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RESUMEN

El tabaco (Nicotiana tabacum L.) es uno de los cultivos regionales mas importantes de la
Argentina, el cual contribuye al crecimiento socio-econdmico de las provincias del noroeste
argentino (NOA). Las pérdidas econdmicas ocasionadas por enfermedades radiculares constituyen
uno de los principales problemas del cultivo. Entre los principales fitopatdgenos se encuentran
Rhizoctonia solani, Fusarium spp y Ralstonia solanacearum. La importancia de estas especies
se ha puesto de manifiesto debido al incremento en la prevalencia e incidencia en diversos
lotes tabacaleros. Los complejos de especies F. oxysporum Yy F. solani provocan graves
dafos en el cultivo del tabaco y no es posible detectar su presencia en el estado inicial, ya
que los sintomas aparecen alrededor de un mes de la infeccion, si se presentan las
condiciones predisponentes. Este trabajo tuvo como objetivo general conocer la diversidad
de especies de Fusarium asociadas al marchitamiento vascular y podredumbre radicular en
tabaco en la region del NOA, para aportar conocimiento a los programas de mejoramiento.
Se relevaron 73 lotes comerciales de tabaco Tipo Virginia en las provincias de Salta y
Jujuy para medir prevalencia e incidencia del marchitamiento vascular y podredumbre
radicular producido por Fusarium spp. durante dos campafas consecutivas (2013-14; 2014-
15), lo que permitié describir los sintomas de ambas patologias y obtener aislamientos de
plantas sintomaticas. En ambas provincias se manifestd una mayor prevalencia de
miembros patogénicos del complejo F. o. en relacién a F. s. Se encontrd que la intensidad
de ambas patologias fue mayor en el segundo Yy tercer estadio fenologico del cultivo. A su
vez, se encontraron asociaciones significativas entre la intensidad del marchitamiento
vascular y podredumbre radicular con variables de manejo agronémico, variables
meteoroldgicas (temperatura media ambiente, precipitacién y humedad relativa ambiente)
y tipo de asociacion de suelo. Se pudo expresar la dinamica del marchitamiento vascular y
podredumbre radicular en el transcurso del tiempo y describirlas a nivel regional. Los
resultados indicaron un aumento de estas patologias en las Ultimas campafas reflejando la
necesidad de la implementacion de herramientas de manejo mas adecuadas con el fin de
minimizar la presencia de estas enfermedades. En complemento, se analizé la diversidad
genética, morfologica y patogénica de aislamientos pertenecientes a los complejos de F. o.

y F. s. asociados al marchitamiento vascular y podredumbre radicular. Se obtuvieron 130



aislamientos de plantas de tabaco sintomaticas. Los aislamientos se caracterizaron en base
a caracteristicas morfoldgicas, moleculares (secuencia EF-1a) y pruebas de patogenicidad.
Todos los aislamientos fueron identificados como miembros del complejo F. o. y F. s,,
exhibiendo una considerable variacion intra-grupo. Sobre la base de caracteres
morfolégicos se diferenciaron tres morfotipos en cada complejo. El arbol filogenético
generado con las secuencias EF-1la confirmé la identificacion de los aislamientos. Los
miembros de ambos complejos exhibieron una variabilidad apreciable en las caracteristicas
morfoldgicas y en virulencia, y una parte de ellos no resultaron patdgenicos para el tabaco.
El 81% y el 60% de los aislamientos del complejo F. o. y F. s. fueron pat6genicos,
respectivamente. Bajo condiciones controladas, las variedades evaluadas exhibieron un
comportamiento diferencial frente a los aislamientos y densidad de inoculo. Los
aislamientos de F. o. mantuvieron el mismo nivel de agresividad para las dos diluciones
evaluadas. Este estudio, es el primero en proporcionar informacién sobre la variabilidad de
los complejos F. o. y F. s. asociados con el marchitamiento y podredumbre radicular del
tabaco en la Argentina. Este trabajo contribuye al desarrollo de estrategias de manejo

sostenible en la produccion de tabaco en la region.



ABSTRACT

Tobacco (Nicotiana tabacum L.) is one of the most important regional crops in Argentina, and
contributes to the socioeconomic growth of the provinces in the northwest region of the country
(NOA). The economic losses caused by root diseases are one of the main constraints for tobacco
production. Rhizoctonia solani, Fusarium spp and Ralstonia solanacearum are among the main
pathogens affecting tobacco. The importance of these species has been evidenced due to the
increase in the prevalence and incidence in various tobacco fields. The Fusarium oxysporum and F.
solani complexes cause serious damage to tobacco and it is not possible to detect their presence in
the initial state of the crop, since the symptoms appear about one month after the infection under
predisposing conditions. The aim of this work was to study the diversity of Fusarium spp.
associated with vascular wilt and root rot in tobacco in the NOA region, to contribute knowledge to
the breeding programs. During two consecutive campaigns (2013-14, 2014-15), 73 commercial
fields of Virginia Type tobacco were surveyed in the provinces of Salta and Jujuy to measure
prevalence and incidence of vascular wilt and root rot produced by Fusarium spp.. This allowed to
describe the symptoms of both pathologies and to obtain isolates of symptomatic plants. The
intensity of both pathologies was greater in the second and third phenological stage of the crop. In
both provinces, there was a higher prevalence of pathogenic members of the F. 0. complex in
relation to F. s. Moreover, significant associations between the intensity of vascular wilt and root
rot with variables of agronomic management, meteorological variables (mean temperature,
precipitation and relative humidity) and type of soil association, were found. It was possible to
express the dynamics of vascular wilt and root rot in the course of time and to describe them at a
regional level. The results indicated an increase of these pathologies in the last campaigns
reflecting the requirement of applying more suitable management tools in order to minimize the
presence of these diseases. In addition, the genetic, morphological and pathogenic diversity of the
F. 0. and F. s. complexes associated with vascular wilt and root rot were analyzed. One hundred
and thirty isolates of symptomatic tobacco plants were obtained. The isolates were characterized on
the basis of morphological, molecular (EF-1a sequence) and pathogenicity tests. All isolates were
identified as members of the F. 0. and F. s. complex, exhibiting considerable intra-group variation.
On the basis of morphological characters three morphotypes were differentiated in each complex.
The phylogenetic tree generated with the EF-1a sequences confirmed the identification of the
isolates. Significant variability in pathogenicity between isolates was observed. Members of both

complexes exhibited appreciable variability in morphological characteristics and virulence, and



some of them were not pathogenic for tobacco. Eighty one percent and 60% of the isolates resulted
pathogenic in the F. 0. and F. s. complexes, respectively. Under controlled conditions, the
evaluated varieties showed a differential behavior against the isolates and density of inoculum
analyzed. The isolates of F. 0. maintained the same level of aggressiveness for the two dilutions
tested. This is the first study to provide information on the variability of pathogens associated with
root wilt and root rot of tobacco in Argentina. This work contributes to the development of

strategies for sustainable management of tobacco production in the region.



CAPITULO |

Introduccion general, hipodtesis de trabajo y
objetivos







Capitulo I.
Introduccion general

INTRODUCCION

Origen y distribucion geografica de Nicotiana tabacum

Nicotiana tabacum L. es una planta herbacea perenne, de la familia de las solanaceas, de cuyas
hojas se produce la mayor parte del tabaco consumido en el mundo (Figura 1.1). Su dotacion
cromosémica es de 24 pares de cromosomas. Se cree que esta especie es un anfidiploide, es decir,
un hibrido natural, originado entre otras dos especies ancestrales: Nicotiana tometosiformis y
Nicotiana sylvestris (Goodspeed 1954; Gerstel, 1960 y 1963). El hibrido entre ambas especies seria
estéril y para reproducirse habria sido necesaria la duplicacion de sus cromosomas. Esto pudo
ocurrir de modo espontaneo en la naturaleza. La hibridacion anfidiploide (alotetraploide), es comuln
en el género y esta relacionada a la intervencion humana, los tabacos comerciales son hibridos
anfidiploides (Goodspeed, 1954; Knapp et al., 2004).

Figura 1.1. Planta de tabaco de crecimiento silvestre

El centro de origen del tabaco se sitGa en la zona andina entre Pert y Ecuador, donde los
primeros cultivos son citados alrededor de cinco mil y tres mil afios A.C. Cuando se colonizé

América, su consumo ya estaba extendido por todo el continente. Las primeras semillas se llevaron
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a Europa en 1559 y fueron sembradas en Espafia, desde alli se extendié su cultivo por el mundo

entero.

Importancia econdmica mundial, nacional y regional

En la actualidad el cultivo de tabaco se produce en mas de 125 paises con una produccién total de
6.2 millones de toneladas sobre una superficie implantada anualmente de aproximadamente 4
millones de hectareas, de las cuales un tercio pertenece solamente a China (Figura 1.2.). Debido a
ello, este pais es el principal productor mundial con el 37% del volumen total mundial. Le siguen
India (10%), Brasil (9%), EE.UU (6%), Indonesia (2,5%) y Turquia (2,5%). La participacion de la
Argentina en la produccion mundial es del 2% (FAO, 2015). De este total, el 75,9% corresponde a
la produccion de tabaco tipo Virginia, el 16,4% a Burley y 7,7% al criollo.

La produccién total en nuestro pais se ubica en mas de 150 millones de kilos de tabaco
anuales, sobre una superficie de mas de 90 mil hectareas implantadas. EI 80 % del tabaco argentino
se exporta, pero se encuentra sujeto a una alta tasa de retencion (del 10%) no adecuada a las
caracteristicas de un producto pre industrializado. (C&mara del tabaco de Jujuy, 2018).
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Figura 1.2. Principales paises productores de tabaco. (Fuente: FAO 2015)

En la Argentina, este cultivo se desarrolla en las provincias de Salta, Jujuy, Tucuman,
Chaco, Catamarca, Misiones y Corrientes, donde se realizaron grandes inversiones para mantener
esta actividad en la que participan méas de 17 mil productores. Tiene una gran relevancia socio-
econdémica en lo referido a la mano de obra que requiere durante todo su ciclo productivo,

principalmente en las provincias de Salta, Jujuy y Misiones que concentran el 93% de la
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produccion del pais. Por ser una actividad de mano de obra intensiva, es de gran importancia para
la generacién de empleo en la mayoria de las provincias productoras y esta relevancia es ain mayor
a nivel de localidades o departamentos, donde se aprecia con mayor claridad la importancia
economica en la generacion de puestos de trabajo. En promedio este cultivo requiere de unos 130
jornales por hectérea. Otros cultivos intensivos requieren un nimero muy inferior de mano de obra
por ejemplo, el algodén demanda 28 jornales/ha; vid 85 jornales/ha y cafia de azlcar 65 jornales/ha
(Toncovich y Piccolo, 2008; Piccolo, 2004).

Las regiones productoras en la Argentina se ubican en el noroeste -NOA- (Salta, Jujuy,
Tucuman y Catamarca), y en el noreste -NEA- (Misiones, Corrientes y Chaco). Las variedades mas
utilizadas son del tipo Virginia, que representd histéricamente el 67% de tabacos rubios cultivados
en Salta (33,1%) y Jujuy (33,9%). El tipo Burley con el 31% del volumen que se localiza
principalmente en Misiones (26,6%) y en menor medida en Tucuman y Catamarca (6,4%). Las
variedades de tabaco criollo se producen en Misiones, Tucuman y Catamarca, como también en
Salta se produce la totalidad de Criollo. (Figura 1.3.) (MINIAGRI, 2014).

MAPA POLITICO DE LA PROVINCIA DE SALTA

7 o ~\*  esva nacionar /
| ,l D 0 o7 e W
h /"' , °9.-.'*:.\\ { n-w\:r,\\
[\ b :< \ '/ QTARTACAL I\
(\ /\r e nt) |\
— |\
SN namciock -
| s,
I i
, | 3
| s
i B
/
4
/
@ V0N © el / : -
/
4
=T

Figura 1.3. a) Provincias tabacaleras y b) zonas productoras de Salta y Jujuy.

Ecologia del cultivo

El tabaco es una de las especies méas susceptibles a ser influenciada por los factores ambientales
donde se desarrolla, tanto en el aspecto cuantitativo como cualitativo (Figura 1.4). La temperatura



Optima para el cultivo varia entre 18 a 30 °C. Los tabacos obtenidos en afios secos son mas ricos en
alcaloides, siendo mas aromaticos. En funcion de la cantidad de radiacion que la planta reciba
dependera la textura, el grosor y el contenido de nicotina presente en las hojas. Los requerimientos
hidricos no son elevados, aun asi los excesos o deficiencias hidricas repercuten en la calidad final
de la hoja y en el rendimiento del cultivo. El agua de riego debe tener poco contenido de sales,
especialmente de cloro, ya que en altas concentraciones afecta la combustibilidad del tabaco. Los
suelos requeridos para lograr un desarrollo éptimo son los de textura franca arenosa, con buena
fertilidad y muy buen drenaje interno, con alrededor de 3% de materia organica y un pH entre 5.2 y
6.2 (Hawks y Collins, 1986).

Figura 1.4. Cultivo de tabaco de 50 dias

Produccién de tabaco

El cultivo de tabaco se realiza en forma intensiva, desarrollandose en varias etapas. La primera es
la realizacion de almécigos que pueden ser bajo dos sistemas: convencional o de bandeja flotante

(Figura 1.5). Cuando se reduce el riesgo de heladas se realiza el trasplante, en esta etapa y en las
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siguientes es imprescindible el agua de riego (canon o agua subterranea) ya que coincide con el
periodo de menores precipitaciones en la region. La siguiente etapa es de conduccion (50 y 70 dias
del trasplante) donde es importante el plan de fertilizacién, control de malezas y la sanidad del
cultivo, ya que de ello depende la calidad del producto final. Durante esta etapa se desarrollan
tareas como el aporque, para el control de malezas, desflorado y eliminacién de brotes. Las hojas se
cosechan a los 90-100 dias del trasplante. La ultima etapa incluye el curado de las hojas en estufas,
la clasificacion y el enfardado y acondicionamiento hasta su posterior comercializacién
(Fernandez de Ullivarri, 1990).

Figura 1.5. Tipos de almécigos de tabaco. a) Flotante y b) convencional.

Importancia de las enfermedades en tabaco

El sistema de cultivo de almécigo-plantacion, presenta durante su ciclo vegetativo diferentes
problemas sanitarios causados por hongos, bacterias y virus. En la etapa de almécigo las
enfermedades comlUnmente registradas son: Mal de los almacigos o Damping-off (Rhizoctonia
solani, Pythium), Mancha por Rhizoctonia o Target Spot y Moho azul (Peronospora tabacina). En
la etapa de plantacion se presentan dafios en hoja: Mancha castafia (Alternaria alternata), Viruela u
ojo de rana (Cercospora nicotianae), Mancha rasgada (Ascochyta nicotianae.), Mancha por
Phyllosticta (Phyllosticta nicotiana), Mosaico del tabaco (Tobacco Mosaic Virus, TMV), Polvillo
(Potato Virus Y, PVY) y Corcovo (Ground nut Ring Spot Virus, GRSV). En raices y tallo las



enfermedades mas comunes son: Podredumbre del tallo (Pythium spp.), Podredumbre radicular o
Sore Shine (Rhizoctonia solani), Canilla negra o Black Shank (Phytophtora nicotianae),
Marchitamiento por Fusarium (Fusarium oxysporum) y Marchitamiento bacteriano (Ralstonia
solanacearum) (Shew y Lucas,1991).

En las ultimas campafias el sector tabacalero afront6 una gran caida de la productividad con
un incremento de los costos de produccion. La incidencia de enfermedades aumentd ocasionando
pérdidas anuales del 20% (Giménez Monge et al., 2009). Las condiciones climaticas son un factor

predisponente para el desarrollo de las enfermedades mencionadas.

Interaccién hospedante-patégeno-ambiente

Los cultivos presentan una enfermedad cuando una o varias de sus funciones son alteradas, lo cual
se lleva a cabo mediante una serie de eventos sucesivos que propician el desarrollo y la prevalencia
de la enfermedad en el tiempo (Agrios, 2005). Para que se manifieste la enfermedad deben
coincidir en un determinado momento (tiempo) un hospedante susceptible, un patégeno virulento y
las condiciones ambientales predisponentes. A su vez el hombre actia como modificador del

ambiente a través de sus préacticas agricolas (Figura 1.6).

Cultivo

Ambiente

Patégeno

Hombre

Figura 1.6. Triangulo de la enfermedad.
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El principal problema fitosanitario que se manifesto en la region del NOA en los ultimos
aflos es el “amarillamiento”, desencadenado por un conjunto de factores bioticos y abidticos y
acciones que tienden a un manejo poco sustentable del cultivo. La constante degradacion de los
suelos, por el empleo inadecuado de tecnologias, exceso de labores, falta de rotaciones y de
sistematizacion para riego, llevaron a la pérdida de materia orgénica y de estructura produciendo el
planchado, presencia de capas densificadas y compactadas a 20 y 30 cm de profundidad y erosion
hidrica (Pérez et al., 2009). Ademas, se identifico en toda la region del NOA un complejo de
agentes causales de amarillamiento: Fusarium spp., Rhizoctonia solani y Ralstonia solanacearum
(Mercado Cardenas et al., 2008). La importancia de las especies de Fusarium como patdgeno se ha
puesto de manifiesto debido su incremento en prevalencia e incidencia en diversos lotes tabacaleros

en la provincia de Salta y Jujuy .

Enfermedades causadas por Fusarium spp.

El marchitamiento vascular (Fusarium wilt) producido por miembros del complejo Fusarium
oxysporum (F. 0.) y la podredumbre radicular (Root rot) ocasionada por miembros del complejo
Fusarium solani (F. s.) son enfermedades ampliamente distribuidas a nivel mundial generando
pérdidas importantes en numerosos cultivos (Gordon y Martyn, 1997; Summerell et al., 2011). En
la Argentina, en los ultimos afios se estudiaron en diferentes patosistemas describiendo a los
complejos F. 0. y F. s. como agentes causales que afectan a Dianthus caryophyllus L., Glycine
max, Citrus limon y Latuca sativa, entre otros (Lori et al., 2004; Scandiani et al., 2012; Fogliata et
al., 2013; Malbran et al., 2016).

El marchitamiento vascular del tabaco, causado por F. 0. Schlechtend.:Fr. f. sp. nicotianae
es una enfermedad generalizada que ocurre en muchos paises y tipicamente da lugar a dafios
severos en areas localizadas (Lucas, 1975). La enfermedad fue reportada por primera vez en los
Estados Unidos en 1916 en Maryland (Johnson, 1921). En los afios ochenta y comienzos de los
noventa, se convirtio en una de las enfermedades mas importante y perjudicial en el cultivo de
tabaco en Connecticut y Massachusetts, afectando aproximadamente el 20% de los campos con una
elevada severidad y provocando la remocion total de los campos més infestados. Miembros del
complejo F. o. se estudiaron principalmente debido a su capacidad de causar enfermedades en
hospedantes de plantas econémicamente importantes, sin embargo su distribucion y actividad

ecologica reflejan un rango mucho mas diverso.



Miembros del complejo Fusarium solani (Martius) Appel & Wollenweber emend. Snyder
y Hansen. presentan una distribucion cosmopolita, pueden ser encontrados frecuentemente en los
suelos y son clasificados como patégenos en un diverso rango de hospedantes, tales como Glycine

max, Phaseolus vulgaris, Citrus limén y Solanum tuberosum.

Sintomatologia

Las especies de Fusarium pueden provocar graves dafios en el cultivo de tabaco, ya que puede
infectarlo en todas las etapas y no es posible detectar su presencia en su estado inicial debido a que
los sintomas aparecen al mes de la infeccion (Ochoa et al., 2004).

Las patologias producidas por miembros de los complejos F. 0. y F. s. se pueden
desarrollar en todos los estadios de crecimiento vegetativo, si se presentan las condiciones

predisponentes para el desarrollo de la enfermedad.

- Marchitamiento vascular por F. o.

El sintoma mas pronunciado de F. 0. es que la hoja afectada presenta clorosis unilateral y detencion
de crecimiento provocando el encorvamiento de la misma. Este fitopatégeno puede ingresar en una
sola raiz y extenderse por solo un lado de la planta (Figura 1.7). Sin embargo, puede infectar
también todo el sistema radicular dando como resultado un marchitamiento y retraso del
crecimiento generalizado, ocasionando la muerte de la planta (Lucas, 1975; Shew y Lucas, 1991).
Puede ingresar al hospedante a través de heridas autogénicas propias del crecimiento radicular pero
también la penetracion puede verse favorecida por heridas radiculares realizadas por practicas de
labranza o presencia de neméatodos fité6fagos (LaMondia, 2015). Una vez dentro de la planta, el
patdgeno se mueve hacia el tejido vascular por colonizacion intercelular de los vasos del xilema y
los invade cuando estdn maduros, o si la penetracion es por herida se sitda en ellos. Coloniza los
vasos del xilema por crecimiento del micelio o por medio del transporte pasivo de los
microconidios producidos en dichos vasos, lo cual ocasiona una colonizacién rapida y discontinua.
(Shew y Lucas, 1991).
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Figura 1.7. Sintomas producidos por F. 0. a) Planta enferma; b) planta de treinta dias después del trasplante
(DDT) con la manifestacion de los primeros sintomas; ¢ y d) planta de 70 DDT manifestando un estado

avanzado de la enfermedad; ey f) necrosis de haces vasculares en plantas de 70 DDT.

- Podredumbre radicular por Fusarium solani

Los sintomas producidos por F. s. son marchitamiento con clorosis y necrosis de las hojas mas
bajas que posteriormente va progresando hacia las hojas superiores, la raiz principal manifiesta
decoloracion y necrosis (Figura 1.8). Al cortarse la base del cuello y a lo largo de la raiz principal,
se observa que el tejido lefioso muestra una coloracion marrén. A causa de estos ataques se
obstruye el libre paso de sustancias nutritivas desde la raiz y la planta muere (Lucas, 1975). Los
mecanismos que desencadenan la aparicion de los sintomas en ambos casos pueden deberse a la
obstruccion del sistema vascular de la planta o bien a la produccion de toxinas por parte del
patdgeno.



Figura 1.8. Sintomas producidos por F. s. a) Planta de 15 DDT observandose podredumbre radicular por F.

s.; b) planta con clorosis y ¢) micelio de F. s. desarrollado en cdmara himeda.

Taxonomia de Fusarium

Segun Leslie y Summerell (2006), la clasificacion del género Fusarium se ubica en la Division
Ascomycota, Subdivision Pezizomycota, Clase Sordariomycetes, Subclase Hypocreomycetidae,
Orden Hypocreales y Familia Hypocreaceae.

La taxonomia de Fusarium ha sufrido una serie de cambios en los Gltimos 100 afios y en
consecuencia, el concepto de especie dentro del género ha variado mucho. La base para todo
sistema taxondmico moderno en Fusarium es el trabajo de Wollenweber y Reinking (1935) donde
establecieron 16 secciones dentro del género, 65 especies y 77 variantes subespecificas.

En las décadas de 1940 y 1950, Snyder y Hansen (1940) redujeron el nimero de especies
dentro del género a nueve y demostraron que solo mediante el uso de cultivos derivados de una
sola espora podrian hacerse identificaciones confiables de especies.

El siguiente desarrollo significativo en la taxonomia de Fusarium fue realizado por Booth
durante los afios sesenta y setenta, este incluyd claves para las secciones y especies de Fusarium en
un sistema taxonémico mas completo que tomé como base el enfoque de Wollenweber y Reinking.
Este incluy6 una mayor percepcion de las células conididgenas, especialmente las que producen los
microconidios.

En los afios setenta y ochenta, Gerlach y Nirenberg (1982) y Nelson et al. (1983), tomaron
la base de Wollenweber y Reinking, Snyder, Hansen y Booth y desarrollaron un sistema

taxondémico mas robusto, el cual es utilizado hasta la actualidad. Sin embargo, en los Gltimos afios
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las técnicas moleculares se tornaron ampliamente disponibles y demostraron ser herramientas de

gran importancia para resolver problemas taxonémicos.

- Concepto de especies y poblaciones en Fusarium

Para la clasificacidon taxonémica dentro del género Fusarium, se utiliza mas de un concepto para
definir especie.

- Especie bioldgica: Mayr (1963) considera “como grupos de poblaciones con potencial de

entrecruzarse con otras”. El concepto biol6gico se basa en la reproduccion sexual dentro de la
especie. Sin embargo, en el caso de algunos hongos, el intercambio genético solo es posible de
manera asexual cuando existe compatibilidad vegetativa. Es ain, mas complicada la clasificacion
de especies mediante ésta metodologia para el caso de hongos como F. 0., 0 los deuteromicetes, los

cuales no presentan reproduccién sexual conocida.

- Especie morfoldgica: Se basa en los caracteres morfolégicos que van a definir una
especie, es decir se fundamenta sobre la idea de que un "tipo" morfol6gico o un individuo puede
representar la variacion dentro de una especie entera. Para ello, es necesario iniciar la identificacion
con cultivos monosporicos, condiciones especificas y medios selectivos. Es una herramienta (til
para la clasificacion inicial de la diversidad de especies. La especie es caracterizada segln rasgos
morfol6gicos, como forma, color y tamafio de la colonia, caracterizacion de macro, meso y
microconidios, formacion de clamidosporas, coloracion de las hifas, etc. Actualmente, especies
muy relacionadas entre si morfolégicamente han vuelto a ser clasificadas filogenéticamente a
través de métodos moleculares mas certeros (Leslie et al., 2006).

