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Resumen del proyecto

La ramulariosis es causada por Ramularia collo-cygni (Rcc) y ocasiona mermas en rendimiento y calidad fisica de grano
hasta 70 y 90%, respectivamente. La principal medida de manejo disponible para esta enfermedad es la utilizacién de
fungicidas foliares, llevando a incrementos en los costos de produccidn. El objetivo de este proyecto fue contribuir al
manejo integrado de Rcc en cebada, minimizando la interferencia de la enfermedad en la cadena agroindustrial,
optimizando el uso de fungicidas. Los objetivos especificos son a) ajustar un método de deteccién y cuantificacion de Rcc
en semilla mediante PCR a tiempo real (gPCR), b) determinar la transmisién de Rcc via semilla en diferentes lotes y c)
optimizar la estrategia de manejo quimico para la enfermedad. Para el cumplimiento de los objetivos se realizé un ajuste
de la técnica gPCR para deteccién y cuantificaciéon de Rcc en semilla y pldntula. Con dicha técnica se evaluaron diferentes
lotes de semillas y 2 fungicidas curasemilla para el control de Rcc. Para el ajuste de estrategias de manejo con fungicida
se instalaron experimentos en dos zonas y en dos aios consecutivos. Luego de la cosecha se calculé nivel de enfermedad,
rendimiento en grano y eficiencia de control de los diferentes tratamientos quimicos. La metodologia de diagnéstico
ajustada contribuyd en la generacién de semilla de alta calidad, permitié la evaluacion de lotes de semillas y fungicidas
curasemilla. Los resultados de este proyecto contribuyeron conocimientos en la epidemiologia de la enfermedad en
nuestras condiciones y asistirdn en el manejo de la misma. Esta informacion, generard un impacto positivo en términos de
mejoramiento de la calidad de la produccién de cebada cervecera en Uruguay.

Palabras claves: indculo en semilla, gPCR, Ramularia collo-cygni.

Ciencias Agricolas / Agricultura, Silvicultura y Pesca / Agronomia, reproduccidon y protecciéon de plantas /
Fitopatologia

Palabras clave: Ramularia / cebada / manejo /

Introduccion

La ramulariosis se considera la principal limitante biética de la produccidn de cebada de Uruguay. Causa pérdidas de
rendimiento de grano de hasta 70% (Pereyra, 2013a). Uno de los componentes que mds se ve afectado es el tamaio de
grano (calibre), registrandose pérdidas en rendimiento de lera+2da (granos mayores a 2,5 mm) que alcanzan valores de
90% (Pereyra, 2013b; Havis et al, 2020).

Esta enfermedad fue detectada por primera vez en el pais en la zafra 2000 por Stewart (2001) y su importancia ha
incrementado tanto en el cono sur como en otras regiones del mundo (Havis et al., 2015a; Oxley y Havis, 2004).
Actualmente, no hay cultivares con resistencia genética suficiente capaces de minimizar los efectos de la ramulariosis. Si
bien se ha encontrado variabilidad entre cultivares en relacién a su comportamiento frente a la enfermedad, los mismos
presentan susceptibilidad intermedia a alta, limitando la eficiencia de esta medida de manejo (Leistrumaite y Liatukas
2006; Brown y Makepeace, 2009; Havis et al., 2012; Pereyra, 2013a).

Ramularia collo-cygni (Sutton y Waller; Rcc) es un hongo necrotréfico, con capacidad de alimentarse y permanecer
asociado al rastrojo de cebada (Havis et al., 2012; Pereyra, 2013a; Zamani-Noor, 2011), lo que implica que, en sistemas de
siembra sin laboreo, la presidon de indculo pueda ser elevada. Sin embargo, aln no se conoce la importancia
epidemioldgica del rastrojo para esta enfermedad, asi como tampoco se ha cuantificado la capacidad de diseminacion
aérea de este patdgeno. A pesar de que se disemina entre chacras, la principal fuente de indculo es la semilla, posee vital
importancia en el manejo de esta enfermedad (Havis et al.,, 2006q, b, 2014).

Hasta el momento no existe ningln fungicida curasemilla con demostrada eficiencia de control de Rcc, asi como tampoco
un tratamiento fisico y/o quimico que reduzca significativamente el nivel del patégeno (Pereyra, 2013a; Pereyra, 2013b,
Havis et al., 2012). La principal limitante para el uso de esta herramienta de manejo es la falta de un método prdctico de
evaluacioén de fungicidas-curasemilla que permita comparar la eficiencia de distintas moléculas.

La dificultad de detectar la presencia del patdgeno en plantulas ha limitado la evaluaciéon de eficiencia de fungicidas-
curasemillas. Los métodos estdndares como Blotter test, deep freezing o siembra en medio de cultivo especifico eficientes
para la deteccidn de otros patdégenos no han brindado resultados consistentes para el caso de Rcc (Havis et al., 2015;
Gonzalez et al. 2019). Esto representa una gran limitante, ya que hay una estrecha correlacién entre la severidad de
infeccién en la semilla y la transmisién del patdégeno a la pldntula (Newel, 1997).

Por esta razén, a nivel internacional se han desarrollado métodos de andlisis molecular que permiten determinar la
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presencia (Havis et al., 2006a, Havis et al., 2006b; Taylor et al., 2010; Matusinsky et al., 2011) y cuantificar indirectamente el
nivel de infeccidén basado en la concentracién de ADN de Rcc en la semilla (Taylor et al., 2010; Havis et al., 2015). Sin
embargo, este Gltimo método (cuantitativo) no ha sido ajustado en Uruguay, y actualmente no se encuentra disponible para
el sector productivo (Pereyra, 2013b).

