).



33

)

¥ Rotacién de cultivos B Uso de semillas sanas ¥ Uso de cultivares
) . resistentes
Siembra en época B Control quimico
recomendada

Figura 1.8: Componentes de una estrategia de mangjo integrado de la Pyricularia del trigo en
Sudamérica y su importancia. Fuente: Kohli et al., 2020.

Manejo de hospedantes secundarios

La eliminacion de plantas voluntarias de trigo, asi como malezas poaceas se
considera esencial para reducir el inéculo inicial (Toledo y Escobar, 2002). Al respecto,
el CIMMYT (2019b) menciona que aradas profundas buscando la eliminacion de
hospedantes secundarios, han sido recomendadas para reducir el riesgo de una epifitia en
el siguiente periodo de cultivo, mediante la reduccion de la cantidad de indculo presente
en la superficie del suelo, sin embargo, esta practica resulta poco efectiva en regiones

donde se utiliza el sistema siembra directa.

Epocas de siembra

En Paraguay se recomienda evitar las siembras en el mes de abril (siembras
tempranas), ya que dichas siembras presentan una mayor posibilidad de ataque,
coincidentes con el “veranillo de San Juan”, época caracterizada por frecuentes lluvias y

temperatura elevada cuando el trigo se encuentra en plena floracion (Viedma, 2009).
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En un estudio realizado por Coelho et al. (2016), se observd que la época de
siembra afecta significativamente el indice de la enfermedad, el peso de mil granos y el
rendimiento de granos, independientemente de la resistencia de los materiales utilizados.
En Brasil, Bolivia y Paraguay, los indices de la enfermedad pueden reducirse
significativamente al retrasar la fecha de siembra. Sin embargo, en afios humedos
coincidentes con el fenémeno El Nifio, las epifitias ocurren independientemente de la

fecha de siembra (Kohli et al., 2011; Perello, 2014).

Resistencia genética

El desarrollo de variedades resistentes ha sido dificil debido al reducido nimero
de fuentes de resistencia. Algunas variedades derivadas de Milan
(VS73.600/MIRLO/3/BOBWHITE//YECORA 70/TRIFON), una linea del CIMMYT,
presentan altos niveles de resistencia a la enfermedad, debido a la presencia de una
translocacion 2NS/2AS proveniente de 7riticum ventricosum (Kohli et al., 2011). Esta
translocacion ha sido reportada como responsable de la resistencia de algunas variedades
a multiples patdgenos como los causantes de la roya del tallo y de la hoja, neméatodos, y
recientemente a la Pyricularia (Helguera et al., 2003; Cruz et al., 2016).

Si bien la translocacion 2NS/2AS otorga resistencia a la Pyricularia, la resistencia
varia en funcion del “background” genético, encontrandose genotipos desde susceptibles
a resistentes (Cardozo et al., 2018).

La mayoria de las variedades sembradas actualmente en Paraguay son susceptibles
a moderadamente susceptibles, y las pocas variedades resistentes, ya sean nacionales o
brasilefias son todas derivadas de Milan, entre ellas Canindé 1 y CD 116 (Chavez y Kohli,

2018 a).
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Ademas de la translocacion 2NS/2AS, se han reportado otros genes de resistencia:
Rmg2 v Rmg3 provenientes de la variedad de trigo hexaploide Thatcher, Rmg7
proveniente de trigo tetraploide 7Triticum diccocum y Rmg8 proveniente de un trigo
hexaploide (Zhang et al., 2008; Tagle et al., 2015; Anh et al., 2015). Sin embargo, Rmg2,
Rmg3 y Rmg7 solo confieren resistencia a los aislados mas antiguos del hongo (1990-
1992), y no a los aislados mas recientes. Y el Rmg8, atin no ha sido probado con aislados
recientes y bajo condiciones de infeccidn natural (Cruz y Valent, 2017).

Recientemente, Cazal et al. (2018 a) evaluaron una coleccion de trigos sintéticos
hexaploides perteneciente al CIMMYT, en condiciones de invernadero e identificaron
dos genotipos resistentes a la Pyricularia, el TS29 (DOY1/AE. SQUARROSA (511)) y el
TS49 (LCKS59.61/Ae. SQUARROSA (313)). Los autores mencionan que estos materiales
pueden ser utilizados en los programas de mejoramiento y pueden ser combinados entre

Si.

Control quimico

En general, el control quimico presenta una baja eficiencia (30-67%) por lo cual
debe ser acompafiado por otras medidas de control (Viedma, 2010).

Kohli et al. (2011) mencionan que la aplicacion de fungicidas no es efectiva
cuando se utilizan variedades susceptibles, el tratamiento de semillas ayuda a eliminar la
infeccion de la semilla, pero no protege a la planta de las infecciones posteriores en la
espiga.

Cruz et al. (2015) mencionan que la aplicacién foliar de fungicidas, reduce entre
62 a 77% la cantidad de conidios del patdégeno presentes en el canopeo del cultivo, y por

lo tanto es una alternativa valida para reducir la incidencia de la enfermedad.
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En general, se recomienda la aplicacion de fungicidas del grupo de los triazoles
en mezcla con estrobilurinas en floracion (Kohli et al., 2011). Sin embargo, Castroagudin
et al. (2015) y Oliveira et al. (2015) informaron que existe resistencia cruzada a las
estrobilurinas (azoxistrobina y piraclostrobina) en la poblacion de M. oryzae del trigo en
Brasil. Dicha resistencia se debe a la presencia de la mutacion G143 A asociada con la
resistencia a fungicidas del grupo inhibidores de la quinona externa (Qol). De acuerdo
con los autores, la frecuencia de la mutacion en la poblacidn del patogeno, se incremento
de 36% en el 2005 a 90% en el 2012. En Argentina, se ha informado sobre la pérdida de
sensibilidad in vivo de P. grisea del arroz a mezclas de fungicidas (Dirchwolf et al., 2015).

También se ha reportado que aislados de Pyricularia spp. provenientes de malezas
presentes en campos de trigo han mostrado resistencia a fungicidas triazoles, por lo que
se considera que las malezas son una importante fuente de indculo resistente a los
triazoles (Dorigan et al., 2019).

Recientemente, Cruz et al. (2019) analizaron la eficiencia del uso de fungicidas
para el control de la Pyricularia en 23 ambientes de Brasil y Bolivia, y determinaron que
las medidas de control quimico pueden tener resultados diferentes dependiendo del pais
y de la presion ejercida por la enfermedad, pudiendo los productos ser efectivos en una
region, pero no en otra. Asi en Brasil, fueron més efectivos los fungicidas a base de
mancozeb, mientras que en Bolivia los menores indices de la enfermedad se obtuvieron

con mezclas de Qol e inhibidores de la biosintesis de esteroles (DMI).

Modelos de prediccién

Cardoso et al. (2008) estudiaron el efecto de la temperatura y la duracion del
periodo de humedad sobre la intensidad de la Pyricularia, y observaron que las

variaciones en la intensidad de la enfermedad en funcion de la temperatura, eran
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explicadas por un modelo Beta generalizado, mientras que las variaciones en funcion del
periodo de humedad eran explicadas por el modelo Gompertz; de acuerdo con esto,
crearon un modelo en el cual la intensidad de la Pyricularia es funcion de la temperatura
y duracion del periodo de humedad. En base a esa ecuacion construyeron tablas de
prediccion de la intensidad de la Pyricularia.

En un trabajo méas reciente, Fernandes et al. (2017) crearon un modelo de
prediccion de epifitias de Pyricularia, utilizando un set de datos historicos de las
condiciones ambientales y epifitias de Pyricularia (2001-2012) del estado de Parana,
Brasil. Estos autores, observaron que condiciones de alta humedad y calor durante los 60
dias precedentes a la floracion del trigo, fueron los factores clave para la construccién y
dispersion del inoculo en el campo, asi como en otras fuentes de inoculo adyacentes.
Basandose en variables climaticas diarias (temperatura y humedad relativa) y variables
epidémicas, identificaron un pardmetro llamado dia favorable de infeccion (DFI); un
exitoso DFI esta condicionado por los parametros inoculo potencial (IP >30) y la nube de
esporas (SPOR>4), utilizando estos parametros el modelo predijo correctamente los afios

epidémicos y no epidémicos en el estado de Parana.

1.1.3.5 Antecedentes filogenéticos de Magnaporthe oryzae

Desde el primer reporte de la Pyricularia del trigo, a lo largo de los afios existid
una confusion en la literatura acerca de la denominaciéon del agente causal, siendo
inicialmente denominado M. oryzae, y luego M. grisea (Cruz y Valent, 2017). Con los
estudios de relacion genética, infeccion de hospedantes y especificidad de cruzas, se
determino que los aislados de trigo pertenecian a la especie M. oryzae (Couch et al., 2002,
Couch et al., 2005). Sin embargo, Castroagudin et al. (2016) sugieren que existen dos

especies que atacan trigo, una que es M. oryzae y la otra, que pertenece a una nueva
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especie que denominaron Pyricularia graminis-tritici. La aceptacion de esta nueva
especie estd en debate, y actualmente existen dos grupos de investigadores, uno que
sostiene la ocurrencia de la nueva especie P. graminis-tritici (Castroagudin et al., 2016;
Ceresini et al., 2019) y el otro, que sostiene la ocurrencia de patotipos de M. oryzae (Cruz
y Valent, 2017, Valent et al., 2019).

Basandose en el andlisis molecular, Kato et al. (2000) sugieren que los aislados
de M. oryzae de cereales forman un grupo genéticamente cercano con un origen
filogenético comun, pero difieren en su patogenicidad en la especie hospedante. En base
a esta patogenicidad, los aislados de M. oryzae han sido clasificados en patotipos teniendo
asi los patotipos Oryza (Oryza sativa L.), Setaria (Setaria itdlica (L.) Beauv.), Panicum
(Panicum millaceum L.), Eleusine (Eleusine coracana (L.) Gaertn.), Triticum (7riticum
aestivum L.), Avena (Avena sativa L.) y Lolium (Lolium perenne L.) (Kato et al., 2000;
Urashima et al., 2004; Tosa et al., 2004).

Debido a que los patotipos son morfolégicamente indistinguibles, Pieck et al. (2017),
desarrollaron un marcador molecular tnico para el patotipo 7riticum, el MoT3 que fue
probado con 284 aislados del hongo, incluidos dos aislados de Bromus tectorum
provenientes de Paraguay, de los cuales, uno amplifico el marcador. Sin embargo, Gupta
et al. (2018) reportaron que este marcador no les permiti6 diferenciar entre los patotipos
de trigo y arroz aislados en Bangladesh. En respuesta a estas observaciones, Yashuara-
Bell et al. (2019), realizaron comparaciones con los mismos aislados reportados por
Gupta et al. (2018) y determinaron que el marcador si distingue entre ambos patotipos, y
que los demas datos provistos por Gupta et al. (2018), dan soporte a la especificidad del

MoT3.
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1.2 Objetivos

1-

Cuantificar la densidad de conidios de M. oryzae presentes en las hojas de trigo
en condiciones de campo en Paraguay.

Identificar malezas hospedantes de M. oryzae en las principales zonas productoras
de trigo en Paraguay.

Diagnosticar por métodos moleculares el patotipo 7riticum de M. oryzae a partir
de los aislados de las malezas que hayan sido capaces de infectar al trigo en
pruebas de infeccion cruzada.

Monitorear la presencia y el movimiento de conidios de M. oryzae en el aire

durante el ciclo del cultivo.

1.3 Hipotesis

1-

Los conidios de M. oryzae se desarrollan en las hojas de trigo durante el ciclo del
cultivo y constituyen una potencial fuente de indculo para las espigas.

Las malezas principalmente de la familia Poaceae (Bromus catharticus Val.,
Avena strigosa Schreb., Eleusine indica (L.) Gaertn, Lolium multiflorum Lam.,
Cencrhus echinatus L. entre otras), presentes en los campos de trigo, son
hospedantes del patotipo Triticum de M. oryzae, actuando como fuente de indculo
para el cultivo y como medio de supervivencia de una estacién a otra.

Los aislados de Magnaporthe obtenidos de las malezas que sean capaces de
infectar al trigo, pertenecen al patotipo 7riticum de M oryzae.

El aire actia como un mecanismo de dispersion de los conidios de M. oryzae,
llevandolos desde las hojas de trigo y de malezas hasta las espigas durante el ciclo

del cultivo.



CAPITULO 2

Cuantificacion de conidios de Magnaporthe oryzae en hojas de trigo en condiciones
de campo en Paraguay y monitoreo de la presencia y dinimica de conidios en el aire

durante el ciclo del cultivo
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2.1 Introduccion

El hongo M. oryzae puede atacar toda la planta de trigo bajo condiciones
favorables (Igarashi et al., 1986). Sin embargo, los sintomas en hojas no son tan evidentes
en el campo, solo son observados en variedades altamente susceptibles y en algunos
ambientes especificos (Kohli et al., 2011; Cruz y Valent, 2017).

Los sintomas en hojas inician como lesiones acuosas de color gris verdoso, que
posteriormente se convierten en manchas elipticas con bordes oscuros y centros
cenicientos. En Bolivia, lesiones esporulantes de M. oryzae en hojas verdes y senescentes
de trigo fueron observadas durante la espigazon (Cruz et al., 2015).

Bajo condiciones de invernadero, los primeros sintomas en plantulas de trigo
aparecen 48 horas después de ser inoculadas (Cruz et al., 2016). La formacion de nuevos
conidiéforos y conidios ocurre a partir de las 120 horas después de la inoculacién, es decir
el tiempo necesario para que una nueva generacidn aparezca es de 5 dias. Por otro lado,
en condiciones controladas, Cruz et al. (2015) observaron un promedio de 1.669.000
conidios/g de hojas basales secas, en plantas provenientes de semillas infectadas, por lo
que consideran a las hojas basales como una potencial fuente de indculo.

En cuanto a la dinamica de dispersion del patdgeno, se considera que el aire es el
principal mecanismo de dispersion, pudiendo los conidios de un foco dispersarse a
distancias de por lo menos 1000 metros (Urashima et al., 2007). Los factores climaticos
que mejor predicen el comportamiento del flujo de conidios en el aire son la humedad
relativa del aire, la temperatura media y las precipitaciones diarias menores a 5 mm
(Danelli, 2015).

Considerando la escasez de informacion acerca del potencial de las hojas como

fuente de indculo en condiciones de campo y de la dinamica de dispersion de los conidios
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a través del aire, se hace necesario realizar trabajos que analicen el comportamiento del
patdgeno, en cuanto a estos dos componentes epidemiologicos.

Para dar cumplimiento a los objetivos 1 y 4, en este capitulo se cuantifican los
conidios de M. oryzae presentes en las hojas de trigo y monitorea la presencia de conidios

en el aire en condiciones de campo en Paraguay.

2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Recoleccion de muestras de hojas

Para evaluar la presencia de conidios de M. oryzae en las hojas de trigo, se
realizaron muestreos de hojas en 3 campos comerciales, de los tres principales
departamentos de produccion de trigo de Paraguay: Itapua, Alto Parana y Canindeyu,
totalizando 9 campos (Figura 2.1). Las coordenadas geograficas de los campos
comerciales muestreados se presentan en la Tabla 2.1, y los datos de cada campo en el

apéndice 6.3.

Asuncion

Figura 2.1: Ubicacion de los puntos de muestreo para la recoleccidon de muestras de hojas de trigo,
en los departamentos de Canindeyt, Alto Parana ¢ Itapta durante el ciclo 2018.
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Con el fin de asegurar la obtencién de datos que provengan de un ambiente
favorable para el desarrollo de la enfermedad (T® =25 a 28°C y humedad relativa > 93%
(Fernandes y Pavan, 2010), se instal6 una parcela con riego por aspersion dentro del
Campo Experimental Yhovy (CEY) del Instituto Paraguayo de Tecnologia Agraria
(IPTA), departamento de Canindeyt (coordenadas latitud sur 24° 16° 25’ 1ongitud oeste
55°1° 47) (Figura 2.2).