- Especie filogenética: El analisis filogenético, consiste en una clasificacién de especies a

partir de la secuenciacion de uno o dos loci y comparacion de las secuencias obtenidas. Para la
determinacion de especies del género Fusarium se emplean amplificacion, secuenciacion y
posterior analisis de regiones conservadas del ADN, que a su vez son lo suficientemente variables
para ser utilizadas en estudios de poblaciones. Ejemplo de ello son, el factor de elongacion 1-alpha
(EF-1a), la sub-unidad menor de ribosomas mitocondriales (mtSSU) y la B-tubulina (TUB),
(O’Donnell et al., 1998; Stenglein et al., 2010) etc. Estas regiones estan altamente conservadas en
una especie y son variables entre especies. Sin embargo hay casos donde se dan reacciones
cruzadas, debido probablemente a las mutaciones y cambios constantes que sufren las especies. Es
por ello, que el mejor método de identificacion de una especie en Fusarium, es a través de una

combinacion de los conceptos de especies.
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Taxonomia de los complejos F. oxysporum y F. solani.

El complejo F. o. fue considerado en la seccion Elegans donde Snyder y Hansen (1940) lo
propusieron. A su vez, el enfoque taxonémico de Haemanectria haematococca (anamorph — F. s.),
se basa en el desarrollado también por Snyder & Hansen y utilizado por Nelson et al., (1983)
proponiendo a F. s. dentro de la seccion Martiella-Ventricosum. Actualmente, se considera que
estas especies estdn conformadas por un complejo de varias especies por lo mencionado

anteriormente (de ahora en mas complejo F. 0. y F. s.).

Rango de hospedante y forma especial del complejo F.oy F. s

Fusarium oxysporum es una especie anamorfica que incluye cepas patogénicas y no patogénicas,
comprende numerosos miembros patdégenos de plantas que causan la marchitez vascular,
pudriciones de corona y raiz en mas de 100 especies de plantas, entre las cuales se encuentran
varios cultivos econdmicamente importantes como en Musa paradisiaca, Phoenix dactylifera,
Cucumis melo, Solanum lycopersicum, Cicer arietinum, Nicotiana tabacum, Allium cepa, entre
otros. Las cepas individuales suelen infectar sélo una o pocas especies de plantas, por lo tanto, se
han asignado formas especiales (f. sp.) basadas en la especificidad del hospedante, existen mas de
120 f. sp. descriptas hasta el momento. Por ejemplo, F. o. f. sp. cucumerinum y F. o. f. sp.
lycopersici sélo causan enfermedad en el pepino y el tomate, respectivamente. Algunas formas
especiales tienen rangos de hospedantes mas amplios, como F. o. f. sp. radicis-cucumerinum y F.
o. f. sp. radicis-lycopersici que, aparte de infectar el pepino y el tomate, pueden causar la
podredumbre de raices y tallos en mdltiples hospedantes de diferentes familias. Varias formas
especiales se han subdividido en razas en base a la especificidad del patdgeno por el cultivar del
hospedante como por ejemplo, F. o. f sp. lactucae (Fujinaga et al., 2005), F. o. f sp. cubense
(Sutherland et al., 2013), entre otros. Armstrong y Armstrong (1958) en su lista de formas
especiales incluyeron aislamientos de F. o. f. sp. nicotianae dentro de F. o. f. sp. batatas, de modo
que esta forma especial incluye cepas patogénicas para ambos cultivos (batata y tabaco).

Fusarium solani tiene una distribucion cosmopolita, se puede encontrar en una amplia
variedad de suelos como habitante natural, es una de las pocas especies de Fusarium que puede
habitar en suelos de la selva tropical, pero son més escasos en zonas templadas. Se registra como
patégeno en una amplia y diversa gama de plantas hospedantes. Ademas, pueden ser serios
patégenos humanos y animales (Booth, 1971; O'Donnell et al., 2008). Basado en caracteristicas
morfoldgicas, F. s. ha demostrado ser una especie politipica. Por lo tanto, la taxonomia del

complejo entr6 en una nueva serie de estudios sistematicos y filogenéticos (O'Donnell, 2000). Las
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cepas de F. s. f. sp. glycine eran conocidas como agente causales de la muerte subita en soja
(SMS), estudios moleculares, morfol6gicos y patogénicos realizados desde 2003 demostraron que
el SMS es causado por 4 especies de Fusarium, habitantes del suelo, muy relacionadas entre si de
la seccion Martiella y con crecimiento lento (< de 2 cm de didmetro/4 dias). Las especies
morfoldgica y filogenéticamente diferentes son: F. virguliforme, F. tucumaniae, F. brasiliense, y
una especie nueva Fusarium crassistipitatum. nov. Adicionalmente, otras dos especies de
Fusarium, muy cercanas a las mencionadas, causantes de podredumbre de raices en poroto
(Phaseolus spp.), podrian causar sintomas del SMS en soja (Aoki et al., 2005). Dentro de las
formas especiales VanEtten (1978) comprob6 que F. s. f. sp. pisi ademas de ser patégenos de
arveja también son patdgenos en otros hospedantes. O'Donnell et al. (2000) en base a los
problemas asociados con la clasificacion de formas especiales en el complejo F. s. concluyeron que
la clasificacién es incierta y engafiosa. En la Argentina, existen antecedentes en el estudio de este
complejo en Origanum vulgare (Gaetan, 2005), Olea europea (Perez et al., 2011) y Glycine max
(Scandiani et al., 2012).

Biologia y ecologia

Las especies de Fusarium pueden infectar el cultivo de tabaco en todas las etapas y no es posible
detectar su presencia en su estado inicial ya que los sintomas aparecen al mes de la infeccién
(Ochoa et al., 2004). En ausencia de tejidos hospedantes vivos, el patdgeno es capaz de sobrevivir
como clamidosporas en tejidos previamente colonizados y en suelo donde puede persistir por
largos periodos, latente 0 como end6fito en hospedantes alternativos (Figural.9). Estas estructuras
de resistencia pueden sobrevivir en el suelo durante més de 10 afios, pero hay evidencia de que este
periodo podria ser aun méas largo. En la proximidad de las raices de tabaco se induce la
germinacion de las clamidosporas. La infeccion se produce como repuesta a exudados de raices
primarias y secundarias. Después de la germinacion, las hifas se adhieren y penetran directamente
en la epidermis. Las especies patdgenas de Fusarium poseen la capacidad de penetrar al igual que
otros fitopatdgenos por heridas autogénicas, antropicas o por nematodos. F. 0. una vez dentro de la
planta se mueve hacia el tejido vascular por colonizacion intercelular de los vasos del xilema y los
invade cuando estan maduros y se sitda en ellos. Coloniza los vasos del xilema por crecimiento del
micelio o por medio del transporte pasivo de los microconidios producidas en dichos vasos, lo cual
ocasiona una colonizacién rapida y discontinua. Este patdgeno a menudo penetra en una sola raiz y

se extiende por toda la planta. Puede atacar solamente una parte o todo el sistema radicular
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provocando la muerte del hospedante (Shew y Lucas, 1991). Como se menciond anteriormente,
ademas de los sintomas ocasionados por F. o, al cortarse la base del cuello y a lo largo de la raiz
principal, se observa que el tejido lefioso muestra una coloracion marron. A causa de estos ataques
se obstruye el libre paso de sustancias nutritivas hacia las raices y la planta muere (Lucas, 1975).
La germinacion de esporas de F. s. se ve favorecida por los exudados radiculares; algunos &cidos
grasos (Harman et al., 1980) y flavonoides (Ruan et al., 1995; Bagga y Straney, 2000). En
contraposicion, los macroconidios pueden ser inhibidos por concentraciones elevadas de amoniaco
y pH bajo. Posee gran facilidad para crecer bajo condiciones microaerdbicas. La infeccion se inicia
por la secrecion de cutinasas y varias enzimas involucradas en la degradacion de fitoalexinas que
facilitan la penetracion en las raices y la colonizacion del tejido cortical (Jones y Epstein, 1990).
Entre las condiciones del medio que predisponen, regulan las interacciones o facilitan el
desarrollo de la enfermedad, se encuentra la temperatura del suelo que influye notablemente en la
produccién, sobrevivencia y produccion de clamidosporas. La temperatura Optima para el
desarrollo de F. o y F. s. es de 25-28 °C aunque algunas cepas del complejo F. s. tienen la
capacidad de desarrollo a temperaturas superiores. A su vez la cantidad de agua en el suelo influye
sobre la germinacion de las clamidosporas ya que con ella se difunden los exudados radiculares y
permite la posterior germinacion de hifas (Cook, 1980). Por lo general, las especies de Fusarium
son mas activas y sobreviven eficazmente en habitats con limitaciones de agua. Sin embargo F. s.
puede desarrollarse en suelos con escasa disponibilidad de oxigeno, mientras que F. 0. es
favorecido por condiciones de sequias donde tiene un menor efecto antagonico. La enfermedad es

mas grave en condiciones calidas y en suelos de textura gruesa (LaMondia, 2015).
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Figura 1.9. Ciclo de las enfermedades producidas por los complejos F. 0. y F. s.

Manejo de la enfermedad

El manejo de las enfermedades causadas por fitopatdgenos habitantes del suelo es compleja y
requiere el uso de diferentes estrategias de manejo para un control eficaz. EI manejo de Fusarium
en tabaco puede ser a través de diferentes estrategias que incluyen la resistencia del material
utilizado, practicas culturales, rotacion, fertilizacion balanceada, manejo de neméatodos y control
quimico o bioldgico. No todas las estrategias de manejo son igualmente efectivas, sin embargo no
hay controles quimicos completamente seguros o eficaces (LaMondia, 2015).

- Manejo genético

La resistencia genética es un pilar fundamental en el manejo de enfermedades. El control mas
eficaz del marchitamiento por Fusarium fue logrado mediante el desarrollo y uso de variedades
resistentes (Lucas, 1975). En Connecticut (EEUU), se liberaron variedades de tabaco como 'C9'y
'B2' con resistencia al patégeno (LaMondia y Taylor, 1992). Esta resistencia es considerada como
poligénica y los genes con efecto aditivo se acumulan para lograr una resistencia eficaz (Gritton et
al., 1965, Jones y Woltz, 1972). La resistencia al marchitamiento se asocio6 con la localizacion y el

movimiento mas lento del patdgeno en los tejidos vasculares. Se observaron repuestas de plantas
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tales como oclusiones tipo vesicula, deposicion callosa en el xilema y secreciones de material

lipoideo para prevenir la extension lateral (Mueller y Morgham, 1996).

- Manejo cultural

Las labores que se realizan durante y posteriores al ciclo de cultivo son claves para disminuir el
efecto de estas enfermedades ya que se puede evadir o minimizar el contacto entre el hospedante y
el patégeno evitando asi que la enfermedad se extienda. Las practicas culturales a tener en cuenta
son:

Evitar las heridas radiculares

Reducir la incidencia de las heridas radiculares que se producen al realizar las tareas de cultivo
demasiado cerca de las plantas, o bien cuando se efectiia la practica de “azadoneo” y se generan
puertas de entrada o sitios de infeccion que resultara en un aumento de la enfermedades producidas
por Fusarium spp. u otras especies (Lucas, 1975). También se ha demostrado que nematodos
Meloidogyne hapla y Globodera tabacum, aumentan la gravedad del marchitamiento vascular
probablemente debido a que aumentan los sitios de infeccion por el incremento de las heridas
(Powell, 1971; Taylor, 1987; LaMondia, 1992). En ensayos realizados con nematodos, las plantas
parasitadas antes de la inoculacion con F. 0. presentaron mayor incidencia y severidad de
marchitamiento que las inoculadas simultdneamente, y la infeccion por Globodera tabacum fue
mas severa que en el tratamiento con Meloidogyne hapla (LaMondia, 1992). En el patosistema
estudiado, se comprobd una correlacion positiva entre los dos complejos de Fusarium y
Meloidogyne en diferentes localidades tabacalera de la provincia de Salta, indicando que la
presencia de Meloidogyne favorecio la incidencia de estas enfermedades radiculares (Avila et al.,
2017).

Control de la propagacion del patégeno

La propagacion de Fusarium puede ser bastante facil por la préctica de incorporacion de los tallos
de tabaco una vez finalizada la cosecha dejando en el suelo clamidosporas, restos de micelios y
conidios que seran una fuente de indculo para la proxima campafia.

Fertilizacion balanceada

Varias enfermedades vasculares producidas por Fusarium han sido manejadas manipulando el pH
del suelo y la nutricién de macro y micro elementos (Engelhard y Woltz, 1973, Jones y Epstein,
1989). La fuente de nitrégeno, la disponibilidad de calcio y el pH del suelo se han asociado con la
incidencia y gravedad de la marchitez en tomate y crisantemo (Woltz y Jones, 1973). LaMondia y

Rathier (1995) determinaron que el calcio resulté uno de los factores nutricionales esenciales para
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el manejo del marchitamiento por Fusarium en tabaco. La mala nutricion del calcio ha sido
implicada como un factor en el desarrollo del marchitamiento vascular (Edgington y Walker, 1958,
Corden, 1965, Jones y Woltz, 1969), ya que el calcio regula la biosintesis de calosa (Kauss, 1985).
La deposicién de calosa en los vasos vasculares puede ser una de las primeras repuestas de defensa
a la invasion del patogeno (Mueller y Morgham, 1996). El calcio también puede ser el nutriente
mas susceptible a la manipulacion en la produccion de tabaco. ElI marchitamiento por Fusarium
puede ocurrir en suelos &cidos, neutros o alcalinos (Johnson, 1921; Lucas, 1975), y el pH del suelo
debe tener niveles superiores a 6.4 para tener un efecto apreciable de la enfermedad.
Implementacion de rotacion de cultivos

El patdgeno una vez presente en un campo persiste durante afios en ausencia del hospedante
susceptible. El uso de la rotacion de cultivos como una estrategia para reducir la densidad de
patdgeno en el suelo varia ampliamente y depende mucho de la supervivencia de las clamidosporas
(Nelson, 1981) y de la capacidad del patdgeno para colonizar las raices de variedades resistentes y
restos de otras especies de planta. En campos infestados con F. o. f. sp. nicotianae, el tabaco no
debe cultivarse en rotacion con batata o cultivos pertenecientes a la misma familia ya que ambos
son susceptibles a la infeccién por los mismos patégenos de marchitamiento (LaMondia, 2015).

El tabaco resistente a Fusarium spp. ha permitido con éxito la produccién en campos
infestados con F. 0. y Globodera tabacum (LaMondia, 1995). Sin embargo, existen informes de
una nueva especie, Fusarium kyushuense, descrita por primera vez en Japon (Aoki y O'Donnell
1998), que puede causar marchitamiento en tabaco en China (Wang et al., 2013), desconociendo si
los genes de resistencia actuales en tabaco son eficaces contra éste patégeno. De manera que, el
desarrollo y la utilizacidn de variedades de tabaco resistentes o con un elevado grado de tolerancia

al marchitamiento vascular deben continuar.

- Manejo biolégico

Diversos microorganismos no patdgenos o antagonistas accionan de manera positiva en la relacion
hospedante-patégeno-ambiente, ya que poseen el potencial para limitar la actividad del patégeno o
aumentar la resistencia al hospedante (Cook y Baker, 1983). Los microorganismos capaces de
controlar a los fitopatdgenos, habitantes naturales de los suelos son diversos e inclusive algunas
cepas de F. o son consideradas agentes de biocontrol (Weideman y Wehner, 1993). De forma
similar, la cepa no patégena F. 0. (Fo47) imprime repuestas de defensas en plantas de tomate en el

control de F. o. f. sp. lycopersici (Aimé et al., 2013).
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Sin embargo, los estudios sobre suelos supresores, es decir, suelos con baja incidencia de
enfermedad a pesar de la presencia del patdgeno, enfatizan la existencia de microorganismos
antagonicos en el suelo (Stotzky y Martin, 1963). A partir de alli se han desarrollado diferentes
estrategias para identificar potenciales agentes de control biolégico que actlan directa o
indirectamente contra Fusarium spp. y por lo tanto reducen su desarrollo. Estas acciones incluyen
micoparasitismo, antibiosis, competencia por nutrientes 0 nicho ecoldgico y la induccion de
reacciones de defensa de las plantas (Baker y Cook, 1974). Algunas cepas de Trichoderma son
conocidas por su capacidad micoparasitaria en F. o. (John et al., 2010). A su vez, Bacillus
thermoglucosidasius produce antibidticos, y existen reportes de que favorecio la inhibicién del
crecimiento y control de F. o. f. sp. lilii (Chung et al., 2011). La competencia por recursos es otro
tipo de interaccién entre los microorganismos. Algunos microorganismos han desarrollaron
estrategias beneficiosas para estar delante de otras cuando compiten por un mismo nicho ecolégico

0 para una misma fuente de nutriente (John et al., 2010).

- Manejo quimico

Los productos fitosanitarios mas efectivos contra F. 0. y F. s. fueron el bromuro de metilo o la
cloropicrina (Bennett et al., 2011), pero el uso de bromuro de metilo se ha eliminado actualmente.
La fumigacion del suelo con metam sodio se utiliza en alméacigos de tabaco y horticolas para la
desinfeccion inicial del suelo. Sin embargo, este producto no fue eficaz para reducir el
marchitamiento del algodén causado por F. o. f. sp. vasinfectum (Bennett et al., 2011). La
fumigacién del suelo puede controlar indirectamente la expresion de la enfermedad mediante el
control de nematodos parasitarios de las plantas (LaMondia, 2015).

La necesidad de encontrar fungicidas contra Fusarium es un paso clave en la proteccion
quimica, como asi también el uso de los agentes quimicos apropiados. Los tres fungicidas
comerciales para el control de Fusarium son los que contienen los siguientes principios activos:
Triazoles (tebuconazol), bencimidazoles (carbendazim) y estrobilurinas (azoxistrobina). En
ensayos realizados por Frac et al., (2016) los tratamientos que consistieron en diferentes
concentraciones de estos fungicidas demostraron que la toxicidad de los mismos depende del tipo y
la concentracion y de los aislamientos de Fusarium. Tebuconazol resultd ser el mas potente,
proporcionando una mayor eficiencia en la inhibicion. En complemento, carbendazim también
causo la inhibicion del crecimiento de Fusarium spp., pero algunos aislamientos se mostraron

resistentes al fungicida a base de azoxistrobina.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

1-La prevalencia del marchitamiento vascular y podredumbre radicular producido por Fusarium

spp. esta influenciada las practicas de manejo del cultivo y las condiciones edafoclimaticas.

2-Los sintomas de marchitamiento vascular y pudricién de raiz observados a campo en el cultivo
de tabaco en la regién del NOA estdn asociados con especies de los complejos Fusarium

oxysporum y Fusarium solani, respectivamente.

3-Diferentes variedades de tabaco presentan susceptibilidad diferencial al marchitamiento vascular
causado por especies de Fusarium.

OBJETIVOS

Objetivo general: Conocer la diversidad de Fusarium spp. asociadas al marchitamiento vascular y
podredumbre radicular en Nicotiana tabacum L. en la region del NOA, para aportar conocimiento a

los programas de mejoramiento.

Objetivos especificos:
1. Realizar el relevamiento de lotes comerciales de tabaco en las provincias de Salta y Jujuy para
observar sintomas y dafio producido por especies de Fusarium y determinar su relacion con

variables de manejo y edafoclimaticas.

2. Aislar e identificar especies del género Fusarium presentes en cultivos de tabaco en Salta y Jujuy

mediante técnicas convencionales y marcadores moleculares.

3. Evaluar los niveles de patogenicidad de los aislamientos en diferentes variedades de tabaco Tipo

Virginia.
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CAPITULO 1I
Dinamica de la intensidad del marchitamiento vascular y de la podredumbre radicular

INTRODUCCION

En el estudio de una epidemia, se utiliza en gran medida observaciones, mediciones, formulas
matematicas y analisis estadisticos, que permiten representar la compleja dinamica que se presenta
en un patosistema determinado. Su descripcion cuantitativa, proporciona abundante y valiosa
informacién relacionada con la cantidad y eficiencia del indculo inicial, los efectos del ambiente, la
resistencia del hospedante, el tiempo de interaccion entre la planta y el patégeno, los sistemas de
prediccién y la efectividad de las estrategias de manejo de la enfermedad. La Epidemiologia
Agricola, es una ciencia que estudia los diversos factores que afectan el proceso y diseminacion de
las enfermedades en las plantas cultivadas (Achicanoy L6pez, 2000). Esta se divide en descriptiva,
que caracteriza los procesos epidemioldgicos mediante la exploracion gréafica y parametros
obtenidos por medio de analisis cuantitativo y cualitativo, e inferencial que permite realizar
inferencia probabilistica sobre cambios en la intensidad de la enfermedad. En ambas, los estudios
pueden realizarse a nivel espacial y temporal (Mora Aguilera, 2008). De esta manera, para expresar
la dindmica que presenta una enfermedad en el transcurso del tiempo, las enfermedades se
clasifican como monociclicas o policiclicas. Las enfermedades ocasionadas por miembros de los
complejos F. 0.y F. s. son clasificadas como enfermedades monociclicas (Dias, 2013), debido a
las caracteristicas de estos patdgenos que, ademas de ser necrotroficos (parasitos facultativos) y
altamente eficientes en la infeccidn de su hospedante, tienen la capacidad de generar estructuras de
resistencia. Por otro lado, el progreso de estas enfermedades es lento y su manejo es muy dificil
(LaMondia, 2015).

Unos de los aspectos mas importantes de una enfermedad es observar y cuantificar su
comportamiento a campo, en donde importan las poblaciones biol6gicas del hospedante y del
patdgeno, pero ambas interaccionando y condicionadas en su interaccion con el medio (Figura
2.1.). Por lo tanto un patosistema debe abordarse como parte de una complejidad biolégica
intrinseca a la sanidad (Mora Aguilera et al., 2012). Dentro de un agroecosistema la organizacion
como base de la estructura sanitaria es definida como un atributo intrinseco de las especies
involucradas, plantas sanas, plantas sintomaticas, proceso de incubacion de la enfermedad también
lo relacionado a la estructura del hospedante, que incluye variedad y estadio fenoldgico. La funcion
es el resultado o tipo de organizacion poblacional del hospedante y del patégeno y su interaccion
con el medio (Mora Aguilera, 2008). Los pardmetros basicos para describir la intensidad de una

enfermedad son: la incidencia, que es la cantidad de plantas bajo condicion de enfermedad en



relacion a la poblacién disponible en espacio y tiempo; y la severidad comprendida como una
medida que estima la cantidad relativa del area con un determinado sintoma por unidad de
observacion. Estos dos parametros son vitales para el estudio de una enfermedad en una region.
(Mora Aguilera, 2008).

| Clima IH{ .\];1:|c_i\~| | Clima |< Manejo

Estructurai

o] Funcioni |
Estructura 1 Estructura 1

I Funcion 1 Funcion 1

SUBSISTEMAS
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Progreso temporal <€ > Progreso espacial

Figura 2.1. Esquema de la relacién entre las poblaciones del patdégeno y hospedante a través de atributos

estructurales y funcionales influenciados por el clima y el manejo agrondmico (Mora Aguilera, 2008).

En los suelos donde son abundantes las comunidades de Fusarium spp., la diversidad de las
especies depende de varios factores tales como el tipo de cultivo, de las caracteristicas fisico
quimicas del suelo, condiciones climaticas y de las practicas agrondmicas llevadas a cabo por el
hombre (Bateman y Murray 2001; Steinkellner y Langer, 2004; Summerell et al., 2011). Silvestro
et al., (2013) estudiaron en trigo la ocurrencia y distribucion de Fusarium spp. a diferentes
profundidades del suelo bajo cinco sistema de labranzas, y encontraron que la especie mas
prevalente en todos los casos fue F. 0., que a su vez registré una mayor frecuencia bajo sistemas
intensivos de cultivo. Sin embargo, no ocurre lo mismo con miembros del complejo F.s. ya que son
menos frecuentes. Segun Saremi et al., (1999) la variacion de temperatura en un agroecosistema
puede producir cambios en la estructura poblacional de F.o. y F.s.. Ademas, las poblaciones
patégenas y no patogenas de estos complejos puede fluctuar mucho dentro y entre las temporadas

de cultivo segun las condiciones edafoclimaticas regionales (Bateman y Murray 2001).
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Los patdgenos que ocasionan enfermedades radiculares frecuentemente aparecen como un
complejo de organismos, en el cultivo de tabaco en la provincia de Salta y Jujuy se determiné la
presencia de un complejo de agentes causales de amarillamiento: Rhizoctonia solani, Fusarium
spp.y Ralstonia solanacearum (Mercado Céardenas et al., 2008), donde su comportamiento esta
influenciado por factores ambientales, edaficos y de manejo. Dentro del agrosistema estudiado se
establecié en relacion a la podredumbre radicular producida por Rhizoctonia solani asociaciones
significativas entre las variables agronémicas y meteoroldgicas en el cultivo del tabaco en la region
del NOA (Mercado Cérdenas, 2016). Pero no existen estudios referentes al comportamiento de los
complejos F. 0. y F. s. en el cultivo de tabaco Tipo Virginia en la provincia de Salta y Jujuy. Por
ello, desde el punto de vista metodoldgico se necesitan estudios que integren la unidad de
produccion, lote o parcela en el contexto regional dentro de este patosistema.