El ajuste de técnicas moleculares para la deteccion y cuantificacidon de Rcc representaria una valiosa herramienta, ya que
el diagndstico de ramulariosis suele ser dificil y tardio. Generalmente, en las primeras etapas del cultivo (emergencia a
principio de espigazon) el hongo se encuentra asintomadtico creciendo en forma sistémica. A partir de encafazon, se
pueden observar manchas difusas sobre hojas basales cloréticas, mientras que a partir de floracién se observan los
sintomas tipicos que son pequenas lesiones necrédticas puntiformes, de color pardo oscuro, rodeadas por un halo clorético,
esparcidas sobre el haz y el envés de la ldmina. Estas manchas pueden expandirse y cubrir rapidamente toda la
superficie de la hoja, formando grandes zonas necréticas (Carmona et al., 2013, Havis et al., 2015; Pereyra, 2013a;
Pereyra, 2013b; Havis et al., 2004). La produccién de toxinas Rubellinas por parte de Rcc, pueden causar un secado rojizo y
senescencia prematura en plantas (Havis et al., 2015a).

En ocasiones, estas manchas pueden confundirse con aspectos nutricionales o con otras manchas tanto bidticas como de
origen fisioldgico. En general aparecen mezcladas con sintomas causados por otros patdgenos dificultando ain mds su
diagnéstico (Harvey, 2002; Carmona et al., 2013). El método de deteccién ayudaria ademds a aplicar prdcticas de manejo
recomendadas internacionalmente, como utilizacion de lotes de semillas que presenten menos de 5 pg de ADN de Rcc en
100 ng de ADN total (el cual incluye ADN de la semilla y demds biota presente en la semilla), y preferiblemente indicando
contener menos de 1 pg de ADN de Rcc por 100 ng de ADN total (Havis et al., 2015a).

Actualmente en Uruguay, la falta de un método que cuantifique el nivel de infeccién de la semilla, asi como la escasa
resistencia genética presente en los cultivares comerciales, han determinado un ajuste rdpido de estrategias de manejo
por aplicacidn foliar de fungicidas. A su vez, el desarrollo explosivo de la enfermedad y la baja eficiencia de los fungicidas
cuando los niveles de infeccidn son elevados han llevado a que la intervencién con fungicidas se realice en general, ante la
aparicion de los primeros sintomas (Carmona et al., 2013; Havis et al., 2015a; Pereyra, 2013a).

Los productos recomendados a nivel internacional son mezclas con carboxamidas, estrobirulinas y triazoles (Sachs, 2006,
Oxley et al., 2006; Pereyra, 2013a). El momento de aplicacidn es clave para el buen control de la mima y es a primera
deteccidn considerando el clima (Pereyra y Pérez, 2017). En los altimos afos, en Europa se ha reportado pérdida de
sensibilidad de Rcc a los principales grupos de fungicidas utilizados para el control de ramulariosis (Matusinsky et al.,
2010; Fountaine y Fraaije, 2009; Taylor et al., 2014; Piotrowska et al., 2017; Havis et al., 2018; Rehfus et al., 2019). Rcc ha
adquirido resistencia a esos grupos de fungicidas incluso cuando eran aplicados en conjunto con un fungicida multisitio,
clorotalonil (Havis et al., 2020). Desde mayo 2020, el uso de clorotalonil estd prohibido en la Unién Europea (UE, 2019).

En Uruguay y Argentina, los principales grupos para el control de enfermedades en cebada comprenden carboxamidas,
estrobirulinas y triazoles. A nivel comercial, se encuentran en mezclas simples o triples, y su uso se incluye para el
control de ramulariosis (Pereyra y Pérez, 2017). Sin embargo, la poblacién de Rcc presente en el pais posee resistencia a
las estrobilurinas, y por tanto no son efectivas en el control de ramulariosis. Dada la situacién internacional
(especialmente en Europa) con mayor frecuencia de individuos con resistencia o sensibilidad reducida a los tres grupos, y
germoplasma susceptible a moderadamente susceptible a ramulariosis, principalmente de origen europeo, se debe
optimizar el uso los mismos para prevenir la generacién de resistencia

El uso de fungicidas puede incluir beneficios econdmicos y productivos. Sin embargo, existen muchos reportes que
establecen su impacto negativo sobre la salud del consumidor y el ambiente, aumentando las probabilidades de encontrar
residuos de fungicidas en los granos (Strada et al., 2012), a pesar de que no se recomiendan aplicaciones de fungicidas
mads alld de comienzo de llenado de grano (Pereyra, 2013a). En los dltimos aios, se ha registrado un aumento en la
dependencia del uso de fungicidas para el manejo de las enfermedades en cebada, siendo en este caso la Unica medida de
manejo disponible para el productor.

La presente propuesta buscé desarrollar un método que permita determinar el inéculo en distintos lotes de semilla,
permitiendo descartar aquellos con alta presion de indculo. Dicho método permitird a su vez evaluar la eficiencia de
distintas alternativas de fungicidas curasemillas que permitan minimizar los niveles de infeccion en la semilla. Sobre la
hipétesis de que la semilla es la principal fuente de indéculo, la identificacion de lotes con bajos niveles de infeccién
permitiria una mayor eficiencia en el uso de fungicidas-curasemillas, Esto resultaria en cultivos mds sanos, con menor
necesidad de aplicaciones de fungicidas foliares, menor costo de produccién, impacto ambiental, y sin reducir la
produccién y la calidad del producto final.

El objetivo general de este proyecto fue desarrollar estrategias de manejo que reduzcan el riesgo del desarrollo de
ramulariosis en cultivos de cebada. Se pretendié minimizar el inoculo inicial de Rcc en semilla, enfatizando en la reduccidén
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de la dependencia de fungicidas foliares.

Los objetivos especificos incluyeron:

OE1. Ajustar un método de deteccién y cuantificacion de Rcc en semilla y plantula mediante qPCR.