Tabla 2.1: Coordenadas geograficas de los campos comerciales de trigo muestreados para la
recoleccion de muestras de hojas en los departamentos de Alto Parand, Itapua y Canindeyu,
Paraguay.

Campo Latitud Longitud .
N° Departamento  Sur) (© Oeste) Localidad
Colonia Yguazu,
Centro Tecnologico
1 Alto Parana 25°27 177 55°2° 36”7 Agropecuario del
Paraguay
(CETAPAR)
2 Alto Parana 25° 28 58> 54° 56° 37 Colonia Yguazu
3 Alto Parana 25°42° 17 55°1° 207 Tavapy
4 Itapta 27° 7 177 55°51° 87 La Paz
5 Itaptia 26° 217 207 55°14° 197 Carmen del Parana
Capitan Miranda,
Centro de
6 Itapta Z2r 127 2}° 55°47° 27  Investigacidon Capitan
Miranda (CICM),
IPTA
7 Canindeyu 24° 157 37”7 54°51° 97 Corpus Christi
8 Canindeyu 24° 217 34 54° 50”40 Katuete
9 Canindeyu 24° 207 18> 52 177 Yvyrarovana

Teniendo en cuenta que la temperatura media durante el invierno en Paraguay, es
de 20°C, pudiendo darse maximas de 38°C (Naumann y Coronel, 2008), la parcela bajo
riego tuvo la finalidad de garantizar las condiciones de humedad necesarias para la
aparicion del patogeno, teniendo asi una referencia con la cual comparar los datos

obtenidos de los campos muestreados.
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Figura 2.2: Parcela instalada en ¢l CEY, con sistema de riego por aspersion. Fuente: Alice Chavez,
2018.

Semillas de la variedad susceptible Canindé 11 (Chavez y Kohli, 2018 a) fueron
tratadas con fungicida (Carbendazim 15% + Tiram 35%), considerando que dichos
principios activos son eficientes para el control de M. oryzae en semillas de trigo (Goulart
y Paiva, 1993). Con el fin de abarcar un espectro diverso de condiciones ambientales, las
semillas fueron sembradas en tres fechas de siembra en el CEY. La primera época fue
sembrada el 8 de abril (siembra temprana), la segunda, el 10 de mayo (época normal) y
la tercera el 6 de junio (siembra tardia). Para cada época se sembraron dos bloques de 1
metro de ancho por 10 metros de largo, con una separacion de 0,5 metros entre bloques y
1 metro entre los bloques de cada €poca, los surcos estuvieron distanciados a 20 cm entre
si. El ensayo fue instalado en medio de la parcela destinada a evaluar materiales
resistentes a la Pyricularia, con picos aspersion de 8 metros de diametro de cobertura y
caudal de 200 litros de agua/hora, generando una lamina de 3,98 mm por hora (Figura

2.3). El riego se realizo dos veces al dia, una hora por la mafiana y una hora por la tarde.
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Figura 2.3: Croquis de la parcela instalada en ¢l CEY.

Los muestreos se realizaron a partir de los 30 dias de la emergencia. Se colecto la
hoja mas vieja, es decir la hoja més cercana al suelo, una vez al mes. Se tomaron 10 hojas
en 10 puntos al azar dentro de cada campo, totalizando 100 hojas por campo (March et
al., 2013). En total se realizaron tres muestreos por campo durante el ciclo de cultivo.

Al final del ciclo de cultivo, se realizé un muestreo de las espigas en 10 puntos al
azar dentro de cada campo muestreado. Se cuantificd el nimero de espigas infectadas en

2 es decir un total de 10 m? El porcentaje de infeccion fue

una superficie de 1 m
correlacionado con la presencia de conidios en las hojas durante el ciclo. También se

cuantificd el numero total de espigas, y el numero de espigas con sintomas en cada uno

de los bloques sembrados en el CEY. Se determino la incidencia con la siguiente formula:

N°de espigas con sintomas x 100

o Incidencia =
% Incidencia N°total de espigas



46

Para un mejor analisis y comprension de los resultados obtenidos, los datos diarios
a nivel pais, de temperatura media, precipitacion y humedad relativa del afio 2018 fueron
obtenidos de la Direccion de Meteorologia e Hidrologia, de la Direccion Nacional de
Aeronautica Civil (DINAC). Con estos datos se elaboraron dos graficos; uno con la
temperatura media, precipitacion y porcentaje de humedad relativa semanal desde marzo
a setiembre de 2018 (Figura 2.4), y otro en el cual se relaciona la precipitacion y el

porcentaje de humedad relativa (Figura 2.5).
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Figura 2.4: Temperatura media, precipitacion y humedad relativa semanales durante los meses de
marzo a setiembre de 2018 en Paraguay. Fuente: Direccion de Meteorologia ¢ Hidrologia,
Direccion Nacional de Aeronautica Civil, DINAC.
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Relacidn entre la precipitacion y humedad relativa
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Figura 2.5: Relacion entre la precipitacion diaria (mm) y porcentaje de la humedad relativa diaria durante los meses de marzo a setiembre de 2018 en Paraguay.
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Los datos fueron analizados mediante las pruebas de Kruskal-Wallis y Mann-
Whitney utilizando el software estadistico PAST v 4.03 (Hammer et al., 2001). Se
realizaron comparaciones del numero de conidios/g de hojas basales secas por
departamento para los 9 campos muestreados; por época de siembra para las tres épocas
sembradas en el CEY, y una comparacién general entre los 9 campos comerciales
muestreados y la parcela instalada en el CEY teniendo en cuenta la presencia o no, del

sistema de riego.

2.2.2 Procesamiento de las muestras de hojas en laboratorio

El procesamiento de las hojas recolectadas se realizd en el laboratorio de
Fitopatologia del Centro de Investigacion Hernando Bertoni (CIHB), perteneciente al
IPTA, Caacupé, departamento de Cordillera.

Para cuantificar la presencia de conidios de M. oryzae en las hojas de trigo, las 10
hojas de cada punto fueron secadas a temperatura ambiente y separadas en grupos de 5
hojas, fueron pesadas, cortadas en trozos de 1,5 cm, y puestas en camara himeda en placas
de Petri por tres dias a 25°C y fotoperiodo de 12 horas (Figura 2.6). Después de este
tiempo, las hojas fueron colocadas en tubos de ensayo con 5 ml de una solucidén de Tween
20 al 0,01%, los cuales fueron agitados utilizando un vortex para favorecer la dispersion
de conidios.

El conteo de conidios fue realizado con un hematocitometro de Neubauer,
tomando una muestra de 100uL. de la suspension, y realizando cinco conteos por cada
tubo (Cruz et al., 2015). Los datos obtenidos fueron expresados en conidios/g de hojas

S€cas.
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Figura 2.6: Hojas de trigo cortadas y puestas en camara himeda. Fuente: Alice Chavez, 2018.

Para determinar que los conidios observados pertenecian a M. oryzae, una parte
de las muestras fue colocada en camara humeda por 72 horas y analizada bajo
microscopio para su identificacion mediante la clave de Barnett y Hunter (1998).
Posteriormente, se realizo una extraccion de ADN total de las muestras para una PCR
convencional, utilizando los marcadores moleculares Pot-2a y MoT3 (procedimiento

explicado en el capitulo 3).

2.2.3 Monitoreo de la presencia v dinamica de conidios en el aire durante el ciclo del

cultivo

Para entender la dinamica de dispersion del hongo, se colocaron trampas caza
esporas giratorias en funcion del viento. Estas fueron construidas de acuerdo con Reis y
Santos (1985) y colocadas auna altura de 10 cm por encima de la altura del cultivo (Figura
2.7). En cada trampa se coloco un portaobjeto impregnado con vaselina semisolida, el
cual permaneci6 en la trampa por 48 horas, y fue retirado para realizar el conteo de

conidios colectados, al microscopio. Para ello se colocd una gota de agua en dos
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posiciones del portaobjeto, teniendo asi dos campos de observacion de superficie
conocida (cubreobjeto de 24 mm x 32 mm). La identificacion de los conidios se realizo
mediante la clave de identificacion de Barnett y Hunter (1998).

Se realizé una lectura semanal y los resultados fueron expresados como nimero
de conidios en funcién del tiempo. Carmona et al. (1999) utilizaron esta metodologia para

cuantificar conidios de Drechslera teres.

Figura 2.7: Trampas caza-esporas construidas de acuerdo con Reis y Santos (1985). Fuente: Alice
Chavez, 2018.

Estas trampas fueron colocadas en el centro de cada parcela, una trampa por
parcela, en los siguientes centros de investigacion: CEY, en el departamento de
Canindeyu, Centro de Investigacion Capitan Miranda (CICM) en el departamento de
Itapua, y en el Centro Tecnologico Agropecuario del Paraguay (CETAPAR) en el
departamento de Alto Parand. La eleccion de estos tres puntos se baso por su localizacion
geografica en el area comercial de trigo en Paraguay y también en la disponibilidad de
colaboradores que se encargaron del cuidado y colocacion de los portaobjetos de forma
semanal.

Los resultados obtenidos, fueron relacionados con los datos de conidios en hojas

e incidencia en espigas de cada punto.
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2.3 Resultados

2.3.1 Cuantificacion de conidios de Magnaporthe oryzae en hojas de trigo colectadas en

los campos comerciales en Paraguay

Se registrd la presencia de conidios del hongo en las hojas colectadas en los
campos N° 2, 3, 4, 7 y 9 correspondientes a las localidades de Colonia Yguazu, Tavapy
(Alto Parana), La Paz (Itapua), Corpus Christi

e Yvyrarovand (Canindeyu),

respectivamente (Tabla 2.2).

Tabla 2.2: Valores minimos y maximos, medias, coeficiente de variacion (CV) y desvio estandar
(DE) del numero de conidios/g de hojas basales secas observados en muestras colectadas en los

campos comerciales de trigo en Paraguay.

Fecha de Valor  Valor
Campo N° recoleccion minimo maximo Media CV DE

1 11/07/18 0 0 0 0 0
16/08/18 0 0 0 0 0
18/09/18 0 0 0 0 0

2 7/06/18 0 0 0 0 0
12/07/18 0 3636,36 637,38 191,18 1218,58
17/08/18 0 6666,67 109175 172,94 188812

3 7/06/18 0 5000 1500 153,96  2309,4
12/07/18 0 0 0 0 0
17/08/18 0 0 0 0 0

4 7/06/18 0 10000 3940,48 99,74  3930,2
12/07/18 0 58181,82 6518,02 226,44 14759,56
17/08/18 0 0 0 0 0

5 12/07/18 0 0 0 0 0
17/08/18 0 0 0 0 0
19/09/18 0 0 0 0 0
12/07/18 0 0 0 0 0
17/08/18 0 0 0 0 0

6 19/09/18 0 0 0 0 0

7 6/06/18 0 4444 44 277,78 400 111,11
11/07/18 0 0 0 0 0
16/08/18 0 0 0 0 0

8 6/06/18 0 0 0 0 0
11/07/18 0 0 0 0 0
16/08/18 0 0 0 0 0

9 6/06/18 3077 15000  8731,5 42,01 3667,96
11/07/18 0 0 0 0 0
16/08/18 6250 28000 11431,69 57,04 6520,15
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Las medias variaron entre 277 y 11431 conidios/g de hojas basales secas,
observandose valores minimos de 0 a 6250, y valores méaximos entre 0 y 58181
conidios/g. En los cuatro campos restantes, no se observo la presencia de conidios durante
los tres meses de muestreo. Los coeficientes de variacion (CV) fueron muy altos en todos
los campos variando entre 57 y 400, debido a la presencia de varias muestras con valores
de cero.

En la comparacion del numero de conidios/g de hojas basales secas por
departamento, la prueba de Kruskall-Wallis mostro diferencia significativa entre los
mismos (valor H: 4,369; p- valor: 0,0008011); se aplico una prueba de Mann-Whitney
para la comparacién de a pares, la cual mostré que existe diferencia estadistica
significativa entre el departamento de Canindeyu y los departamentos de Itapua (valor U:
14470,5; valor p:0,002777) y Alto Parana (valor U: 14357,5; valor p: 0,001588), mientras
que no existio diferencia significativa entre los departamentos de Itapua y Alto Parana
(valor U: 16198; valor p: 0,9974).

En la parcela bajo riego instalada en el CEY, se observo la presencia de conidios
en las muestras colectadas durante las tres épocas de siembra (Tabla 2.3).

La primera época de siembra en abril present6 la mayor cantidad de conidios/g de
hojas basales secas con valores minimos entre 1538 y 12500 conidios/g y valores
maximos entre 46000 y 207059 conidios/g. La media vario entre 28748 y 82393
conidios/g.

En la segunda €poca de siembra en mayo, los valores minimos oscilaron entre 0 y
3636 conidios/g, mientras que los valores maximos entre 5000 y 49412 conidios/g; la
media fue de 1812 a 14367 conidios/g. En la tercera época de siembra en junio, los valores
minimos observados fueron cero y los valores maximos, entre 16000 y 57143 conidios/g;

y la media fue 5114 a 11978 conidios/g.
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Tabla 2.3: Valores minimos y maximos, medias, coeficiente de variacion (CV) y desvio estandar
(DE) del nimero de conidios/g de hojas basales secas observados en muestras colectadas en la
parcela instalada en el Campo Experimental Yhovy, Paraguay, durante las tres épocas de siembra.

Fecha de Valor Valor

Epoca  recoleccion minimo méiximo Media CvV DE
Primera 11/05/18 12500 46000 28381,88 33,75 9579,4
Siembra 6/06/18 8421 207059 8239331 86,96 71651,66
8 de abril
de 2018 11/07/18 1538 129600 28748 118,17 33970,41
Segunda 6/06/18 3636 32000  14367.5 52 7471,29
Siembra 11/07/18 0 49412 1164188 97,03  11296,02
10 de
mayo de
2018 16/08/18 0 5000 181225 1034 187391
Tercera 11/07/18 0 16000 5114 111,36 5694,96
Siembra
6 de junio
de 2018 16/08/18 0 57143 1197869 113,04 13541,05

El analisis estadistico mediante la prueba de Kruskall-Wallis, mostr6 diferencias
significativas en el nimero de conidios/g de hojas basales secas segiin 1a época de siembra
(valor H: 54,53; valor p: 9,93.10). La prueba de Mann-Whitney, mostré diferencias
significativas entre la primera y la segunda época de siembra (valor U: 579; valor p:
1,35.10°1%); asi también entre la primera y la tercera época de siembra (valor U: 334; valor
p: 9,70.101%); no existié diferencia significativa entre la segunda y la tercera época de
siembra (valor U: 1083,5; valor p: 0,4031).

En la comparacion general realizada entre la parcela instalada en el CEY y los
campos de produccidén comercial teniendo en cuenta como factor de diferencia la
presencia del sistema de riego (humedad continua), la prueba de Kruskall-Wallis mostro
diferencias significativas del numero de conidios/g de hojas basales secas cuantificados

en ambos ambientes (valor H:174,1; valor p: 3,91.10°%).