El presente capitulo se realiz6 bajo la hipdtesis de que la prevalencia del marchitamiento
vascular y de la podredumbre radicular producida por los miembros de los complejos F. 0. y F.
solani esté influenciada por las practicas de manejo del cultivo y condiciones edafoclimaticas.

Objetivos

1. Realizar el relevamiento de lotes comerciales de tabaco en las provincias de Salta y Jujuy para

observar sintomas y dafio producido por especies de Fusarium.
2. Analizar la dinamica de la incidencia de Fusarium spp. en base al estadio fenol6gico del cultivo

3. Relacionar la intensidad de la enfermedad con variables de manejo (tipo de almacigo, rotacion,
variedades empleadas), variables meteorolégicas (temperatura media ambiente, precipitacion y

humedad relativa ambiente) y tipo de asociacion de suelo.

MATERIALES Y METODOS

Area y disefio de muestreo

Durante la campafia agricola 2013-14 se relevaron 73 lotes comerciales de tabaco Tipo Virginia, 33
en la provincia de Salta y 40 en la provincia de Jujuy (Figura 2.2). De los mismos, 35 lotes se
relevaron en la siguiente campafa (2014-15), 15 en la provincia de Salta y 21 en la provincia de

Jujuy.
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El relevamiento se llevd a cabo en tres etapas o estadios fenoldgicos del cultivo; 30 a 45
dias después del trasplante (Estadio 1), 50 a 65 dias después del trasplante (Estadio Il) y 90 a 115
dias después del trasplante (Estadio Ill). En la campafia 2013-14, en la provincia de Salta, se
monitorearon 33 lotes distribuidos en los departamentos de Cerrillos, Rosario de Lerma, Chicoana
y La Caldera. En la provincia de Jujuy se relevaron 40 lotes, en los departamentos de EI Carmen y
Palpala. En la campafia 2014-15 se relevé un total de 15 lotes para la provincia de Salta, realizando
muestreos periddicos en los tres estadios fenoldgicos del cultivo. Mientras que en la provincia de
Jujuy, se monitorearon 21 lotes, realizando un solo relevamiento a comienzos del tercer estadio
fenoldgico. El disefio de muestreo en cada lote se realiz6 segun March et al. (2007), relevando 10

estaciones de muestreo de 10 plantas por surco en 10 puntos de los lotes muestreados.

Palpala

Caldera

Figura 2.2. Puntos de relevamiento y muestreo en la provincia de Salta y Jujuy.
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Dinamica de la intensidad del marchitamiento vascular y de la podredumbre radicular

Variables analizadas

Las variables medidas fueron prevalencia (N° de lotes afectados del total relevado), incidencia (N°
de plantas enfermas del total relevado) y severidad (% de tejido afectado por planta). Para ésta
Gltima se empled una escala de 0 a 3 (O=sin sintomas; 1=0,1 a 33,33%; 2=33,34 a 66,66% Yy
3=66,67 a 100% del &rea afectada). Todos los lotes monitoreados fueron georeferenciados, a su vez
cada uno de ellos cuenta con informacion complementaria brindada por el productor relacionada
con variables de manejo agronémico tales como; variedad, tipo de alméacigo (convencional o
flotante), rotacion y cultivo antecesor. A su vez se consideraron variables meteoroldgicas
(temperatura, precipitacion y humedad relativa) registradas en las diferentes estaciones
meteoroldgicas cercanas a los puntos de relevamiento de las provincias de Salta y Jujuy y el tipo de

asociacion de suelo presentado para cada localidad.

Analisis estadistico

Para determinar la dindmica de la intensidad de la enfermedad ocasionada por Fusarium spp. en
base al estadio fenoldgico del cultivo, el conjunto de datos fue analizado en un primer momento a
través de estadistica descriptiva; Media; desvié estandar (D.E.); varianza; minimos (Min); maximos
(Méax); asimetria; Kurtosis y tablas de frecuencias absolutas. Se determind la prevalencia de la
enfermedad para cada provincia mediante tablas de frecuencias absolutas y se realizaron gréficos
descriptivos. Se elaboraron tablas de contingencia para establecer la asociacion entre la intensidad
de la enfermedad y de las variables agronémicas, construidas para representar la distribucion de los
lotes por departamento para cada provincia. A su vez se determind la prevalencia de ambas
patologias por complejos para cada campafia y provincia. Para establecer si existen diferencias en
relacion a cantidad de plantas bajo condicion de marchitamiento vascular o podredumbre radicular
se realiz6 la prueba no paramétrica de Friedman (Friedman, 1937 y 1940). Por otro lado, se
realizaron analisis de correlacion entre la intensidad de la enfermedad y las variables
meteoroldgicas. Para determinar si existio relacion entre la intensidad de enfermedad frente a
variables meteoroldgicas (temperatura media, precipitacion y humedad relativa) se empled el
coeficiente de correlacion de Spearman. Las variables meteorolégicas fueron registradas en los tres
momentos correspondientes a las etapas del muestreo, en los diferentes departamentos de las
provincias de Salta y Jujuy. Los datos diarios de las estaciones fueron procesados para cada estadio
fenoldgico, en el caso de la temperatura y humedad, se calculd el promedio y para la precipitacion

se tomé lo acumulado. Para determinar la asociacion de la enfermedad frente al tipo de suelo de
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cada localidad muestreada se emplearon tablas de contingencia. Se utiliz6 la clasificacion suelos
segun el tipo de asociacion propuesta por Nadir y Chafatinos (1990).

RESLTADOS

Descripcion de sintomas del complejos F.o0.y F.s.

Los relevamientos realizados durante las campafas (2013-14) y (2014-15) cubrieron la mayor parte
de las zonas productoras de tabaco Tipo Virginia en la provincia de Salta y Jujuy. Los sintomas
ocasionados por miembros del complejo F. 0. se asociaron con los descriptos por Johnson (1921) y
Lucas (1975). En el patosistema estudiado, se observo que las plantas sintomaticas mostraban una o
varias hojas con clorosis, la misma comenzaba desde la parte basal y en algunas ocasiones de un
lado de la planta. Las hojas afectadas manifestaron amarillamiento y detencién de crecimiento en
hojas jovenes. Los haces vasculares toman una coloracion marron homogénea lo que permitio
distinguirlo con el marchitamiento vascular producido por Ralstonia solanacearum, que produce
estrias necréticas. En plantas donde se registré una mayor severidad del marchitamiento vascular
por F. 0. se observé que el sistema radicular presentaba necrosis y podredumbre radicular avanzada
(Figura 2.3).

A su vez, los sintomas causados por miembros del complejo F. s. con respecto a la parte
aérea, fueron marchitamiento con clorosis y necrosis de las hojas bajeras que progresa lentamente
hacia las hojas superiores. Las plantas sintomaticas manifestaron una reduccion del crecimiento
causando una clorosis generalizada en etapas avanzadas de la enfermedad. Las plantas
manifestaron perdida de vigor, flacidez, y detencién de desarrollo. Esto se correlaciona con los
sintomas presentes en el sistema radicular, donde se observd en la zona cercana al cuello de la
planta lesiones necréticas manifestando una decoloracion y podredumbre seca de la raiz principal y

de las secundarias en etapas avanzadas dela enfermedad (Figura 2.4).
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CAPITULO I
Dindmica de la intensidad del marchitamiento vascular y de la podredumbre radicular

Figura 2.3. a) Planta de tabaco en Estadio | manifestando disminucién en crecimiento producido por F.
0.; b) hojas con sintomas de amarillamiento y detencién de crecimiento lateral; c) planta de tabaco en
Estadio Il con clorosis; d) haces vasculares presentando una coloracién marrén homogénea; e) planta de
tabaco en Estadio Ill presentando un avanzado desarrollo de la enfermedad y f) corte transversal

exponiendo la necrosis de los haces vasculares.
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Figura 2.4. a y b) Plantas de tabaco en Estadio | manifestandose sintomas de podredumbre radicular. c)
Plantas de tabaco en Estadio Il con presencia de clorosis por F. s.; d) plantas de tabaco en Estadio Il con

presencia de clorosis por F. s.; e y f) observacion de raices de plantas sintomaticas con presencia de micelio

de F.s.
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CAPITULO 1I
Dinamica de la intensidad del marchitamiento vascular y de la podredumbre radicular

Estadistica descriptiva de los datos

Dinamica de la incidencia y severidad de Fusarium spp. en base al estadio fenoldgico del

cultivo en la provincia de Salta.

En la campafia agricola 2013-14, se relevaron 33 lotes de Tabaco tipo Virginia en los
departamentos Cerrillos, Rosario de Lerma, Chicoana y La Caldera. Para el primer Estadio
fenoldgico el 21% de los lotes presentaron de incidencia entre 1y 3%, el 79% restante tuvieron una
incidencia del 0%. En el segundo estadio se incrementaron los lotes enfermos a 24% obteniendo
valores de incidencia entre 1-3%, el 76% de los lotes se mantuvieron sin la presencia de la
enfermedad. Para el Gltimo estadio monitoreado, se registré un 36% de lotes afectados, donde se
manifestd la enfermedad con niveles de incidencia entre 1-10%. En el caso de la severidad, el total
de plantas enfermas present6 grado 1 en la escala para el primer estadio de muestreo. EI 99% de los
lotes enfermos manifesté una severidad de 2 y 3 el resto fue en grado 1 para el segundo estadio de
muestreo. Finalmente en el Ultimo estadio se observé una severidad en los tres grados siendo en

mayor porcentaje de plantas entre los grados 2 y 3 (Tabla 2.1 y Figura 2.5.).

Tabla 2.1. Estadisticos descriptivos para las variables de incidencia y severidad evaluados en los tres

estadios de cultivo en las provincias de Salta, campafia 2013-14.

Intensidad de

Estadio . . .
) la Media D.E. Var(n-1) Min  Maéax Asimetria Kurtosis
fenoldgico
enfermedad
Incidencia 0,3 0,53 0,28 0 2 1,55 1,26
Estadio |
Severidad 0,27 0,45 0,2 0 1 1,07 -0,96
Incidencia 0,42 0,83 0,69 0 3 1,83 1,73
Estadio 11
Severidad 0,52 0,91 0,82 0 3 1,43 0,31
Incidencia 0,79 1,08 1,17 0 4 1,24 0,58
Estadio 111
Severidad 0,79 1,14 1,3 0 3 0,98 -0,76
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CAPITULO 1I
Dinamica de la intensidad del marchitamiento vascular y de la podredumbre radicular

En la campafia agricola 2014-15, se relevo un total de 15 lotes en la provincia de Salta.
Para el primer estadio fenoldgico el 19% de los lotes presentaron niveles de incidencia entre 1-
10%, mientras que el 81% no manifesto la presencia de la enfermedad. EI 31% de los lotes exhibio
niveles de 1-10% entre los 50-65 dias después del trasplante. Finalmente entre los 90-115 dias
después del trasplante se registrd 37 % de los lotes con niveles de incidencia entre 1-10%. En el
caso de la severidad, el 19% presentd grado 1 en la escala para el primer estadio de muestreo. El
31% de los lotes manifest6 una severidad de 2 para el segundo estadio de muestreo. Finalmente en

el ultimo estadio se observo una severidad de 37% entre 2y 3 (Tabla 2.2 y Figura 2.6).

Tabla 2.2. Estadisticos descriptivos para las variables de incidencia y severidad evaluados en los tres
Estadios de cultivo en la provincia de Salta, campafa 2014-15.

) Intensidad
Estadio ) ) ]
) de la Media D.E. Var(n-1) Min Maéax Asimetria Kurtosis
fenolégico
enfermedad
Incidencia 0,2 0,41 0,17 0 1 1,67 0,25
Estadio |
Severidad 0,2 0,41 0,17 0 1 1,67 0,25
Incidencia 0,4 0,63 0,4 0 2 1,41 0,51
Estadio 11
Severidad 0,67 0,98 0,95 0 2 0,79 -1,5
Incidencia 1,07 1,71 2,92 0 6 1,96 2,55
Estadio 111
Severidad 1,07 1,39 1,92 0 3 0,61 -1,57
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A su asu vez, se tuvo en cuenta el coeficiente de variacion (C.V) que es el cociente entre el
desvio estadndar y la media, representando una medida adimensional de la dispersion relativa a la
media. En los tres estadios el CV no fue superior a 200 por lo tanto efectos causados por los valores
extremos de los datos son tolerables, manifestando que el comportamiento de las variables

evaluadas no fue demasiado homogéneo.

Dinamica de la incidencia y severidad de Fusarium spp. en base al estadio fenoldgico del
cultivo en la provincia de Jujuy.

En la campafa agricola 2013-14 se relevaron 40 lotes en el departamento EI Carmen y Palpala,
donde el 17,5% de los lotes presentd niveles de incidencia entre 1-10%, mientras que el 82,5% no
manifesto la presencia de la enfermedad en el primer Estadio fenolégico. EI 27,5% de los lotes
exhibid niveles de 1-10% entre los 50-65 dias después del trasplante. Finalmente entre los 90-115
dias después del trasplante se registré 45% de los lotes con niveles de incidencia entre 1-10%. Para
el caso de la severidad, el 71% present6 de lotes donde se registré la enfermedad presento grado 1
y 29% grado 2 de la escala para el primer Estadio de muestreo. El 36% de los lotes manifestd una
severidad de 1 y de 63,63% en grado 2 para el segundo Estadio de muestreo. Finalmente en el
ltimo estadio se observo una severidad de 94,5% entre 2 y 3y 5,5% en grado 1 (Tabla 2.3 y
Figura 2.7).

Tabla 2.3. Estadisticos descriptivos para las variables de incidencia y severidad evaluados en los tres

Estadios de cultivo en la provincia de Jujuy, campafia 2013-14.

Estadio Intensidad de . . . . . .
. Media D.E. Var(n-l) Min Max Asimetria Kurtosis
fenologico  la enfermedad

Incidencia 0,23 0,53 0,28 0 2 2,38 4,22
Estadio |

Severidad 0,2 0,52 0,27 0 2 2,63 5,39

Incidencia 0,38 0,63 0,39 0 2 1,48 0,87
Estadio 11

Severidad 0,45 0,78 0,61 0 2 1,36 -0,06

Incidencia 0,78 0,95 0,9 0 3 0,67 -1,13
Estadio 111

Severidad 1,13 1,32 1,75 0 3 0,46 -1,61
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Figura 2.7. Histogramas de frecuencia absoluta segln el Estadio fenoldgico (I, 11 y 111) del cultivo para las

variables incidencia y severidad, para la provincia de Jujuy, campafia 2013-14.
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En la campafa agricola 2014-15, se realiz6 solo un muestreo comprendido en el tercer
Estadio donde el 42,87% de los lotes exhibieron una incidencia entre 1-10%. Correspondiendo a
una severidad de 44,7% en grado 3, 33,3% en grado 2y 2% en grado 1 (Figura 2.8).

Tabla 2.4. Estadisticos descriptivos para las variables de incidencia y severidad evaluados en el tercer

Estadio fenoldgico del cultivo en la provincia de Jujuy, camparfia 2014-15.

) . Intensidad de ) i ) ) i )
Estadio fenologico Media D.E. Var(n-1) Min Max Asimetria Kurtosis

la enfermedad

Incidencia 062 086 0,75 0 3 1,39 0,88
Estadio 111
Severidad 095 124 155 0 3 0,79 -1,16
12 7 12~
o5 9 a 9 1
E
0 1 0 T T T T T
-0.4 0 1 2 3 -0.4 0 1 2 3
Incidencia(%o)-Estadio IIT Severidad-Estadio IIT

Figura 2.8. Histogramas de frecuencia absoluta segin el Estadio fenol6gico del cultivo para las variables

incidencia y severidad, para la provincia de Jujuy, campafia 2014-15.
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Prevalencia del marchitamiento vascular y podredumbre radicular por provincias y por

departamento.

Provincia de Salta

En la campafia 2013-14, el departamento Cerrillos fue el que presentd una mayor prevalencia
(63%), mientras que para la siguiente campafia solo registré una prevalencia de 25%. Rosario de
Lerma y La Caldera registraron un aumento en la campafia 2014-15 con respecto a la anterior, a su
vez el departamento Chicoana present6 0% de prevalencia para ambas campafias (Figura 2.9).

Prevalencia (%)

25 50 75 100

Departamentos

L

Cerrillos 13-14

Cerrillos 14-15 |

R. deLerma 13-14 |

R. deLerma 14-15 |

La Caldera 13-14 |

La Caldera 14-15 |

Chicoana 13-14

Chicoana 14-15 | |

[ Numeros de lotes con presencia de marchitamiento ] Nimeros de lotes sanos
v podredumbre radicular por Fusarium spp.

Figura 2.9. Porcentaje de prevalencia de marchitamiento vascular y podredumbre radicular  por

departamento para la provincia de Salta segun la campafia.

Provincia de Jujuy
En ambas campafas el departamento El Carmen present6 valores de porcentaje de prevalencia mas
elevados que el departamento de Palpalé. Este Gltimo, registré un aumento en la prevalencia en la

Gltima camparia de relevamiento (Figura 2.10).
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Prevalencia (%)

Departamentos 0 25 50 75 100

El Carmen 13-14 |

El Carmen 14-15 |

Palpald 13-14 |
Palpala 14-15 |

[ Nimeros de lotes con presencia de marchitamiento [ Nimeros de lotes sanos
v podredumbre radicular por Fusarium spp.

Figura 2.10. Porcentaje de prevalencia de marchitamiento vascular y podredumbre radicular por

departamento para la provincia de Jujuy para ambas campafias.

Prevalencia por provincia segun el complejo por campafa agricola.

Para las provincias de Salta y Jujuy se encontré una mayor prevalencia del complejo F. 0. en ambas
campafias agricolas (Tabla 2.5). Sin embargo la provincia de Salta registr6 una mayor prevalencia
de complejo F. s. para ambas campafias (27%-20%) en relacion a la provincia de Jujuy, que

registré un porcentaje inferior (12%-9%).

Tabla 2.5. Prevalencia de la cantidad de plantas bajo condicidn de marchitamiento vascular o podredumbre

radicular segun la campafia agricola y provincia.

Porcentaje de Prevalencia Complejo F. o. Complejo F. s.
Salta

Campana 2013-14 45 27

Camparia 2013-14 33 20

Jujuy

Campana 2013-14 40 12

Camparia 2013-14 28 9

En el analisis de la varianza no paramétrico de Friedman, se observé para la provincia de

Salta diferencias significativas (p<0,05) en relacion a cantidad de plantas bajo condicion de
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marchitamiento vascular con respecto a podredumbre radicular para la campafia 2013-14, mientras
que para la segunda campafia de relevamiento no hubo diferencias significativas. Para la provincia
de Jujuy se encontraron diferencias significativas (p<0,05) entre ambos complejos solo para la
campafia 2013-14, mientras que para la campafia 2014-15 no se observaron diferencias
estadisticamente significativas. Sin embargo, en la provincia de Salta del total de plantas donde se
detecté la presencia de Fusarium spp. el 62,5% (campafa 2013-14) y el 60% (campafa 2014-15)
correspondié a plantas que se asociaron con sintomas de marchitamiento vascular. Mientras que
para podredumbre radicular en la campafia 2013-14 se registré el 37,5% y para la camparfia 2014-
15 el 40%. En la provincia de Jujuy se registro el 76% (campafia 2013-14) y el 74% (campafa
2014-15) de plantas con marchitamiento vascular. Para podredumbre radicular se observé el 24% y

26% correspondientes a ambas camparfias de muestreo.

Asociacion entre intensidad del marchitamiento vascular y podredumbre radicular por los
complejos F. 0.y F. s. y las variables agronémicas.

Andlisis de asociacion de la enfermedad con el tipo de almacigo

Provincia de Salta

En la campafia agricola 2013-14, de los 18 lotes correspondientes a almacigos convencionales en el
72,22% se manifestd la presencia de ambas patologias, confirmando su presencia en laboratorio. En
15 lotes provenientes de almacigos flotantes se manifesté la enfermedad sélo en el 33,33%. Se
encontrd una asociacion significativa (p<0,05) entre el tipo de alméacigo y la presencia de Fusarium
spp. En la campafia agricola 2014-15, de los 7 lotes relevados se observé que el 71,42% procedente
de alméacigos convencionales presentd estas patologias mientras que, en los 8 lotes relevados
correspondiente a alméacigos flotantes el 50% de ellos manifest6 la presencia de marchitamiento
vascular y podredumbre radicular por Fusarium spp. (Figura 2.11). En esta campafia no se encontrd

asociacion entre la incidencia de la enfermedad y el tipo de almécigo.
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Numero de lotes totales

0 5 10 15 20

Tipo de almacigo

Convencional

Flotante

Campaiia
2013-14

Convencional

Campaiia

2014-15 Flotante

mm  Numeros de lotes con presencia de [ Nameros de lotes sanos
marchitamiento por Fusarium spp.

Figura 2.11. Presencia del marchitamiento vascular y podredumbre radicular por Fusarium spp. segun el

tipo de alméacigo en las camparfias 2013-14 y 2014-15 para la provincia de Salta.

Provincia de Jujuy

En la campafia agricola 2013-14, de los 38 lotes provenientes de alméacigos convencionales sélo en
15 se presentaron plantas sintomaticas, correspondiendo al 39,4% de los lotes relevados. De los 40
lotes relevados en esta provincia s6lo dos provenian de almécigos flotantes, obteniendo solamente
una muestra que presentd a Fusarium spp. En la campafia agricola 2014-15 se relevo 21 lotes, de
los cuales 20 provenian de almécigos convencionales y 1 lote de almécigo flotante. Se registré la
presencia de la enfermedad en el 42,8% de los lotes (Figura 2.12). No se encontrd asociacion

significativa entre la incidencia de la enfermedad y el tipo de alméacigo en ambas campafias.
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Figura 2.12. Presencia del marchitamiento vascular y podredumbre radicular por Fusarium spp. seguin el

tipo de almécigo en las campafas 2013-14 y 2014-15 para la provincia de Jujuy.

Asociacion entre la enfermedad y variedades cultivadas.

Provincia de Salta

Los lotes relevados en ambas campafias estuvieron implantados con las variedades mas
utilizadas en la regién tabacalera del NOA. Las mismas fueron: K394, K326, MB47, Coker, FV,
PVH2291, K399. No se encontr6 asociacion significativa entre la incidencia de la enfermedad y las
variedades utilizadas ambas campafias. Sin embargo se observé que las variedades que presentaron
mayor susceptibilidad fueron K394 y K326 evidenciando un mayor nimero de lotes con la
presencia de ambas enfermedades (Figura 2.13) mientras que los lotes implantados con la variedad

FV, no manifestaron la presencia de las enfermedades estudiadas.
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Proporciones acumuladas

0 0,25 0,50 0.75 ,
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K399

|:| Lotes sanos - Lotes enfermos

Figura 2.13. Proporciones acumuladas de lotes con presencia de marchitamiento vascular y podredumbre
radicular ocasionada por miembros del complejo F.0. y F.s. segun las variedades implantadas para la

provincia de Salta.

Provincia de Jujuy

Las variedades presentes en los lotes de los dos departamentos relevados de Jujuy fueron: K394,
K394 La Posta, K493, K399, MB37, MB47, L12, PVH2291 (Figura 2.14). De igual manera que en
la provincia de Salta, no se manifest6 una asociacion significativa entre la incidencia la enfermedad

y las variedades utilizadas para ambas campafias. A pesar de ello, se observo que la variedad K394
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fue la que presentd un mayor numero de lotes enfermos en ambas campafias. Mientras que las

variedades que no registraron la presencia de la enfermedad fueron PVH2291 y K493.

Proporciones acumuladas

. 0 0.25 0,50 0,75 1,00
Variedad | | )

K394 -

K394LP

PVH2201 |

K493 -

K399 —

Li12 N

MB37

MB47 -

I:l Lotes sanos - Lotes enfermos

Figura 2.14. Proporciones acumuladas de lotes con presencia de marchitamiento vascular y podredumbre
radicular ocasionada por miembros del complejo F.o. y F. s. segun las variedades implantadas para la

provincia de Jujuy.
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Asociacion de la incidencia con la rotacion de cultivo

Provincia de Salta

En la campafia 2013-14 y 2014-15 se encontrd una asociacion significativa (p<0,05) entre los lotes
que presentaron rotacion de cultivo con los que no y el marchitamiento vascular y podredumbre
radicular producida por Fusarium spp. (Figura 2.15).

16

D Con rotacion
. Sin rotacion

12 91

Frecuencia absoluta
Frecuencia absoluta

4
6
2
2 = 0
si No Si No T otes con presencia de
Campafia 13-14 Campafia 14-15 Fusarium spp.

Figura 2.15. Frecuencia de lotes con y sin rotacion en relacion a la presencia de marchitamiento

vascular y podredumbre radicular producida por Fusarium spp. para la provincia de Salta.

Provincia de Jujuy
Para ambas campafias no se present6 una asociacion significativa entre los lotes bajo rotacion de
cultivo o sin rotacion y la presencia del marchitamiento vascular. En la ultima campafa de

relevamiento el 100% de los lotes no se encontraban bajo rotacion de cultivo (Figura 2.16).
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Figura 2.16. Frecuencia de lotes con y sin rotacién en relacion a la presencia de marchitamiento vascular y

podredumbre radicular producida por Fusarium spp. para la provincia de Jujuy.