OE2. Determinar la importancia de la semilla como fuente de indculo de Rcc en el cultivo

OE3. Estimar la eficiencia de control de distintos curasemillas sobre el inéculo de Rcc en semilla de cebada y su impacto
sobre el desarrollo de la ramulariosis en primeras etapas de desarrollo del cultivo

OE4. Estimar el impacto del indculo en la semilla sobre la eficiencia en el uso de fungicidas foliares

Este proyecto buscé:

*Ajustar y validar un método de cuantificacion del nivel de infeccién de Rcc en la semilla (OE1), mediante la técnica de PCR
en tiempo real (qPCR). A nivel internacional se desarrollé la metodologia y se establecieron niveles de referencia para
contenido de Rcc en semilla (Taylor et al., 2010; Havis et al., 2015). Estos se ajustardn/validardn para las condiciones de
Uruguay. Esta herramienta permitird segregar lotes de semilla y utilizar esta informacién para el manejo de la
enfermedad mediante el uso de semilla con menores niveles de infeccion y el descarte de semilla con niveles elevados de
infeccidn. Este protocolo es de aplicabilidad inmediata y representaria un producto fdcilmente transferible al sector.
*Caracterizacion del nivel de infeccion de la semilla en el sector (OE2). Una vez ajustado el método, se procedié a validar el
mismo en distintos lotes de semilla de distintos cultivares, localidades y producida en cultivos con distintos niveles de
ramulariosis, lo cual va a permitir tener una estimacion de la importancia de los niveles de infeccién en una muestra de la
semilla comercial de las tres zafras que se analizardn. Conocer los niveles de infeccion en la semilla comercial permitird
una estimacién de la importancia de la semilla como fuente de indculo, y evaluar la posibilidad de obtener niveles con bajos
o nulos niveles de infeccidn.

Esta caracterizacion serd una transferencia de tecnologia y en etapas posteriores podria aportar a una normativa
regulatoria donde semilla que supere determinado nivel de infeccién no podrd ser comercializada.

*Metodologia para la evaluacion de la eficiencia de fungicidas curasemillas para el control de Rcc (OE3) serd un aporte
sustantivo del presente proyecto. Actualmente no es posible evaluar la eficiencia de distintos fungicidas curasemilla en el
control de este patdégeno. La posibilidad de detectar la presencia de ADN de Rcc en los tejidos de la plantula hacen que la
deteccion del patégeno sea independiente de la expresién del sintoma de la enfermedad, punto fundamental en un
patosistema donde la enfermedad tiene una etapa asintomdtica de importancia como este caso. La aplicacidn de distintos
fungicidas en una semilla con infeccién de Rcc conocida, y posterior andlisis de la presencia del patégeno en la pldantula
permitird estimar la eficiencia del curasemilla en la disminucién de la transmisién del patégeno de la semilla a la pldntula.
Esta metodologia podria ser utilizado en un futuro para nuevas moléculas e incluso otros patosistemas, y generard
tecnologia transferible de aplicabilidad inmediata.

*La determinacidn de la importancia del inéculo en la semilla sobre el desarrollo y manejo de epifitias de ramulariosis
(OE4) aportard informacién fundamental en la valoracidn epidemioldgica de la semilla. Estimar la brecha generada por la
adicidn de tecnologias y evaluar la eficiencia adicional de cada herramienta es informacién fundamental al momento de la
toma de decisiones. Esta tecnologia serd transferible inmediatamente al sector, y aportard conocimiento para la
minimizacion del impacto de ramulariosis en cebada.

Metodologia/diseiio del estudio

*OE1. Puesta a punto de PCR en tiempo real para Rcc

- Extraccion de ADN de cepa de Rcc

Se utilizé una cepa de Rcc (Rcc3) de la coleccidon del Laboratorio de Fitopatologia de INIA La Estanzuela para la extraccion
de ADN, mediante el método CTAB (Cerda-Granados y Diaz, 2013). Luego se estimé la concentracion de ADN, mediante
espectrofotometria (espectrofotémetro NanoDrop™ 2000/2000c, Thermo Fisher Scientific) determinando la concentracion
y la pureza de la muestra de ADN. Inmediatamente se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 1 % con GoodView
como indicador de tincién, a 28 V, 150 mA durante 1 h. Se reveld bajo visualizador de geles (ENDURO GDS TOUCH Labnet
International, Inc.).

- Extraccién de ADN de semilla y plantula

Se seleccionaron cuatro lotes de semilla de la variedad INIA Arraydn, caracterizada como de susceptibilidad intermedia-
alta frente a ramulariosis segin Castro et al. (2018). A partir de una muestra de 150 g de cada lote de semilla se molid
hasta obtener una harina fina con un molino universal (IKA M20). De la muestra molida se extrajo 0,1 g para luego realizar
las extracciones de ADN segun el método adaptado de Arruabarrena et al. (2018).

La extraccidn de ADN de pldntulas se realizé con el método CTAB adaptado de CIMMYT (2005) partiendo de la liofilizacion
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de las mismas. Luego de la extraccién de ADN total de semilla y pldntula se cuantificé el ADN obtenido mediante
espectrofotémetro NanoDrop™ 2000/2000c (Thermo Fisher scientific), siguiendo las instrucciones suministradas por el
proveedor.

Condiciones de PCR en tiempo real

El método de PCR en tiempo real se llevé en un volumen total de 20 microl. La reaccién contenia los siguientes
componentes: 10 ?l de gPCR Universal MMIX II (Qiagen, Alemania), 1,6 ?L de cebador directo y reverso (150 nmol; 10 ?1), 0,3
(10 microl) de sonda Ramularia (Qiagen), 3,1 microl de agua miliQ estéril y 5 ?1 (20 ng/?l) de plantilla de ADN. Los cebadores
utilizados fueron RamFé6 (CGT CAT TTC ACC ACT CAA G) y RamRé (CCT CTG CGA ATA GTT GCC). La sonda molecular fue
Ramé (FAM-GCG ATT CCG GCT GAG CGG TTC GTC ATC GCG-BHQ-1) segun Taylor et al. (2010).