54

2.3.2 Cuantificacion del nimero de espigas enfermas v correlacion con el numero de

conidios/g observados en hojas

Debido a las condiciones climaticas adversas para el desarrollo de la enfermedad,
no se observo la presencia de espigas con sintomas en los 9 campos muestreados. Sin
embargo, hubo espigas infectadas en las parcelas bajo riego en el CEY, y que fueran
sembradas en tres épocas. El mayor porcentaje de espigas enfermas se observd en la
primera €poca, de siembra en abril. Los porcentajes de espigas enfermas en las tres épocas
de siembra se presentan en la Tabla 2 4.

Tabla 2.4: Cantidad total de espigas, cantidad de espigas con sintomas y porcentaje de espigas
enfermas en las tres €épocas de siembra en ¢l CEY, Paraguay.
Cantidad total de Cantidad de espigas Incidencia%

Epoca espigas (en 20 m?) con sintomas DE: 5,2
Primera 7954 896 11,26
Segunda 8358 193 2,31
Tercera 4426 98 221

En la Figura 2.8 se presenta un grafico de la dinamica del numero de conidios/g
de hojas basales secas observados en la parcela instalada en el CEY durante las tres épocas
de siembra. Esto permite observar la variacion en el namero de conidios en cada época
de siembra, y apreciar los picos de aumento en el nimero de conidios coincidentes con el
mes de espigazén de cada época; junio para la primera época, julio para la segunda y
agosto para la tercera evidenciando la relacion entre la cantidad de conidios observados

en las hojas y la cantidad de espigas enfermas.
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Figura 2.8: Promedio del numero de conidios/g de hojas basales secas observados durante las tres
¢pocas de siembra en ¢l CEY a lo largo del ciclo de cultivo.

Para correlacionar el porcentaje de espigas enfermas con la cantidad de
conidios/gramo de hojas basales secas, se incluyeron en el analisis las tres épocas de
siembra en el CEY y los campos comerciales en los que se observo la presencia de
conidios. Para ello, la cantidad de conidios/g de hojas basales secas registrada durante los
tres meses de muestreo fue promediada. Los promedios de cada campo y el porcentaje de
espigas enfermas se presentan en la Tabla 2.5.

Tabla 2.5: Campos incluidos en el analisis de correlacidon con sus promedios de conidios/g de
hojas basales secas durante ¢l ciclo de cultivo y porcentaje de espigas enfermas.

Promedio de
conidios/g de hojas Porcentaje de
basales secas durante espigas
el ciclo de cultivo enfermas

Campo DE: 15407,82 DE: 3,89
CEY lra época 46507,7 11,26
CEY 2da época 9273.8 2,31
CEY 3ra época 8546,3 2,21
Tavapy 500 0
La Paz 3486,1 0
Corpus Christi 92,5 0
Colonia Yguazu 576,3 0
Yvyrarovana 6720,9 0
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El coeficiente de correlacion fue alto, r = 0,98, por lo que se realiz6 un analisis de
regresion lineal, el cual arrojo un coeficiente de determinacion R?= 0,97, con la siguiente
ecuacion y = 0,0002x — 0,3863 (Figura 2.9). Segiin esta ecuacion, para tener 1% de
espigas enfermas, es necesario observar un promedio de 6931,5 conidios/gramo de hojas

basales secas durante el ciclo de cultivo.

12
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Promedio de la cantidad de conidios/gramo de hojas
basales secas

Porcentaje de espigas enfermas

Figura 2.9: Relacion entre el promedio de la cantidad de conidios/g de hojas basales secas y el
porcentaje de espigas enfermas.

2.3.3 Monitoreo de la presencia v dinamica de conidios en el aire durante el ciclo del

cultivo
La instalacion de trampas cazaesporas en el CEY, se realizo en la primera semana

de mayo (por inconvenientes de fabricacion) coincidié con el estadio de macollaje (2.0-
2.9 escala Zadoks) en la primera época de siembra, donde se pudo observar la presencia
de conidios.

El flujo de conidios varid entre semanas, observandose el maximo en la primera
semana de julio, con 12 conidios atrapados. Posteriormente, se observo un nimero
relativamente alto en la primera semana del mes de agosto (que coincide con las lluvias
en ese periodo), pero a partir de la tercera semana de agosto no se produjeron mas capturas

de conidios (Tabla 2.6).
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En los otros dos centros de investigacion, la siembra se realizo a finales del mes
de mayo debido a las lluvias en la primera parte del mes (momento ideal de siembra) y
seguido por la sequia de casi dos meses, lo que resulto en una escasa captura de conidios.
En el CICM, departamento de Itapua, se capturé un conidio durante la tercera semana de
junio, y s6lo 2 conidios durante la tercera semana de agosto, no produciéndose capturas
durante las demés semanas de observacion. Mientras que en CETAPAR, departamento
de Alto Paran4, la primera captura de conidios se produjo en la segunda semana de junio,
observandose un flujo constante hasta la primera semana de julio, posteriormente se
produjeron capturas durante la primera y segunda semana de agosto.

Tabla 2.6: Cantidad de conidios de Magnaporthe oryzae atrapados semanalmente con trampas
cazaesporas instaladas en los centros de investigacion utilizados para el estudio.

Numero de conidios atrapados”

Mes Fechas CEY CICM CETAPAR
Mayo 8-10
15-17
22-24
29-31

Junio 5-7
12-14
19-21
26-28

Julio 3-5
10-12
17-19
24-26

Agosto 7-9
14-16
21-23
28-30

Setiembre  4-6
11-13
18-20

25-27 0 0 0

* Conteo del niimero de conidios sobre un portaobjeto de 7,68 cm?

Sin cultivo | Sin cultivo
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2.4 Discusion

El muestreo realizado y la metodologia empleada para la cuantificacion,
permitieron observar y cuantificar la presencia de conidios en las hojas basales de trigo,
tanto en los campos de produccion comercial como en las tres épocas de siembra
instaladas bajo riego en el CEY.

De los nueve campos comerciales muestreados, se constato la presencia de
conidios solo en cinco campos. A su vez, en estos cinco campos hubo meses en los que
no se observo la presencia de conidios. Estas variaciones fueron causadas por las
condiciones ambientales, principalmente la irregularidad de las precipitaciones y de
humedad relativa del ambiente, que se dieron durante el 2018 (Figura 2.4 y 2.5). Las
condiciones ambientales requeridas para la produccion de conidios son temperatura de
28°C y HR > 90% (Alves y Fernandes, 20060), mientras que para la liberacién de los
mismos requiere temperaturas de 25 a 28°C y humedad relativa > 93% (Fernandes y
Pavan, 2010). La baja humedad del ambiente (promedio semanal HR= 70+10%), debida
a las escasas precipitaciones (>10 mm desde mayo hasta finales de julio), durante el
periodo del cultivo (mayo a agosto) (Figuras 2.4 y 2.5), fue la principal limitante, para la
nula o baja produccidn y liberacion de conidios durante todo el ciclo. A pesar de ello fue
posible observar diferencias significativas en la cantidad de conidios presentes en las
hojas entre los departamentos (valor H: 4,369; p- valor: 0,0008011), observandose
diferencias entre el departamento de Canindeyt y los demas departamentos.

En las parcelas bajo riego, instaladas en el CEY, donde las condiciones de
humedad y temperatura fueron relativamente mejores para el crecimiento del patdgeno
(HR =80+10%, T° media 15-25°C), el valor maximo observado fue de 207059 conidios/g
de hojas basales secas. Es un valor alto en comparacion al observado en los campos

comerciales (58181 conidios/g), la comparacion entre la cantidad de conidios observados
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en ambos ambientes mostré diferencia estadistica significativa (valor H: 174,1; valor p:
3,91.10%), reflejando el papel primordial de la humedad (riego por aspersion de
aproximadamente 8 mm diarios) en la produccidn de conidios durante el ciclo de cultivo
y a través de las épocas de siembra.

Aun asti, los valores maximos de la cantidad de conidios/g de hojas basales secas
observados en este estudio estan muy por debajo de aquellos reportados por Cruz et al.
(2015). En un ensayo de tratamiento con fungicidas realizado en campo y bajo
condiciones naturales de infeccion, estos autores reportaron entre 390000 y 401000
conidios/g en las hojas basales de parcelas no tratadas con fungicidas. Ellos también
observaron 1669000 conidios/g de hojas basales secas bajo condiciones de invernadero,
en plantas provenientes de semillas infectadas. En otras palabras, bajo condiciones
climaticamente adversas para el desarrollo de la enfermedad, aun el apoyo del riego por
aspersion no es suficiente, ya que la baja humedad del ambiente promueve a secar las
espigas en corto tiempo y consecuentemente reduce la probabilidad de infeccion.

El otro aspecto del menor nimero de conidios observados en este estudio puede
ser relacionado con el tratamiento de semilla con fungicidas. Este hecho también sugiere
que el nimero de conidios observados en este estudio pueden provenir de fuentes externas
al cultivo. Para esclarecer cuales son exactamente esas fuentes externas y cuanto aporta
cada una a la aparicion de una epifitia, se requieren estudios mas detallados.

El ensayo instalado en el CEY, también fue importante para observar el porcentaje
de espigas enfermas en las tres fechas de siembra. En comparacion a la primera época de
siembra que tuvo 11,26% de espigas enfermas, el porcentaje en la segunda y tercera
épocas fue mucho menor (2,31 y 2,21%). Este hecho corrobora lo mencionado por Coelho
et al. (2016), que las fechas tardias de siembra reducen significativamente la incidencia

de la Pyricularia, siendo las siembras tempranas las que presentan mayor incidencia.
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También corrobora la observacidén de Kohli et al. (2011), que solo en afios humedos la
ocurrencia de la enfermedad es independiente de las fechas de siembra.

En cuanto a la relacién entre el porcentaje de espigas enfermas y el numero de
conidios observados en las hojas basales secas, Cruz et al. (2015), mencionan que 1,9%
(3/160) de las espigas provenientes de plantas con infeccion natural en semillas,
desarroll6 el sintoma caracteristico de la enfermedad en condiciones de invernadero. Sin
embargo, estos autores no relacionaron el porcentaje de espigas enfermas con la cantidad
de conidios observados bajo condiciones de campo.

Los datos obtenidos en esta tesis demuestran una fuerte correlacion (r =0,98), con
un coeficiente de determinacion de 0,97, y una ecuacion y = 0,0002x — 0,3863, entre
ambas variables: porcentaje de espigas enfermas y la cantidad de conidios observados
(Figura 2.8). Esto valida el modelo del ciclo de la enfermedad propuesto por el CIMMYT
(Figura 1.5) que plantea el inicio de una epifitia mediante los conidios que se encuentran
sobre las hojas durante el ciclo de cultivo, los cuales pueden originarse de semillas
infectadas y/o de hospedantes secundarios.

Por todo lo expuesto, se acepta la hipotesis 1, es decir que los conidios de M.
oryzae se desarrollan en las hojas de trigo durante el ciclo de cultivo y pueden constituir
una potencial fuente de inoculo para las espigas.

Con respecto al monitoreo de conidios utilizando trampas cazaesporas, la
metodologia utilizada permitié observar la presencia de los mismos durante el ciclo de
cultivo, con la unica dificultad de no identificar a nivel de especie, los conidios
observados. Solo se pudo establecer que pertenecian al género Pyricularia por las
caracteristicas morfologicas. Este inconveniente hace necesario desarrollar una

metodologia que permita realizar la cuantificacion e identificacion de los conidios a nivel
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de especie, de modo a obtener datos mas precisos sobre el flujo de conidios durante el
ciclo de cultivo.

En este estudio, no fue posible realizar el monitoreo del flujo de conidios antes de
la siembra, lo cual hubiera permitido tener un panorama mas claro de la dinamica de
dispersion del patdgeno en diferentes regiones del pais. Danelli (2015), observo el mayor
flujo de conidios durante los primeros meses del afio (enero a marzo), es decir cuando la
temperatura y humedad en general son mas altas, y favorecen la produccion y dispersion
de conidios. Sin embargo, este autor no realizo la identificacion a nivel de especie para
confirmar si todos los conidios capturados pertenecian a M. oryzae.

En el CICM, departamento de Itapta el flujo de conidios fue practicamente
inexistente, mientras que en CETAPAR, departamento de Alto Parana, el flujo fue
constante desde principios de junio hasta principios de julio. Considerando que durante
la Ultima semana de mayo y primera semana de junio hubo precipitaciones (5 mm
aproximadamente) en estas regiones (Figura 2.5), se infiere que los conidios que se
dispersaron y fueron capturados en las trampas hayan sido producidos durante ese
periodo. Posteriormente, la produccion y la captura de conidios disminuyo
significativamente debido a la disminucion de la humedad (HR% = 50-80% desde la
segunda semana de junio hasta la tercera semana de julio, Figura 2.5), motivo por el cual
no se produjeron nuevas capturas hasta la ocurrencia de precipitaciones durante la ultima
semana de julio.

Es interesante, que, a pesar de observar un flujo de conidios en el aire, no se haya
observado la presencia de conidios en las hojas colectadas en este centro. Se sabe que uno
delos factores en la produccidn de inoculo es la temperatura, dandose periodos de latencia
de 13 a 18 dias cuando la temperatura es de 9-11°C, y de 4 a 6 dias con temperaturas de

26-28°C (Teng et al. 1991). Considerando que la temperatura media entre junio y julio,
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vari¢ entre 15 y 23°C (Figura 2.4), probablemente el factor mas limitante para el
establecimiento del patdgeno en las hojas haya sido la humedad. Los valores de humedad
requeridos por el patdégeno para la produccion de conidios (HR > 90%) y liberacion de
conidios (HR > 93%), sefialadas por Alves y Fernandes (2006), y Fernandes y Pavan
(2010), respectivamente, solo se alcanzaron en los dias en que hubo precipitaciones
(Figura 2.5). Teniendo en cuenta que una vez que los conidios son depositados sobre las
hojas, los mismos necesitan agua libre sobre la superficie, 15-40 horas de mojado, para
germinar, establecerse y continuar con el ciclo de produccion de indculo (Ebbole, 2007,
Cardoso et al., 2008). Es probable que la corta duracién del periodo de humedad o su
ausencia haya afectado el establecimiento del patogeno en las hojas de trigo.

No se puede descartar la posibilidad que los conidios observados en las trampas
hayan pertenecido a otra especie de Pyricularia, por ejemplo P. grisea 'y P. pennisetigena,
procedentes de otros hospedantes como Digitaria spp. y Cenchrus echinatus razon por la
cual no se establecieron en las hojas de trigo.

En cuanto a la captura de conidios en las trampas cazaesporas en el CEY, el flujo
fue intermitente en las tres épocas de siembra; hubo semanas con capturas y semanas sin
capturas durante el ciclo de cultivo. Considerando que se constatd la presencia del
patdgeno en las hojas durante el ciclo de cultivo, se asume que la dispersién y la captura
de conidios en las trampas, pudo verse parcialmente influenciada por la aplicacion del
riego. Danelli (2015), quien utilizd trampas cazaesporas similares, menciona que la
dispersion de conidios de M. oryzae ocurre con precipitaciones de entre 0 a 80 mm, con
mayor flujo cuando las precipitaciones no superan los 5 mm. Asimismo, Danelli et al.
(2019) mencionan que los predictores mas fuertes de la dispersion de conidios en el aire,
son la humedad relativa media del aire y la temperatura media diaria. Teniendo en cuenta

lo anterior, es posible que el riego diario (dos veces por dia) de 8 mm aproximadamente,
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disminuyera la dispersion de conidios por el viento, impidiendo que sean capturados por
las trampas, y también disminuyendo la cantidad de conidios que lleguen a las espigas.
Al respecto, Kim (1994) también menciona que el agua de lluvia en gran cantidad (mas
de 3,5 mm/dia), tiende a reducir el nimero de conidios presentes en lesiones en plantas,
debido a que la fuerza de las precipitaciones libera los conidios de los conidioforos,
reduciendo la cantidad de indculo y afectando la diseminacion. Esto explica en cierta
medida el bajo porcentaje de espigas enfermas observadas en las tres épocas de siembra.
Considerando las condiciones ideales de humedad y temperatura necesarias para la
infeccion (T° 28°C y humedad relativa > 90%), y la presencia del patogeno en las hojas
durante el ciclo de cultivo, se esperaria que el porcentaje de espigas enfermas fuera mayor
al observado, sobre todo en la primera época de siembra (11,26%).