Andlisis estadisticos entre intensidad de enfermedad y variables meteorolégicas (temperatura
media, precipitacion, humedad relativa).

Provincia de Salta

Para ambas campafia, en el departamento Cerrillos se determiné correlacion positiva y significativa
entre incidencia y severidad y las variables meteorol6gicas Unicamente para el tercer estadio
fenol6gico, manifestando una mayor intensidad del marchitamiento y podredumbre radicular por
Fusarium spp. El resto de los estadios mostr6é una correlacion positiva pero no significativa entre

las variables evaluadas (Tabla 2.6).
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Tabla 2.6. Correlacion entre variables meteorolégicas y la intensidad del marchitamiento y la podredumbre
radicular producida por Fusarium spp. segin el estadio fenologico para el departamento Cerrillos. (I:

incidencia, S: severidad, T: temperatura media, P: precipitacion y HR: humedad relativa).

Estadio | Estadio 11 Estadio 111
T=15,3-P=5-HR=57 T=22,7-P=117,8-HR=63 T=20,7-P=98,8-HR=78
Campaiia 13-14

Cerrillos

| r=0,66 r=0,43 r=0,83
p=0,002 p=0,0686 p=0,00001

s r=0,64 r=0,36 r=0,6
p=0,0031 p=0,133 p=0,0006

| r=0,51 r=0,56 r=0,58
p=0,0266 p=0,0124 p=0,0088

s r=0,50 r=0,65 r=0,4
p=0,0286 p=0,0028 p=0,0925

| r=0,67 r=0,41 r=0,72
p=0,0018 p=0,0806 p=0,0005

s r=0,65 r=0,28 r=0,77
p=0,0015 p=0,2545 p=0,0001

Campana 14-15
T=18,4-P=8-HR=60 T=19,6-P=120-HR=60 T=21,1-P=170,7-HR=80

| r=0,31 r=0,64 r=0,7
p=0,2685 p=0,00096 p=0,00003
S r=0,33 r=0,60 r=0,83
p=0,29 p=0,0165 p=0,0001
| r=0,58 r=0,89 r=0,76
p=0,0232 p=0,0001 p=0,001
S r=0,58 r=0,83 r=0,8
p=0,032 p=0,00001 p=0,0003
| r=0,57 r=0,29 r=0,8
p=0,0266 p=0,2945 p=0,0001
S r=0,57 r=0,34 r=0,77
p=0,0266 p=0,2148 p=0,0001

De igual forma para el departamento Rosario de Lerma se manifestd una correlacion
positiva y significativa en el tercer estadio fenoldgico del cultivo. (Tabla 2.7). En el caso del
departamento La Caldera y Chicoana no se obtuvieron datos ya que las estaciones meteoroldgicas

no funcionaron durante el periodo evaluado.
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Tabla 2.7. Correlacion entre variables meteorolégicas y la intensidad del marchitamiento y la podredumbre
radicular producida por Fusarium spp. segun el estadio fenoldgico para el departamento Rosario de Lerma.

(I: incidencia, S: severidad, T: temperatura media, P: precipitacion, HR: humedad relativa, s.d: sin datos).

Rosario de Estadio | Estadio Il Estadio 111

Lerma T=15,02-P= 4,13 HR=49,5 T=20,7-P=64,5-HR=63 T=19,8-P=138,5-HR=78

Campaiia 13-14

I r=0,21 r=0,60 r=0,78
p=0,5832 p=0,0552 p=0,00001

S r=0,32 r=0,66 r=0,74
p=0,632 p=0,005 p=0,0001

I r=0,53 r=0,61 r=0,79
p=0,1434 p=0,0807 p=0,00108

S r=0,45 r=0,57 r=0,75
p=0,0134 p=0,1055 p=0,00108

I r=0,63 r=0,77 r=0,73
p=0,0709 p=0,0160 p=0,0260

S r=0,63 r=0,74 r=0,75
p=0,0709 p=0,022 p=0,003

Campana 14-15
T=16,0-P=9,5-HR=57 T=20,3-P=61,5-HR=63,3 T=21,1-P=170,7-HR=80

| s.d. r=0,74 s.d.
p=0,0182

S s.d. r=0,78 s.d.
p=0,038

| s.d. r=0,64 s.d.
p=0,1233

S s.d. r=0,66 s.d.
p=0,1056

| s.d. r=0,65 s.d.
p=0,1

S s.d. r=0,59 s.d.
p=0,165

Provincia de Jujuy

En el departamento ElI Carmen se obtuvo una correlacidon positiva y significativa para los tres
Estadios fenoldgicos entre la temperatura media y la intensidad de la enfermedad. Para el caso de la
precipitacion se presentd una correlacion positiva y significativa para el segundo y tercer estadio

fenoldgico mientras que para que para humedad relativa se correlacion6 positivamente para todos
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los Estadios fenoldgicos pero solo fue significativa para el caso de la severidad en el segundo y

tercer estadio (Tabla 2.8).

Tabla 2.8. Correlacién entre variables meteoroldgicas y la intensidad del marchitamiento y la podredumbre

radicular producida por Fusarium spp. segun el estadio fenolégico para el departamento EIl Carmen. (I:

incidencia, S: severidad, T: temperatura media, P: precipitacion y HR: humedad relativa).

Estadio | Estadio Il Estadio 111 Estadio 111
El Carmen T=18,8 T=23,3 T=21,3 T=22,5
P=7,6 P=51,2 P=100,6 P=106,6
HR=43 HR=61 HR=72 HR=72
Campaia 13-14 Campana 14-15
| r=0,67 r=0,57 r=0,75 r=0,65
p=0,0001 p=0,0001 p=0,00001 p=0,00083
S r=0,56 r=0,50 r=0,70 r=0,59
p=0,00002 p=0,0001 p=0,0001 p=0,00197
| r=0,67 r=0,11 r=0,62 r=0,70
p=0,001 p=0,511 p=0,0001 p=0,0004
S r=0,53 r=0,10 r=0,46 r=0,78
p=0,004 p=0,55 p=0,0025 p=0,0001
| r=0,25 r=0,21 r=0,44 r=0,53
p=0,1125 p=0,1939 p=0,0049 p=0,0399
S r=0,19 r=0,13 r=0,5 r=0,53
p=0,229 p=0,4143 p=0,0009 p=0,00423

En cuanto al departamento Palpala en los dos primeros estadios no se registraron plantas

enfermas mientras que en el tercer estadio fenoldgico se obtuvo una correlacion positiva pero no

significativa entre la intensidad de la enfermedad y las variables meteoroldgicas evaluadas (Tabla

2.9).
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Tabla 2.9. Correlacion entre variables meteorolégicas y la intensidad del marchitamiento y la podredumbre
radicular producida por Fusarium spp. segln el estadio fenolégico para el departamento Palpald. . (I:

incidencia, S: severidad, T: temperatura media, P: precipitacion, HR: humedad relativa, s.d.: sin datos)

Palpala  Estadio | Estadio Il Estadio lll Estadio lll
T=17,3-P=17.66- T=20,47-P=132- T=17,3-P=148- T=19,5-P=120-
HR=54 HR=74 HR=79 HR=79
Campaiia 13-14 Campaiia 14-15
I s.d. s.d. r=0,65 r=0,65
p=0,11 p=0,1653
S s.d. s.d. r=0,65 r=0,66
p=0,11 p=0,1538
| s.d. s.d. r=0,8 r=0,70
p=0,022 p=0,0004
S s.d. s.d. r=0,79 r=0,78
p=0,016 p=0,0001
I s.d. s.d. r=0,66 r=0,53
p=0,1561 p=0,0399
S s.d. s.d. r=0,67 r=0,53
p=0,1447 p=0,00423

Asociacién entre la presencia del marchitamiento vascular y podredumbre radicular con el
tipo de suelo.

Provincia de Salta

Los puntos relevados en la provincia de Salta se relacionaron con cuatro tipos de asociaciones. El
departamento Cerrillos presentd dos asociaciones de suelo (La Merced y Cerrillos), el
departamento La Caldera presentd a la asociacién Vaqueros y el departamento Chicoana a la
asociacion Ampascachi (Figura 2.17). Se observd una asociacion significativa (p<0,05) con
respecto al marchitamiento vascular y tipo de suelo. Mientras que para la podredumbre radicular la
asociacion también fue significativa (p<0,05). La asociacion La Merced fue la que presentd un

mayor nimero de plantas enfermas de ambos complejos (Tabla A1-Anexo).

Provincia de Jujuy
Dentro de los puntos relevados el departamento EI Carmen presentd cuatro asociaciones de suelo
(Perico, Monterrico, EI Milagro y EI Zapallar) mientras que el departamento Palpala sélo a una

asociacion (Figura 2.15). Se observé una asociacion significativa (p<0,05) con respecto al
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marchitamiento vascular y tipo de suelo. Mientras que para la podredumbre radicular no se
manifestd asociacion significativa. Los tipos de suelos que presentaron un mayor nimero de lotes
afectados con ambos complejos fueron Perico y Monterrico, cuyas caracteristicas mas concordantes

son: ligera erosion, contenido de materia organica muy bajo y textura media (Tabla A2-Anexo).

Asociacion de suelos

Salta

. La Merced
Ampascachi
Cerrillos
Vaqueros

Jujuy

Palpala
Perico

Monterrrico

El Zapallar

El Milagro

Figura 2.17. Ubicacion de los puntos relevados en cada tipo de asociacion de suelo para la provincia de Salta

y Jujuy.
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DISCUSION

El presente capitulo proporciona una descripcion cuantitativa de dos patologias producidas por
miembros de los complejos F. 0. y F. s., permitiendo expresar la dindmica del marchitamiento
vascular y podredumbre radicular en el transcurso del tiempo y cuantificar su comportamiento a
campo y a nivel regional.

El marchitamiento vascular causado por F. 0. en tabaco ha sido reportado como una
enfermedad generalizada en diferentes regiones productoras de tabaco en el mundo ocasionando
pérdidas en rendimiento y calidad (Alves Santo et al., 2007; Rodriguez Molina et al., 2013). El
complejo F. o. en el cultivo de tabaco posee un comportamiento bastante variable manifestando
diferentes niveles de patogenicidad y rangos de hospedantes asociados con las formas especiales
(LaMondia, 2015).

Dentro del agroecosistema estudiado, en lo relacionado a la estructura sanitaria se pudo
establecer el comportamiento del marchitamiento vascular y podredumbre radicular producido por
Fusarium spp. en funcion del estadio fenol6gico. Como se mencion6 anteriormente, las especies de
Fusarium provocan graves dafios en el cultivo del tabaco, y ademas pueden infectarlo en todas las
etapas de su desarrollo y no es posible detectar su presencia en estados iniciales, ya que los
sintomas aparecen al mes de la infeccidn (Ochoa et al., 2004). Esto ademas sugiere la existencia
de factores edafoclimaticos o de manejo agrondmico que pueden favorecer el desarrollo de ambas
patologias, siendo mayor la susceptibilidad de las plantas bajo condiciones de estrés (Tu, 1994). En
relacion a ello, en la provincia de Salta se encontr6 una mayor intensidad de ambas patologias para
el segundo y tercer estadio fenoldgico del cultivo, siendo el Gltimo estadio el que present6 grados
de severidad mas altos. La dindmica de la intensidad de Fusarium spp. registro para la provincia de
Jujuy mayores niveles en el tercer estadio, comprendiendo en la mayoria de los casos grados de
severidad mas altos. A su vez, se encontr6 una mayor prevalencia del complejo F. 0. en ambas
provincias y campafias agricolas. En estudios realizados en marchitamiento vascular en lechuga,
ocasionado por F. o. f. sp. lactucae se observo que la temperatura influye directamente en la
severidad de la enfermedad (Scott et al., 2012). Si bien, se estableci6 que el marchitamiento
vascular y la podredumbre radicular en tabaco pueden afectarlo en cualquier estadio fenoldgico del
cultivo (Lucas, 1975; LaMondia, 2015), en ambas patologias se observd una mayor prevalencia en
los estadios de desarrollo mas avanzado. En el caso del marchitamiento vascular en garbanzo la
presencia de sintomas producidos por F. o. f. sp. ciceris depende fuertemente de los grados de
tolerancia que presenten las variedades empleadas, visualizando los primeros sintomas al mes de
producida la infeccion pero son méas severos en la etapa reproductiva (Jiménez Diaz et al., 2015). A

través del analisis descriptivo se pudo comprobar que el comportamiento de las variables
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incidencia y severidad fue heterogéneo, no manifestandose de igual manera en todos los puntos
relevados. Se debe destacar que la intensidad de ambas patologias fue mayor para el segundo y
tercer estadio fenol6gico del cultivo.

En relacion a la asociacion de las variables agronémicas y ambas patologias se observé una
asociacion significativa para la provincia de Salta entre el tipo de almacigo y la presencia de
Fusarium spp. para la campafia 2013-2014. Mientras que para la provincia de Jujuy no se encontro
una asociacion significativa para el tipo de almacigo, sin embargo se debe considerar que en esta
provincia el 95% de los lotes provenian de almécigos convencionales y solo una pequefa
proporcion a almacigos flotantes. Diversos autores mencionan las ventajas del empleo de sistemas
de almécigos flotantes, entre ellas, la reduccion de posibles heridas en el sistema radicular en el
momento de realizar el trasplante (Thiessen, 2016). Mas alla de ello, no hay reportes previos sobre
la asociacién de ambas patologias con el tipo de alméacigo. Sin embargo, en la region del NOA se
encontrd asociaciones significativas en la presencia de Rhizoctonia solani en tabaco y el tipo de
almacigo con el que se produjo el plantin (Mercado Cardenas, 2016).

En lo referido a la asociacion entre las variedades implantadas y la presencia de
marchitamiento vascular y podredumbre radicular si bien no se encontr6 una asociacion
significativa, se observaron variedades mas susceptibles a la enfermedad tales como K394 y K326.
Esta tendencia se mantuvo para las dos provincias y para las dos campafias productivas. EI control
mas eficaz de las enfermedades ocasionadas por miembros de los complejos F. 0. y F. s. ha sido
logrado mediante el desarrollo y el uso generalizado de variedades de tabaco (Lucas, 1975).
Existen reportes sobre variedades consideradas resistentes a la infeccién por Fusarium, pero que
desarrollaron sintomas de enfermedad a campo bajo muy alto potencial de in6culo en el suelo y
condiciones ambientales propicias (LaMondia y Taylor, 1987). Por ello la resistencia o los grados
de susceptibilidad que pueda manifestar un hospedante es un factor critico que determina el
desarrollo de una epidemia (Cook y Yarham, 2006). Sin embargo, la provincia de Jujuy cuenta con
un mayor nimero de variedades o materiales genéticos multiplicados localmente que presentaron
un comportamiento aparentemente superior frente a estos patdgenos.

El uso de rotacion de cultivos es una de las précticas més utilizadas para reducir la
densidad de patdgenos asociados al marchitamiento vascular y podredumbre radicular y el éxito de
la misma va a depender en gran medida de la supervivencia de las clamidosporas en el suelo
(Nelson, 1981). La asociacion entre rotacion o no de cultivo y la presencia de plantas sintomaticas
con ambas patologias fue significativa para la provincia de Salta en la campafia 2013-14, que

presentd un mayor namero en lotes provenientes de rotaciones en afios anteriores. En contraste, la
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provincia de Jujuy presentd un mayor nimero de lotes sin rotacion y sin presencia de plantas
sintomaticas, causa que puede ser atribuida a la utilizacion de variedades con mayor grado de
tolerancia que llegan a manifestar un comportamiento diferencial. La importancia de la rotacion
con diferentes cultivos para reducir el indculo potencial del patdgeno y la incidencia final de estas
enfermedades ha sido reportada en varios agroecosistemas (Saremi et al., 1999; Vargas Gil et al.,
2008; Toledo Souza et al., 2012). En condiciones de barbecho se estima que la vida media de F. o.
f. sp. lactucae en el suelo es de 5,9 + 0,7 meses (Scott et al., 2012), lo que sugiere que el 25% de la
poblacién inicial puede permanecer después de un afio de que la enfermedad ocurra en un cultivar
de lechuga susceptible. Estudios realizados en mani lograron disminuir la incidencia de
podredumbre radicular ocasionada por F. s. con rotaciones de dos afios con maiz / soja (Oddino et
al., 2008). Por tal motivo, es de importancia que la rotacion de cultivo disponga de un periodo de
tiempo considerable y que en ella se contemple el cultivo antecesor, ya gque estos patdgenos pueden
permanecer en el suelo aun en ausencia de un hospedante susceptible (LaMondia, 2015),

Estudios realizados en los complejos F. o. y F. s. sugieren que las variables climaticas y/o
edéaficas estan asociada con la distribucion y dindmica de estos complejos en el perfil del suelo
(Nelson, 1981; Belete et al., 2013; Silvestro et al., 2013). Para las variables meteoroldgicas se
encontrd una correlacion positiva y significativa para la provincia de Salta en el tercer estadio
fenoldgico. Mientras que para Jujuy, el departamento EI Carmen presentd una correlacion positiva
y significativa para los tres estadios fenoldgicos (Temperatura media y precipitacién acumulada).
Diferenciandose por presentar temperaturas medias mayores que la provincia de Salta debido a
ello, se observd que las temperaturas mas elevadas estan correlacionadas positivamente con la
incidencia y mas aun con el aumento en el grado de severidad del marchitamiento vascular. Segun
Shew y Lucas (1991), la temperatura éptima de crecimiento de F. 0. es de 28-30 °C pero puede
crecer sin impedimentos en un rango mas amplio de 18-31 °C donde la intensidad de la enfermedad
es mayor durante periodos de altas temperaturas, aproximadamente a 28 °C 0 més.

A su vez se encontrd que F. o. estuvo asociado significativamente al tipo de suelo para
ambas provincias. LaMondia (2015) asocia a este complejo con suelos de texturas gruesas y
temperaturas superiores a 28 °C. Se ha establecido que F. o. f. sp. cubense y F. o. f. sp. ciceris
son patogenos fuertemente aerdbicos y sus poblaciones pueden reducirse manteniendo el suelo
saturado de agua temporalmente. En suelos no estériles a 25% de saturacion (capacidad de campo)
fue dptima para el crecimiento y sobrevivencia de los mismos (Wang et al., 2004). Mientras que el
complejo F. s. solo manifesté una asociacion significativa para la provincia de Salta. Estudios
realizados en Vicia faba sefialan que la incidencia y severidad de la podredumbre radicular varia

en funcion del tipo de suelo, practicas de manejo y la temporada de cultivo (Belete et al., 2013).
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Diversos factores edafocliméaticos se encuentran relacionados con enfermedades producidas por
miembros del complejo F. s. como por ejemplo, compactacion de los suelos, elevados contenidos
de humedad por periodos prolongados y temperatura del suelo. En Pisum sativum se encontré que
un aumento en la compactacion del suelo aumentaba progresivamente incidencia y severidad de la
podredumbre radicular (Tu et al., 1994). En estudios realizados sobre F. s. afirman que es mas
dependiente de la disponibilidad de agua en el suelo que de la temperatura (Tu, 1994; Auvilés et
al., 2003 y Belete et al., 2013).

El presente estudio proporciona descripciones cuantitativas de dos regiones agroecoldgicas
productoras de tabaco tipo Virginia que mantienen su identidad y caracteristicas propias. Las
variables consideradas en este trabajo lograron describir los factores que promueven el desarrollo

de ambas patologias producidas por miembros de los complejos F. 0. y F.s.

Conclusion

Las variables meteoroldgicas y edaficas dadas en la region poseen un efecto directo sobre el
progreso del marchitamiento vascular y podredumbre radicular producidas por miembros de los
complejo estudiados. A su vez, se encontraron asociaciones significativas entre el tipo de alméacigo
y la préctica de rotacion de cultivo con la presencia de Fusarium spp.. Estos resultados nos
permitieron aceptar la hipotesis propuesta de que “la prevalencia del marchitamiento vascular y de
la podredumbre radicular producida por los miembros de los complejos F. 0. y F. s. esta

influenciada por las practicas de manejo del cultivo y condiciones edafoclimaticas”.

55



56



CAPITULO 111

Identificacion y analisis de la diversidad genética de
los aislamientos de los complejos F. oxysporum y F.
solani empleando caracteres morfolégicos,
moleculares y patogénicos.
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CAPITULO 111
Identificacion y analisis de la diversidad genética de los aislamientos.

INTRODUCCION

Fusarium es un gran género de hongos filamentosos abundantes en todos los tipos de suelos
(Backhouse et al., 2001). Contiene algunos de los patdgenos méas importantes responsables de
graves enfermedades en una variedad de plantas de relevancia agronémica (cultivos industriales,
leguminosas, horticolas, forestales, etc.). También contiene una serie de especies que son
productoras de micotoxinas y algunas que son cada vez mas reconocidas como patdgenos en seres
humanos. El género es un complejo grupo polifilético cuya taxonomia siempre ha sido controversial
ya que agrupa especies muy diversas con caracteristicas morfolégicas, fisiolégicas y ecoldgicas
diferenciables (Summerell et al., 2011).

Como ocurre con muchos hongos fitopatdgenos, actualmente la clasificacion del género
Fusarium se basa en tres conceptos para definir una especie: morfoldgico, biol6gico y filogenético
(Leslie y Summerell, 2006), los cuales fueron descriptos en el capitulo I. Histéricamente la
morfologia ha sido clave para la determinacion de una especie, pero actualmente el concepto
bioldgico (Leslie, 1991) y filogenético (O'Donnell et al. 1998a, 2000) se han convertido en criterios
importantes ya que proporcionan un enfoque diferente y nuevos conocimientos sobre la taxonomia
de Fusarium. Debido a que una sola especie morfol6gica puede contener varias especies bioldgicas
o filogenéticas, las cepas de Fusarium spp. no pueden identificarse solamente con caracteres
morfol6gicos como Unico criterio de clasificacion. Diversos andlisis moleculares y estudios
filogenéticos han identificado varios loci informativos que resuelven las relaciones entre y dentro de
las especies de Fusarium (O'Donnell et al., 2004, 2008, 2009). Estos han revelado un alto nivel de
diversidad filogenética en varias especies morfoldgicas dentro de ellas F. o. y F. s., donde
actualmente son reconocidas como complejos de especies (Zhang et al., 2006b; Laurence et al.,
2014).

La diversidad de especies de Fusarium depende del cultivo al cual esta asociado, de las
caracteristicas fisicoquimicas del suelo, de las condiciones climaticas y de las actividades humanas
realizadas en el agroecosistema (Bateman y Murray, 2001; Steinkellner y Langer, 2004). Las cepas
patogénicas de los complejos F. 0. y F. s. pueden causar marchitamiento vascular o pudricion de
raices en mas de 100 especies vegetales. En su habita natural se pueden encontrar cepas patogénicas
y no patogénicas morfolégicamente indistinguibles entre si (Lievens et al., 2008). Ambos
complejos contienen un ndmero considerable de subespecies / formas espéciales. La determinacion

de una forma especial, entre dos patdégenos que son indistinguibles morfol6gicamente, se realiza



generalmente probando su patogenicidad en varias especies cultivadas. Estudios previos
establecieron que las diferencias en patogenicidad en el complejo F. 0. son muy importantes ya que
podrian involucrar varias formas espéciales (Clark et al., 1998). EI marchitamiento vascular en
tabaco se atribuyé a F. o. (Schlecht.) Snyd. & Hans. f. sp. nicotianae (Johnson 1921). Sin embargo,
Armstrong y Armstrong (1968) mas tarde lo excluyeron de la lista de formas espéciales ya que no
obtuvieron evidencia de que fueran aislamientos especificos al tabaco. EI marchitamiento vascular
en tabaco ha sido atribuido a F. o. f. sp. batatas (Wr.) Snyd. & Hans y a F. o. f. sp. vasinfectum
(Atk.) Snyd. y Hans (Armstrong y Armstrong, 1968; LaMondia, 1990; Alves Santos et al., 2007;
Rodriguez Molina et al., 2013). Sin embargo, Clark et al., (1998) y Tjamos et al., (2006) hacen
referencia a que el marchitamiento vascular severo en tabaco es causado por F. o. f. sp.
nicotianae en contraposicién con Armstrong y Armstrong (1968). EI complejo F. s. contiene méas
de 50 especies filogenéticas, muchas de las cuales pueden ser distintas especies (Nalim et al., 2011).
El agente etiolégico responsable de varias enfermedades radiculares es Fusarium solani (Mart.)
Appel. Y Wollenw. Snyd. y Hans. Miembros de complejo F. s. fueron recientemente asociados con

plantas de tabaco que manifestaron sintomaticas de podredumbre radicular (Chehri et al., 2015).

Determinacion de especies morfoldgicas

Los caracteres morfologicos son comunmente utilizados para identificar las especies de Fusarium.
Para una determinacién correcta es necesario que las cepas se cultiven bajo condiciones
controladas, en medios especificos y que sean cultivos derivados de una sola espora (Leslie y
Summerell, 2006). Los caracteres descriptivos de una especie morfoldgica de tipo macroscépico
son: color, pigmentacion y crecimiento micelial de las colonias, mientras que los de tipo
microscopico son: forma y tamafio de macroconidios (de importancia la forma de células apicales,
de pie y nimero de septos), a su vez la forma y tamafio de microconidios, presencia y disposicion
de clamidosporas, tipo de fidlide y color de esporodoquios (Leslie y Summerell, 2006).