Se realizaron dos amplificaciones simultdneas para cada muestra para confirmar la reproducibilidad de los resultados.
Para las reacciones de control negativo (sin plantilla), se sustituyé el ADN por agua libre de nucleasas. El ciclo de
amplificaciéon consistid en un ciclo inicial de 10 minutos a 95 °C, seguido por 40 ciclos de 20 segundos a 95°C, 20 segundos a
55°C y 20 segundos a 72°C. Luego una fase de extension de 1 min a 95°C. La reaccion se llevé a cabo en un equipo StepOne,
Corbett Life Science. La emisidn de fluorescencia se midié en la fase de recocido. Los ciclos de umbral se calcularon
automaticamente con el software StepOne (version 2.3).

Se desarrollé una curva estdndar con diluciones seriadas de uno en cinco de la solucién del ADN gendmico de Rcc en agua.
El rango de concentraciones utilizado fue entre 2 ng a 0,64 pg 20 ?L -1 de reaccién. Para cada caso se determiné el Cycle
threshold (Ct). A partir de los valores de Ct de cada concentracién se realizé una curva de calibracién graficando Ct en
funcidn del logaritmo de la concentracién de ADN. Se determiné la linealidad, la eficiencia y el rango dindmico.

Ademads, se realiz6 el estudio de la influencia de la matriz (semilla y pldntula), a partir del ADN total de una muestra de
semilla y pldntula. A estas muestras se afadieron diferentes cantidades de ADN genémico de Rcc (0,1y 0,01) y cada
muestra se sometié a la PCR en tiempo real. Ademds, se incluyeron dos blancos y diluciones hechas con agua para
comparar los Ct obtenidos en cada caso y asi determinar si existe inhibicién de la matriz.

Deteccidn y cuantificacién de Rcc en semilla y plantula

Para deteccion y cuantificacion de Rcc en semilla, se seleccionaron cuatro lotes de semilla de la variedad INIA Arrayadn,
caracterizada como de susceptibilidad intermedia- alta frente a ramulariosis (Castro et al., 2018). Las muestras de lotes
de semilla provinieron de cultivos con diferentes momentos / nimeros de aplicaciones de fungicidas para el control de
ramulariosis.

Para deteccién y cuantificacidén de Rcc en plantila, se seleccionaron dos lotes de semilla de cebada de la variedad INIA
Cronos (CLE 280) con niveles de infeccidn alto de Rcc (lote 1: 48,9 pg/100 ng ADN total y lote 2: 22,6 pg/ 100 ng ADN total).
Esta variedad ha sido caracterizada como de susceptibilidad intermedia frente a ramulariosis (Castro et al., 2018).

Los lotes fueron sembrados en una bandeja de 28 cm de largo por 15 de ancho, con 400 semillas por bandeja, dispuestas en
linea y entre pliegues de papel de filtro humedecidos con agua, de modo tal de permanecer constantemente humedecidos.
Las bandejas fueron colocadas en una cdmara de germinacién a 21 + 2 °C con ciclos de 12 h de luz/12 h de oscuridad,
durante tres semanas. Luego de tres semanas de incubacién y cuando las plantas presentaron dos hojas expandidas,
éstas se cortaron con tijera a una altura de un centimetro por encima de la semilla. El material vegetal congelado se
liofilizé (BW10) durante 12 h antes de realizar las extracciones de ADN.

*OE2. Importancia del indculo de Rcc en semilla en Uruguay

Se evaluaron 47 lotes de semilla de la zafra 2016/2017 y 103 lotes de la zafra 2017/2018. Las muestras provenian de la
principal zona productora de cebada de Uruguay (litoral noroeste. De cada lote se tomd una muestra representativa del
mismo de 150 g y se realiz6 la extraccion de ADN total de la semilla siguiendo la metodologia de Anabarruena et al. (2011).
Con el ADN total de semilla se realizé la cuantificacion de ADN de Rcc en el total de ADN de la semilla mediante la técnica
de gPCR Yy el resultado de la misma se tomo6 como el nivel de infeccidn de Rcc en semilla expresado en pg de ADN de Rcc en
semilla / 100 ng de ADN total de semilla.

El método de PCR en tiempo real se realizé con los cebadores utilizados fueron RamF6 (CGT CAT TTC ACC ACTCAAG) y
RamRé (CCT CTG CGA ATA GTT GCC). La sonda molecular fue Ramé (FAM-GCG ATT CCG GCT GAG CGG TTC GTC ATC GCG-
BHQ-1). La mezcla de reactivos y ciclo de amplificacion fue el mismo que el utilizado por Taylor et al. (2010). La reaccidn se
llevé a cabo en un equipo StepOne, Corbett Life Science. La emisién de fluorescencia se midié en la fase de recocido. Los
ciclos de umbral se calcularon automdticamente con el software StepOne (versidn 2.3). El rango de concentraciones de la
curva estandar fue de 2 ng a 0,64 pg 20 ?L -1 de reaccién. Para cada caso se determind el Cycle thershold (Ct). A partir de
los valores de Ct de cada concentracion se realizé una curva de calibracidn graficando Ct en funcién del logaritmo de la
concentracion de ADN. Se determind la linealidad, la eficiencia y el rango dindmico.
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Relacion entre el nivel de inoculo de Rcc en la semilla y las condiciones climdticas durante el cultivo

Se realiz6 una base de datos con las variables climaticas (radiacién solar, humedad relativa, temperatura media y
precipitacién acumulada) considerando los tres periodos de estudio: 1. siembra a Z30, 2. Z30-Z49 y 3. Z49 a cosecha. Los
datos de fecha de siembra, variedad y localidad fueron suministrados por los productores al momento de la colecta de las
muestras de los lotes de cebada. Los datos del clima fueron tomados de las bases de datos de las estaciones
agrometeoroldgicas de INIA y de Facultad de Agronomia.