Por todo lo expuesto, se acepta la hipdtesis 4 que el aire actia como mecanismo
de dispersion de los conidios de M. oryzae, llevandolos desde las hojas de trigo y
posiblemente de determinadas malezas hasta las espigas durante el ciclo de cultivo.

En este caso, seria importante estudiar la frecuencia y la cantidad de riego que
permita una amplia produccion y dispersion de los conidios para llegar a infectar las hojas
y las espigas. También se requiere realizar estudios mas detallados para precisar qué
porcentaje del indculo observado proviene de las hojas o de las malezas, y como afectan
los factores ambientales a cada uno de estos componentes. Se considera importante
monitorear el flujo de conidios durante todo el afio y desarrollar una metodologia que

permita identificar los conidios capturados a nivel de la especie.
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2.5 Conclusiones

El nimero de conidios presentes en las hojas basales de trigo durante el ciclo de
cultivo y el flujo de conidios en dos ambientes (secano y bajo riego) mostré como
principal factor favorable, la humedad relativa.

En ambos ambientes, en secano y bajo riego se constato la presencia del patdégeno,
tanto en las hojas de trigo como en las trampas cazaesporas, aunque con notables
diferencias en la cantidad y persistencia durante el ciclo del cultivo. Las diferencias
fueron causadas principalmente por la humedad, factor que afecté la produccion,
liberacion y dispersion de conidios, asi como el establecimiento del patdgeno en las hojas
y espigas. A pesar de ello se logré establecer que existe una fuerte correlacion entre el
namero de conidios presentes en las hojas durante el ciclo del cultivo y el porcentaje de
espigas enfermas. Esto confirma que las hojas son una fuente importante de indculo
durante el ciclo del cultivo, especialmente cuando las condiciones de humedad y
temperatura son favorables para el patdgeno.

Por otro lado, la metodologia utilizada para el monitoreo de conidios fue util para
observar que existe un flujo de conidios que se mueve a través del aire. Sin embargo, no
se pudo precisar si los conidios observados pertenecian a la especie M. oryzae, por lo que
es imperioso desarrollar una metodologia que permita determinar la identidad de los
conidios observados en las trampas.

Los hallazgos realizados en este capitulo, son un avance importante hacia el
esclarecimiento del papel de las hojas y el flujo de conidios en el aire, en el ciclo de la
enfermedad; aunque es necesario precisar en qué medida contribuye cada uno de estos

factores al desarrollo de una epifitia.



CAPITULO 3

Identificacion de malezas hospedantes de Magnaporthe oryzae en las principales
zonas productoras de trigo de Paraguay y diagnéstico molecular del patotipo

Triticum de Magnaporthe oryzae a partir de aislados de malezas
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3.1 Introduccion

El agente causal de la Pyricularia, M. oryzae (P. oryzae) es conocido por atacar
principalmente especies de la familia Poaceae (Gramineae), siendo el arroz y el trigo los

cultivos més importantes afectados por este patdgeno.

Este hongo presenta una amplia gama de hospedantes entre los cuales se destacan
numerosas gramineas cultivadas, nativas y malezas (Reis et al., 2005; Lima, 2004).
Existen numerosos reportes del ataque de este patogeno en diversas especies entre ellas:
Brachiaria brizantha (Hochst. Ex A. Rich.) Stapf, B. extensa Chase, B. plantaginea
(Link.) A.S. Hitch., Cenchrus echinatus L., Eleusine indica (L). Gaertn., Eragrostis sp.,
Lolium perenne L., Luziola peruviana Juss. Ex J. ¥. Gmel, Digitaria sanguinalis (L.)
Scopoli., Echinocloa crusgalli (L.) P. Beauv., Pennisetum setosum (Sw.) Rich., P.
purpureum Schumacher., Hyparrhenia rufa (Nees) Stapf., Rynchelyntrum roseum (Nees)
Stapf & Hubb., Avena strigosa Schreb., A. sativa L., Setaria italica (L.) Beauv., S.
sphacelata (Schumach.) Stapf & C.E. Hubb., Eragrostis plana Nees., Rynchelyntrum
repens (Willd.) C. E. Hubb., Sorghum sudanense (Piper) Stapf. y Cyperus rotundus L.
(Prabhu et al., 1992; Urashimaet al., 1993; Gutierrez y Cindom, 2015; Mehta et al ., 2006;

Verzignassi et al., 2012; Marangoni et al., 2013; Bastida et al., 2019; Danelli, 2015).

Ademas, se ha reportado infeccion cruzada exitosa sobre trigo con aislados de S.
geniculata y B. plantaginea (Urashima y Kato, 1998); triticale (X. Triticosecale) (Mehta
y Baier, 1998); cebada (Hordeum vulgare) (Urashima et al., 2004); Avena negra (4.
strigosa) y avena blanca (4. sativa) (Marangoni et al., 2013); U. plantaginea y S.

sudanense (Danelli, 2015) y arroz (Oryza sativa) (Perell6 et al., 2016).

En Paraguay, Chévez y Kohli (2015) reportaron la presencia del género

Pyricularia en las siguientes especies: Brachiaria sp., B. catharticus, Chloris gayana,
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Cyperus diffusus, Digitaria horizontalis, Lolium multiflorum, C. echinatus, A. strigosa,

D. insularis, Rynchelyntrum roseum y Eleusine indica.

Se observé patogenicidad de los aislados de B. catharticus, L. multiflorum, C.
echinatus y E. indica sobre trigo (Chavez y Kohli, 2018 b). Estos trabajos representan los
primeros estudios sobre el rol de las malezas en el ciclo de Pyricularia del trigo en

Paraguay.

En cuanto a la genética del patogeno, Kato et al. (2000) sugieren que los aislados
de M. oryzae de cereales forman un grupo genéticamente cercano con un origen
filogenético comun, sin embargo, difieren en su patogenicidad en la especie hospedante.
Estas diferencias en la patogenicidad, han desatado una disputa en cuanto a la
denominacién del agente causal de la Pyricularia del trigo. Por una parte, Castroagudin
et al. (2016) sugieren que un grupo de aislados de trigo son capaces de infectar trigo y
algunas malezas, difiere genéticamente de otros aislados de trigo, y constituye una nueva
especie P. graminis-tritici. Sin embargo, en un estudio realizado por Gladieux et al.
(2018), donde analizaron secuencias de genoma completo de M. oryzae, se observéd que
la poblacion del patogeno que ataca trigo, proviene de dos linajes genéticamente
diferentes. Los autores afirman que existe cierto grado de especificidad para diferentes
hospedantes en los aislados de M. oryzae, pero esta es una caracteristica que fluye

regularmente entre ellos, y no es suficiente para agruparlos como especies separadas.

Actualmente, en base a la patogenicidad, los aislados de M. oryzae han sido
clasificados en patotipos. Los patotipos son subpoblaciones del hongo, las cuales son
morfologicamente indistinguibles, que se diferencian en su especificidad hospedera. Asi

se tienen los patotipos Oryza (O. safiva), Setaria (S. itdlica), Panicum (Panicum
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millaceum), Eleusine (F. coracana), Triticum (Triticum aestivum), Avena (A. sativa) y

Lolium (L. perenne) (Kato et al., 2000; Urashima et al., 2004; Tosa et al., 2004).

Recientemente, Pieck et al. (2017), desarrollaron un marcador molecular
especifico para el patotipo Triticum, el MoT3 que fue probado con 284 aislados del

hongo, brindando una nueva herramienta para el analisis de la poblacién del patdgeno.

El objetivo de esta parte del estudio fue identificar malezas hospedantes de M.
oryzae en las principales zonas productoras de trigo en Paraguay, aislar el patogeno,

realizar pruebas de infeccidn cruzada e identificar el patotipo 7riticum de M. oryzae.

3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Identificacién de malezas hospedantes de Magrnaporthe spp. en los campos de

produccion comercial de trigo en Paraguay

3.2.1.1 Recoleccion de muestras de malezas

Para la identificacion de malezas hospedantes, fueron muestreados cinco campos
de produccion comercial, en los tres principales departamentos de produccidn de trigo de
Paraguay: Itapta, Alto Parana y Canindeyu, totalizando 15 campos. Las coordenadas
geograficas de dichos campos se presentan en la Tabla 3.1, y el mapa de ubicacion de los

mismos en la Figura 3.1.
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Figura 3.1: Ubicacion de los puntos de muestreo para la recoleccion de muestras de malezas en

los departamentos de Itapta, Alto Parana y Canindeyu (Paraguay).

Tabla 3.1: Coordenadas geograficas de los campos de produccion de trigo muestreados para la

identificacion de malezas hospedantes en los departamentos de Alto Parana, Itaptia y Canindeyu

(Paraguay).
Ca;cl)po Departamento Lastlllt:d L(glfsltt:d Localidad

1 AltoParana  25°27° 177 55°2°36” CO?EIT*‘A?%ZU’

2 Alto Parana 25°28° 587  54°56° 377 Colonia Yguazu

3 Alto Parana 25°42° 17 55°1° 207 Tavapy

4 Itapta 26°21°20”  55°14° 197 Naranjito

5 Itaptia 26°56° 1177 55°31°6” Pirapo

6 Itapta 27° 7 177 55°51° 87 La Paz

7 Itaptia 26° 217207 55°14° 197 Carmen del Parana

Capitan Miranda, Centro

8 Itapta 27°12° 27 55°47 277 de Investigacion Capitan
Miranda, IPTA

9 Alto Parana 25°16° 427  54° 44’ 48> Santa Fe del Parana

10 Alto Parana 24° 5741 54°56° 517 San Alberto

11 Canindeyu 24°21° 34 54° 50 40 Katuete

12 Canindeyu 24° 157377 54°51° 9~ Corpus Christi

13 Canindeyu 24° 17 44 54° 58 377 Yhovy
Yhovy, Campo

14 Canindeyu 24°16° 257  55° 174”7 Experimental CEY,

IPTA
15 Canindeyu 24°20° 187  55°2° 177 Yvyrarovana
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Se recolectaron muestras de malezas que presentaban lesiones foliares elipticas de
borde oscuro y centro ceniciento (Figura 3.2) y, necrosis cubierta por micelio gris oscuro

en las inflorescencias (Figura 3.2), caracteristicos del ataque de M. oryzae.

Figura 3.2: Sintomas caracteristicos de Magnaporthe oryzae en hojas (izquierda) ¢ inflorescencias
(derecha). Fuente: Alice Chavez, 2015.

Los muestreos se realizaron mensualmente, y se elabor6 un listado de las malezas
presentes tanto en los bordes como dentro del campo de cultivo, con y sin sintomas. Para
un mejor analisis, se determind la prevalencia, es decir la cantidad de campos en los que
cada especie se encontraba presente en relacion con el total de campos muestreados,
expresado en porcentaje. Al final se elabord un gréafico con la prevalencia estacional de
las especies presentes y para ello, el afio fue dividido de la siguiente manera: para el
verano, se tomaron los meses de diciembre, enero y febrero; para el otofio marzo, abril y
mayo; para el invierno, junio, julio y agosto; y para la primavera setiembre, octubre y
noviembre.

También se elabor6d un grafico con la prevalencia de las especies en las que se

observ¢ la presencia del patogeno mensualmente.

3.2.1.2 Procesamiento de muestras recolectadas en laboratorio

Para constatar la presencia del hongo, las muestras fueron procesadas en el

laboratorio de Fitopatologia del CIHB, IPTA, de la siguiente manera: pequefias porciones
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(2-5 mm) de la parte afectada fueron desinfectadas mediante inmersidén en solucion de
alcohol al 70% durante 30 segundos, luego en hipoclorito de sodio (55g CI/1): agua (1:3),
por un minuto, posteriormente fueron lavados tres veces con agua destilada esterilizada y
secados sobre papel absorbente. Una vez secos, se procedio a colocar los mismos en
placas de Petri (de 9 cm de didmetro) con medio de cultivo PDA (Papa, dextrosa, agar),
las cuales fueron incubados a 25°C durante cinco dias. Se coloraron 3 porciones de la
parte afectada por placa, y se tomaron 6 porciones de cada muestra de maleza.
Transcurrido el periodo de incubacion, se procedio a la identificacion de las estructuras
fungicas mediante observacion al microscopio utilizando la clave de Barnett y Hunter
(1998).

Luego de identificar al patogeno, se procedié a aislar el mismo repicando las
colonias a placas de Petri con medio de cultivo agar- avena. Las colonias se incubaron
durante 12 dias a 25°C, posteriormente se procedio a aplastar las mismas con una varilla
de vidrio, para luego exponerlas a luz fluorescente constante por 72 horas. Transcurridas
las 72 horas, se raspo la superficie de las placas con un pincel y 10 ml de agua destilada
esterilizada por placa, para desprender los conidios formados en la superficie del medio
y formar una suspension. Esta suspension de conidios se utilizd para obtener cultivos
monospdricos mediante el método de dilucidn seriada.

Los aislados obtenidos fueron conservados en el cepario del Proyecto Pyricularia
en trigo CAPECO en el CIHB, IPTA, Caacupé; en papel de filtro a -18 °C (Aricapa y

Correa, 1994) para su posterior utilizacidn en pruebas de infeccion cruzada.
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3.2.2 Pruebas de infeccidn cruzada

Las pruebas de infeccidn cruzada consisten en inocular un aislado obtenido de una
especie sobre otra especie diferente. Las inoculaciones se realizaron en el invernadero del
Proyecto Pyricularia en Trigo, en el CIHB, sobre la variedad susceptible de trigo Canindé
11. La siembra se realizo en macetas de 15 x 25 cm conteniendo un sustrato compuesto
por arena y estiércol vacuno en la proporcion 3:1. Para cada aislado a inocular se

sembraron cinco macetas con dos plantas cada una, totalizando 10 plantas por aislado.

Los aislados utilizados para las pruebas fueron los obtenidos durante el periodo
de muestreo, ademds se seleccionaron otros aislados de la coleccion del Proyecto
Pyricularia en trigo, seis aislados de trigo y 27 aislados de malezas, totalizando 33

aislados (Tabla 3.2).

También se inocularon plantas de las malezas B. catharticus, L. multiflorum, F.
indica, D. horizontalis y C. echinatus con un aislado de trigo de la coleccion, para
confirmar si las mismas tienen la capacidad de infectarse con el patogeno. El aislado

utilizado fue el P-009, recolectado en Capitan Miranda, Itapta durante el ciclo 2013.

Previamente, los aislados conservados en papel de filtro fueron repicados a cajas
de Petri con medio de cultivo Harina de Avena-Agar, se incubaron durante 10 dias a 25°C
y fotoperiodo de 12 horas. Posteriormente, el micelio fue aplastado con una varilla de
vidrio con forma de L, y las placas fueron expuestas a luz fluorescente continua durante
tres dias, para favorecer la esporulacion. Posteriormente las esporas se removieron con
ayuda de un pincel y agua destilada esterilizada (Marangoni et al., 2013). La
concentracion de conidios se ajustd a 5 x 10* conidios ml con un hemacitémetro

Neubauer utilizando para la dilucidn, agua destilada esterilizada (Chéavez et al., 2015). La



73

inoculacién se realizo cuando las plantas alcanzaron el estadio de cuatro hojas (Z1.4)

mediante aspersion con un aspersor manual (tres aspersiones por hoja).