Las caracteristicas morfologicas distintivas de F. o. incluyen la produccion de
microconidios en cabezas falsas cortas, produccion de clamidosporas y forma de los macroconidios
y los microconidios. Los aislados de F. 0. son los més dificiles de distinguir que los de F. s. ya que
la formacion de microconidios en este Ultimo es en falsas cabezas en monofialides largas, de forma

ovalada y paredes mas gruesas (Leslie y Summerell, 2006).

Determinacion de especies biologicas
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La fertilidad sexual es un parametro importante cuando se aplica el concepto de especie bioldgica.
Este suele requerir alguna evidencia de fertilidad cruzada antes de que dos cepas se asignen a una
misma especie bioldgica (Leslie y Summerell, 2006).

Las especies de hongos en base a sus estrategias reproductivas pueden ser heterotalicos,
homotalicos, o pseudohomotélicos. En la actualidad hay métodos moleculares para determinar el
tipo apareamiento, sin necesidad de recurrir a técnicas de fertilizacion o bien reduciendo los pasos a
seguir en un protocolo de determinacién. Los individuos homotéalicos (auto-fértil) poseen toda la
maquinaria genética para iniciar la reproduccion sexual, llevar a cabo meiosis y producir una
progenie viable. Mientras que los heterotéalicos son aquellos que no poseen toda la maquinaria
genética para iniciar la reproduccion sexual, es decir son auto- estériles (Ramirez, 2014).

A partir del estudio sobre las bases genéticas de los mecanismos que controlan los
fendmenos de reproduccion sexual en los Ascomicetes, se reveld que la reproduccion sexual se
encuentra regulada por los productos de los genes que determinan el tipo de apareamiento (mating
type, MT), que consisten en un locus con dos alelos funcionales, designados como MAT-1 y MAT-2
(Yoder et al., 1986; Glass et al., 1990; Kerenyi et al., 2004; Hornok et al., 2007; Keszthelyi et al.,
2007). Estos genes determinan la habilidad de dos cepas para fusionar sus nucleos y formar una
celula diploide.

Teniendo en cuenta que dos individuos son considerados miembros de una misma especie
bioldgica si entre ellos pueden cruzarse y producir una progenie fértil, el estudio de los genes del
tipo de apareamiento (MAT) es importante para determinar las combinaciones compatibles dentro
de una especie. El analisis de los alelos MAT es de gran utilidad en estudios sobre la evolucién de
los Ascomicetes (Poggeler y Kuch, 2001, Barve et al., 2001), incluyendo las formas especiales F.
0. (Kawabe et al., 2005, 2007), F. o. f. sp. lycopersici y F. o. f. sp. radicis-lycopersici (Lievens et
al., 2009).

Determinacion de especies filogenéticas

En la actualidad se emplean diferentes técnicas moleculares para complementar las pruebas de
patogenicidad y caracterizacion morfoldgica para la identificacion de especies de Fusarium
(Lievens et al., 2008; Huang et al., 2014; Pinaria et al., 2015; Chehri, 2016; Koyyappurath et al.,
2016). Los genes codificantes de proteinas, con numerosas porciones intronicas, se consideran

potenciales marcadores en estudios taxonémicos a nivel de especie en hongos, dado que estos
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poseen altas tasas de variacion en comparacion con los marcadores utilizados cominmente como el
ITS y las regiones del ARN ribosomal nuclear (Harrow et al., 2010). Entre los marcadores
utilizados en el género Fusarium se pueden mencionar: regiones espaciadoras intergénicas del ADN
ribosomal (Intergenic Spacer Region: IGS), factor de elongacion de la traduccién (Elongation
Factor 1-o0: EF-la), segunda subunidad mayor de la ARN polimerasa Il (RPB2), mtSSU y B-
tubulina (TUB), entre otros. Aunque la mayoria de estos genes son Uutiles para la deteccion e
identificacion del género, normalmente no contienen suficiente polimorfismo para distinguir entre
especies dentro de complejos de especies de Fusarium. So6lo los genes EF-la y RPB2, han
demostrado un alto grado de concordancia en sus resultados al ser usados de forma individual y
conjunta (Jiménez-Gasco y Jiménez-Diaz, 2003; Stenglein et al., 2006).

Entre los loci mas utilizados se ha demostrado que la secuencia del gen EF-la es un
poderoso marcador filogenético dentro de Fusarium. (O'Donnell et al., 1998), el cual permitié
diferenciar especies de Fusarium estrechamente relacionadas y revelar el polimorfismo a nivel
intraspecifico (O'Donnell et al., 2009; Edel-Hermann et al., 2012). En base al analisis de dichas
secuencias, se observé una alta variabilidad genética dentro de los miembros de los complejos F. o.
y F. s. dividiendo las especies en tres clados (Nalim et al., 2011; Chitrampalam y Nelson, 2016).
Ademas, a partir del andlisis de secuencias de EF-1a y RPB2 se describié una nueva especie,
Fusarium paranaense, causante de la pudricion de la raiz en soja (Costa et al., 2015).

En la Argentina, existen estudios que describen a los complejo F. 0. y F. s. afectando a
Dianthus caryophyllus L., Glycine max, Citrus limon y Latuca sativa (Lori et al., 2004; Fogliata et
al., 2013; Malbran et al., 2016). Sin embargo, no hay informes sobre la asociacion entre estos
complejos y el cultivo de tabaco en el NOA. Por ello, es de suma importancia la caracterizacion
genotipica y fenotipica de aislamientos de ambos complejos en asociacién con este cultivo para el
desarrollo de estrategias de manejo eficientes. Por lo tanto, en este capitulo, se caracterizd los
aislamientos de Fusarium spp. obtenidos de campos de tabaco en el noroeste de la Argentina, en
base a caracteristicas morfoldgicas, moleculares y de patogenicidad, bajo la hip6tesis de que los
sintomas de marchitamiento vascular y pudricion de raiz observados en el cultivo de tabaco a

campo en la region estan asociados con ambos complejos, respectivamente.

Objetivos

1. Identificar los complejos de especies de Fusarium spp. asociados con el marchitamiento
vascular y pudricién de raiz del tabaco en el noroeste de la Argentina mediante las bases de

atributos morfolégicos y marcadores moleculares
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2. Caracterizar los aislamientos de cada complejo de acuerdo a su agresividad hacia el cultivo de
tabaco.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio y obtencion de aislamientos

A partir del relevamiento mencionado en el capitulo I, en el que se evaluaron 73 lotes comerciales
de tabaco durante dos camparias consecutivas (2013-14, 2014-15) en las provincias de Salta y Jujuy,
se tomaron muestras durante todo el ciclo del cultivo, desde alméacigos hasta cosecha de aquellas
plantas que presentaban sintomas de marchitamiento vascular y pudricién de raiz. Como se
menciond anteriormente, se realizé un muestreo en "W" en cada lote, incluyendo 10 puntos y
evaluando 100 plantas por campo. Se obtuvieron 130 aislamientos de Fusarium spp. a partir del
tallo, tejido de raiz y riz6sfera. Los aislamientos de tejidos (base del tallo y de raiz) se cortaron en
trozos de 1,5 cm y se realizo la técnica de desinfeccion superficial. La misma consistié en
desinfectar los trozos de tejido con hipoclorito de sodio al 0,5% durante 1 o 2 minutos, luego se
colocaron en alcohol 70% por 1 minuto y se lavaron con agua destilada estéril (Figura. 3.1).
Posteriormente se colocaron en agar peptona PCNB (PPA) y medio de agar de papa dextrosado al
2% (PDA), acidificado hasta pH 5 con &cido lactico al 10%. Se obtuvieron cultivos puros utilizando
el proceso de subcultivo de una sola espora descripto por Leslie y Summerell (2006). Los aislados
fueron conservados en suspension de esporas con glicerol (50%) y leche (7%) en crioviales a -4 °C
y en Spezileller Nahrstoffarmer (SNA) a 4 °C. Todos los aislamientos estudiados se encuentran
conservados en la coleccion microbiana del Laboratorio de Sanidad Vegetal del INTA-EEA-Salta,

Argentina.
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Figura 3.1. a) Técnica de desinfeccién superficial; b) post desinfeccion y secado de tejidos; c) crecimiento en
APG de Fusarium spp.; d) cdmara himeda realizada para la obtencién de aislamientos y e y f) crecimiento

micelial luego de 24 hs post cAmara himeda.

Determinacion de patogenicidad de los aislamientos

Se realiz6 una prueba de patogenicidad para los 130 aislamientos empleando plantas de tabaco del
cultivar K326, susceptible a la mayoria de las enfermedades radiculares, y que fue evaluado en
estudios previos (Mercado Cérdenas et al., 2015). Las semillas de tabaco se sembraron en
alméacigos en sustrato estéril (autoclavado durante 30 minutos a 120 °C). Las plantulas se cultivaron
en una camara de crecimiento a 25 + 2 °C con un fotoperiodo de 12 h. Cuando alcanzaron cuatro
hojas verdaderas, se realizd el trasplante a macetas plasticas con un volumen de 350 cc de sustrato
estéril. Se inocularon ocho plantas por aislamiento con la deposicién de 1 ml de una suspension de

esporas (1x10° Conidias / ml) cerca de la base del tallo. Las plantas se mantuvieron durante 20 dias
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en camara de crecimiento bajo las condiciones mencionadas anteriormente (Rodriguez-Molina et

al., 2013) (Figura 3.2). Se realiz6 un ensayo completo al azar con 8 repeticiones de cada

tratamiento los cuales fueron las plantas inoculadas con los aislamientos obtenidos y el testigo
correspondiendo a plantas no inoculadas.

Figura 3.2. a) Plantines en camara de crecimiento bajo condiciones controladas; b) disposicion de plantas en
camara de crecimiento previa inoculacion; ¢) inoculacion de plantas.
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Los datos de severidad se tomaron semanalmente siguiendo una escala de 0-4. Para evaluar
los aislamientos del complejo F. o., se utilizd la escala propuesta por LaMondia y Taylor (1987) (0
= plantas sanas, 1 = plantas con escaso desarrollo, 2 = plantas con una hoja sintomatica, 3 = plantas
con mas de una sintomatica hoja, 4 = plantas muertas). Para evaluar los aislamientos del complejo
F. s. se utilizo la siguiente escala de clasificacion: 0 = sin lesiones, 1 = lesiones pequefia en raices,
2 = lesiones de raiz central, 3 = lesiones grandes en la raiz, 4 = planta muerta. Las plantas se
cortaron en el tallo para valorar la decoloracidon vascular, se colocaron en PDA y se incubaron

durante 10 dias y los aislamientos se re-aislaron y se examinaron morfolégicamente.

En base a los datos de severidad se calcul6 para cada aislamiento un Indice de Severidad
(1S) utilizando la formula: (n,) + (N, X 2) + (n3x 3) + (N4 X 4) / ng + ny + Ny + nz + ng, donde nO es el
numero de plantas de la categoria O en la escala de severidad, nl1 es el nimero de plantas de la
categoria 1, n2 el nimero de plantas de la categoria 2, n3 el nimero de plantas de la categoria 3 y
n4 el nimero de plantas de la categoria 4 (Fujinaga et al., 2005). Basandose en el 1S, los
aislamientos se clasificaron en tres categorias de patogenicidad: altamente patogénicos (IS > 2,5),

moderadamente patogénicos (2,5 > IS > 1,5) y ligeramente patogénicos (IS < 1,5).

Caracterizacion morfoldgica de los aislamientos

Los 130 aislamientos obtenidos fueron evaluados en cuanto a la pigmentacion y el crecimiento
micelial (cm). Para ello, se cultivaron en placas de PDA bajo un ciclo alterno de 12 h de luz / 12 h
de oscuridad a 25 £ 2 °C durante 10 dias. Después de tres dias de incubacion se midié el diametro
de las colonias para cada aislamiento (tres repeticiones) (Leslie y Summerell 2006). Las
caracteristicas morfologicas de los aislamientos se describieron basandose en observaciones macro
y microsclpicas. Para las observaciones microscopicas (caracteristicas conidiales, células
conidiogénicas y esporodooquios), todos los aislamientos se transfirieron a placas con medio agar
hoja de clavel (CLA) y SNA 'y se cultivaron bajo un ciclo alterno de 12 h de luz / 12 h de oscuridad
a 25 + 2°C durante dos semanas. Se midieron quince conidios seleccionados aleatoriamente de cada
clase de septacion (macro-microconidios). La caracterizacion morfoldgica se realizé con base en las
descripciones de Leslie y Summerell (2006) y Koyyappurath et al., (2016) para F. 0. y
descripciones de Nalim et al., (2011) y Chehri et al., (2015) sin la observacion de estructuras

sexuales para F. s.
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Extraccion del ADN por CTAB

Los cultivos monospdéricos de los 71 aislamientos que resultaron patégenos para tabaco se
colocaron en 50 ml de medio completo (CM) (Leslie y Summerell, 2006) y se incubaron durante 3
dias en un agitador rotatorio (100 rpm) a 25°C. Los micelios se recogieron por filtracion y se
almacenaron a -20 °C. La extraccion de ADN se realizd siguiendo el protocolo de CTAB (Cetil-
trimetil-bromuro de amonio) descripto por Doyle y Doyle (1990), modificado. Los filtrados se
colocaron en morteros estériles (250 mg), en los cuales por muestra se adicioné 700 ul de buffer
(100 mM Tris-HCI + 20 mM EDTA + 1.4 M NaCl + 0.2% de 3-mercaptoetanol) y 200 ul de CTAB
10%. Las muestras se molieron y el producto se transfirié a mictotubos de 1,5 ml que se llevaron a
freezer a -20 °C durante 20 minutos y luego se incubaron a 65 °C durante 10 min. Se agregé a cada
muestra 250 pl de acetato de potasio (SM) y se agitd brevemente, para luego incubar en hielo
durante 20 min. Seguidamente se retiraron los microtubos del hielo y se centrifugaron 30 mina 4 °C
a 10.000 rpm. 500 pl del sobrenadante se transfirieron a nuevos microtubos de 1,5 ml a los cuales
se les agregd 500 pl de isopropanol y se mezcld suavemente para precipitar los &cidos nucleicos.
Luego se centrifugaron 15 min a 10000 rpm a T° ambiente y se descart6 el pellet. EI mismo fue
lavado con 250 ul de etanol 70% y los tubos se centrifugaron 10 min a 10000 rpm a temperatura
ambiente. Se repiti6 el lavado y se volvio a centrifugar 15 min a 10000 rpm a tempertura ambiente
y posteriormente se dejo secar por aproximadamente 20 min. Finalmente se resuspendio el pellet en
50 pl de TE (10 mM Tris-HCI pH 8 + 1 mM EDTA pH 8) y se guardd en freezer a -20 °C.

Reacciones de amplificacion mediante PCR

La amplificacion del gen EF-la se realizd con los cebadores EF-1H y EF-2T (O'Donnell et al.,
2000) (Figura 3.3, Tabla 3.2). En cada reaccion de PCR se realizd en una mezcla de 50 pl que
contenia 20-30 ng de ADN genémico, 100 mM de cada dNTP, tampdn de PCR 10X (Tris-HCI 100
mM [pH 9,0], KCI 500 mM, Triton X-100 al 1%), 25 mM Cl,Mg, 100 nM de cada cebador
(Genbiotech SRL, Argentina) y 0,8 U de Taq ADN polimerasa (Inbio, Tandil, Argentina). Las
reacciones de PCR se realizaron en un termociclador (Eppendorf Master Cycler Gradient,
Hamburgo, Alemania) programado con un paso de desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 2 min,
35 ciclos a 95 °C durante 30 s, 56 °C durante 30 s y 72 °C durante 45 s y con una extension final a
72 °C durante 2 min. Las amplificaciones fueron visualizadas mediante electroforesis en gel de
agarosa 1,5%. Los fragmentos se purificaron con el kit QIAquick®PCR (Qiagen) y fueron

secuenciados en ambas direcciones utilizando un secuenciador de analisis 3500xLGenetic (Applied
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Biosystems, Fost Er City, CA, USA) en el Instituto de Biotecnologia de INTA Castelar (Buenos
Aires, Argentina). Los fragmentos secuenciados fueron alineados usando Clustal W (Thompson et
al., 1994), incluyéndose para el andlisis secuencias adicionales disponibles en la base de datos de
secuencias genéticas GenBank en el Centro Nacional para la Informacion Biotecnoldgica (National
Center for Biotechnology Information, NCBI).

EF1
=
<=
EF2

Figura 3.3. Esquema de la secuencia parcial del gen del factor de elongacién (EF-1o) en Fusarium. Adaptado
O’Donnell et al., (1998). (Ex: exdn, EF1: primer forward EF-1H, EF2: primer reverse EF-2T).

La determinacion del tipo de apareamiento de las cepas obtenidas (homotalico o
heterotalico), se realiz6 a partir del analisis del loci MAT mediante amplificacion por PCR,
utilizando los cebadores FMAT1-2pl, FOMAT1-2p2, FMATpl, FOMAT2p2, FOMAT2pl0,
FMATp2 (Tabla 3.1), segun lo descripto por Arie et al. (2000). En cada reaccion de PCR se
realiz6 una mezcla de 25 pl conteniendo 20-30 ng de ADN genémico, 100 mM de cada dNTP,
tampon de PCR 10X (Tris-HCI 100 mM [pH 9,0], KCI 500 mM, Triton X-100 al 1%), 25 mM
Cl,;Mg, 100 nM de cada cebador (Genbiotech SRL, Argentina) y 0,4 U de Tag ADN polimerasa
(Inbio, Tandil, Argentina). Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador (Eppendorf
Master Cycler Gradient, Hamburgo, Alemania) programado con un paso de desnaturalizacion
inicial a 94 °C durante 1 min, 35 ciclos a 94 °C durante 30 s, 65 °C durante 45 sy 72 °C durante 30
s, con una extension final a 72 °C durante 5 min. Las amplificaciones fueron visualizadas en gel de

electroforesis seguin lo descripto anteriormente.
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Tabla 3.1. Cebadores utilizados en la amplificacion del EF-1a y genes MAT.

Cadigo de la

. Secuencia (5'-3")* Denominacién pb®  Referencia
secuencia
EF-1H ATGGGTAAGGAAGACAAGAC EF-la 700 O'Donnell et al. (2000)
EF-2T GGAAGTACCAGTGATCATGTT
FOMAT1-2pl CGTTTGTCGTCTGAGGATTATGCT MAT1-1 800 Arie et al. (2000)
FOMAT1-2p2 GTTGAGCCTTGATCGACTGGTGAC
FOMAT2p2 CTACACAACACCCACACTTCTCATCAT MAT1-2 200 Arie et al. (2000)
FOMAT2p10 GAATAGGGAAATGCAAAAATCTGA
FMATp1 KACCTAGTGCAACAAGAAACAAAGCGAGTG MATL-2 600 Arie et al. (2000)
FMATp2 AACCCTGTGTCCTTTAACCSTGAGCAT

K:G o T;" pb: pares de bases del fragmento amplificado.

Analisis de los datos
En la determinacién de la patogenicidad de los aislamientos, el anélisis de datos fue llevado a cabo
mediante modelos mixtos lineales generalizados con prueba de comparaciones multiple (DGC).

Para la diferenciacion de morfotipos se realizdé el analisis de coordenadas principales
(ACoP) aplicando la distancia de Gower sobre la base de 11 caracteres morfoldgicos. Se agregd un
arbol de recorrido minimo (MST) a partir de la matriz de distancia correspondiente, lo que
contribuyd a la interpretacion de la similitud entre grupos de aislamientos.

A su vez, se establecié una correlacion entre las matrices de distancias fenotipicas y
genotipicas utilizando el test de Mantel (Mantel, 1967). Todos los andlisis estadisticos fueron
realizados empleando el software INFOSTAT (Di Rienzo et al., 2017).

Los alineamientos de secuencias de ADN se realizaron utilizando CLUSTAL W
(Thompson et al., 1994) y se ajustaron manualmente. En el conjunto de datos se incluyeron 709 y
720 nucledtidos para los complejos F. 0. y F. s., respectivamente. Se utilizé el software J-
MODELTEST v.2 (Guindon y Gascuel 2003, Darriba et al., 2012) para inferir el modelo de
evolucion molecular mas apropiado. Posteriormente se procedi6 a la elaboracién de arboles
consenso independientes para cada conjunto de secuencias mediante métodos bayesianos. Los
analisis filogenéticos bayesianos se realizaron utilizando el algoritmo ‘metropolis-coupled Markov
chain Monte Carlo’ implementado en el programa MRBAYES version 3.2.6 (Ronquist vy
Huelsenbeck 2003; Ronquist et al., 2012), permitiendo observar los nodos que tuvieran una

probabilidad posterior de clado > 70%.
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RESULTADOS

Determinacion de la patogenicidad de los aislamientos

Entre los 130 aislamientos obtenidos (Tabla 3.2), el 67% resultaron patogénicos a las plantulas de
tabaco (cv. 326). La agresividad de los aislamientos patégenos vario entre aislamientos de ambos
complejos. Se utilizd un indice de Severidad de la enfermedad (1S) de 1 a 4 para agrupar los
aislamientos en tres categorias de patogenicidad: altamente patdgenos (AP), moderadamente
patégenos (MP) y ligeramente patogenos (LP), en forma independiente para cada complejo (Figuras
3.4 y 3.5). Los patdgenos fueron re-aislados con éxito del tejido de las plantas sintomaticas,
cumpliendo con los postulados de Koch (Figura 3.6.). De los 53 aislamientos patogénicos del
complejo F. 0., el 81% fueron patdgenos al tabaco con diferencias significativas en la patogenicidad
(Figura 3.7). El 47% de los aislamientos del complejo F. o. fueron AP, el 30% MP y el 17% LP. Por
el contrario, de los 74 aislamientos patogénicos del complejo F. s., el 61% resultaron patégenos al
tabaco en las condiciones del ensayo, mostrando diferencias significativas en la agresividad entre
los aislamientos (Figura 3.8). El 32% de los aislamientos del complejo fueron AP, el 40% MP y el
23% LP. Los aislamientos del complejo F. o. resultaron ser mas patogénicos que los del complejo

F. s. observandose indices de severidad mas altos.

Tabla 3.2. Numero y porcentaje de aislamientos de especies de Fusarium obtenidos de plantas que

manifestaron sintomas de marchitamiento y podredumbre radicular.

Fuente Complejo F.o. ComplejoF.s.  Otras N° total de Porcentaje de

Especies aislamientos  aislamientos

Tejido de tallo 25/58* 2/15* 0 27 21%
Tejido de raiz 4/9* 33/73* 3 39 30%
Rizosfera 24/56* 40/89* 0 64 49%
Patogénicos 43 45 0 88 67%
No patogénicos 10 29 3 43 33%
N° total de aislamientos 53 74 3 130 100%

*NUmero/porcentaje de aislamientos
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CAPITULO 1
Identificacion y analisis de la diversidad genética de los aislamientos.

1S>25 IS>25 2,5<IS <1,5 | IS<15 No patogena

Figura 3.4. Plantas de tabaco en las diferentes escalas de IS para el complejo F.0. Nimeros de la parte

superior indican la identificacion de los aislamientos.

2,5<IS<1,5 No patégena

Figura 3.5. Plantas de tabaco en las diferentes escalas de IS para el complejo F.s.. NUmeros de la parte

superior indican la identificacion de los aislamientos.

Figura 3.6. Ejemplo del crecimiento observado luego del re-aislamiento de los patogenos,

con posterioridad a la prueba de patogenicidad.
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Figura 3.7. a) Gradiente de patogenicidad de 53 aislamientos de F. o. en diferentes localidades en las
provincias de Salta y Jujuy. Letras diferentes indican diferencias significativas (p <0,001) entre aislamientos;
b) Dendrograma generado de acuerdo con el indice de severidad de la enfermedad (IS). En azul se marcan los
aislamientos altamente patégenos (AP), en celeste los moderadamente patégenos (MP) y en verde los

ligeramente patdgenos (LP).
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CAPITULO 11l
Identificacién y analisis de la diversidad genética de los aislamientos.
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b) Dendrograma generado de acuerdo con el indice de severidad de la enfermedad (IS). En azul se marcan los
aislamientos altamente patogenos (AP), en celeste los moderadamente patogenos (MP) y en verde los

ligeramente patégenos (LP).
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Tabla 3.3. Datos de los 88 aislamientos de los complejos F. 0. y F. s. analizados en el presente trabajo,
indicando cddigo, origen, afio de coleccion, sintomas, fuente, crecimiento micelial, indice de severidad y

categoria de patogenicidad.

Origen geografico Afio de Sintomas/ Crecimient IDS°
. ] (provincia/ coleccion  etapa/ o micelial oy
Aislamiento Patogenicidad
localidad) fuente® (cmz coef.
Var.)

Complejo F. o.