Relacién entre la severidad de ramulariosis y el nivel de Rcc en grano cosechado.

Se seleccionaron 14 lotes de semillas con sus 4 repeticiones en 2 anos consecutivos, con diferente nivel de severidad de
ramulariosis en Z49. Se cuantificé la concentraciéon de ADN de Rcc en cada lote, lo cual permitié estimar la relacién entre
niveles de infeccién de Rcc a campo y en grano cosechado. La cuantificacidn se llevé a cabo con los pardmetros
detallados en el punto 2.1.

Andlisis estadistico

Los andlisis estadisticos se realizaron con el programa InfoStat ® (ver. 2020I; Centro de Transferencia InfoStat, Cérdoba,
Argentina). Se realizé un andlisis de varianza del nivel de infeccién de Rcc en semilla para cada zafra por separado y
luego se realizé la separacion de medias se realizé con LSD (p = 0.10).

Con los datos de clima de las diferentes zafras y el nivel de infeccién de Rcc en semilla expresado como pg ADN-Rcc/100
ng ADN total en semilla (variable dependiente) se realizé un drbol de clasificacién — regresion con suma de cuadrados
corregida con minimo tamano del nodo 20. Ademds, se realizé una correlaciéon con los datos de AUDPC a nivel de campo y
el nivel de Rcc en grano cosechado, (expresado como pg ADN-Rcc/100 ng ADN total en semilla).

*OE3. Evaluacion de la efectividad de fungicida curasemilla en el control de Ramularia collo-cygni

Diseno experimental

Para evaluar el efecto del fungicida curasemilla sobre el indculo de Rcc en la semilla, se seleccionaron dos lotes de
semilla de cebada con nivel de infeccion de Rcc segln los pardmetros internacionales (Havis et al., 2015a). Ambos lotes
correspondieron a la variedad INIA Cronos (CLE 280), caracterizada como de susceptibilidad intermedia frente a
ramulariosis (Castro et al., 2018). Se evaluaron seis tratamientos, en un disefo factorial completo de dos factores: nivel de
infeccion y fungicida curasemilla. El nivel de infeccion con dos niveles: muy alto (lote 1: 48,9 pg/100 ng ADN total) y alto (lote
2:22,6 pg/ 100 ng ADN total). El fungicida curasemilla presentaba tres niveles: sin fungicida curasemilla, fluxapiroxad (333
g de p.a. /L) + triticonazol (100 g de p.a./L) y carbendazim (200 g de p.a. /L) + tiram (200 g de p.a. /L) + iprodiona (100 g de
p.a. /L). La dosis utilizada fueron las recomendadas segun proveedores.

El diseno del experimento fue de bloques completos aleatorizados, con cuatro repeticiones. La unidad experimental
consistié en una bandeja de 28 cm de largo por 15 de ancho, con 400 semillas por bandeja, dispuestas en linea y entre
pliegues de papel de filtro humedecidos con agua, de modo tal de permanecer constantemente humedecidos. Las bandejas
fueron colocadas en una cdmara de germinacidn a 21 £ 2°C con ciclos de 12 h de luz/12 h de oscuridad, durante tres
semanas.

Cuando las plantas presentaron dos hojas expandidas, se realizé la colecta de las mismas con tijera a una altura de un
centimetro por encima de la semilla. Luego, el material vegetal se liofilizé (BW10) durante 12 h antes de realizar las
extracciones de ADN con el método CTAB adaptado de CIMMYT (2005).

Cuantificacién de ADN de Rcc los tratamientos fungicidas-curasemillas

La cuantificacion se realizé siguiendo el protocolo descripto previamente ajustado en el OE1, utilizando los cebadores:
RamF6 (CGT CAT TTC ACC ACT CAA G), RamRé (CCT CTG CGA ATA GTT GCC) y la sonda Ramé (FAM-GCG ATT CCG GCT GAG
CGG TTC GTC ATC GCG-BHQ-1), sintetizados por Invitrogen® (California, EEUU). El ciclado de gPCR fue: 10 min a 95°C, 50
ciclos de 95°C durante 20 s, 55°C durante 20 s, 72°C durante 20 s y una extensidn final de 1 min a 95°C. Dicho andlisis se
realizo en el equipo Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR.

La curva presenté un rango de concentracién de 0,4 ng/?Ly 0,064 pg/?L. Las muestras de ADN de pldantula de cada
tratamiento fueron también evaluadas por duplicado. Ademds, se incluyeron dos blancos conteniendo agua miliQ estéril
(Qiagen).

Andlisis estadistico
Se realizé un andlisis de varianza para los tratamientos utilizando el programa InfoStat (ver. 20201; Centro de
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Transferencia InfoStat, Cérdoba, Argentina).

OE4 -Efecto del indculo en la semilla sobre la eficiencia en el uso de fungicidas foliares

Se llevaron a cabo experimentos de campo en dos localidades (INIA La Estanzuela, departamento de Colonia y Estacién
Experimental Mario A. Cassinoni (EEMAC), departamento de Paysandi) durante 2018 y 2019. Se evalud el efecto de tres
factores: nivel de indculo de Rcc en semilla (baja y alta infeccidn en 2018; alta y muy alta en 2019 segln cuantificacion por
gPCR ajustado en este proyecto), curasemilla (sin y con fungicida con carboxamida: 75 ml fluxapiroxad + triticonazol cada
100 kg de semilla) y fungicida foliar en tres niveles (sin fungicida, aplicacién tecnolégica segln deteccion y proteccion total
cada 21 dias) con un disefio BCA con arreglo de factorial completo. Se conservaron muestras de plantulas y grano en
freezer para cuantificacién de Rcc por qPCR. Se realizaron lecturas periédicas de severidad e incidencia de ramulariosis
y otras manchas foliares en al menos dos momentos, rendimiento de grano, peso de mil granos, clasificacién de 12+22, Se
conto con datos parciales de los experimentos (ver anexo II).