Las plantas inoculadas se mantuvieron en una sala climatizada dentro del
invernadero por 24 horas con 80+5% de humedad y 27+2°C de temperatura para
favorecer la infeccion. Trascurrido ese tiempo, las plantas fueron transferidas al
invernadero con la misma temperatura, a humedad de 60+5 %, y con un fotoperiodo de

12 h.

La evaluacién de la enfermedad se realizd ocho dias después de la inoculacion,
tomando la cuarta hoja de cada planta. Para la evaluacion de las lesiones foliares, fue
adaptada la escala propuesta por Valent et al. (1991) (Figura 3.3), la cual clasifica los
sintomas de la siguiente manera: O = Sin lesiones, 1 = Lesiones puntuales del tamafio de
una cabeza da alfiler de color marrén, 2= Lesiones elipticas o estriadas de 2 mm o mas
sin centro distinguible, 3 = Lesiones redondeadas con borde oscuro y centro ceniza, en
algunos casos con halo amarillo, 4 = Lesiones tipicas de Pyricularia, elipticas con borde

oscuro y centro ceniza, 5= Grandes lesiones elipticas con centro gris oscuro.

\

Figura 3.3: Escala utilizada para la evaluacion de las infecciones causadas por Magnaporthe
oryzae en hojas de trigo adaptada de Valent et al. (1991).

Las lesiones de tipo 0, 1 y 2 son consideradas de tipo resistente, debido a la

b

ausencia de esporulacion en las condiciones favorables, y las lesiones de tipo 3,4 y S son

consideradas de tipo susceptible (Valent et al., 1991; Urashima et al., 2004).
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Tabla 3.2: Aislados utilizados en las pruebas de infeccidén cruzada con sus datos de origen, afio
de recoleccion y hospedero original.

Cédigo de Organo de la
coleccion Localidad Departamento Hospedero Aiio planta
P-004 Capitan Miranda Itapua Bromus catharticus | 2013 Hojas
P-005 Yhovy Canindeyu Triticum aestivum_| 2013 Espiga
P-009 Capitan Miranda Itapua Triticum aestivum | 2013 Espiga
P-015 Caacupé Cordillera Avena strigosa 2014 Hojas
P-016 Caacupé Cordillera Avena strigosa 2014 Hojas
P-017 Caacupé Cordillera Avena strigosa 2014 Hojas
Digitaria.
P-023 Yhovy Canindeyu horizontalis 2014 Hojas
P-048 Capitan Miranda Itapua Lolium multiflorum | 2014 | Inflorescencia
Digitaria.
P-049 Capitan Miranda Itapua horizontalis 2014 Hojas
P-050 Capitan Miranda Itapua Lolium multiflorum | 2014 Hojas
P-055 Yhovy Canindeyu | Cenchrus echinatus | 2015 Hojas
P-057 Yhovy Canindeyu Digitaria insularis | 2015 Hojas
Digitaria
P-070 Capitan Miranda Itapua horizontalis 2015 Hojas
P-071 Capitan Miranda Itapua Cencrhus echinatus | 2015 Hojas
P-075 La Paz Itapua Avena strigosa 2015 | Inflorescencia
P-081 La Paz Itapua Avena strigosa 2015 Hojas
P-084 La Paz Itapua Avena strigosa 2015 Hojas
P-085 La Paz Itapua Avena strigosa 2015 Hojas
P-088 La Paz Itapua Avena strigosa 2015 Hojas
Digitaria
P-096 Yguazu Alto Parana horizontalis 2015 Hojas
Digitaria
P-098 Yguazu Alto Parana horizontalis 2015 Hojas
Digitaria
P-099 Yguazu Alto Parana horizontalis 2015 Hojas
P-102 Capitan Miranda Itapua Triticum aestivum | 2017 Espigas
P-103 Capitan Miranda Itapua Triticum aestivum | 2017 Espigas
Digitaria
P-107 Pirap6 Itapua horizonthalis 2018 Hojas
P-109 Yhovy Canindeyu Brachiaria sp. 2018 Hojas
P-110 Yhovy Canindeyu Brachiaria sp. 2018 Hojas
P-112 Yhovy Canindeyu Cynodon dactylon | 2018 Hojas
P-114 Yhovy Canindeyu Eleusine indica 2018 Hojas
P-116 Tavapy Alto Parand | Cenchrus echinatus | 2018 Hojas
P-118 Yhovy Canindeyu Triticum aestivum | 2018 Hojas
P-119 Yhovy Canindeyu Triticum aestivum_ | 2018 Hojas
P-120 Capitan Miranda Itapua Digitaria insularis | 2018 Hojas
P-121 Capitan Miranda Itapua Triticum aestivum_ | 2018 Espiga
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Para establecer la patogenicidad de los aislados, se tomo en cuenta el tipo de lesion

con la nota mas alta causado por el aislado, nota maxima (N+).

3.2.3 Diagnostico molecular del patotipo 7riticum de Magnaporthe oryzae a partir de

aislados de malezas

Los analisis moleculares se realizaron en el laboratorio de Biologia Molecular del
CIHB. El diagnéstico molecular se realizo con los aislados de malezas que fueron
inoculados en las hojas, a modo de confirmar las reacciones observadas, tanto de aquellos
que causaron lesiones de tipo resistente como susceptible. Para ello, se extrajo el ADN
gendmico de las hojas inoculadas con dichos aislados.

Se utilizaron los marcadores moleculares Pot-2a, el cual sirve para identificar al
género Pyricularia y tiene un producto de amplificacion de 389 pb y MoT3, el cual es
especifico para el patotipo 7riticum de M. oryzae, y tiene un producto de amplificacion
de 361 pb (Pieck et al., 2017).

Ademas, se analizaron los aislados monosporicos utilizados para la infeccion y
otros aislados de trigo como controles positivos de la especificidad y efectividad de los
cebadores. Un aislado de Fusarium sp. fue utilizado como control negativo de ADN.

Para la extraccion de ADN de las hojas, se tomaron dos hojas con sintomas
inoculadas con cada aislado y cada hoja se considerd una réplica. Estas hojas fueron
maceradas en un mortero con nitrogeno liquido y posteriormente se procedid a aplicar el
protocolo de extraccion de ADN.

Los aislados que se utilizaron para la extraccion de ADN se encontraban
conservados en papel filtro a -18 °C, y fueron repicados a placas de Petri con medio de
cultivo Agar-Harina de avena. Estas placas fueron incubadas a 25 °C durante 12 dias.

Posteriormente, el micelio aéreo fue repicado a tubos Erlenmeyer conteniendo medio
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liquido compuesto por caldo de papa y dextrosa, incubados a 25 °C, durante 5 dias con
luz fluorescente y agitacion de 130 rpm constantes. El micelio resultante fue filtrado, se

pesaron 100 mg y se procedio a la extraccion de ADN.

3.2.3.1 Protocolo de extraccion de ADN

Tanto para los aislados de cultivo puro como para los de las hojas infectadas, se
utilizo el método CTAB (Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide) 2% siguiendo la
metodologia de Cazal et al. (2018 b), que se detalla a continuacién: (IM Tris (HCl pH
8.0); 0,5M EDTA (NaOH pH 8.0); SM NaCl; CTAB 2 %), donde inicialmente se utiliza
700 pl del buffer precalentado a 65 °C por muestra.

Se realiz6 la lisis mecanica con pistilo para los micelios del cultivo puro de los
aislados y con nitrogeno liquido en mortero para las hojas. Posteriormente se mezcld por
inmersiones suaves y se agregd 750 ul de cloroformo a -20 °C, se centrifugd a 14000 rpm
por 8 minutos. Se afiadio 450 ul de propanol-2 a -20 °C a cada tubo de 1,5 ml con el
sobrenadante, se dejé reposar por 5 minutos a temperatura ambiente y luego se centrifugd
a 8000 rpm por 5 minutos. Se retird el propanol-2 y se lavaron los pellet con 1 ml de
etanol al 70 %, se dejaron secar las muestras y se retomaron con buffer TE (10 mM Tris

(HCI pH 8.0); | mM EDTA).

3.2.3.2 PCR convencional

La PCR (reaccion en cadena de polimerasa) se realizo siguiendo la metodologia
de Pieck et al. (2017) que se detalla a continuacion: para un volumen final de reaccién de
10 pl: Buffer 1X, 0.2Mm dNTP, 400 nm de cada primer, 100 ng de ADN templado, y 5
unidades/ul. de Taq ADN polimerasa. Se amplifico utilizando el siguiente programa:

desnaturalizacion inicial a 94°C por 90 segundos, seguido por 30 ciclos de 94°C por 30


http://en.wikipedia.org/wiki/Tris
http://en.wikipedia.org/wiki/HCl
http://en.wikipedia.org/wiki/EDTA
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segundos, 62°C por 30 segundos, 72°C por 60 segundos; y una extension final a 72°C por
2 minutos. Los productos de amplificacion fueron analizados en geles de agarosa al 2 %,

y tincidén con bromuro de etidio.

3.3 Resultados

3.3.1 Identificacién de malezas hospedantes de Magrnaporthe spp. en los campos de

produccion comercial de trigo en Paraguay

A lo largo del afio, se recolectaron muestras de 22 especies de malezas en los 15
campos bajo estudio. Es importante mencionar que hubo periodos en que no se
recolectaron muestras en algunos campos, debido a la ausencia de malezas a causa de las
medidas de control implementadas por los productores, la mayoria de las muestras

recolectadas se encontraban en los bordes.

En la Figura 3.4 se presenta la prevalencia estacional de las 22 especies
recolectadas. En la misma, se observa que las malezas A. strigosa, Brachiaria sp., C.
echinatus, C. gayana, Cynodon dactylon, D. horizontalis, D. insularis, E. crus-galli, F.
indica, Eragrostis sp., P. mdximum, P. purpureum, R. roseum, Setaria sp. y Sorghum

halepense estuvieron presentes durante las cuatro estaciones del afio.

De este grupo, D. insularis fue la especie con mayor prevalencia durante el afio,
siendo la més prevalente durante el otofio (77,7%) y la primavera (64,4%), y la segunda

especie mas prevalente durante el verano (68,8%) y el invierno (48,8%).
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Figura 3.4: Prevalencia estacional de las especies de malezas recolectadas durante el 2018, en los departamentos de Itapua, Alto Parana y Canindeyu.
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Durante el verano, Brachiaria sp. fue la especie con mayor prevalencia (73,3%),
otras especies con valores altos de prevalencia durante el verano fueron D. horizontalis

(57,7%), Panicum maximun (48,8%), L. indica (46,6%) y C. gayana (46,6%).

En otoflo, le siguen en prevalencia a D. insularis las especies D. horizontalis

(68,8%), Brachiaria sp. (59,9%), E. indica (53,3%) y P. mdximum (51,1%).

Durante el invierno, 4. strigosa fue la maleza mas prevalente (53,3%), otras
especies consideradas de invierno como L. multiflorum y B. catharticus tuvieron valores
bajos de prevalencia. L. multiflorum apareci6 en otofio con 2% de prevalencia,
aumentando hasta 6% durante el invierno y primavera. Mientras que B. catharticus
apareci6 recién durante los meses de invierno y primavera con 11y 22% de prevalencia,

respectivamente, desapareciendo durante el verano y otofio.

En primavera, las especies mas prevalentes después de D. insularis fueron C.
gayana (60%), Brachiaria sp. (55,5%) y P. mdximum (37,7%). Las especies como
Andropogon sp., Commelina sp. Cyperus diffusus, Gomphrena sp. y X. triticosecale

fueron ocasionales con valores de prevalencia menores al 10%.

De las 22 especies recolectadas, se constatdo la presencia de conidios de
Magnaporthe sp. en nueve especies (41 %): Brachiaria sp., B. catharticus, C. echinatus,

C. dactylon, D. horizontalis, D. insularis, E. crus-galli, E. indica y L. multiflorum.

Los sintomas observados en las hojas de Brachiaria sp. fueron manchas elipticas
a redondeadas de tamafio variable, de borde marrdn oscuro y centro marrén claro (Figura

3.5).
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Figura 3.5: Sintomas observados en hojas de Brachiaria sp. Fuente: Alice Chavez, 2018.

En B. catharticus, los sintomas observados en las hojas fueron numerosas
manchas elipticas de tamafio variable, a veces coalescentes, de color grisaceo con halo

clorotico (Figura 3.6).

Figura 3.6: Sintomas observados en las hojas de Bromus catharticus. Fuente: Alice Chavez, 2018.

En las hojas de C. echinatus, se observaron manchas redondeadas, de borde

marrdn oscuro y centro marrédn claro, de 3-4 mm de tamafio (Figura 3.7).

En C. dactylon, los sintomas observados fueron manchas pequefias, de borde
marrén oscuro a rojizo con centro marrén claro, elipticas a redondeadas (Figura 3.8),

generalmente una o dos lesiones por hoja.
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Figura 3.8: Sintomas observados en las hojas de Cynodon dactylon. Fuente: Alice Chavez, 2018.

En D. horizontalis, se observaron manchas redondeadas con centro grisaceo,
rodeadas de una zona de color marrén claro, borde marrén y un halo purpura; cuando las
manchas eran numerosas en una hoja, el halo se extendia cubriendo la mayor parte de la

hoja (Figura 3.9).

Figura 3.9: Sintomas observados en las hojas de Digitaria horizontalis. Fuente: Alice Chavez,
2018.
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En D. insularis se observaron pequefias manchas circulares de borde marrén y
centro claro, en algunos casos rodeadas de un leve halo clordtico (Figura 3.10),

generalmente numerosas manchas por hoja.

Figura 3.10: Sintomas observados en las hojas de Digitaria insularis. Fuente: Alice Chavez, 2018.

En E. crus-galli, los sintomas observados fueron manchas circulares de centro
blanquecino, rodeado de una zona de color marron claro y borde purpura (Figura 3.11),

generalmente una o dos lesiones por hoja.

Figura 3.11: Sintomas observados en las hojas de Echinocloa crus-galli. Fuente: Alice Chavez,
2018.
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En E. indica, los sintomas se caracterizaron por pequefias manchas de borde
marron oscuro y centro claro (Figura 3.12), en algunos casos las lesiones eran aisladas y

en otros, numerosas y coalescentes.

Figura 3.12: Sintomas observados en hojas de Eleusine indica. Fuente: Alice Chavez, 2018.

En L. multiflorum, se observo la presencia del patdgeno en hojas e inflorescencias.
En las hojas, se observaron manchas elipticas de tamafio variable, de centro blanquecino,
rodeado de una zona de color grisaceo y borde marrén oscuro. Mientras que, en las
inflorescencias se observd necrosis del raquis, cubierta por micelio grisaceo, con el

consecuente “blanqueamiento” de la zona superior al punto de infeccion (Figura 3.13).
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Figura 3.13: Sintomas observados en las hojas ¢ inflorescencias de Lolium multiflorum. Fuente:
Alice Chavez, 2018.

En cuanto a la prevalencia de las especies en las que se observo la presencia del
patdgeno, el porcentaje de muestras de las especies y los meses de observacion de los

conidios se presentan en la Figura 3.14.
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Figura 3.14: Porcentaje de muestras de las especies de malezas en las que se observaron conidios
de Magnaporthe sp. durante ¢l afio 2018.
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La especie con méas meses de observacion fue D. horizontalis (7 meses), la
prevalencia del patdgeno en las muestras vario entre 16 y 57%. La siguiente especie con
mas meses de observacion fue D. insularis (5 meses) con porcentajes de prevalencia de
entre 7y 22%. Siguen F. indica (4 meses), con prevalencias de 8 a 37%; C. echinatus (3
meses) con prevalencias de 25 a 50% y Brachiaria spp. (3 meses) con prevalencias de 6

a 14%.