1 Salta/La Merced 2013 DO/A/TT 1.7+0.3 2.5 AP
5 Salta/La Merced 2013 DO/A/TR 2.5+0.1 2.5 HP
6 Salta/La Merced 2013 DO/A/TR 2.6+0.1 2.5 HP
7 Salta/Cerrillos 2013 DO/A/TT 3.0£0.1 1.7 MP
8 Salta/Cerrillos 2013 DO/A/TT 3.310.1 3.1 HP
9 Salta/Cerrillos 2013 DO/A/TT 2.3+0.5 2.5 HP
11 Salta/Cerrillos 2013 DO/A/TR 3.8+0.1 1.7 MP
12 Jujuy/Ovejeria 2013 M/CITT 3.6+0.3 35 HP
13 Jujuy/La Caravana 2013 M/CITT 1.8+0.4 3.3 MP
15 Jujuy/La Caravana 2013 M/C/R 3.5+0.2 2.7 HP
16 Jujuy/La Caravana 2013 M/C/R 3.5+0.3 2.7 HP
17 Jujuy/San Vicente 2013 M/CITT 1.740.2 2.0 MP
18 Jujuy/San Vicente 2013 M/C/R 2.4+0.1 2.0 MP
19 Jujuy/San Vicente 2013 M/C/R 2.0+0.1 0.0 NP
20 Jujuy/Alto Verde 2013 M/C/R 3.5+0.6 2.3 HP
22 Jujuy/Alto Verde 2013 M/C/ITR 4.2+0.4 1.8 MP
23 Jujuy/Alto Verde 2013 M/C/R 4.0£0.1 1.0 LP
24 Jujuy/C. Arias 2013 M/C/R 3.5£0.3 1.2 LP
25 Jujuy/Carambuco 2013 M/C/TR 3.3+0.2 2.0 MP
27 Jujuy/Alto Verde 2013 M/CITT 3.5+0.2 3.0 HP
29 Jujuy/Ovejeria 2013 M/CIR 3.5+0.3 2.3 HP
30 Jujuy/Ovejeria 2013 M/CITT 2.4+0.3 2.2 MP
32 Jujuy/Ovejeria 2013 M/CITT 2.1+0.2 0.0 NP
33 Jujuy/Alto Verde 2013 M/CITT 2.9+0.5 3.0 HP
37 Jujuy/Alto Verde 2013 M/C/R 2.5+0.1 2.4 MP
49 Salta/La Merced 2013 M/C/R 1.7+0.4 15 MP
67 Salta/Cerrillos 2013 M/C/R 3.1+0.6 2.2 HP
72 Salta/La Merced 2014 M/C/R 2.7+0.2 2.0 HP
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CAPITULO 11l
Identificacién y analisis de la diversidad genética de los aislamientos.

74 Salta/La Merced 2014 M/C/R 1.8+0.2 2.0 MP
82 Salta/Cerrillos 2014 M/CITT 2.310.1 1.3 LP
90 Salta/Vaqueros 2014 M/CITT 2.9+0.3 1.8 HP
96 Salta/Vaqueros 2014 M/CITT 2.5+0.9 2.8 HP
100 Salta/La Merced 2014 M/CITT 2.5+0.1 2.1 HP
111 Jujuy/Palpala 2014 M/CIR 3.5+0.2 2.7 HP
112 Salta/Cerrillos 2014 M/C/R 3.5+0.1 2.0 HP
114 Salta/Cerrillos 2015 M/C/R 3.8+0.1 2.1 MP
126 Salta/La Vifia 2013 M/CITT 3.0£0.1 2.5 HP
127 Salta/La Merced 2013 M/CITT 3.2+0.1 1.0 LP
128 Jujuy/C. Arias 2013 M/C/TR 3.0+0.1 1.0 LP
129 Salta/Cerrillos 2013 M/CITT 1.9+0.2 1.0 LP
130 Salta/Cerrillos 2013 DO/C/TT 2.3£0.2 1.0 LP
131 Jujuy/San Vicente 2013 DO/C/TT 2.8+0.4 1.6 LP
132 Salta/La Merced 2013 M/CITT 3.0£0.1 25 HP
133 Jujuy/C. Arias 2013 M/CITT 2.5+0.2 2.3 MP
134 Jujuy/C. Arias 2013 M/CITT 2.3+0.6 2.2 MP
Complejo F.s.

26 Jujuy/Alto Verde 2013 RR/C/IR 3.1+0.2 1.5 LP
28 Jujuy/Ovejeria 2013 RR/C/TR 2.9+0.1 2.2 MP
31 Jujuy/Ovejeria 2013 RR/C/IR 2.0£0.4 1.0 LP
35 Jujuy/Ovejeria 2013 RR/C/IR 2.0+0.1 1.9 MP
36 Jujuy/Alto Verde 2013 RR/C/IR 2.6+0.3 2.1 MP
40 Salta/La Merced 2014 RR/C/R 1.5+0.3 2.0 MP
41 Salta/La Merced 2014 RR/C/TR 2.540.1 2.8 HP
42 Salta/La Merced 2014 RR/C/TR 3.1+0.1 2.0 MP
43 Salta/La Merced 2014 RR/C/R 3.320.2 2.5 HP
44 Salta/La Merced 2014 RR/C/IR 3.3£0.3 2.8 HP
45 Salta/La Merced 2014 RR/C/IR 2.5+0.3 1.0 LP
46 Salta/La Merced 2014 RR/C/TR 3.5+0.1 2.8 HP
48 Salta/La Merced 2014 RR/C/TR 1.0+0.1 2.8 HP
50 Salta/Cerrillos 2014 RR/C/IR 1.7+#0.1 2.9 HP
51 Salta/Cerrillos 2014 RR/C/IR 1.6+0.1 1.5 LP
52 Salta/Cerrillos 2014 RR/C/R 3.6+0.3 21 MP
53 Salta/La Merced 2014 RR/C/TR 2.7+0.3 21 MP
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54 Salta/La Merced 2014 RR/C/TR 2.9+0.3 1.9 MP

55 Salta/La Merced 2014 RR/C/R 1.9+0.6 3.2 HP
56 Salta/La Merced 2014 RR/C/R 2.0£0.4 1.8 MP
57 Salta/La Merced 2014 RR/C/R 2.9+0.3 1.6 MP
59 Salta/Cerrillos 2014 RR/C/R 2.4+0.3 1.5 LP
61 Salta/Cerrillos 2014 RR/C/R 2.0+£0.3 35 HP
62 Salta/Cerrillos 2014 RR/C/TR 1.9+0.1 2.0 MP
63 Salta/Cerrillos 2014 RR/C/R 2.0£0.2 1.5 LP
65 Salta/Cerrillos 2014 RR/C/TR 2.2+0.1 1.5 LP
68 Salta/Cerrillos 2014 RR/C/TR 3.2#0.3 2.8 HP
69 Salta/Cerrillos 2014 RR/C/R 1.6£0.1 15 LP
70 Salta/La Merced 2014 RR/C/R 1.6£0.1 3.2 HP
71 Salta/La Merced 2014 RR/C/TR 2.0£0.1 2.7 HP
79 Salta/La Merced 2014 RR/C/R 1.6£0.1 1.0 LP
84 Salta/Cerrillos 2014 RR/C/TR 3.4+0.1 2.0 MP
86 Salta/Cerrillos 2014 RR/C/IR 3.2+0.3 1.0 LP
87 Salta/Chicoana 2014 RR/C/IR 3.0£0.2 1.5 LP
91 Salta/VVaqueros 2014 RR/C/TR 2.3+0.2 25 HP
94 Salta/VVaqueros 2014 RR/C/TR 2.5+0.2 3.0 HP
98 Salta/Vaqueros 2014 RR/C/TR 2.4+0.2 2.0 MP
99 Salta/La Merced 2014 RR/C/TR 2.5+0.2 2.0 MP
101 Salta/R. de Lerma 2014 RR/C/TR 3.440.2 2.5 HP
102 Salta/R. de Lerma 2014 RR/C/TR 3.440.3 1.8 MP
103 Jujuy/Alto Verde 2014 RR/C/TR 3.2+0.3 2.1 MP
104 Jujuy/Alto Verde 2014 RR/C/TR 3.240.1 2.5 HP
107 Jujuy/Alto Verde 2014 RR/CITR 3.5+0.1 1.5 LP
109 Jujuy/San Vicente 2014 RR/CITR 2.3+0.2 2.1 MP
121 Salta/El Carril 2015 RR/C/TR 24+0.1 2.0 MP

®Sintomas: M=slow yellowing; DO=damping off; RR= root rot. Fuente: A=almécigos; C=cultivo; TT= tejido
de tallo (vascular); TR= tejido de raiz y R=rizosfera.

® Media de crecimiento micelial, incubados en alternancia de luz y oscuridad a 25+2 °C por 3 dias, +
coeficiente de variacion.

°0-4 Escala de severidad. Indice de severidad de la enfermedad observado en plantas de cv. “K326” .

9 Categorias de patogenicidad: AP: Altamente patogénicas (IS > 2.5), MP: moderadamente patogénicas (2.5 >

IS > 1.5) y LP: levemente patogénicas (IS <1.5).
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Caracterizacion morfologica

Segun la diferenciacion de morfotipos realizada mediante el analisis de coordenadas principales
(ACoP), dentro del complejo F. o. se definieron tres morfotipos distintos: MI, MIl y MIII, que
comprenden al 27%, 61% y 12% de los aislamientos patdgenicos, respectivamente (Figura 3.9). Las
caracteristicas de cada morfotipo se describen en la Tabla 3.4. Las diferencias mas importantes que
se observaron fueron el color de la colonia y la forma de los macroconidios, como se pueden

observar en la Figura Al y A3 .a.-Anexo.

MIl

0.28+

49

015+

114

0.014

CP2 (19.7%)

-0.134

25

T T
-0.21 -0.01 0.20 0.40 0.60
CP1 (28.5%)

Figura 3.9. Diferenciacion de los aislamientos del complejo F. o. en el analisis de coordenadas principales y
superposicion de arbol de recorrido minimo. Reorganizacién en tres grupos de aislamientos encerrados por
circulos (MI, MIl y MIII: morfotipos I, Il y I11). EIl porcentaje de variacion explicada en cada coordenada
principal (CP) se indica entre paréntesis. & Aislamientos altamente patogénicos, © moderadamente

patogénicos y B |evemente patogénicos.
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Por otra parte, se diferenciaron tres morfotipos dentro del complejo F. s: Ml, MIl 'y MIII
que comprenden el 17%, 47% y 36% de los aislamientos patogenos, respectivamente (Figura 3.10.).
Las caracteristicas mas distinguibles fueron la forma de macroconidios y el numero de septos,
forma de microconidios y color de esporodoquios, dichas estructuras se observan en la Figura A2 y

A3b-Anexo.
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CP2Z (11.3%)
[=]
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'03 T T T T
-0.36 -0.16 0.04 0.24 0.44

CP1 (40.0%)

Figura 3.10. Diferenciacion de los aislamientos del complejo F. s. en el andlisis de coordenadas principales y
superposicion de arbol de recorrido minimo. Reorganizacion de los aislamientos en tres grupos encerrados por
circulos (MI, M1l y MIII: morfotipos I, I1 'y HI). EIl porcentaje de variacion explicada en cada coordenada

principal (CP) se indica entre paréntesis. & Aislamientos altamente patogénicos, @ moderadamente

patdgenicas y H |evemente patogénicos.
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Tabla 3.4. Cédigo de los aislamientos, origen geografico, media de crecimiento micelial, color de colonias, forma y tamafio de macroconidios, forma de

macroconidios, color de esporodooquios, de los complejo F. 0. y F. s. obtenidos de Salta y Jujuy.

Morfotipos*  Aislamientos® Crecimiento Color de Macroconidios Microconidios Color de
micelial colonias esporodoquios
(cm)® Forma y tamafio
Complejo F.o.
Ml J: 11-12-13-15-16-17-23-30-33 3.2+0.7 Rosado, blancoa Ligeramente curvo. Ovales sin septos Crema fuerte
S:8-9 rosa. 38.8+3.0 um
MII J: 131-18-111-29-27-134-133-128-24-22-20 2.4+0.8 Blanco a violeta  Ligeramente recto. Ovales sin septos Naranja
S: 96-90-126-132-127-100-72-67-37-130-129-112- 42.5+4.5 pm
82-7-6
MITI J: 25 2.610.5 Blanco a violeta  Ligeramente curvo Ovales y elipticos Crema fuerte
S: 1-5-49-114 comlinmente 4
septos.40.5+4.4 um
Complejo F.s.
Ml J: 109 2.2+0.35 Blancaacrema  Falcados-ligeramente  Ovales, elongados Crema o verde
S: 55-59-61-71-94-98-117-121 recto, cominmente 5  ovales
septos. 46.5+6.3 pm
MII J: 26-31-35-45-103-107 2.9+0.7 Blanca Falcado, curvado Ovales, elongados (1 Crema
S: 40-42-50-51-52-57-62-63-65-69-79-87-102-123 dorsiventralmente, septo)
comlnmente 4 septos
43.1+3.9 pym
MIII J: 28-104 2.6+0.7 Blanca a verde Falcatos curvados Ovales, reniformes, Crema o verde
S: 41-43-44-46-48-53-54-56-68-70-84-86-91-99-101 dorsalmente, ovales redndeados sin

comunmente 5 septos  septos.
septate.48.3 £5.1 pm

® Diferenciacion de Morfotipos de los complejo F. 0. y F.s.
©Caodigo de los aislamientos; origen geografico : S: Salta, J: Jujuy.
“Media de crecimiento micelial de los aislamientos incubados en alternancia de luz y oscuridad a 25+2 °C por 3 dias, * coeficiente de variacion .
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Anélisis molecular

A través de la amplificacion del ADN de los aislamientos patogénicos utilizando los cebadores EF-
1H y EF-2T, se generaron fragmentos de ADN de 656-720 pb, cuyas secuencias se incluyeron en el
GenBank (MF327596-MF327666). El analisis de la secuencia los productos de PCR vy la
comparacion con las secuencias disponibles en NCBI y FUSARIUM ID mostraron que todos los
aislamientos pertenecian a los complejos F. 0. y F. s. con una similitud del 98 -100%.

Se generaron &rboles filogenéticos independientes para cada complejo (Figuras 3.11 y
3.12). En el arbol del complejo F. o. los 36 aislamientos analizados se agruparon con un soporte de
clado de 0,99 (Figura 3.11). Los aislamientos se separaron en dos subgrupos distintos (Clados 1y 2)
con la excepcion de los aislamientos 128, 7, 8, 12 y15 que se agruparon por separado. EI Clado 1
incluy6 16 aislamientos agrupados junto con F. o. f sp. batatas (AF008484, AF008848) y F. o. f sp.
radicis lycopersici (HM057329) con un soporte de clado de 0,95. Dentro del Clado 2, 16
aislamientos se agruparon con F. o. f. sp. batatas (FJ985353). Considerando que el soporte del
clado 2 fue de 0,88 seria conveniente incluir otros loci en el andlisis para confirmar la asociacién
con F. o. f sp. batatas. F. commune se utilizé como outgroup (Figura 3.11.).

En el arbol filogenético del complejo F. s. se observaron tres Clados genéticos (1, 2 y 3)
(Figura 3.12). Todos los aislamientos se agruparon dentro del Clado 3 con un soporte de clado de
0,94. El 47% de los aislamientos, se agrupé junto con F. falciforme (DQ247041, KF836701,
HF937435), mientras que el 32% formd un grupo con F. falciforme (AB817230) y F. paranaense
(KF597820, KF597813, KF597807). La variabilidad observada en el anélisis de la secuencia EF-1a
fue insuficiente para separar F. paranaense, F. falciforme y F. keratoplasticum ya que esta region
gendmica se encuentra conservada entre dichas especies. En el grupo FSSC5, se incluyeron cuatro
aislamientos con un soporte de clado de 1,00. Se observaron tres aislamientos (44, 84 y 121) que se

agruparon por separado del resto. F. o. f sp. vasinfectum se utiliz6 como outgroup.
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outgroup
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Figura 3. 11. Arbol filogenético basado en 36 secuencias de EF-lo de los aislamiento patogénicos del
complejo F. 0. y 14 secuencias de control obtenidas del GenBank. El arbol fue construido utilizando el

modelo de sustitucion HKY + G + | para el analisis bayesiano. Los nimeros por encima de las ramas indican



el soporte de cada nodo (probabilidad posterior). La barra de escala representa el nimero de sustituciones por
sitio. Fusarium comune se utiliz6 como outgroup.
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Figura 3.12. Arbol filogenético basado en 34 secuencias de EF-1a obtenidas de aislamientos del complejo F.
s. y 30 secuencias de control obtenidas del GenBank. EIl &rbol se construyd utilizando el modelo de

sustitucion HKY + G para el analisis bayesiano. Los nimeros por encima de las ramas indican soporte del
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nodo (probabilidad posterior). La barra de escala representa el nimero de sustituciones por sitio. Fusarium

solani f. sp. vasinfectum se utilizd como outgroup.

Determinacion del tipo de apareamiento
A partir del analisis del loci MAT mediante amplificacién por PCR se realizd la designacién del
tipo de apareamiento para 31 aislamientos seleccionados al azar del complejo F. o. (Tabla 3.5). Los
resultados muestran la presencia de ambos tipos de apareamiento en los aislamientos del complejo
F. 0., con un 45% MATL1-1y un 55 % MATL1-2. En el primer caso se observé la amplificacion de
un fragmento de 200 pb, mientas que para MAT1-2 se generaron fragmentos de 800 pb de longitud,
lo cual estuvo en concordancia con lo reportado en la bibliografia (Yun et al., 2000).

Los aislamientos mostraron un agrupamiento disperso en el &rbol filogenético (Figura 3.11)
ya que se observan aislamientos con MAT1-1 y MAT 1-2 tanto en el Clado 1 como en el Clado 2.
Se encontré un predominio de alelos MAT1-2 en los aislamientos de Jujuy. No se realizaron
pruebas de compatibilidad entre aislamientos de tipo de apareamiento diferente.

Tabla 3.5. Tipo de apareamiento para 31 aislamientos del complejo F. o. a partir del analisis del loci
MAT.

Provincia Tipo de apareamiento Aislamientos del complejo F. o.
Salta MAT 1-1 1-5-7-8-9-72-82-132
MAT 1-2 6-11-126-127-129
Jujuy MAT 1-1 12-13-27-37-111-128-133
MAT 1-2 16-17-18-19-20-22-23-24-25-129-131-134

83



DISCUSION

El objetivo principal del presente capitulo fue identificar y caracterizar las especies de Fusarium
asociadas al tabaco tipo Virginia en el Noroeste Argentino (Salta y Jujuy) a través de su
caracterizacion morfoldgica, molecular y patogénica. Dado que las especies de Fusarium son
dificiles de estudiar, debido a que los aislamientos con morfologia similar representan diferentes
grupos bioldgicos que ademas incluyen a especies enddfitas (Leslie et al., 1990), saprofitos
(Fracchia et al., 2000) y patégenos de plantas (Chandra et al., 2011), fue necesario identificar los
patégenos combinando la informacion revelada por los tres tipos de datos morfoldgicos,
moleculares y de patogenicidad.

Los 130 aislamientos de Fusarium analizados mostraron una apreciable variabilidad
patogénica, resultando la mayoria de ellos (67%) patogenicos para el tabaco. A partir del andlisis de
las secuencias EF-1a de los 88 aislamientos patogénicos se pudieron identificar 43 aislamientos
patogénicos del complejo F. o. y 45 del complejo F. s. y se observaron diferencias significativas en
los niveles de patogenicidad en ambos complejos con la identificacion de tres categorias de
virulencia. Todos los aislamientos identificados dentro del complejo F. oxysporum y solani tuvieron
rasgos morfoldgicos de acuerdo con informes previos (Booth, 1971; O'Donnell et al., 1998; Nalim
et al., 2011; Chehri et al., 2014; Costa et al., 2015; Pinaria et al., 2015; Schroers et al., 2016).

- Complejo F. o.

En base al andlisis de las secuencias del gen EF-la, los aislamientos del complejo F. o. se
agruparon en diferentes clados, manifestando dos subgrupos importantes donde la mayoria de los
aislamientos (89%) estuvieron relacionados con F. o. f. sp. batatas. El agrupamiento observado se
encuentra en concordancia con informes previos en los cuales F. o. f. sp. batatas muestran
similitud con F. o. f sp. vasinfectum y F. o. f sp. radicis lycopersici (O'Donnell et al., 1998, 2009;
Laurence et al., 2014; Pinaria et al., 2015). Ademas, estos resultados estan de acuerdo con reportes
de F. o. f. sp. batatas aislados de campos de tabaco en Espafia donde el analisis molecular también
mostrdé dos subgrupos, los cuales presentaron diferentes caracteristicas fisioldgicas que podrian
reflejar dos linajes distintos (Alves Santo et al., 2007).

La diferenciacion molecular de los aislamientos de F. 0. por debajo del nivel de especies es
complicada debido a la naturaleza polifilética de muchas formas espéciales (Kistler, 1997; Lievens
et al., 2008). Diferentes autores sugieren la existencia de estrechas relaciones entre aislamientos de
F. 0. con tabaco, batata (Ipomea batatas) y algoddn (Gossypium hirsutum), con patogenicidad
variable dentro de cada especie (Shew y Lucas, 1991). Clark et al. (1998) sugirieron la existencia de

tres linajes evolutivos entre aislamientos de F. 0. a partir de batata y tabaco basados en
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caracteristicas patogénicas, marcadores RAPD y anélisis de VCG (Grupos de Compatibilidad
Vegetiativa) y observaron diferencias en las interacciones hospedante-patégeno. Segun Clark et al.
(1998) y Tjamos et al. (2006), el marchitamiento vascular en tabaco es causado por F. o. f. sp.
nicotianae en contraposicion con lo sugerido por Armstrong y Armstrong (1968). A su vez,
demostraron que los aislamientos de F. o. de batata y tabaco eran distintos a F. o. f. sp. vasinfectum,
ya que los aislamientos de tabaco no inducian sintomas en algodon. En el mismo trabajo, se propuso
a F. o. f. sp. nicotianae como una forma especial distinta de F. o. f. sp. batatas ya que los
aislamientos de tabaco fueron menos virulentos en batata y causaron un marchitamiento mayor en
tabaco (Clark et al., 1998). Sin embargo, hasta el momento no existen secuencias disponibles en
GenBank que permitan la identificacion de los aislamientos como F. o. f. sp. nicotianae mediante
analisis moleculares, por lo que seria necesario realizar pruebas de patogenicidad en batata y
algodon para probar la hipétesis de especificidad para tabaco de los aislamientos analizados en el
presente trabajo, lo que permitiria incluirlos como f. sp. nicotianae.

La reproduccién sexual no ha sido observada hasta el momento en F. 0., pero si se han
identificado genes de tipo de apareamiento (Arie et al., 2000; Yun et al., 2000). La determinacion
del tipo de apareamiento de todos los aislamientos estudiados mostrd una distribucion de los alelos
MAT1-1 y MAT1-2 donde ambos estuvieron presentes en los diferentes clados. Sin embargo, los
aislamientos AP (IS > 2,5) manifestaron una mayor proporcion de alelos MAT1-1. O’Donnell et al.,
(2004) encontré que los alelos MAT1-1 y MAT1-2 estan representadas en los cuatro clados del
complejo F. o., lo que indica que los genes de tipo de apareamiento se han mantenido y
evolucionado en el tiempo. En F. o. f. sp. cepae se encontré la presencia de ambos alelos MAT
dentro de un mismo aislamiento, la distribucion de los aislamientos que contenian sélo MAT1-1, o
MAT1-1 + MAT1-2 no eran especificos de los clados obtenidos del andlisis de las regiones EF-1a-
mtSSU o IGS (Southwood et al., 2012), a pesar de que este complejo generalmente se considera
heterotélico (Arie et al., 2000). Por otro lado, Lievens et al. (2009) encontr6 que la presencia de
MAT1-1 y MAT1-2 en F. o. f. sp. lycopersici manifestaba una distribucion al azar ya que los
aislamientos aparecieron dispersos sobre los diferentes clados de los arboles filogenéticos,
independientemente del origen geografico. Sin embargo, en F. o. f. sp. lycopersici las pruebas de
compatibilidad entre aislamientos con diferentes alelos no dieron como resultado una descendencia
viable (Kawabe et al., 2005). El papel de la reproduccion sexual en F. 0. es incierta, porque no se ha
descrito su estado teleomorfo (Baayen et al., 2000). Por lo tanto, se considera que este complejo de

especies es asexual, y la presencia de dos alelos para el locus MAT podria ser indicio de que la
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reproduccion sexual habria ocurrido tempranamente en su evolucion (O’Donnell et al., 2004; Fourie
et al., 2009).

Se observé gran variabilidad en base a los caracteres cualitativos y cuantitativos
analizados con la diferenciacion de tres morfotipos. La mayoria de los aislamientos altamente
patdgenos se incluyeron dentro de un solo morfotipo (MI). Sin embargo, no se observé asociacion
basada en la prueba de Mantel entre datos morfolégicos y moleculares, lo que sugiere que los

enfoques revelaron diferentes niveles de diversidad genética.

- Complejo F. solani

De los 74 aislamientos del complejo F. s. obtenidos de tejido y rizosfera, sélo 45 (60%)
fueron patogénicos para las plantas de tabaco. Se diferenciaron tres morfotipos en funcién de los
caracteres morfoldgicos evaluados, la mayoria de los aislamientos altamente patogénicos se
incluyeron dentro de los morfotipos | y Ill. Los caracteres mas distintivos de ambos morfotipos
fueron la forma y ndmero de septa de los macroconidios, forma de microconidios y color
esporodoquios. Asumimos que el morfotipo Il pertenece a F. falciforme de acuerdo a informes
previos (Chehri et al., 2015). Sin embargo, la caracterizacion molecular de los aislados no respalda
esta suposicion y seria necesario incluir otros loci para probar esta hipotesis.