Resultados, andlisis y discusién

OE1.

Puesta a punto de PCR en tiempo real para Rcc

La reproducibilidad de los datos del ensayo fue buena, ya que la variacion de los Ct de las tres replicadas era baja (Cuadro
1, Figura 1). La pendiente de la curva estdndar que muestra la eficiencia de la amplificacion fue de -3,336, lo que indica que
la eficiencia de amplificacidn fue buena. El coeficiente de correlacion obtenido fue de 0,99 lo que muestra una gran
proximidad de ajuste entre la linea de regresion y los puntos Ct individuales de la reaccién estandar. La intercepcion con el
eje y (Y-inter), en este caso es de 23,192.

Figura 1; Cuadro 1 (Anexo 1)

No se observé inhibicidn del gPCR por las matrices, ni interferencia en la cuantificaciéon del ADN de las muestras. Esto
indica que la sensibilidad del ensayo no se vio afectada por la presencia del ADN de la semilla o la pldntula (Cuadro 2). El
Ct obtenido en presencia de extracto de las matrices fue similar al Ct obtenido en presencia de agua, y las diferencias de
Ct se encontraron dentro del error del método.

Cuadro 2 (Anexo1)

Deteccidn y cuantificacién de Rcc en semilla y plantula

Se logrd detectar y cuantificar el ADN de Rcc presente en muestras de semilla y pldntula (Cuadro 3). Los lotes de semillas
mostraron diferentes niveles de concentracidn, lo que era esperable ya que provenian de diferentes situaciones de chacra.
En cuanto a las pldntulas, se logré cuantificar el nivel de Rcc en las mismas a pesar de que éstas no presentaban
sintomas visibles de ningln patégeno. Los lotes de semilla sembrados presentaban altos niveles de ADN de Rcc en los
lotes de semilla, pero se logré cuantificar niveles inferiores en pldntulas provenientes de esos lotes.

Cuadro 3 (Anexo 1)

La puesta a punto del método de qPCR confirma lo estudiado por Taylor et al. (2010) y Zamani-Noor (2011), pudiendo
detectar el ADN de Rcc en hojas y semilla aun cuando los sintomas visibles de ramulariosis estdn ausentes.

La implementacion de estos métodos de diagndstico contribuird al manejo mds eficiente de la enfermedad. Antes de la
siembra, ayudard a realizar usos diferenciales de los lotes de semilla considerando los valores de referencia de pg de
ADN de Rcc en 100 ng de ADN de semilla mencionados en la literatura internacional (Havis et al., 2015). En base a ellos se
podrad descartar lotes con alta carga de ADN de Rcc para siembra y se podrdn utilizar para otros usos como alimento
animal.

Luego de sembrado el cultivo, en las etapas de iniciales del mismo (cercano a macollaje), se podrd con dicha metodologia
realizar una deteccién temprana de la enfermedad en cultivos asintomadticos. Lo que permitird definir el momento de
intervencidn quimica, evitando una aplicacién de forma preventiva sin tener presente la enfermedad, o una aplicacién
tardia, con niveles de infecciéon muy elevados, que limitan la respuesta al tratamiento y condicionan tanto su eficiencia
como su residualidad (Pereyra y Pérez, 2017). También, la metodologia permitird confirmar sintomas que pueden
confundirse con agentes abiéticos u otros patégenos y que en cdmara hiumeda no llegan a formar micelio, ni esporular.
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*OE2. Nivel de indculo de Rcc en la semilla en dos zafras en Uruguay

Se cuantificaron los niveles de indculo de Rcc de lotes comerciales de semilla a nivel nacional en dos zafras
epidemiolégicamente contrastantes para el desarrollo de la ramulariosis (2016/17 y 2017/18). Para la zafra 2016/17, el
promedio de los lotes presentaba un 3,2 pg ADN de Rcc/100 ng total ADN de la semilla, mientras que en la zafra 2017/18 el
promedio fue de 12,9 pg ADN de Rcc/100 ng total ADN de la semilla, representando casi tres veces mds que la zafra
anterior (Figura 2). Lo que muestra un aumento del nivel de ADN de Rcc detectado en semilla.

Figura 2 (Anexo 1)

Segun las recomendaciones internacionales para el manejo de ramulariosis que se basan en la implementacidn del
método de deteccidon y cuantificacion mediante gPCR como clasificador de lotes de semillas, indican que aquellos lotes que
presentan menos de 1-5 pg de ADN de Rcc en 100 ng de ADN total podrian considerarse aptos para su uso como semilla
(Oxley y Havis, 2010; Havis et al., 2015a).

Considerando estos limites, los resultados obtenidos en este proyecto muestran que el 40 % de los lotes relevados y
analizados de la zafra 2016/17 presentaron niveles aptos para ser sembrados comercialmente (menor a 1 pg ADN de
Rcc/100 pg total ADN total), mientras que esta categoria representd el 30 % en los lotes relevados de la zafra 2017/18
(Figura 3).

Figura 3 (Anexo 1)

Si se considera el porcentaje de lotes de semilla > 1 pg ADN-Rcc/100 pg total ADN, en la zafra 2017/18 representaban el
70%, mientras que en la zafra anterior representaban el 59 % del total de lotes evaluados. Este aumento podria estar dado
porque se utiliza semilla de zafras anteriores, sin conocer la carga fangica con respecto a Rcc y no hay fungicida
curasemilla con eficacia demostrada para éste patégeno (Havis et al., 2018). Ademds, el afio 2017 fue mds conductivo para
la enfermedad, con mds dias con eventos de lluvias y mayores niveles de precipitacion acumulada. Siendo estos factores
de estrés desencadenantes de las epidemias de RLS (McGrann et al., 2018; Hoheneder et al, 2021).