Las especies E. crus-galli y C. dactylon, asi como las malezas de invierno L.
multiflorum y B. catharticus, tuvieron un solo mes de observacion, prevalencias del 33,

40 y 50%, respectivamente.

3.3.2 Pruebas de infeccién cruzada y diagnodstico molecular del patotipo Triticum de M.

oryzae a partir de aislados de malezas

En las inoculaciones foliares sobre la variedad susceptible de trigo Canindé 11, se
observd que de los ocho aislados de 4. strigosa inoculados, siete causaron lesiones de
tipo resistente, y uno (P-075) causo lesiones de tipo susceptible (Tabla 3.3). En cuanto al
diagnostico con los marcadores moleculares con el ADN extraido del micelio, los ocho
aislados amplificaron el marcador Pot-2a y no amplificaron el MoT3. En las hojas
inoculadas, las muestras correspondientes a los aislados P-015, P-016, P-017 y P-081, no
amplificaron ninguno de los marcadores; mientras que las muestras de los aislados P-075,

P-084, P-085 y P-088 amplificaron solo el Pot-2a.

Los aislados de C. echinatus (P-055, P-071 y P-116) causaron lesiones de tipo
resistente. En este caso, el ADN extraido tanto de micelio como de hojas inoculadas,

amplificaron solo el marcador Pot-2a.
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Los dos aislados de L. multiflorum (P-048 y P-050) causaron lesiones de tipo
susceptible en las hojas de la variedad Canindé 11. El ADN tanto micelial como de hojas
inoculadas, del aislado P-050 amplifico los marcadores Pot-2a y MoT3. Sin embargo, las
muestras de ADN tanto de micelio como de hojas inoculadas con aislado P 048 solo

amplificaron el marcador Pot-2a.

Los aislados de Brachiaria sp. (P-109) y (P-110) mostraron un comportamiento
diferenciado, tanto en las pruebas de infeccion como a nivel molecular. El aislado P-109,
causo lesiones de tipo susceptible en las hojas de la variedad Canindé 11, y amplifico los
marcadores moleculares utilizados para el diagnéstico, mientras que el aislado P-110, no

causo la infeccidon y el ADN micelial amplificd unicamente el marcador Pot-2a.

El unico aislado de E. indica (P-114) causo lesiones de tipo susceptible en las
hojas de la variedad Canindé 11, pero a nivel molecular, el ADN tanto micelial como de

las hojas inoculadas, amplifico inicamente el marcador Pot-2a.

Los aislados de D. insularis (P-057, P-120) causaron lesiones de tipo resistente, y el ADN
de ambos aislados, tanto de micelio como de hojas infectadas amplificé solo el marcador

Pot-2a.

Los aislados de C. dactylon (P-112) y D. horizontalis (P-023, P-049, P-070, P-
096, P-098, P-099, P-107), no causaron infeccion sobre las hojas de la variedad Canindé
11. El ADN micelial de estos aislados amplifico el marcador Pot-2a, pero no el MoT3.

Mientras que el ADN extraido de las hojas no amplifico ninguno de los dos marcadores.

Todos los aislados de trigo analizados causaron lesiones de tipo susceptible, y el
ADN extraido tanto de micelio como de hojas inoculadas, amplifico los dos marcadores
utilizados para el diagnostico. En las Tablas 3.6 al 3.10, se muestran las lesiones

observadas en las hojas de la variedad Canindé 11, causadas por los diferentes aislados
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inoculados. Las fotografias de los geles con los productos de amplificacién se presentan

en el Apéndice 1.

Tabla 3.3: Aislados inoculados sobre la variedad Canind€ 11 con su diagndstico molecular en
ADN micelial y ADN de hojas inoculadas, y nota maxima (N+) observada en hojas.

ADN de hojas
ADN micelial | inoculadas N+

Hospedante Aislado | Pot-2a | MoT3 | Pot-2a | MoT3

Bromus catharticus P-004 P P P P 3
Triticum aestivum P-005 P P P P 3
Avena strigosa P-015 P A A A 2
Avena strigosa P-016 P A A A 2
Avena strigosa P-017 P A A A 2
Digitaria horizontales | P-023 P A A A 0
Lolium multiflorum P-048 P A P A 3
Digitaria horizontales | P-049 P A A A 0
Lolium multiflorum P-050 P P P P 3
Cencrhus echinatus P-055 P A P A 2
Digitaria insularis P-057 P A P A 2
Digitaria horizontales | P-070 P A A A 0
Cenchrus echinatus P-071 P A P A 2
Avena strigosa P-075 P A P A 3
Avena strigosa P-081 P A A A 1
Avena strigosa P-084 P A P A 1
Avena strigosa P-085 P A P A 2
Avena strigosa P-088 P A P A 1
Digitaria horizontales | P-096 P A A A 0
Digitaria horizontales | P-098 P A A A 0
Digitaria horizontales | P-099 P A A A 0
Triticum aestivum P-102 P P P P 4
Triticum aestivum P-103 P P P P 4
Digitaria horizontales | P-107 P A A A 0
Brachiaria sp. P-109 P P P P 3
Brachiaria sp. P-110 P A A A 0
Cynodon dactylon P-112 P A P A 0
Eleusine indica P-114 P A P A 3
Cencrhus echinatus P-116 P A P A 0
Triticum aestivum P-118 P P P P 4
Triticum aestivum P-119 P P P P 4
Digitaria insularis P-120 P A P A 0
Triticum aestivum P-121 P P P P 4

Referencia: P = banda presente, A = banda ausente



Tabla 3.4: Hojas de la variedad Canindé¢ 11 infectadas con los distintos aislados de trigo y su N+ de infeccidn.

P-005 N+ =3

P-102 N+ =4

P-118 N+ =4

P-119N+=4

P-121 N+=4
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Tabla 3.5: Hojas de la variedad Canindé¢ 11 infectadas con los distintos aislados de Avena strigosa v su N+ de infeccion.

P-088
N+=1
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Tabla 3.6: Hojas de la variedad Canindé 11 infectadas con los distintos aislados de Bromus catharticus (P-004), Brachiaria sp. (P-109), Cencrhus echinatus (P-
055, P-071), Digitaria insularis (P-057), Eleusine indica (P-114) y Lolium multiflorum (P-048, P-050), y su N+ de infeccion.

P-004 P-109 P-bSS P-071 P-057 P-114 P-048
Nt+=3 N+=3 N+=2 |N+=2 Nt=2 N+=3 N+=3
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3.3.2.3 Inoculacion de malezas

En cuanto a las inoculaciones realizadas con el aislado de trigo P-009 sobre las
malezas, se observo que el mismo no causé infeccion en D. horizontalis; y causo lesiones
de tipo resistente en C. echinatus, mientras que en B. catharticus, L. indica y L.

multiflorum causoé lesiones de tipo susceptible (Tabla 3.7).

Tabla 3.7: Lesiones causadas por ¢l aislado de trigo P-009 sobre las malezas Bromus catharticus,
Cenchrus echinatus, Eleusine indica vy Lolium multiflorum.

Bromus catharticus Cenchrus echinatus
N+=3 N+=1

Eleusine indica Lolium multiflorum
N+=3 N+=4
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En cuanto al diagnéstico con los marcadores moleculares, se observo que
unicamente el ADN de las muestras inoculadas de L. multiflorum amplificaron ambos
marcadores. Las demas muestras no amplificaron los marcadores utilizados para el
diagnostico. En la Tabla 3.8 se presenta un resumen de los principales resultados de la
identificacion de hospedantes, pruebas de infeccidn cruzada y diagnostico molecular del

patotipo 7riticum de M. oryzae.

Tabla 3.8: Sintesis de los principales resultados de la identificacion de hospedantes, pruebas de
infeccion cruzada y diagnostico molecular, realizados con los aislados de Magnaporthe spp.

Especies hospedantes de Patogenicidad en | Amplificacion de
Magnaporthe spp. trigo marcadores moleculares
Identificadas Pot-2a MoT3
Avena strigosa (aislados de la + + -
coleccion)
Brachiaria sp. + + +
Bromus catharticus + + +
Cenchrus echinatus - + -
Cynodon dactylon - + -
Digitaria horizontales - + -
Digitaria insularis - + -
Echinocloa crus-galli Sin datos Sin datos Sin datos
Eleusine indica + + -
Lolium multiflorum + + +y-
Referencias: + = Patogenicidad y amplificacion positivas;- = Patogenicidad y amplificacion
negativos

3.4 Discusion

Los datos obtenidos durante el afilo de muestreo mostraron la distribucién
estacional de las especies de malezas normalmente encontradas en los campos de trigo en
Paraguay. Se observo que 15 de las 22 especies recolectadas (68%) prevalecieron durante
las cuatro estaciones del afio de muestreo, siendo D. insularis la de mayor prevalencia
durante la primavera y el otofio, 4. strigosa fue la de mayor prevalencia durante el

invierno y Brachiaria sp., durante el verano.
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De las 22 especies recolectadas, se observo la presencia del patdgeno en nueve
especies (Brachiaria sp., B. catharticus, C. dactylon, C. echinatus, D. horizontalis, D.
insularis, E. indica, E. crus-galli y L. multiflorum); la presencia de M. oryzae en estas
especies ya fue reportada por varios autores entre ellos Metha et al. (2006), Chavez y
Kohli (2015), Danelli, (2015). Entre ellas, siete fueron prevalentes durante las cuatro
estaciones del aflo, mientras que dos (B. catharticus y L. multiflorum) solo estuvieron
presentes durante el invierno y parte del otofio y primavera. Esto sugiere que existen
varias especies candidatas para la sobrevivencia del patogeno, tanto durante el ciclo de

cultivo como fuera del mismo.

Los sintomas observados en las nueve especies mencionadas variaron en cuanto a
tamafio, color y forma. En general, los sintomas observados en Brachiaria sp., C.
dactylon, C. echinatus, D. insularis, E. indica y E. crus-galli, fueron los mas similares
entre las especies, manchas foliares mas o menos circulares, con bordes oscuros y centros

claros, y por lo general pocas lesiones por planta.

En D. horizontalis 1las manchas foliares observadas fueron muy caracteristicas,
redondeadas con centro grisaceo, halo purpura y abundantes en las plantas. En B.
catharticus, las lesiones observadas fueron rectangulares a elipticas rodeadas de un halo
clorotico; sintomas similares fueron observados por Bastida et al. (2019), en la misma
especie recolectada en campos de arroz. Mientras que en L. multiflorum se observaron
tanto manchas foliares como lesiones en el raquis de la inflorescencia, cubiertos por
micelio gris, con el consecuente blanqueamiento de la porcidén superior al punto de

infeccion, muy similar al sintoma observado en las espigas de trigo.

En cuanto a las pruebas de infeccion cruzada y diagnodstico molecular, uno de los

aislados de Brachiaria sp. (P-109), causé lesiones de tipo susceptible en las hojas de la
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variedad de trigo Canindé 11. Ademas, este aislado amplifico los marcadores moleculares
utilizados para el diagnostico, aportando asi evidencias que este género actia como

hospedante alternativo del patotipo Triticum de M. oryzae.

Al respecto, Urashima y Kato (1998) consideran a Urochloa plantaginea (B.
plantaginea) como uno de los hospedantes de M. oryzae responsable de la alta
variabilidad de este hongo. Inoue et al. (2017) también encontraron un aislado de B.
plantaginea (BR35), que presentd 100% de coincidencia en la secuencia genomica con
el aislado de trigo BR48, para el gen de virulencia PWT3 tipo B. Los analisis
comparativos de la secuencia del genoma completo, sugieren que el ancestro del aislado
BR48 heredo el segmento cromosdémico que portaba el PWTS3 tipo B, de un aislado de
Brachiaria similar al BR35. Este hecho confirma la conclusion de Urashima et al. (1993)

que existe compatibilidad sexual entre aislados de trigo y de B. plantaginea.

Teniendo en cuenta que Brachiaria sp., es una especie perenne forrajera y que fue
una de las malezas con mayor prevalencia en los campos comerciales muestreados, estas
caracteristicas la convierten en un hospedante ideal para la sobrevivencia del patdégeno de

un ciclo a otro.

D. horizontalis, fue la especie en la que se observo con mas prevalencia al
patdgeno, sin embargo, los aislados de esta especie no causaron infeccion en las hojas de
la variedad Canindé 11 o amplificaron el marcador especifico MoT3 en el ADN micelial.
Cabe mencionar que los aislados de especies como D. sanguinalis y D. horizontales son
clasificados como P. grisea que no infectan al trigo (Klaubauf et al., 2014; Chiapello et
al., 2015; de Asis Reges et al., 2016). Pero el anélisis histopatologico de la interaccion
patogeno-hospedero en plantas de trigo, D. insularis y D. sanguinalis realizado por

Durante et al. (2018), concluyen que las malezas del género Digitaria podrian estar
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actuando como fuente de inoculo en los campos de trigo. Su conclusidn se basa en el
estudio que las plantas de D. sanguinalis presentaron las menores respuestas de defensa
al ser inoculadas con aislados de trigo. Estos resultados contradictorios son una
afirmacién mas de la complejidad del patdogeno y su interaccion con el trigo bajo ciertas

condiciones climaticas especificas.

El aislado de C. dactylon, no causo infeccion en las hojas de trigo, y el ADN
micelial no amplifico el marcador MoT3; al respecto, de Asis Reges et al. (2016),
mencionan que, al analizar la secuencia de los genes de la actina y la calmodulina, un
aislado de Cynodon sp., se agrup6 con aislados de especies como Elionorus candidus,
Rynchelyntrum repens, P. maximun, un aislado de trigo y un aislado de arroz.
Considerando que esta especie perenne también fue una de las mas prevalentes durante
el afio, seria importante ampliar la coleccion de aislados de esta especie para un estudio

mas representativo.

El aislado de E. indica (P-114), causé lesiones de tipo susceptible en la variedad
Canindé 11. Sin embargo, el analisis molecular reveld que el mismo no amplificéd el
marcador especifico MoT3. Prabhu et al. (1992), utilizando dos aislados de E. indica
lograron infectar cinco cultivares de trigo. También Urashima et al. (1993), observaron
que las especies E. coracana y E. africana fueron susceptibles a los 14 aislados de trigo
estudiados. Tomando en consideracion los resultados de estos trabajos y los antecedentes
expuestos, se evidencia que pueden existir mas patotipos de M. oryzae capaces de infectar

al trigo, pero que no amplifican al marcador especifico MoT3.

En cuanto a 4. strigosa, no se observo la presencia del patdégeno en las muestras
recolectadas, aunque uno de los aislados seleccionados de la coleccion del Proyecto

Pyricularia, el aislado P-075 causo lesiones de tipo susceptible en las hojas de trigo. Esto
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concuerda con los resultados de Marangoni et al. (2013), quienes observaron
susceptibilidad en 10 cultivares de trigo inoculados con una mezcla de cinco aislados de
P. grisea (sin. P. oryzae) provenientes de avena negra. Asi también Urashima et al. (1993)
observaron que la especie A. sativa fue susceptible a 14 aislados de trigo, 3 aislados de B.
plantaginea y un aislado de arroz. Considerando estos antecedentes, este género de
poaceas también podria ser considerado como un posible hospedante del patotipo
Triticum de M. oryzae, a pesar de que los aislados estudiados en este trabajo, no hayan

amplificado el marcador molecular especifico utilizado para el diagnostico.