Basandose en el andlisis de la secuencia EF-1a, todos los aislamientos del complejo F. s. se
incluyeron en el mismo grupo (clado 3) de acuerdo con los informes anteriores (O'Donnell et al.,
2008). El Clado 3 se describi6 inicialmente incluyendo especies clinicamente importantes (Zhang et
al., 2006b; O'Donnell et al., 2008). Sin embargo, la inclusion de aislamientos de suelo y de plantas,
como de la corteza de arboles, arveja, arroz, sandia y mango, dentro de este clado se informé
posteriormente (O'Donnell et al., 2008). Esta asociacion de especies clinicamente importantes con
ambientes agricolas también se encontré en la soja (Chitrampalam y Nelson, 2016) y en tabaco
(Chehri et al., 2015). Dada la variabilidad encontrada en la patogenicidad de los aislamientos
incluidos en el clado 3, que estdn asociados con diferentes hospedantes y/o ambientes, se los
describié como patégenos oportunistas o facultativos (Chitrampalam y Nelson, 2016). Muchas
especies de Fusarium son patdgenos oportunistas o débiles capaces de atacar sélo a las plantas
debilitadas previamente por otros factores, como los inducidos por el medio ambiente, tales como
un pobre drenaje del agua del suelo o la presencia de nematodos (Chehri, 2014). La mayor parte de
los aislamientos del complejo F. s. obtenidos en este estudio fueron capaces de inducir la
podredumbre de las raices en las plantas de tabaco. Dichos aislamientos son parte de la microbiota

endémica del suelo en los campos de tabaco y posiblemente en la mayoria de los campos de esta
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region. Sin embargo, un estudio mas completo que incluya aislamientos obtenidos de otros
hospedantes que presenten sintomas de pudricién de raiz seria necesario para confirmar este
supuesto.

Conclusion

La informacion generada en el presente estudio sobre los complejos F. 0. y F. s., por primera vez
proporciona informacion sobre la variabilidad de los patdégenos asociados con el marchitamiento
vascular y podredumbre radicular en el cultivo de tabaco en el noroeste argentino. En base a los
resultados generados se observd una alta variabilidad morfoldgica y patogénica entre los
aislamientos de ambos complejos y se confirmo la hip6tesis de que los sintomas de marchitamiento
vascular y podredumbre radicular observados a campo estan asociados con la presencia de ambos
complejos, respectivamente. La secuenciacion de la region EF-1a resulté ser una herramienta de

gran utilidad para la identificacion de las especies dentro de ambos complejos.
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CAPITULO IV
acion de la tolerancia al marchitamiento vascular y a podredumbre radicular

INTRODUCCION

En las epidemias de las enfermedades radiculares, el indculo es una parte importante del triangulo
de la enfermedad ya que interacciona con el medio ambiente y con las précticas agricolas realizadas
en el agroecosistema. La comprension del papel de la densidad del in6culo en el desarrollo de la
enfermedad es importante en el desarrollo de conceptos epidemioldgicos, para generar tacticas y
estrategias de manejo, pero a su vez es necesario acompafarlo con el conocimiento del
agroecosistema (March et al., 2010).

Al evaluar las enfermedades, el interés se centra en medir 1) la incidencia de la enfermedad,
es decir, el nimero o proporcion de plantas enfermas (el nimero o proporcién de plantas, hojas,
tallos que muestren cualquier tipo de sintomas); 2) la severidad de la enfermedad, es decir, la
proporcién del area o cantidad de tejidos de la planta que estd enferma (Agrios, 2005). De esta
manera, podemos decir que una Epidemia se refiere al cambio en la intensidad (incidencia o
severidad) de la enfermedad causada por una poblacién de patégenos en una poblacion de plantas,
en el tiempo y/o en el espacio (Dias, 2013).

Frecuentemente se aplican modelos estadisticos con el fin de resumir y describir la
complejidad del proceso de enfermedad (Arneson, 2006; Madden et al., 2007). La curva epidémica
de una enfermedad es el resultado de la interaccion del cultivo, el patdégeno (su vector), el ambiente
(clima, suelo) y el hombre en una Unica relacién en el transcurso del tiempo y el espacio, por lo cual
a partir de ella se puede inferir las causas de una epidemia y predecir su impacto en el cultivo
(March et al., 2010). El principal objetivo en el manejo de enfermedades es mantener la intensidad
final de una enfermedad (ys) por debajo del nivel de dafio econdmico (Nutter, 2001) contribuyendo

a que el cultivo exprese su méximo potencial genético en ese agroecosistema (Figura 4.1).
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Parametros epidemiologicos:

/ Intensidad (%): incidencia o severidad.
' ¥,: intensidad inicial (%).

£ N/ vz intensidad final (%).

F dy r r:tasa de incremento

t,: momentode iniciode la epidemia,
registrode y 0.

L dx / ABCPE t: momento final de una epidemia

/ te-ty: duracion de la epidemia

ABCPE: Area bajo la curva de progreso
dela enfermedad.

Intensidad (%6 )

t, ; Tiempo

S f

Duracidn de la epidemia

Figura 4.1. Curva de progreso de una enfermedad y pardmetros epidemiolégicos que la
caracterizan (March et al., 2010).

En fitopatologia es importante el estudio del progreso de la enfermedad a lo largo del
tiempo, donde el tiempo (t) es modelado como una variable continua en lugar de una variable
discreta. Se han utilizado muchos modelos diferentes de crecimiento poblacional para modelar las
curvas de progreso de la enfermedad (Madden et al., 2007). La utilizacién de modelos empiricos o
descriptivos (Tabla A3-Anexo) para describir la relacién dada entre dos 0 més variables para

simular el progreso de la enfermedad son:

Modelo Exponencial:
Es el modelo més simple empleado para el estudio del aumento de poblaciones. Puede ser descripto
como: dx/dt=rex

donde re es la tasa de aumento especifico para este modelo.

La interpretacion biol6gica de la ecuacion indica que la velocidad de aumento de la
enfermedad: dx/dt, también llamada tasa absoluta de aumento de enfermedad, es proporcional a la
propia cantidad de enfermedad. A pesar de la simplicidad puede ser usado para las fases iniciales de
la epidemia, cuando la cantidad de la enfermedad no excede el 5 %.

Modelo Logistico:
La ecuacion diferencial para este modelo puede ser descripta como:
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dx/dt = rl x (1-x)

donde rl es la tasa de aumento especifico o tasa de infeccion aparente como la denomino
Vanderplank (1963) para este modelo y 1 es la cantidad maxima de la enfermedad.

El modelo logistico supone que la tasa absoluta de cambio en el nivel de enfermedad
depende tanto del tejido sano (y) como del tejido enfermo (1-y) presente en ese momento. La curva
es perfectamente simétrica con un punto de inflexionent=1/rlny0/ (1 - y0) cuando y = 1/2. Es
decir, dy / dt aumenta hasta y = 1/2 y disminuye a partir de entonces.

Modelo Gompertz:
La ecuacion puede ser descripta:

dx/dt = rg x [-In(X)]

donde rg es la tasa especifica para este modelo. EI modelo de Gompertz supone que la tasa
absoluta de cambio depende de y y In (1 /y) y es muy similar al modelo logistico. Sin embargo, el
modelo de Gompertz es méas asimétrico, con un punto de inflexion alcanzado en 0.37 (1 /¢€) en su

lugar.

Modelo Monomolecular:
El modelo monomolecular asume una capacidad de carga de uno, es decir, el nivel maximo de

enfermedad es uno, por lo que la gravedad o incidencia de la enfermedad se mide como una
proporcidn. El tejido vegetal enfermo s6lo puede estar entre cero (saludable) y uno (enfermedad
completa). También asume que la tasa absoluta de cambio es proporcional al tejido sano, es decir,
(1-y).

La ecuacion que describe el modelo es:

dx/dt = rm (1-x)

donde rm es la tasa especifica para este modelo (rm = indculo inicial * tasa) y (1-x)

representa el tejido sano.

Modelo Weibull
El modelo Weibull incluye un mayor nimero de parametros, por lo que puede describir curvas mas

complicadas. Los parametros son:

A - unidades de tiempo, indicando el momento de aparicién de la enfermedad,

B - el pardmetro de escala, inversamente relacionado con la tasa de aumento de la enfermedad,
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C - el parametro de forma sin unidad que controla la asimetria de la curva.

Si ¢ =1, este modelo es idéntico al modelo monomolecular con el pardmetro de velocidadr=1/by
el nivel de enfermedad inicial y, = 1-exp (a / b). Con valores adecuados de los pardmetros 1, 2 y 3,
otros modelos pueden ser aproximados por el modelo de Weibull.

Seleccion del modelo

La seleccion del modelo més apropiado, puede ser determinada en forma grafica o analitica; esta
Gltima es la mas comin y se realiza mediante un analisis de regresion de minimos cuadrados. De
este analisis se debe tener en cuenta la significancia del modelo, significancia de los parametros
estimados, coeficiente de determinacion ajustado, desviacion estandar de la regresion linear y el

modelo de dispersion de los residuales vs los predichos (Vanderplank, 1963).

Comparacion de epidemias
Los parametros utilizados para comparar las epidemias son: Tasa de incremento aparente (r) que
cuantifica la relacion hospedante-patégeno-ambiente, la intensidad de la enfermedad inicial (y5):
es de principal ayuda para estimar indirectamente el inoculo infectivo presente al inicio de una
epidemia y el Area Bajo la Curva de Progreso de la Enfermedad (ABCPE) que es un parametro
cuantitativo de utilidad en comparaciones de la intensidad de la enfermedad a lo largo del tiempo,
donde el método trapezoidal es el mas empleado y calcula el promedio de la intensidad de la
enfermedad entre cada par de puntos adyacentes en el tiempo.

Las enfermedades ocasionadas por F. 0. y F. s. son monociclicas porque las unidades de
dispersion (in6culo) se producen s6lo una vez por temporada de crecimiento, y no pueden
convertirse en unidades de infeccion (Inéculo potencial) hasta la proxima vez que se cultive un

cultivo susceptible y se desarrolle un ambiente es favorable para la infeccion.

Resistencia de las variedades

A pesar de que existen reportes de variedades consideradas resistentes al marchitamiento vascular
del tabaco, la determinacion genética de la resistencia no estd muy estudiada, debido a que ningun
cultivar tiene un nivel de resistencia alto que pueda evitar la infeccion vascular del patdgeno. Sin
embargo, algunos autores reportan la existencia de resistencia poligénica en las variedades de

tabaco tipo Viginia analizadas (Muller y Morgan, 1996).
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1

2)

El manejo del marchitamiento vascular y podredumbre radicular ocasionados por los
complejos F.0o. y F. s. ha sido intentados por distintas estrategias incluyendo resistencia del
hospedante, saneamiento, rotacion de cultivos, fertilizacién, manejo de nematodos y manejo
quimico o bioldgico. No todas las estrategias son igualmente eficaces, sumado a ello se ha
reportado una baja eficiencia de los tratamientos con fungicidas (Frac et al., 2016). En Argentina no
hay variedades disponibles resistentes a Fusarium, pero si variedades tolerantes, que pueden reducir
la infeccion y minimizar las pérdidas de rendimiento. La utilizacion de variedades que sean
altamente tolerantes o tolerantes es clave para el manejo de las enfermedades de manera de
mantener la intensidad final (yf) por debajo del nivel de dafio econdmico sin afectar su
productividad.

Conocer la variabilidad genética del patégeno en una zona determinada es el principal
requisito para el desarrollo y utilizacién de variedades con una resistencia duradera (McDonald y
Linde, 2002). Actualmente, no existen informes sobre la asociacion entre los complejos F. 0. y F. s.
con las principales variedades de tabaco cultivadas en el NOA y no hay informacion sobre el nivel
de densidad de in6culo de Fusarium en los suelos cultivados con tabaco. En otros patosistemas, se
ha demostrado que las mayores densidades de indculo de Fusarium tienen una influencia directa
sobre el nivel de incidencia final de la enfermedad y la apariciéon de sintomas tempranos (Ben
Yephet y Shtienberg, 1994). Una mejor comprension de la relacion entre la densidad de inéculo, la
incidencia de la enfermedad y la variabilidad del patégeno puede permitir el desarrollo de
estrategias de manejo eficaces y una mejor prediccion del progreso de la enfermedad en el tiempo.

El presente estudio se realiz6 bajo la hipdtesis de que las variedades de tabaco actualmente
utilizadas en el NOA presentan una susceptibilidad diferencial al marchitamiento vascular y
podredumbre radicular ocasionada por miembros de los complejos F. 0. y F. s. estudiados y que la
incidencia y severidad de la enfermedad se encuentra asociada a densidad de indculo presente en el

suelo.

Objetivos
Evaluar los niveles de patogenicidad de los aislamientos del complejo F. 0. y F. s. en diferentes

variedades de tabaco Tipo Virginia.

Evaluar bajo condiciones controladas la influencia de la densidad del indculo sobre la expresion
del marchitamiento vascular y la podredumbre radicular en tabaco y analizar el progreso de la

enfermedad mediante el ajuste de modelos matematicos.
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MATERIALES Y METODOS

Aislamientos de Fusarium y preparacién de indculo.

Se seleccionaron seis aislamientos del complejo F. 0.y F. s. obtenidos de las camparias evaluadas.
Los mismos fueron seleccionados por la agresividad y por ser representativos de los diferentes
clados identificados mediante caracterizacion molecular en el capitulo anterior. Los aislamientos se
obtuvieron inicialmente de plantas de tabaco que presentaban sintomas de marchitamiento y
podredumbre radicular. La identificacion de los mismos se presentan en la Tabla 4.1. Las colonias
se cultivaron en agar de dextrosa de papa (PDA) a 25 °C durante diez dias, a los 5 dias de
crecimiento se colocé semillas de sorgo autoclavado durante 20 minutos en dos dias consecutivos
(Leslie et al., 2006). Al completar el crecimiento en la placa de Petri, se realizaron suspensiones de
conidios. Primeramente el in6culo se recogid inundando los cultivos con agua destilada estéril y
frotando las superficies del cultivo con una varilla de vidrio estéril, se filtrd y luego se cuantifico

microscOpicamente utilizando un hemocitémetro (Costa et al., 2015).

Tabla 4.1. Identificacion de los aislamientos evaluados

Aislamientos Especie® GenBank

F.0. 15 F.o. f. sp. vasinfectum MF327631
F.o0. 27 F.o. f. sp. batatas MF327609
F.0.33 F.o. f. sp. batatas MF327613
F.s. 44 F. solani MF327639
F.s. 55 F. solani MF327646
F.s. 98 F. solani FSSC5 MF327665

% determinacion de especie en base a la secuenciacion de la region EF-1a.

Sustrato y densidad de inéculo (D)

Se utilizé como sustrato una mezcla de arena estéril y mantillo (autoclavado durante 30 minutos a
120 °C en dos repeticiones) en una proporcion de 1: 1. Para este ensayo se utilizaron macetas de
plastico con un volumen de 400 g de sustrato. La inoculacién se realizé a dos concentraciones

diferentes: D1=1.000 microconidios/g de sustrato y D2=10.000 microconidios/g de sustrato.
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Variedades evaluadas

Se evaluaron seis variedades comerciales de tabaco tipo Virginia (MB47, PVH229, NC71, K346,
K326 y K394). Las semillas de tabaco se sembraron en almécigos con un sustrato estéril
(autoclavado durante 30 minutos a 120 °C). Las plantulas fueron mantenidas a 25+2 °C con un
fotoperiodo de 12 h. Cuando alcanzaron cuatro hojas verdaderas se realizd el trasplante. Se
trasplantaron en 36 macetas de cada variedad, evaluando en todo el ensayo 216 plantas mas 36
plantas utilizadas como testigo sin inocular. Se colocd en las macetas, 1 ml de la suspension de
esporas, con tres repeticiones para cada tratamiento. Las plantas se mantuvieron durante 30 dias en
cdmara de crecimiento bajo las mismas condiciones mencionadas anteriormente (Rodriguez-
Molina et al., 2013). Las macetas fueron regadas periddicamente con agua destilada estéril para
mantener la humedad del sustrato. Se utilizaron como control macetas con sustrato estéril no

inoculado de cada variedad.

Analisis estadistico

El disefio experimental consistié en tres factores: variedades de tabaco (seis niveles), aislamientos
de Fusarium (seis niveles) y dos niveles de indculo. Las evaluaciones se realizaron durante los 30
dias (5, 10, 15, 20, 25 y 30) posteriores a la inoculacion. Las variables analizadas fueron incidencia
(I, severidad (S), largo y peso seco de raices.

En base a los datos de severidad se calcul6 para cada aislamiento un indice de Severidad
(1S) utilizando la formula: (ny) + (n,x2) + (N3x3) + (ngx4) / ng + ny + N, + N3 + ny, donde ng es el
namero de plantas de la categoria 0, n; es el nimero de plantas de la categoria 1, n, el nimero de
plantas de la categoria 2, n; el nimero de plantas de la categoria 3 y n4 el nimero de plantas de la
categoria 4 (Fujinaga et al., 2005).

La incidencia fue relacionada con el tiempo para describir la curva de progreso de la
enfermedad. El area bajo la curva fue calculada con el método poligonal (Campbell y Madden,
1990) y sujeto a andlisis de la varianza (ANOVA).

En complemento, los datos de incidencia fueron linearizados y se realizd un analisis de
regresion lineal para obtener los parametros de tres modelos epidemioldgicos: monomolecular,
logistico y Gompertz (Madden et al., 2007). Los residuos y el ajuste gréfico de los datos
experimentales y los valores R* se consideraron para la seleccién del modelo. El parametro de
velocidad de infeccion aparente (pendiente) de la ecuacion para cada repeticion se determind a
partir de datos linealizados. Las pendientes se analizaron a continuacion por ANOVA y se
utilizaron para construir una curva de progreso de la enfermedad simulada para cada aislamiento y

densidad de indculo evaluada (incidencia inicial considerada y0=0.0001; yO*=In[(y0/(1-y0)]).
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Todos los anélisis de datos y los ajustes del modelo se realizaron utilizando el software InfoStat (Di
Rienzo et al., 2017).

RESULTADOS

Analisis del Area bajo la curva de progreso de la enfermedad (ABCPE).

Los resultados obtenidos fueron altamente significativos para los efectos de las variedades
(p<0,0001) y significativos para densidad de inoculo (p=0,0123), en contraste no fueron
significativos a los efectos de los aislamientos (p=0,0516). El coeficiente de variacion en todo el
experimento fue de 35,77 (Figura A4.- Anexos). A su vez se observd interaccion entre las
variedades x aislamientos (p=0,0095), no registrandose interaccién entre variedades x densidad de
in6culo (p=0,7751) y aislamiento por densidad de indculo (p=0,7272). Los resultados para la
interaccion entre factores, incluidos la media de ABCPE para todos los aislamientos se presentan en
la Tabla 4.2. Los sintomas observados para las variedades evaluadas se observan en las Figuras 4.2
y 4.3 para el complejo F. 0. y 4.4 para el complejo F. s.
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Figura 4.2. Ensayo de inoculacidn con aislamientos de F. 0. a) Plantas de tabaco utilizadas como testigos del
ensayo; b) planta inoculadas con F. 0. con grado 1 en la escala de severidad; ¢) plantas con grado 2; d) plantas

con grado 3 y e) Plantas con grado 4.
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Figura 4.3. Sintomas observados en el ensayo de inoculacion con aislamientos de F. 0. a) Haces vasculares
de planta testigo; b y ¢) oscurecimientos de los haces vasculares en plantas inoculadas con F.o. y €) Sistema

radicular de planta que manifest6 sintomas de marchitamiento.
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Figura 4.4. a) Raiz de planta sana; b) sistema radicular de planta inoculada con F.s. con grado 1; b) sistema radicular con grado; 2 c) sistema radicular con grado

y 3e) sistema radicular con grado 4 en escala de severidad.
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Tabla 4.2. Media del ABCPE registrada a los 30 dias posteriores a la inoculacion. Las celdas contienen los valores de ABCPE correspondientes a la
interaccion entre las variables.

Aislamientos de Fusarium

F.o. 15 F.o. 27 F.o. 33 F.s. 44 F.s. 55 F.s. 98

ABCPE MEDIA? 11,88 ab 12,6 b 10,42 a 12,69 b 11,2 ab 10,3 a
(cv) (0,356) (0,442) (0,37) (0,47) (0,52) (0,49)
Densidad de in6culo*
D1 10,92 (0,47) 10,69 ab 12,49 ab 10,28 ab 11,84 ab 11,25 ab 8,94 a
D2 12,35 (0,4) 13,06 ab 12,71 ab 10,56 ab 13,54 b 12,60 ab 11,66 ab
Variedades
MBA47 7,95 (0,44) 7,71 abc 792 abc 7,31 abc 7,71 abc 7,71 abc 9,98 abc
PVH2291 11,18 (0,46) 12,5 abc 10,20 abcd 6,88 ab 15,21 abcd 13,96 abcd 8,33 abc
NC71 9,36 (0,49) 11,47 abcd 13,56 abcd 9,17 abc 9,06 abc 6,88 ab 6,04 a
K346 11,89 (0,56) 11,67 abcd 18,71d 13,13 abcd 13,31 bcd 1542 bcd 14,58 abcd
K326 12,83 (0,31) 11,67 abcd 15,83 bcd 12,08 abcd 13,33 abcd 13,83 abcd 10,21 abcd
K394 13,6  (0,46) 16,25 cd 9,38 abc 1396abcd 14,99 abcd 13,75abcd 13,29 abcd

1 D1yD2=1.000y 10.000 microconidios/g de sustrato, respectivamente.

2 Valores de media del ABCPE; letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). Comparacion por el test de LSD Fisher. Coeficientes de variacion
entre paréntesis
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Comportamiento varietal

La variedad MB47 fue significativamente menos infectada que los otras variedades en relacion a
todos los aislamientos evaluados. A su vez, la variedad mas afectada que presentd una media de
ABCPE mayor fue la K394 (Figura 4.5).

Las variedades K346, K326, K394 al tener una mayor media de ABCPE manifestaron un
comportamiento susceptible frente a todos los aislamientos de Fusarium considerados. Mientras que
, MB47, PVH2291 Y NC71 presentaron menor ABCPE para ambos complejos. A su vez, los
aislamientos que presentaron mayor media de ABCPE (Figura 4.6) fue el mas agresivos del

complejo F. o. (F. 0. 27) y del complejo F. s. (F. s. 44).

16,24 —

13,91 d
cd

be
11,59 —
ab
927 —
- a
6,94 i |

MB47 PVH2291 NC71 K346 K326 K394

Media ABCPE

Variedad

Figura 4.5. Media del ABCPE de las variedades evaluadas (test de LSD Fisher, 0=0,05). Letras diferentes

representan diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos.
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Aislamientos

Figura 4.6. Media del ABCPE de los aislamientos considerados (test de LSD Fisher, 0=0,05). Letras

diferentes representan diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos.

Influencia de los dos niveles de In6culo
Los aislamientos que manifestaron la misma agresividad a las dos concentraciones evaluadas fueron
todos los F. o. (Tabla 4.2) mientras que los aislamientos de F. s. fueron significativamente

diferentes a los dos niveles de indculo estudiados comportandose con una mayor agresividad a
10.000 microconidios/g de suelo.

Se evaluaron dos niveles de indculo; 1.000 y 10.000 microconidios/g de sustrato
presentando diferencias significativas por comparacion de medias por test de Fisher (a=0,05). La
mayor concentracion resultd tener medias de ABCPE mayores (Figura 4.7). El aislamiento menos
agresivo fue F. s. 98 en los dos niveles de in6culo y no manifestd diferencias con la media de
ABCPE de los otros aislamientos a la concentracion mas baja.
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11,88

Media ABCPE
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Figura 4.7. Media del ABCPE a las dos concentraciones evaluadas. Letras diferentes representan diferencias

estadisticamente significativas entre los tratamientos.

Agresividad de los aislamientos
Luego de 30 dias de la inoculacién todos los aislamientos produjeron una alta incidencia en las
plantas de tabaco (Figura 4.8). Los aislamientos que presentaron una mayor agresividad fue F. o.

27, para la variedad K346. A su vez manifestaron un comportamiento mas agresivo todos los F. o.
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Figura 4.8. Interaccidn entre aislamientos y variedades de tabaco evaluadas.

Peso seco

La inoculacion con los aislamientos de Fusarium redujo el peso seco en las diferentes variedades de
tabaco inoculadas con respecto a sus correspondientes testigos, resultando ser altamente
significativas  (p<0,0001) y manifestaron un comportamiento diferente en funcién de los

aislamiento y del nivel de indculo utilizado (Tabla A5.-Anexo).

Largo de raices

Las variedades presentaron diferencias altamente significativas (p<0,0001) en el largo de las raices
(Figura 4.9). Los aislamientos del complejo F. o. se diferenciaron del complejo F. s. que
presentaron una disminucién del largo radicular. A su vez los niveles de indculo no resultd ser

estadisticamente significativo.
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Figura 4.9. Media del largo radicular para a) variedades, b) aislamientos, ¢) concentracion d) media
del largo radicular para variedades testigos. Letras diferentes representan diferencias estadisticamente

significativas entre los tratamientos.

indice de severidad de la enfermedad (IS).