En paises donde la enfermedad es una problemdtica (Escocia e Inglaterra), Havis et al. (2014), analizaron muestras de
semilla en los ainos 2007 a 2011, mediante qPCR, en donde observaron una gran variacién en la concentracion de ADN de
Rcc (0,8 - 25,8 pg de ADN Rcc/100ng ADN total). Estas concentraciones son menores a los reportados por Oxley y Havis
(2010), para los mismos paises.

Relacion entre el nivel de inoculo de Rcc en la semilla y las condiciones climdticas durante el cultivo

El drbol de regresién mostro dos grandes grupos (Figura 4) los cuales se separaron por las fechas de siembra, grupo 1
<=12/6/2017 y grupo 2 con fecha posterior al 12/6/2017. Dentro de este grupo, la temperatura en el segundo periodo <=16°C
y lluvias totales de >280 en el periodo 1 dan los mayores niveles de infeccién de Rcc en semilla.

Dentro del grupo 2, se diferencian con los milimetros de agua caida > 255 mm en el segundo periodo en andlisis, mostrando
mayores niveles de infeccidn.

Figura 4 (Anexo 1)

Si bien la humedad relativa (% HR) no figuro como una variable de clasificacién del drbol de regresidn, cuando es
analizada independiente en los tres periodos por separado, mostro que HR >81% muestran un nivel de infeccion de Rcc
mayor que a menor HR para el afo 2017. En cambio, en el afio 2016 no se observé diferencias.

Si bien los datos son preliminares se podria decir que las condiciones de estrés del cultivo en las primeras etapas de
crecimiento del mismo (de siembra a Z49) son condicionantes para la generacién de una epifita y por ende la generacion
de inoculo en semilla.

Determinar la relaciéon entre el nivel de enfermedad, la cantidad de Rcc en grano cosechado y el clima.

Si bien no hay una asociacién estrecha y significativa entre el nivel de infecciéon de Rcc en semilla medido como pg ADN-
Rcc/100 pg total ADN y la cantidad de severidad en Z49, hay una tendencia a mayor severidad a mayor nivel de infeccidn
de Rcc en semilla (R2=0,1; p-valor < 0.0001, Figura 5).

Figura 5, Cuadro 4 (Anexo 1)
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Estudios realizados utilizando esta metodologia basada en gPCR en planta por Taylor et al. (2010), encontraron una
relacion entre los sintomas visuales de la enfermedad y el nivel de ADN del Rcc en la planta (R2=0,79), medido mediante
gPCR. Del mismo modo en otros estudios (Matusinsky et al., 2011; Zamani-Noor, 2011) obtuvieron resultados similares, en
los que se indica una relacion positiva y significativa entre la evolucion de la severidad de la enfermedad y la cantidad de
ADN de Rcc determinados por gPCR. Ademds, Havis et al. (2014) en ensayos de campo en los que se sembraron tres
variedades Cocktail, Decanter y Optic, encontraron una correlacién lineal entre los sintomas visuales de la enfermedad y
el nivel de ADN de Rcc, de 0,89 y 0,69 para el ano 2008 y 2009 respectivamente.

*OE3. Evaluacion de la efectividad de fungicida curasemilla en el control de Ramularia collo-cygni

La evaluacién de fungicidas curasemillas mediante la técnica de qPCR resulté exitosa (Figura 6), dado que los pardmetros
de la curva estdndar fueron dptimos para la evaluacion (pendiente = -3,5; Y-inter= 24,5; R2 = 0,99; %Eff= 94). Los valores
obtenidos estdn de acuerdo con los de Taylor et al. (2010)..

Figura 6 (Anexo 1).

En ambos lotes de semilla se obtuvieron resultados similares de concentracién de ADN de Rcc en el tratamiento testigo, lo
cual indica que a pesar de haberse caracterizado un lote como muy alto nivel de infeccién (Lote 1) y otro con alto nivel de
infeccion (Lote 2), ambos presentaron contenido de Rcc similar en plantula (Figura 7). Esto coincide con Havis et al. (2015a),
ya que ambos lotes entrarian en la categoria no recomendada para la comercializacién por la alta concentracién de Rec
en la semilla.

Figura 7 (Anexo 1).

La deteccion de ADN de Rcc en pldntulas asintomadticas coincide con los resultados obtenidos por Zamani-Noor (2011) y
confirma la capacidad de Rcc de transmitirse de la semilla a la pldntula. Este punto es de gran importancia
epidemioldgica, dado que el indculo no solo debe ser capaz de diseminarse en la semilla, sino que para luego causar
epidemias debe ser capaz de transmitirse a la pldntula. Vale a su vez remarcar que, como se mencioné anteriormente,
Rcc puede permanecer en la pldntula de forma asintomatica, datos que concuerdan con los resultados obtenidos por Havis
et al. (2012) y Nyman et al. (2009).

De acuerdo a los resultados de este estudio, la semilla del lote 1 curada con fluxapiroxad + triticonazol presentd
significativamente (p > 0,05) menor nivel de Rcc en plantula con respecto al testigo sin curar de ese mismo lote. Sin
embargo, no existieron diferencias significativas entre tratamientos para la semilla del lote 2. Dado estos resultados,
corresponde repetir el experimento para evaluar su eficiencia, en tanto ambos lotes presentaban alta nivel de infeccion de
Rcc en la semilla.

El tratamiento con carbendazim + tiram + iprodiona presenté mayor concentracién de ADN de Rcc que el tratamiento
testigo sin curasemilla en el Lote 2. Posiblemente, este fungicida, aun cuando no fue eficiente para el control de Rcc, pudo
haber tenido un control de otros microorganismos presentes en la semilla y de esta forma podria haber favorecido una
mayor infeccién de Rcc.