Otra de las especies mas prevalente durante el afio de muestreo fue Echinocloa
crus-galli. Si bien se observo la presencia del patogeno en la misma, no se logré aislar al
mismo. Urashima et al. (1993) mencionan que algunos aislados de trigo, fueron capaces
de infectar a esta especie por lo cual no se la puede descartar como posible hospedante

del patdgeno.

La especie Ryncheluntrum roseum fue prevalente durante el afio de muestreo, pero
sin la presencia del patogeno en las muestras recolectadas. En un trabajo sobre la
infeccion foliar, Prabhu et al. (1992), reportan que dos aislados de esta especie causaron
lesiones de tipo susceptible en los cultivares de trigo IAC 21, Anahuac, Candeias, BR-10
y BR-12. Sin embargo, Chavez y Kohli (2018) reportan que, en pruebas de infeccion

cruzada, el aislado de esta especie no causo infeccion en espigas de trigo.

Los aislados de C. echinatus causaron lesiones de tipo resistente en las hojas de
trigo, y amplificaron unicamente el marcador Pot-2a, indicando que los mismos
pertenecen al género Pyricularia pero no al patotipo Triticum. Klaubauf et al. (2014)
reportan que la especie asociada a C. echinatus es Pyricularia pennisetigena. Esta especie

fue reportada infectando trigo bajo condiciones controladas por de Asis Reges et al.
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(2016). Estos autores aclaran que P. pennisetigena fue mas agresiva que aislados de P.
oryzae en plantulas de trigo, lo cual no concuerda con lo observado en este trabajo. Se
estima que distintas especies de Pyricularia, asociadas a la Pyricularia en trigo, pueden
generar mayor o menor capacidad de infeccién dependiendo de la poblacion de una

maleza y/o condiciones climaticas que la acompafian en una region en particular.

El aislado de B. catharticus (P-004), ademéas de causar lesiones de tipo susceptible
en las hojas de la variedad Canindé 11, también amplificé los marcadores diagndsticos.
En un trabajo anterior, Chavez y Kohli (2018) observaron que este aislado causo6 los
sintomas tipicos de la Pyricularia en espigas de las variedades Canindé 11 e Itapua 70.
Asi también, Pieck et al. (2017) quienes desarrollaron el marcador MoT3, mencionan
entre las dos uUnicas excepciones de los aislados utilizados para la validacion del
marcador, fue un aislado de B. fectorum de Paraguay, que fue el unico aislado de una
maleza que amplificd el marcador. Por otra parte, en un dendrograma publicado por
Valent et al. (2019), dos aislados de Bromus de Paraguay, se agruparon en dos linajes
distintos de la especie M. oryzae; uno en el linaje Lolium y otro, en el linaje Triticum.
Estos autores avalan lo mencionado anteriormente que es posible que existan aislados de
trigo que causen infecciones oportunistas en esta y otras malezas, cuando las condiciones
son altamente favorables para el desarrollo de la enfermedad. Lo mismo puede pasar con

los aislados de malezas que atacan al trigo en condiciones muy favorables.

Los dos aislados de L. multiflorum (P-048 y P-050) causaron lesiones de tipo
susceptible en las hojas de la variedad Canindé 11, pero se comportaron diferente a nivel
molecular. Solo el aislado P-050 amplificé el marcador MoT3, especifico del patotipo
Triticum, no asi el aislado P-048. Al respecto, Tosa et al. (2004) observaron que al
inocular aislados de P. oryzae provenientes de L. perenne sobre un cultivar de trigo, se

produjeron lesiones de tipo 3. Asi también, al inocular plantas de L. perenne y L.
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multiflorum con aislados de trigo, los mismos produjeron lesiones de tipo 4 en hojas.
Anteriormente, Chavez y Kohli (2018) habian observado que el aislado P-050 causaba
los sintomas tipicos del brusone en espigas de las variedades de trigo Canindé 11 e Itapta

70.

En el afio 2017, Farman et al., reportaron la ocurrencia de un caso de brusone del
trigo en una unica espiga en Estados Unidos. El analisis filogenético concluyd que el
aislado de dicha espiga era resultado de la evolucion de los aislados del patotipo Lolium,
que se encuentran naturalmente en ese pais, y no provenia de una introduccion desde
Sudamérica. Sin embargo, Gladieux et al. (2018) mencionan la existencia de aislados de
trigo que se agrupan con el linaje Lolium. Considerando estos antecedentes, y el
comportamiento diferenciado a nivel molecular de los dos aislados de Lolium estudiados,
es posible que esté ocurriendo lo mismo en los campos de Paraguay, y existan dos

patotipos capaces de causar el brusone del trigo.

En las pruebas de patogenicidad realizadas con un aislado de trigo sobre plantas
de B. catharticus y E. indica, se observaron lesiones de tipo susceptible, sin embargo, al
realizar el diagnostico molecular no se observaron amplificaciones. Esto pudo deberse a
que habia escasa presencia del patogeno en las lesiones, y al realizar la extraccidén de
ADN total, la cantidad de ADN del patdgeno resulté imperceptible por los marcadores, a
pesar de que segun Pieck et al. (2017), el MoT3 es capaz de detectar incluso cantidades
de 0,Ing de ADN purificado. También es posible que haya habido presencia de
inhibidores de PCR que no permitieron la amplificacion de los marcadores. Por otro lado,
en las pruebas realizadas sobre plantas de L. multiflorum, el diagndstico molecular si fue
posible, confirmando la capacidad de esta maleza de hospedar al patotipo Triticum de M.

oryzae.
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Hay que considerar lo mencionado por Valent et al. (2019), de que el patotipo
Triticum es capaz de infectar de manera oportunista las malezas de invierno como 5.
catharticus, L. multiflorum y A. strigosa. Si fuera el caso, es posible que el patdgeno
sobreviva en las semillas de estas malezas, las cuales permanecen como semillas
durmientes en el suelo durante el verano. En el cultivo de arroz, Akase y Kusaba (2017)
mencionan que M oryzae sobrevive en lesiones y semillas de malezas durante el invierno,
sugiriendo que los hospedantes secundarios son el mecanismo por el cual sobreviven de

una estacion a otra.

Por todo lo expuesto, se acepta la primera parte de la hipotesis 2, las malezas
principalmente de la familia Poaceae presentes en los campos de trigo, son hospedantes
del patotipo Triticum de M. oryzae. Para probar la segunda parte de esta hipotesis, que
estas malezas actuan como fuente de indculo y medio de supervivencia de una estaciéon a

otra, se requieren estudios mas especificos.

En cuanto a la hipotesis 3, los aislados de Magnaporthe obtenidos de las malezas que
sean capaces de infectar al trigo, pertenecen al patotipo 7riticum de Magnaporthe oryzae,
los datos obtenidos revelan que existen aislados capaces de infectar al trigo que no

pertenecen al patotipo 7riticum, por lo cual se acepta parcialmente esta hipotesis.

3.5 Conclusiones

En este capitulo se identificaron las siguientes especies de malezas hospedantes
de Magnaporthe spp. en Paraguay: Brachiaria sp., B. catharticus, C. echinatus, C.

dactylon, D. horizontalis, D. insularis, F. crus-galli, . indica y L. multiflorum.

Este estudio constato la patogenicidad de los aislados provenientes de lesiones
observadas en Brachiaria sp., B. catharticus y L. multiflorum, lo que fue confirmado

mediante el uso de marcadores moleculares al patotipo 7riticum de M. oryzae. También
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se identificaron: un aislado de E. indica, un aislado de L. multiflorum y un aislado de 4.
strigosa que fueron patogénicos al trigo, pero de acuerdo al analisis molecular actual, no

corresponden al patotipo 7riticum de M. oryzae.

Es importante mencionar que este trabajo, es el primero realizado con una
coleccion de aislados de M. oryzae de Paraguay, que ademas combina pruebas de
patogenicidad y diagnostico molecular. Se espera realizar estudios mas detallados en el
futuro, tanto a nivel molecular como a nivel biologico, que permitan esclarecer ain mas
el rol epidemiologico de las malezas, como fuentes de inoculo del patotipo 7riticum de

M. oryzae.



CAPITULO 4

Discusion general
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4.1 Introduccion

La Pyricularia del trigo es considerada actualmente una amenaza para la
produccion de trigo a nivel global (Goulart y Paiva, 1992; Kohli et al., 2011; Malaker et
al., 2016), debido a su potencial de dafio que puede causar pérdidas de hasta 100% en el
rendimiento bajo condiciones favorables (Goulart et al., 2007; Viedma, 2010, Cruz y
Valent, 2017). Por otra parte, sumado a la alta variabilidad del patogeno, ha sido dificil
identificar diversidad en las fuentes de resistencia a la enfermedad.

Uno de los aspectos claves para el manejo de la enfermedad es conocer claramente
los aspectos epidemiologicos de la misma. Desafortunadamente, hay muy poca
informacion al respecto (Cruz y Valent, 2017). La mayoria de los estudios realizados
buscando esclarecer los aspectos epidemiologicos de la Pyricularia fueron hechos bajo
condiciones controladas. Dicha falencia hace necesario estudiar la epidemiologia de la
misma en condiciones de campo utilizando nuevas herramientas disponibles a nivel
molecular para esclarecer las razones de las epifitias.

Este estudio fue disefiado para entender la funcién de los conidios de
Magnaporthe oryzae, presentes en las hojas del tercio inferior del cultivo, mediante el
muestreo y cuantificacion de los mismos, abarcando las principales zonas productoras de
trigo en Paraguay. Ademas, se monitoreo la presencia de conidios del patdgeno en el aire
durante el ciclo del trigo, y el rol de las malezas hospedantes del patogeno, mediante
pruebas de infeccion cruzada y diagnostico molecular.

En este capitulo, se presenta una sintesis de los principales resultados, analizando los
objetivos e hipotesis planteadas, asi como las conclusiones formuladas. Ademas, se

presentan las implicancias futuras que puedan desprenderse de este trabajo.
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4.2 Sintesis de los principales resultados y contraste de hipotesis

Con el fin de cuantificar los conidios de M. oryzae presentes en las hojas de trigo en
condiciones de campo en Paraguay (Objetivo 1), se realizdé un muestreo mensual de las
hojas del estrato inferior en nueve campos de produccion comercial de trigo en las
principales zonas de produccidn: departamentos de Canindeyt, Alto Parané e Itapua.
Considerando el comportamiento del clima que resultdé ser moderado durante el ciclo
2018 (Figura 2.4), se instalo una parcela experimental en el CEY (tres épocas de siembra)
que garantizd las condiciones de humedad requeridas por el patdégeno, mediante un
sistema de riego por aspersion.

Se constato la presencia del patogeno en las hojas en ambos ambientes, aunque con
notables diferencias en la cantidad y persistencia durante el ciclo (Valor H: 174,1; valor
p:3,91.10°%). En los campos comerciales, cuyos valores de humedad relativa dependen
de las precipitaciones durante el ciclo (Figura 2.5), se observé una escasa e intermitente
presencia de conidios en las hojas. Sin embargo, en la parcela bajo riego en el CEY, la
presencia de conidios del patdégeno en las hojas fue constante durante todo el ciclo, no
solo durante la primera época de siembra sino también en la segunda y tercera época.

La presencia de conidios en las hojas colectadas en los campos comerciales (Tabla
2.2), no se tradujo en la infeccion de las espigas debido a la influencia de las condiciones
ambientales (Figura 2.4). Contrariamente, las tres épocas de siembra instaladas bajo riego
en el CEY, mostraron la presencia de conidios en hojas (Tabla 2.3) y espigas enfermas,
aunque en un porcentaje moderado (11,26%; 2,31% y 2,31%, para la primera, segunda y
tercera época, respectivamente). Al relacionar la cantidad de conidios cuantificados en
las hojas del cultivo con el porcentaje de espigas enfermas observado, tanto en los campos
comerciales como en la parcela instalada en el CEY, se encontr6 una fuerte correlacion

entre ambas variables (r = 0,98) (Figura 2.7). Por lo expuesto y considerando que las
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semillas utilizadas en la parcela instalada en el CEY fueron tratadas con fungicidas
eficientes para la erradicacion del patogeno en semillas, se acepta la hipdtesis 1 (Los
conidios de M. oryzae se desarrollan en las hojas de trigo durante el ciclo de cultivo y
constituyen una potencial fuente de indculo para las espigas) agregando que esto ocurre
siempre que se tengan las condiciones ambientales favorables para el desarrollo del
patogeno.

El monitoreo de la presencia y el movimiento de conidios de M. oryzae en el aire
durante el ciclo del cultivo (Objetivo 4) con el uso de trampas caza-esporas, permitio
observar un flujo de conidios en el aire durante el ciclo de cultivo (Tabla 2.6), aunque la
metodologia utilizada no permiti6 precisar si los conidios observados pertenecian a la
especie M. oryzae. El flujo de conidios parece estar fuertemente influenciado por las
condiciones de temperatura y humedad presentes, ya que el patdogeno depende en gran
medida de estos factores para la dispersion, colonizacion de nuevos hospedantes y
produccion de indeulo (Teng et al., 1991; Ebbole, 2007, Danelli, 2015). En consecuencia,
se acepta la hipotesis 4, que el aire actua como mecanismo eficiente de dispersion de los
conidios de M. oryzae, llevandolos desde las hojas y posiblemente desde algunas malezas
hasta las espigas durante el ciclo del cultivo.

El muestreo mensual de malezas con sintomas del ataque de M. oryzae, permitid
identificar malezas hospedantes del patdégeno en las principales zonas productoras de
trigo en Paraguay (Objetivo 2). Este muestreo fue realizado en 15 campos comerciales de
trigo distribuidos en los departamentos de Canindeyu, Alto Parana e Itapua. Se constato
la presencia de Magnaporthe spp. en nueve especies de malezas representando el 41% de
las muestras, todas de la familia Poaceae colectadas durante el afio de muestreo (Figura

3.12).
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Con el fin de diagnosticar la presencia del patotipo 7riticum de M. oryzae a partir de
los aislados de las malezas que, en pruebas de infeccion cruzada fueran capaces de
infectar al trigo, se utilizaron marcadores moleculares especificos (Objetivo 3). Asi se
observo, que los aislados de Brachiaria sp., B. catharticus, L. multiflorum, A. strigosa 'y
E. indica, causaron infeccion en las hojas de trigo de la variedad susceptible Canindé 11
(Tabla 3.5). Sin embargo, sélo los aislados de Brachiaria sp., B. catharticus y uno de los
asilados de L. multiflorum amplificaron los marcadores moleculares empleados para el
diagnostico.

De acuerdo con lo observado, hay malezas que podrian actuar como fuente de indculo
para el trigo durante el ciclo del cultivo (B. catharticus y L. multiflorum) y como medio
de supervivencia de un ciclo a otro (Brachiaria sp.).

Por todo lo expuesto se acepta la hipotesis 2, que las malezas principalmente de la
familia Poaceae (B. catharticus, A. strigosa, E. indica, L. multiflorum, C. echinatus entre
otras), presentes en los campos de trigo son hospedantes del patotipo 7riticum de M.
oryzae actuando como fuente de indculo para el cultivo y como medio de supervivencia
de una estacion a otra. Y se acepta parcialmente la hipotesis 3, que los aislados del género
Magnaporthe obtenidos de las malezas que son capaces de infectar al trigo, pertenecen al
patotipo 7riticum de Magnaporthe oryzae, considerando que se encontraron tres aislados
de malezas que infectaron al trigo, que segun los marcadores diagnosticos no
corresponden al patotipo Triticum de M. oryzae (P-048 de L. multiflorum, P-075 de A.
strigosa 'y P-114 de E. indica).