Se encontrd diferencias altamente significativas para las variables evaluadas (p<0,0001). La
variedad NC71 fue la que obtuvo menor valor de IS (2,28) seguido por MB47, PVH2291 (Tabla
4.3.). Las variedades que obtuvieron mayor IS fueron K326 y K394. EI IS para los aislamientos

resulto estadisticamente significativo, donde los mas agresivos fueron F. 0. 27 y F.0.15.
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Tabla 4.3. indice de severidad para las variedades evaluadas y aislamientos.

Variedad IS Aislamientos IS
NC71 2,28 a* F.s. 98 2,74 a
MB47 2,68b F.s. 55 2,82 ab
PVH2291 287¢c F.o. 33 2,840
K346 291d F.s. 44 2,84 Db
K326 2,94d F.o. 15 2,99 ¢
K394 3,63 e F.o. 27 3,06d

*|etras diferentes indican diferencias significativas prueba LSD Fisher p<0,05

Ajuste del modelo

El modelo Monomolecular y el logistico fueron los que se ajustaron de mejor manera en base a los
gréficos de residuos y coeficientes de determinacion ajustados (R?). La ecuacién que representa la
incidencia (y) en funcion del tiempo () a través de la siguiente ecuacion: y= 1-(1-yo)exp(-rt),
seguidamente la ecuacion que define al modelo de logistico es: y = 1/[1 + {-Iny0/(1- y0) + rt}].
Para controlar el cumplimiento de los supuestos del andlisis se solicitaron los gréaficos de residuos

estudentizados vs. predichos y Gréaficos de Q-Q plot para confirmar la normalidad de los datos del

modelo (Figura 4.10.; Figura 4.11.).

Tabla 4.4. Parametros estadisticos aplicados para la seleccion del modelo y describir a los complejos F. 0. y

F.s.

Aislamientos Modelo® G CME® p(m)°
Dilucion D1

F.o. 15 Monomolecular 0.01 0,93 0,03 0,0012
F.o. 27 Logistico 0.06 0,92 0,02 0,0006
F.o0. 33 Logistico 0.059 0,8 0,03 0,0097
F.s. 44 Monomolecular 0.05 0,93 0,05 0,0003
F.s.55 Monomolecular 0.06 0,85 0,06 0,021
F.s. 98 Monomolecular 0.06 0,9 0,05 0,0007
Dilucion D2

F.0. 15 Monomolecular 0,88 0,02 0,0033
F.o. 27 Monomolecular 0.01 o,91 0,02 0,0009
F.0. 33 Logistico 0.05 0,87 0,02 0,0015
F.s. 44 Monomolecular 0.056 0,88 0,38 0,0001
F.s. 55 Monomolecular 0.056 0,86 0,056 0,0015
F.s. 98 Monomolecular 0.06 0,95 0,06 0,0007

*Modelo ajustado.

®r% coeficiente de determinacion ajustado.

®r: tasa de infeccion aparente

9CME: cuadrado medio del error.; *p(m): probabilidad asociada al modelo.
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Figura 4.10. Progreso de la enfermedad ajustado por el modelo correspondiente segun los aislamientos del

complejo F.o., particionado por la concentracién de inéculo.
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Figura 4.11. Progreso de la enfermedad ajustado por el modelo correspondiente segin los
aislamientos del complejo F. s., particionado por la concentracion de in6culo.
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DISCUSION

Bajo condiciones controladas, las variedades evaluadas exhibieron un comportamiento diferencial
frente a los aislamientos y densidad de in6culo. Las variedades con mejor comportamiento fueron
MB47, PVH2291 y NC71, que presentaron los valores de IS mas bajos. Esto concuerda con lo
observado a campo donde se registrd un mejor comportamiento de estas variedades. Ademas, el
andlisis molecular de 17 variedades de tabaco Virginia del NOA realizado en base a marcadores
microsatélites revel6 que las tres variedades mencionadas muestran mayor divergencia genética en
relacion al resto (Cuellar et al., 2013). Tjamos et al., (2006) encontré que variedades de tabaco
mostraban diferentes niveles de la susceptibilidad frente a F. 0. y a su vez se manifestaban grados
de severidad distintos entre las variedades tipo Virginia y las del tipo Burley, mostrando estos
ltimos niveles de incidencia y severidad mas altos. Para los miembros del complejo F. solani
existen registros para otros cultivos como en poroto, maracuya y soja (Martinez-Garnica et al.,
2014; Bueno et al., 2014; Chitrampalam y Nelson, 2016), sin embargo, no hay reportes sobre el
comportamiento de las variedades cultivadas de tabaco.

En otros patosistemas, se ha demostrado que mayores densidades de indculo de Fusarium
spp. tienen una influencia directa sobre el nivel de incidencia final de la enfermedad y la aparicién
de sintomas (Ben-Yephet y Shtienberg, 1994). En el presente trabajo, se observé que los
aislamientos de F.o. mantuvieron el mismo nivel de agresividad para las dos diluciones evaluadas.
Mientras que el grupo de F. s. incrementd la severidad a mayor concentracion de inoculo. En
estudios realizados bajo condiciones controladas en cebolla (Bhatti y Kraft, 1992) se observé que la
incidencia de los sintomas de marchitamiento aumentaba linealmente con el aumento de la densidad
de indculo de F.o., la reaccion de marchitamiento mas severo que se determind fue a una densidad
de indculo de 5000 propagulos g-1 de suelo (Bhatti y Kraft, 1992). Del mismo modo, Sugha et al.,
(1994) observé que un aumento en la carga de in6culo aceleraba el desarrollo del marchitamiento
en cebolla, mientras que concentraciones menores retrasaban la expresion de los sintomas.
Caligiore Gei et al., (2014) confirmaron la ausencia de resistencia a F.o. y F. proliferatum en cuatro
variedades de cebolla evaluadas, y consideraron que la concentracién de indculo es un factor critico
en la deteccion de los niveles de tolerancia a la podredumbre basal. Si bien, todos los patosistemas
son diferentes se mantiene la tendencia de que a aumentos en la densidad de indculo se acentla la
expresion de la incidencia y los grados de severidad de una enfermedad. En el caso de las especie
patdgenas de los complejos F. 0. y F. s. el incremento en el nimero de plantas enfermas a campo,
no se debe fundamentalmente a la multiplicacion del patégeno o a su dispersién de una planta

enferma a otra sana, sino a la cantidad de inoculo presente al momento de la plantacion y a las
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posibilidades que tenga el mismo de estar en contacto con las raices de genotipos susceptibles y
causar la infeccion (Archicanoy Ldpez, 2000).

En el presente estudio, el ABCPE resultd ser un parametro de utilidad en la comparacion
de la incidencia de la enfermedad a lo largo del tiempo para describir el comportamiento de las
variedades comerciales frente aislamientos de ambos complejos. Resultados similares se observaron
en garbanzo donde el ABCPE permitié identificar el comportamiento de variedades y de razas de
F.o. f sp. ciceris bajo condiciones controladas (Navas-Cortez et al., 2000). Los datos de incidencia
de la enfermedad para las dos densidades de inoculo de los aislamientos evaluados se ajustaron a los
modelos de crecimiento monomolecular y logistico permitiendo inferir en la habilidad del patégeno
para inducir enfermedad.

El control méas eficaz y sustentable contra el marchitamiento y podredumbre radicular
reside en el uso de genotipos resistentes. Sin embargo, se establecio la existencia de una estrecha
base genética entre variedades de tabaco cominmente utilizadas (Zhang et al., 2006a, 2008). A
campo se observaron niveles de tolerancia variables con potenciales de inéculo muy alto y
condiciones ambientales favorables (LaMondia y Taylor, 1987; LaMondia 2015). Mientras que bajo
condiciones controladas, Mueller y Morgham (1996) observaron el comportamiento de variedades
susceptibles y resistentes encontrando que la infeccion de F.o. en las variedades resistentes se
limitaba a un pequefio segmento del sistema vascular quedando detenido en la parte inferior de la
planta y los sintomas ocurrieron solo en las hojas inferiores. A la inversa, en las variedades
susceptibles, el patdgeno se propagd rapidamente desde el area de infeccion con aparicién
concordante de sintomas en la parte superior.

La relacion establecida entre, agresividad del patégeno y la susceptibilidad en las
variedades de tabaco no se ha abordado en muchos trabajos hasta el momento, por lo que el
presente trabajo representa el primer analisis del comportamiento de variedades comerciales de
tabaco frente a los patégenos. En la region del NOA se realizaron ensayos comparativos de
variedades de tabaco bajo condiciones controladas y a campo con Rhizoctonia solani observandose
un comportamiento diferencial entre las variedades evaluadas (Mercado Cardenas, 2016).

La existencia de gran variabilidad en los complejos de Fusarium estudiados nos sugiere
aumentar el nimero de aislamientos y de genotipos de tabaco evaluados y sumar otras interacciones
posibles en el patosistema, como la interaccién con nematodos por ejemplo, con la finalidad de

identificar genotipos resistentes.
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Conclusion

La informacidn generada en el presente capitulo nos permitié determinar los niveles de tolerancia al
marchitamiento vascular y podredumbre radicular bajo condiciones controladas de las principales
variedades de tabaco tipo Virginia cultivadas en el NOA. A su vez, se observo que los aislamientos
de F. 0. mantuvieron el mismo nivel de agresividad para las dos niveles de in6culo evaluados.
Ambos complejos incidieron directamente en el largo y peso de raices. Por otro lado, los
aislamientos del complejo F. s. incrementaron la severidad a mayor concentracion de inoculo. Por
tal motivo, los resultados del presente trabajo nos sugieren aceptar la hipotesis de que “las
variedades de tabaco actualmente utilizadas en el NOA presentan una susceptibilidad diferencial al
marchitamiento vascular y podredumbre radicular ocasionada por miembros de los complejos F. o.
y F. s. estudiados y que la incidencia y severidad de la enfermedad se encuentra asociada a densidad

de indculo presente en el suelo para el complejo F. s.
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El cultivo de tabaco representa una de las actividades productivas mas importantes para las
provincias de Saltay Jujuy. Se considera que el ciclo completo del cultivo de tabaco es de 330 dias,
debido a ello es considerada una actividad sumamente intensiva en relacion a cantidad de etapas
que posee en todo el ciclo productivo. Es una actividad de gran importancia socioecondémica a nivel
regional debido a la generacion de puestos de trabajo, esta relevancia es ain mayor a nivel de
localidades o departamentos, donde se aprecia con mayor claridad su importancia econémica. En
los Gltimos afios la produccidn present6 diversos problemas fitosanitarios asociados a enfermedades
radiculares, las cuales se manifiestan con un marchitamiento y clorosis de la parte aérea de la planta
y podredumbre radicular. Entre ellas, se destacaron el marchitamiento vascular y la podredumbre
radicular causadas por especies de Fusarium, donde en los Gltimos afios manifestaon un incremento
en la prevalencia en diversos lotes tabacaleros en la provincia de Salta y Jujuy. El principal objetivo
de este trabajo fue “Conocer la diversidad de Fusarium spp. asociadas al marchitamiento vascular y
podredumbre radicular en Nicotiana tabacum L. para aportar conocimiento a los programas de
mejoramiento”.

Unos de los aspectos mas importantes a considerar en el estudio de una enfermedad es
observar y cuantificar su comportamiento a campo. El relevamiento realizado en dos campafias
permitié determinar la presencia de los complejos F. 0. y F. s. asociados al cultivo de tabaco, los
cuales no estaban estudiados en la region del NOA. Esto permitié describir los sintomas
caracteristicos de ambos complejos, con la posterior verificacion de los postulados de Koch. Se
establecio la asociacion entre el marchitamiento vascular y la podredumbre radicular con variables
agrondmicas y edafocliméticas a nivel regional. Esto permite brindar informacion de utilidad sobre
la disminucion en la incidencia y severidad de estas enfermedades con la implementacion de
rotacion de cultivo, utilizacion de alméacigos flotantes y de variedades con buen comportamiento a
campo. Ambas patologias estudiadas adquirieren una considerable importancia en el segundo y
tercer estadio fenoldgico del cultivo de tabaco, en concordancia con estudios realizados en otros
cultivos donde los sintomas son méas severos en los estadios avanzados (Jiménez Diaz et al., 2015).
Sin embargo, los miembros patdgenos del complejo F. o. resultaron tener una mayor prevalencia en
ambas campafias productivas, por ello detectar su presencia permitira recomendar medidas de
manejo que logren evitar la infeccion en campafias posteriores. Los aportes realizados en el presente
trabajo de tesis podrian ser profundizados sobre la correlacion de ambas enfermedades con las
caracteristicas fisicoquimicas de los suelos cultivados con tabaco, presencia e interaccién con

nematodos u otras alternativas de manejo bioldgico.
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El presente trabajo de investigacion logré como resultado final identificar y caracterizar
las especies de Fusarium asociadas al tabaco tipo Virginia en el Noroeste Argentino (Salta y Jujuy).
Los complejos identificados mostraron una apreciable variabilidad patogénica registrando
diferentes indices de Severidad de la enfermedad y variabilidad morfoldgica representada a través
de tres categorias de agresividad y tres morfotipos descriptos, respectivamente . Los aislamientos
obtenidos en el presente trabajo se relacionaron mayormente con F. o. f. sp. batatas. Sin embargo,
seria de utilidad la realizacién de pruebas de patogenicidad con los cultivos de batata y algodon para
corroborar que los mismos sean especificos para el cultivo de tabaco. En el complejo F. s., se pudo
determinar los caracteres morfoldgicos (forma y nimero de septos de los macroconidios, forma de
microconidios y color esporodoquios) que permiten diferenciarlos en tres morfotipos de los cuales
dos de ellos agrupaban la mayor cantidad de aislamientos patdgenicos. En base al analisis de la
secuencia EF-1a, todos los aislamientos del complejo F. s. se incluyeron en un mismo clado en el
cual los miembros estan asociados con diferentes hospedantes y/o ambientes, por lo que se los

describié como patdgenos oportunistas o facultativos (Chitrampalam y Nelson, 2016).

La informacién generada en la presente tesis sobre los complejos F. 0.y F. s., proporciona
por primera vez informacion sobre la variabilidad de los patdgenos asociados con el marchitamiento
vascular y de podredumbre radicular en el noroeste argentino en el cultivo de tabaco. A partir de
ello se podra plantear la generacién de marcadores moleculares especificos para la determinacién de
formas espéciales que permitan la deteccidon temprana y selectiva del patgeno, fortaleciendo la
prevencion de la enfermedad en todas las etapas de la produccion de tabaco.

En la presente tesis se determinaron las variedades con mejor comportamiento bajo
condiciones controladas, caracterizando los materiales genéticos utilizados. La existencia de una
estrecha base genética en las variedades de tabaco cominmente empleadas (Zhang et al., 2006)
demanda la busqueda de nuevas fuentes de resistencias a las principales enfermedades que afectan
al cultivo en la region. Los resultados encontrados siguieren incorporar las variedades NC71 y
PVH2291 en los programas de mejoramiento orientados a la obtencidn de genotipos con mayores
niveles de tolerancia al marchitamiento vascular y la podredumbre radicular. Sin embargo, son
necesarios estudios a campo que permitan conocer el comportamiento sanitario y el rendimiento de
las variedades evaluadas bajo condiciones de cultivo. Ademas seria de gran interés realizar estudios
adicionales para la determinacion de la densidad de inéculo presente en los suelos tabacaleros para
ambos complejos para establecer estrategias de control de las enfermedades.

Este trabajo contribuye al desarrollo de estrategias de manejo sostenibles, tales como la
utilizacion de variedades con mayor tolerancia, implementacion de rotacion de cultivo, y uso de

almécigos flotantes en la produccion de tabaco.
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ANEXO

Tabla Al. Caracteristicas del tipo de asociacion de suelos para la provincia de Salta.

Nombre del Limitacién Clase Clasificacion Clasificacion Caracteristicas
suelo FAO USDA

Vaqueros Erosion ligera a Fluvisol Udorthente Suelo de incipiente desarrollo; con perfil A, C; de textura media,
moderada; dutrico tipico bien drenado; moderadamente &cido; contenido de materia
pendiente del 2 al 4 organico  bajo; capacidad de intercambio catidnico
% profundidad modgradamente alta; porC(_entaj_e de saturacion de bases alto;

. pendiente del 2 al 4 %; erosion ligera a moderada.
efectiva 42 cm.

La Merced Erosion ligera; Fluvisol Udifluvente Suelo de incipiente desarrollo; con perfil A, C; con texturas
anegabilidad éutrico tipico medianamente gruesa en superficie y media a medianamente
temporaria. gruesa en profundidad; moderadamente bien drenado; neutro a

moderadamente alcalino; contenido de materia organico bajo;
presencia de carbonatos; capacidad de intercambio catiénico baja
a media; porcentaje de saturacion de bases alto; pendiente del 2
%, erosion ligera.

Cerrillos Erosiobn moderada, Regosol Haplustepte Suelo de incipiente desarrollo; con perfil A, C; de textura media;
anegabilidad poco calcareo tipico bien drenado; moderada a extremadamente alcalino; salino;
frecuente: contenido de materia organica bajo; capacidad de intercambio
pendiente del 4 %; cationico moderadame_nte al_tg; porcentaje de saturacion de bases;

. pendiente del 2 al 6 %; erosion moderada.
salinidad
moderada.

Ampascachi Erosién moderada, Phaeozem Haplustol tipico  Suelo de incipiente desarrollo; con perfil A, C; de texturas

pendiente del 5%, calcareo medianamente gruesa en superficie y medianamente gruesa a

ligera salinidad,
anegabilidad poco
frecuente.

medianamente fina en profundidad; moderadamente bien
drenado; moderadamente alcalino; contenido de materia organica
baja; abundante cantidad de carbonatos en profundidad,;
capacidad de intercambio cationico moderadamente alta a alta;
porcentaje de saturacion de bases alto; pendiente del 2 al 6%;
erosién moderada; anegabilidad poco frecuente.
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Tabla A2. Caracteristicas del tipo de asociacion de suelos para la provincia de Jujuy.

Nombre del  Limitacion Clase Clasificacion Clasificacion Caracteristicas

suelo FAO USDA

Perico Erosion ligera a b Fluvisol éutrico  Ustifluvente mélico Suelo de incipiente desarrollo; con perfil A, C; de textura
moderada. media; bien a moderadamente bien drenado; neutro; contenido

de materia organica bajo; capacidad de intercambio catiénico
media; porcentaje de saturacién de bases alto; pendiente del 0
al 1 %; erosion ligera a moderada.

Monterrico  Erosion ligera. b Fluvisol éutrico  Haplustol Suelo de incipiente desarrollo; con perfil A, C; de texturas media

fluvéntico en superficie y media a medianamente fina en profundidad; bien
a moderadamente bien drenado; neutro; contenido de materia
organica bajo; capacidad de intercambio catidnico
moderadamente alta a media; porcentaje de saturacién de bases
alto; pendiente del 1 %; erosion ligera.

Zapallar Nivel fredtico alto, b Phaeozem Haplustalf Suelo de moderado desarrollo; con perfil A, B2, C; de texturas
anegabilidad lavico psammeéntico medianamente fina en superficie a gruesa en profundidad; algo
temporaria. excesiva a excesivamente drenado; moderadamente 4cido a

neutro; contenido de materia organica bajo; capacidad de
intercambio catiénico media a baja; porcentaje de saturacion de
bases alto; pendiente del 1 al 2 %; erosién ligera.

Palpala Erosion ligera; b Phaeozem Hapludol Suelo débilmente desarrollado; con perfil A, AC, C; de texturas
moderada a haplico aquértico media en superficie a medianamente fina en profundidad;
imperfectamente moderada a imperfectamente drenado; moderadamente &cido a
drenado. neutro; contenido de materia orgéanica alto; capacidad de

intercambio cationico moderadamente alta; porcentaje de
saturacién de bases alto; pendiente del 1 al 2 %; erosién ligera.
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ANEXO

Figura Al. Caracteristicas mas sobresalientes de los tres morfotipos para el complejo F.o.; ay b ) color de colonia en APG (frente y reverso), ¢) forma de macro
y microconidios d) color de esporodoquios en CLA. ¢) ———barra de escala=50pm
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Figura A2. Caracteristicas mas sobresalientes de los tres morfotipos para el complejo F.s.; ay b)) color de colonia en APG (frente y reverso), ¢) forma de macro
y microconidios y d) color de esporodoquios en CLA. c-€) —_barra de escala=50um
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ANEXO

Figura A3. a) microconidios formados a partir de monofialides cortas en el complejo F.o0.; b) microconidios formados a partir de monofialides largas en el
complejo F.s.
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Tabla A3. Modelos empiricos para describir la relacién dada entre dos 0 mas variables en la simulacién del progreso de la enfermedad.

Modelo Ecuacion Diferencial Forma Integral Forma Linearizada
Exponential dy/dt=rey y = yoexp(rt) logy = logyg + rt
Monomolecular dy/dt = rm (1-y) y = 1-(1-yo)exp(-rt) In{1/(1-y)} = In{1/(1- yo)} + rt
Logistic dy/dt=rly (1-y) y = U/[1 + exp{-Inyo/(1- yo) + rt}] In(y/(1-y) = In{yo/(1- yo) + rt}
Gompertz dy/dt=ryIn(1/y) =ry(-Iny) y = exp(Inyoexp(-rt)) -In(-Iny) = -In(-Inyy) + rt
Weibull dy/dt = c/b{(t-a)/b}Dexpr-abk] y = 1-exp[-{(t-a)/b}"c] In[In{1/(1-y)}] = -cInb + In(t-a)

Tabla A4. Cuadro de Analisis de la Varianza para el analisis del Area bajo la curva de progreso de la enfermedad (ABCPE)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 3174,62 71 44,71 2,58 <0,0001
Variedad 1252,77 5 250,55 14,47 <0,0001
Aislamiento 195,66 5 39,13 2,26 0,0516
Concentracion 111,38 1 111,38 6,43 0,0123
Variedad*Aislamiento 829,35 25 33,17 1,92 0,0095
Variedad*Concentracion 43,38 5 8,68 0,5 0,7751
aislamiento*Concentracién 48,86 5 9,77 0,56 0,7272
Variedad*Cepa*aislamiento 693,2 25 27,73 1,6 0,0458
Error 2493,59 144 17,32
Total 5668,2 215
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ANEXO

Tabla A5. Medias de peso seco (mg) para las variedades evaluadas en funcion de los aislamientos y densidad de
indculo.

Variedad Medias C.V. Medias C.V.
MBA47 D1 D2

F.s. 44 148,27 1,6 d* 217,13 1,65 e
F.s.55 60,3 1,01 B 60,03 20,6 c
F.s. 98 42,23 2,6 A 30,93 2,8 a
F.o.15 148,33 3,23 D 31,73 0,18 a
F.o.27 91,1 2,05 C 50,4 0,94 b
F.o0.33 64,3 9,97 B 48,5 8,2 b
Testigo 144,67 0,5 D 131,33 0,2 d
PVH2291 D1 D2

F.0.27 25,03 1,83 A 50,4 1,01 b
F.s. 98 31,03 1,03 B 30,9 0,19 a
F.s.55 50,4 1,3 C 60,05 1,67 c
F.s. 44 51,97 0,08 C 201 2,85 e
F.o.15 75,23 20 D 31,7 1,74 a
F.o0.33 105,7 0,5 E 48,5 1,62 b
Testigo 130,1 0,5 F 130 0,38 d
NC71 D1 D2

F.0. 15 50,37 1,26 A 123,3 0,49 d
F.s. 44 57,47 1,32 A 24,8 1,07 a
F.o. 27 89,57 1,62 B 40,73 0,57 b
F.0.33 99,7 0,35 C 26,57 12,8 a
F.s.55 109,53 0,21 d 233,2 4,91 f
Testigo 170,6 0,2 e 170,6 0,2 e
F.s. 98 192,73 5,72 f 94,2 3,49 c
K346 D1 D2

F.o0.33 50,3 0,61 a 41,4 1,81 c
F.o.27 74,73 1,1 b 32,57 1,75 b
F.o0.15 82,2 0,55 Cc 34,07 2,65 b
F.s.55 156,9 0,82 d 103,5 0,52 d
F.s. 44 197,2 1,31 e 26 6 a
F.s. 98 19,8 0,82 e 26,5 6,6 a
Testigo 201,1 1 f 201,1 0,5 e
K326 D1 D2

F.s. 44 72,83 5,06 a 62,53 0,65 a
F.s.55 98,8 0,27 b 53,93 0,2 a
F.s. 98 101,33 0,57 bc 98 1,02 b
F.o.27 103 0,44 c 113,33 4,07 c
F.o.15 117,4 0,97 d 52,53 0,51 d
F.o0.33 144,83 1,2 e 105,23 0,31 e
Testigo 185,67 1,6 f 135,67 0,2 f
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K394 D1 D2

F.s. 44 14 8,1 a 19 18,23 a
F.0.15 20,33 2,84 ab 20 433 a
F.o0.33 24,53 1,65 ab 21,5 233 a
F.s.55 51,33 4,5 bc 20,67 2,79 a
F.o.27 57,53 0,7 C 20 5 a
F.s. 98 91,53 0,44 d 21,67 328 a
Testigo 143,33 1345 e 86,67 176 b

*letras diferentes indican diferencias significativas prueba LSD Fisher p<0,05
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