La reduccidn en la concentracion de ADN de Rcc obtenida con el curasemilla mezcla de fluxapiroxad + triticonazole,
sugiere un efecto sobre la transmisién del patdgeno a la plantula. Determinadas carboxamidas (ej. fluxapiroxad o
isopirazam) han presentado una alta eficiencia de control de Rcc cuando son incluidas en aplicaciones foliares, por lo cual
su uso como curasemilla podria ser de gran aporte (Pereyra y Pérez, 2017). En ensayos realizados durante los afios 2015-
2017 en donde se evaluaron diferentes mezclas de fungicidas curasemillas sobre un cultivar de cebada susceptible a
mancha en red tipo red, (causada por Dreschlera teres f. teres), se determiné que la mezcla de fluxapiroxad +
triticonazole redujo la severidad de la enfermedad hasta el momento de encafnazén del cultivo con respecto al tratamiento
testigo (Gonzdlez et al., 2019). A su vez, estos resultados concuerdan con los que obtuvimos en este trabajo, donde la
misma mezcla de fungicidas curasemillas fue la que logro reducir la concentracién de ADN de Rcc en semilla.

*OE4. Efecto del indculo de Rcc en la semilla sobre la eficiencia en el uso de fungicidas foliares

Independientemente de los niveles de inoculo de Rcc cuantificados en semilla, el desarrollo de ramulariosis fue tardio y
bajo en todos los experimentos. Predominaron mancha en red tipo spot, mancha en red tipo red y manchado fisiolégico en
niveles intermedios. Para los experimentos analizados no existieron diferencias significativas entre tratamientos (nivel de
inoculo en semilla, presencia/ausencia de curasemilla) para severidad de ramulariosis en las distintas evaluaciones. Solo
se registraron diferencias significativas (p<0.05) entre tratamientos con y sin curasemilla fluxapyroxad+triticonazol, en la
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severidad de mancha en red tipo spot en las tres evaluaciones en el experimento de Colonia 2019. Se conté con datos
parciales de los experimentos (ver Anexo 2).

Conclusiones y recomendaciones

En este proyecto se logré ajustar un método de cuantificacion de ADN de Rcc en semilla y en pldntula mediante la técnica
de gPCR descripta por Taylor et al. (2010). Se obtuvieron valores de referencia en cuanto a la efectividad del método
aceptables. No se presentd efecto inhibitorio seguin se realice en plantula o semilla, lo que permite generar resultados
confiables en cuanto a la cuantificacion de ADN de Rcc en dichas matrices.

Esta metodologia contribuird al manejo mds eficiente de la enfermedad, permitiendo realizar una deteccién temprana de
la misma. Esto asistird en la definicion del momento de intervencidn quimica, evitando una aplicaciéon de forma preventiva
sin tener presente la enfermedad, o una aplicacién tardia, con niveles de infeccién muy elevados, que limitan la respuesta
al tratamiento y condicionan tanto su eficiencia como periodo de acciéon (Pereyra y Pérez, 2017). A su vez, el uso de esta
técnica podria evitar aplicaciones innecesarias (que puedan contribuir residuos de fungicidas en el grano o ambiente. Esta
metodologia contribuiria a optimizar el manejo de ramulariosis con fungicidas.

Este método ayudard a la cuantificacion de ADN de Rcc en lotes de semillas comerciales para realizar usos diferenciales
de los mismos, siguiendo la literatura internacional. En paises como Europa, la cuantificaciéon molecular del hongo en un
lote de semilla estd siendo actualmente utilizada como herramienta para descartar lotes de semilla que presenten alto
nivel de infeccidn (lotes de semilla con niveles superiores a 5 pg de ADN de Rcc en 100 ng de ADN total, el cual incluye ADN
de la semilla y demds biota presente en la semilla). En este sentido, se recomienda solo utilizar lotes de semilla que
presenten preferentemente menos de 1pg de ADN de Rcc por 100 ng de ADN total (Havis et al., 2015). Dado estos datos se
recomienda realizar andlisis a las semillas de los lotes previo a la siembra para poder realizar la misma con lotes de
semillas con menores cargas de inoculo de Rcc.

Dado los resultados de la relacién de las condiciones climdticas predisponentes para la enfermedad y nivel de infeccién de
Rcc en lotes de semilla, se destaca que serd necesario continuar generando informacién con el fin de llegar a modelos
predictivos de potenciales escenarios de riesgo segin determinadas situaciones productivas y climaticas.

El ajuste metodoldgico de la técnica gPCR contribuird a la generacién de semilla de cebada de alta calidad, pudiendo ser
aplicados a nivel nacional para el control fitosanitario de lote, evitando la diseminacién de Rcc en otros cultivos de cebada
y en otras plantas que pueden ser reservorios del patégeno en nuestro pais. Actualmente, se ha detectado a Rcc en otras
gramineas, incluido trigo (Frei y Gindro, 2015), lo que alerta como factor epidemioldgico adicional si se registra la
enfermedad con valores epidémicos. Eventualmente, seria recomendable realizar un control fitosanitario de lotes de este
cereal.

El método ajustado de evaluacién de inoculo en pldntula permitird la evaluacién de distintos fungicidas curasemillas para
el control de ramulariosis. Si bien son resultados preliminares, los datos recabados en este estudio de demostraron que el
uso de fungicidas curasemillas carbendazim + tiram + iprodiona resultd ineficiente para el control de Rcc, respecto a la
mezcla fluxapiroxad + triticonazol. La mezcla de fungicida curasemilla con agregado de carboxamidas (fluxapiroxad) es
prometedora para el control de ramulariosis, ya que fue la que logro disminuir el nivel de infeccidn de Rcc con respecto al
testigo y a la otra mezcla evaluada, carbendazim + tiram + iprodiona. Cabe destacar que estos datos son preliminares, y,
por tanto, se necesitan mds estudios para poder concluir con respeto a la mezcla mds eficiente de fungicidas.

Con esta metodologia se podrd evaluar fungicidas curasemilla en otras enfermedades transmitidas por semilla y servird
como base para futura investigacidn en epidemiologia de la ramulariosis asi como en otros patosistemas de dificil
diagnéstico.
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