Con estos resultados, se evidencia que aquellos patotipos filogenéticamente mas
cercanos al patotipo 7riticum, como lo son el patotipo Lolium y el patotipo Eleusine

(Gladieux et al., 2018), son capaces de infectar al trigo. En otras palabras, son nuevas
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cepas que aumentarian la variabilidad patogénica y exponen a las escasas fuentes de

resistencia identificadas hasta la fecha.

4.3 Avances logrados en el conocimiento
La cuantificacion de conidios presentes en las hojas de trigo durante el ciclo del
cultivo y su relacion con el porcentaje de espigas enfermas, constituye un importante

aporte al conocimiento en lo que se refiere a la epidemiologia de la enfermedad.

Considerando que algunos autores, basados en la cantidad de conidios observados en
las hojas basales de trigo, recomiendan la aplicacion de fungicidas en etapas tempranas
del cultivo para reducir el inoculo inicial (Cruz et al., 2016; Cruz et al., 2019), el
conocimiento generado por este trabajo, de que la sola presencia de conidios en las hojas
no implica la aparicién de una epifitia, especialmente si no se tienen las condiciones
ambientales favorables para el patdgeno, permitird plantear medidas de manejo integrado

de la enfermedad mas adecuadas y economicas.

El monitoreo de la presencia de conidios en el aire durante el ciclo del cultivo, es un
aporte a la comprension de la dinamica de la dispersion del patogeno. Lo cual también
tiene implicancias en cuanto conocimiento de la biologia del patogeno, y el manejo

integrado de la enfermedad, especialmente en relacion con las condiciones ambientales.

En cuanto a la identificacién de malezas hospedantes y diagnostico del patotipo
Triticum de M. oryzae, mediante el uso de marcadores moleculares, este trabajo es el
primero en combinar técnicas de diagnostico molecular especifico y pruebas de infeccion
cruzada. Los resultados logrados confirman la capacidad de las malezas de hospedar al
patotipo 7riticum de M. oryzae, tanto a nivel biologico, mediante las pruebas de infeccidon

cruzada como molecular mediante el uso del marcador especifico MoT3. Esto permite
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dilucidar aspectos de la biologia del agente causal de la Pyricularia del trigo y sus

implicancias en el ciclo de la enfermedad.

4.4 Aplicaciones e implicancias para investigaciones futuras

De acuerdo con los resultados obtenidos en el capitulo 2, las hojas del estrato inferior
del cultivo de trigo presentan naturalmente al patdégeno durante el ciclo del cultivo; incluir
el monitoreo de la presencia del patogeno en las hojas y en el aire durante el ciclo del
cultivo, puede aportar datos que ayuden a mejorar los sistemas de alerta temprana

desarrollados hasta la fecha (Fernandes et al., 2017) o a crear otros nuevos.

Los hallazgos del capitulo 3, constituyen un avance en el conocimiento de la
variabilidad del patogeno, a la que estan expuestas las fuentes de resistencia conocidas
hasta la fecha. Este hecho convoca a los programas de mejoramiento a tener en cuenta

esta variabilidad a la hora de evaluar la resistencia de las nuevas lineas desarrolladas.

Los conocimientos generados en este trabajo, son utiles para desarrollar medidas y
planes de manejo integrado, que tomen en cuenta los aspectos de la dinamica y
variabilidad poblacional del patogeno, logrando un manejo més adecuado y efectivo de

la enfermedad.

Considerando que los datos analizados en este trabajo son producto de un solo afio
de muestreo, es necesario repetir el trabajo durante al menos dos afios mas, para asi tener

informacion mas completa acerca del rol de las hojas de trigo como fuente de indculo.

También es necesario realizar el monitoreo de conidios en el aire durante todo el
afio y no solo durante el ciclo de cultivo, con el fin de comprender la dinamica de

produccion y dispersion de inoculo del patogeno y la ocurrencia o no de las epifitias. Asi



108

como encontrar una metodologia que permita identificar a nivel de especie los conidios

observados en las trampas.

Teniendo en cuenta que la coleccion de aislados de hospedantes, estudiados en
este trabajo fue pequefia, seria importante aumentar la coleccidon de aislados de cada
hospedante, para realizar un estudio mas representativo que permita caracterizar con

mayores detalles la poblacion de M. oryzae presente en los campos de trigo de Paraguay.

Ademads, seria importante realizar estudios de la dinamica poblacional de las
malezas identificadas como hospedantes del patotipo 7riticum de M. oryzae y otros, con
el fin de estimar el potencial de las mismas para la sobrevivencia, variabilidad genética y
multiplicacion de inoculo. Ademas de profundizar estudios filogenéticos y de
patogenicidad de los aislados de malezas que infectaron al trigo, pero que no pertenecen

al patotipo Triticum.

Finalmente, realizar los trabajos de muestreo y monitoreo, tanto de hojas, conidios
en el aire y malezas; complementdndolos al mismo tiempo con el diagnostico molecular,
permitird establecer con certeza el rol de cada uno de estos componentes en el ciclo de la

enfermedad.
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ANEXO

6.1. Geles correspondientes a las muestras de hojas inoculadas con los distintos

aislados.

6.1.1 Marcador Pot-2a. El numero observado en el cuadro de texto superior corresponde al nimero de
aislado, 039C+ = control positivo de ADN, C- Fus= control negativo de ADN (Fusarium sp.), C- = Control
negativo mix de PCR, M = Marcador de peso molecular
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6.1.2 Marcador MoT3. El nimero observado en el cuadro de texto superior corresponde al niimero de
aislado, 039C+ = control positivo de ADN, C- Fus= control negativo de ADN (Fusarium sp.), C- =
Control negativo mix de PCR, M = Marcador de peso molecular

6.1.3 Marcador Pot-2a. El nimero observado en el cuadro de texto superior corresponde al nimero de
aislado, 039C+ = control positivo de ADN, C- Fus= control negativo de ADN (Fusarium sp.), C- =
Control negativo mix de PCR, M = Marcador de peso molecular.

6.1.4 Marcador MoT3. El mimero observado en el cuadro de texto superior corresponde al niimero de
aislado, 039C+ = control positivo de ADN, C- Fus= control negativo de ADN (Fusarium sp.), C- =
Control negativo mix de PCR, M = Marcador de peso molecular
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6.1.5 Marcador Pot-2a. El numero observado en el cuadro de texto superior corresponde al mimero de
aislado, 039C+ = control positivo de ADN, C- Fus= control negativo de ADN (Fusarium sp.), C- =
Control negativo mix de PCR, M = Marcador de peso molecular

6.1.6 Marcador MoT3. El mimero observado en el cuadro de texto superior corresponde al niimero de
aislado, 039C+ = control positivo de ADN, C- Fus= control negativo de ADN (Fusarium sp.), C- =
Control negativo mix de PCR, M = Marcador de peso molecular
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004 075 016 112 C+i 3 C-Fus C-

005

6.1.7 Marcador Pot-2a. El numero observado en el cuadro de texto superior corresponde al mimero de
aislado, 039C+ = control positivo de ADN, C- Fus= control negativo de ADN (Fusarium sp.), C- =
Control negativo mix de PCR, M = Marcador de peso molecular

6.1.8 Marcador MoT3. El nimero observado en el cuadro de texto superior corresponde al niimero de
aislado, 039C+ = control positivo de ADN, C- Fus= control negativo de ADN (Fusarium sp.), C- =
Control negativo mix de PCR, M = Marcador de peso molecular
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6.1.9 Marcador Pot-2a. El numero observado en el cuadro de texto superior corresponde al nimero de
aislado, 039C+ = control positivo de ADN, C- Fus= control negativo de ADN (Fusarium sp.), C- =
Control negativo mix de PCR, M = Marcador de peso molecular

6.1.10 Marcador MoT3. El niimero observado en el cuadro de texto superior corresponde al namero de
aislado, 039C+ = control positivo de ADN, C- Fus= control negativo de ADN (Fusarium sp.), C- =
Control negativo mix de PCR, M = Marcador de peso molecular.
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6.1.11 Marcador Pot-2a. El niimero observado en el cuadro de texto superior corresponde al numero de
aislado, 039C+ = control positivo de ADN, C- Fus= control negativo de ADN (Fusarium sp.), C- =
Control negativo mix de PCR, M = Marcador de peso molecular.

6.1.12 Marcador MoT3. El niimero observado en el cuadro de texto superior corresponde al namero de
aislado, 039C+ = control positivo de ADN, C- Fus= control negativo de ADN (Fusarium sp.), C- =
Control negativo mix de PCR, M = Marcador de peso molecular
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6.1.13 Marcador Pot-2a. El nimero observado en el cuadro de texto superior corresponde al numero de
aislado, 039C+ = control positivo de ADN, C- Fus= control negativo de ADN (Fusarium sp.), C- =
Control negativo mix de PCR, M = Marcador de peso molecular

6.1.14 Marcador MoT3. El niimero observado en el cuadro de texto superior corresponde al namero de
aislado, 039C+ = control positivo de ADN, C- Fus= control negativo de ADN (Fusarium sp.), C- =
Control negativo mix de PCR, M = Marcador de peso molecular.
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6.1.15 Marcador Pot-2a. El nimero observado en el cuadro de texto superior corresponde al namero de
aislado, 039C+ = control positivo de ADN, C- Fus= control negativo de ADN (Fusarium sp.), C- =
Control negativo mix de PCR, M = Marcador de peso molecular.
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6.1.16 Marcador MoT3. El niimero observado en el cuadro de texto superior corresponde al numero de
aislado, 039C+ = control positivo de ADN, C- Fus= control negativo de ADN (Fusarium sp.), C- =
Control negativo mix de PCR, M = Marcador de peso molecular.

6.2 Geles correspondientes a las muestras de ADN micelial de los aislados

6.2.1 Marcador MoT3. El nimero observado en el cuadro de texto superior corresponde al niimero de
aislado, se corrieron dos muestras de cada aislado, A y B; M = Marcador de peso molecular.
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6.2.2 Marcador Pot-2?. El niimero observado en el cuadro de texto superior corresponde al nimero de
aislado, se corrieron dos muestras de cada aislado, A y B; M = Marcador de peso molecular, C- control
negativo mix de PCR.

6.2.3 Marcadores Pot-2a (izquierda)/MoT3(derecha). El nimero observado en el cuadro de texto superior
corresponde al nimero de aislado, se corrieron dos muestras de cada aislado, A y B; M = Marcador de
peso molecular, 039C+ = control positivo de ADN, C- Fus= control negativo de ADN (Fusarium sp.), C-
= Control negativo mix de PCR, M = Marcador de peso molecular.

039 A : Control + (Pyricularia trigo) — Mix con primers Pot-2a
F : Fusarium (C-) — Mix con primers Pot-2a

005 B: Control + (Pyricularia trigo) — Mix con primers Pot-2a
C- : control negativo mix — Mix con primers Pot-2a

C--: control negativo mix— Mix con primers Pot-2a
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110B 099 B 108 A 119 A 098 A 039A F 005B C-

039 A : Control + (Pyricularia trigo) — Mix con primers MoT3
F : Fusarium (C-) — Mix con primers MoT3

005 B: Control + (Pyricularia trigo) — Mix con primers MoT3
C- : control negativo mix — Mix con primers MoT3

C--: control negativo mix— Mix con primers MoT3

070B X “111B 096 A 102A 023B 120A" 114A 103B 049B 0398 O005A

6.2.4 Marcador Pot-2a. El numero observado en el cuadro de texto superior corresponde al nimero de
aislado, se corrieron dos muestras de cada aislado, A y B; 039C+ = control positivo de ADN, C- Fus=
control negativo de ADN (Fusarium sp.), C- = Control negativo mix de PCR, M = Marcador de peso
molecular, x= pocito vacio.
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070B 111B 096 A 102A 023B 120A 114A 103B 049B 039B 005A

6.2.5 Marcador MoT3. El mimero observado en el cuadro de texto superior corresponde al niimero de
aislado, se corrieron dos muestras de cada aislado, A y B; 039C+ = control positivo de ADN, C- Fus=
control negativo de ADN (Fusarium sp.), C- = Control negativo mix de PCR, M = Marcador de peso
molecular, x= pocito vacio.

— — - ) & : -
PREIPE] 49a 49b ‘1043 104b 70a .120a 120b 96a 96b 97a 97b 98b

6.2.6 Marcador Pot-2a. El numero observado en el cuadro de texto superior corresponde al mimero de
aislado, se corrieron dos muestras de cada aislado, A y B; 039C+ = control positivo de ADN, C- Fus=
control negativo de ADN (Fusarium sp.), C- = Control negativo mix de PCR, M = Marcador de peso
molecular, x= pocito vacio.
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- ~ v «
\

FusA 0058 102b 106b 108b 111a 111b 112a 112b 116a 118a 119b FusB 0052

6.2.7 Marcador Pot-2a. El numero observado en el cuadro de texto superior corresponde al mimero de
aislado, se corrieron dos muestras de cada aislado, A y B; 005C+ = control positivo de ADN, C- Fus=
control negativo de ADN (Fusarium sp.), C- = Control negativo mix de PCR, M = Marcador de peso
molecular.

- - . — . “ey
- —_—— S— — [ - —_— —

023a 049a  104a 120a 119b 090a 116a 11l1a M  097a 099a 096a 102b 005a FusC- C-

6.2.8 Marcador MoT3. El mimero observado en el cuadro de texto superior corresponde al niimero de
aislado, se corrieron dos muestras de cada aislado, A y B; 039C+ = control positivo de ADN, C- Fus=
control negativo de ADN (Fusarium sp.), C- = Control negativo mix de PCR, M = Marcador de peso

molecular.
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004 015 016 017 048 050 055 057 071 072 081

6.2.8 Marcador Pot-2a. El numero observado en el cuadro de texto superior corresponde al nimero de
aislado, se corrieron dos muestras de cada aislado, A y B; 039C+ = control positivo de ADN, C- Fus=
control negativo de ADN (Fusarium sp.), C- = Control negativo mix de PCR, M = Marcador de peso
molecular.

004 015 016 017 048 050 055 057 071

6.2.8 Marcador MoT3. El nimero observado en el cuadro de texto superior corresponde al niimero de
aislado, se corrieron dos muestras de cada aislado, A y B; 039C+ = control positivo de ADN, C- Fus=
control negativo de ADN (Fusarium sp.), C- = Control negativo mix de PCR, M = Marcador de peso

molecular.
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6.3. Datos de fecha de siembra, variedad y manejo del cultivo de los campos
comerciales muestreados durante el ciclo 2018.

Campo
NO

Departamento

Fecha de
simbra
aproximada

Variedad

Manejo del cultivo

Alto Parana

Alto Parana

Alto Parana

Itapua

Itapua

Itapua

Canindeyu

Canindeyu

Canindeyu

30/05/2018

2/05/2018

2/05/2018

10/05/2018

10/05/2018

28/05/2018

4/05/2018

4/05/2018

5/05/2018

TBIO Toruk

CD 150

CD 116

TBIO Toruk

CD 150

Itapua 80

Caninde 11

CD 150

CD 1184

Siembra convencional
Con aplicacion de
herbicidas, fungicidas,
insecticida

Siembra directa

Con aplicacion de
herbicidas, fungicidas,
insecticida

Siembra directa

Con aplicacion de
herbicidas, fungicidas,
insecticida

Siembra directa

Con aplicacion de
herbicidas, fungicidas,
insecticida

Siembra directa

Con aplicacion de
herbicidas, fungicidas,
insecticida

Siembra convencional
Con aplicacion de
herbicidas, fungicidas,
insecticida

Siembra directa

Con aplicacion de
herbicidas, fungicidas,
insecticida

Siembra directa

Con aplicacion de
herbicidas, fungicidas,
insecticida

Siembra directa

Con aplicacion de
herbicidas, fungicidas,
insecticida




