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RESUMEN

El mani (Arachis hypogaea L.), es uno de los cultivos regionales caracteristicos de la
provincia de Cordoba. Durante la Gltima década, la produccién manisera ha sido seriamente
comprometida debido a la enfermedad del carbon, causada por el hongo habitante de suelo
Thecaphora frezii. Las particularidades de este patdgeno convirtieron a esta enfermedad en
la més importante del cultivo, donde el desconocimiento de la enfermedad a nivel local y
mundial, y la incertidumbre en los procesos epidemiolégicos, motivaron la realizacion de
esta tesis. En este sentido, las etapas del ciclo de patogénesis (sobrevivencia; infeccion y
colonizacion; reproduccion; dispersion) fueron abordadas bajo multiples experimentos y
andlisis. Se determiné que las teliosporas de T. frezii mantienen su capacidad de infeccién
durante al menos seis afios, informacion necesaria para comprender la epidemiologia de los
problemas sanitarios. Ademas, siendo los sintomas de la enfermedad variables (desde una
pequefia pustula hasta la tranformacion completa de los granos en masas carbonosas), se
logré analizar mediante modelos de regresion lineal con datos de relevamientos zonales, que
las vainas con uno o dos granos carbonosos (vainas severamente afectadas o SDP) son la
mejor representacion del indice de severidad de la enfermedad. Sumado a eso y para
caracterizar la infeccion, se evaluaron diferentes momentos de exposicién del clavo al
indculo, donde no se registraron diferencias en la intensidad durante los primeros 15 dias en
el que el clavo ingresa al suelo. Ademas, se buscd relacionar diferentes variables ambientales
sobre la enfermedad mediante andlisis de correlacion de Pearson. Se observo que las
precipitaciones, y las temperaturas minimas y maximas durante el periodo de clavado (enero
a marzo) correlacionaron significativamente con la expresion del carbdn. Por otra parte,
debido a la gran cantidad de teliosporas que contienen las vainas carbonosas en su interior
(multiplicacion del patdgeno) se cuantificd el incremento del indculo en suelo posterior a
una estacion de cultivo, donde el nimero de teliosporas en el suelo se triplico cuando la
enfermedad en el lote fue mayor a 3 % de SDP. Para evaluar la dispersion de las teliosporas
en el momento de la cosecha, debido al rompimiento de las vainas carbonosas, se realizaron
modelos aditivos generalizados (GAM), donde se determind que las teliosporas son
vehiculizadas por el viento y que las variables de velocidad y direccion influyen en la
distancia de dispersion desde el area de cosecha. Del mismo modo se analizo la dispersion
de las teliosporas desde las industrias, concluyendo que éstas actiuan como foco de
diseminacion, donde vainas carbonosas procesadas liberan teliosporas al ambiente que
incrementan las teliosporas en los suelos circundantes. Los problemas sanitarios producidos
por patdgenos de suelo se manejan mediante el uso de diferentes enfoques integrados. Los
resultados obtenidos en esta tesis contribuyen al conocimiento y a la comprension de
diferentes aspectos del carbon del mani, describiendo las etapas del ciclo de patogénesis,
caracterizando aspectos de la epidemiologia de la enfermedad, con el fin de lograr establecer
estrategias de manejo eficientes que sean facilmente adoptables por el sector productivo, y
gue aseguren beneficios econdmicos y sustentables.

Palabras claves: carbdn del mani, epidemiologia, sobrevivencia, infeccion, dispersion



ABSTRACT

Peanut (Arachis hypogaea L.) is one of the main regional crops in Cérdoba province. During
the last decade was seriously affected by peanut smut, caused by the soil-borne pathogen
Thecaphora frezii. Due to its characteristics became one of the most important peanut
diseases, and the lack of knowledge of the disease and its epidemiology, motivated the goal
of this thesis. The pathogenic cycle stages (survival; reproduction; infection and
colonization; dispersal) were addressed through multiple experiments and analysis. T. frezii
teliospores keep the infection efficiency up to six years long, this information is very useful
to the comprehension of the disease epidemiology. In addition, since a large variability has
been observed in smut symptoms (from a small sorus to the complete transformation of the
kernel), a large-scale survey provided data for linear regression models analisis. According
to the data obtained, where at least one or both kernels were transformed into a mass of
spores (severely damaged pods, SDP), had the best representation of the severity disease
index. For the characterization of the infection, different times of peg exposure to the
inoculum were evaluated, where no differences in the disease intensity were recorded during
the first 15 days when the peg get inside the soil. In addition, Pearson's correlation was
performed to assess the effect of environmental factors on the disease. Precipitation, and
minimum and maximum temperatures during the pegging stage (January to March),
influence the expression of the smut. Due to the highest production of teliospore inside the
smutted pods, were calculated the soil inoculum increase after harvest, increasing the
inoculum more than three-fold when the smut recorded in the field is high (more than 3 %
SDP). Smut spores are released at harvest when the smutted pods are broken. The spore
spread was evaluated using generalized additive models (GAM). During harvest, the spores
are carried by wind and influenced by wind-speed and wind-direction, being the spores'
spread decreased over distances from the harvested area. In other study, the spore spread
from the industries was analyzed, concluded that the shelling factories are a center of spread,
releasing the spores when the infected pods break open in the process, increasing the soil
inoculum near factories. Soil-borne pathogens are managed through different integrated
strategies. The results obtained in this thesis contribute to the knowledge of peanut smut,
describing the stages of the pathogenesis cycle, and characterizing the disease epidemiology
to address efficient management strategies highly applicable by the growers, with economic
and environmental results.

Key words: peanut smut, epidemiology, survival, infection, dispersal
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CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL

El mani (Arachis hipogaea L.) es una planta herbéacea de fructificacion anual, de
porte erecto, semierecto o rastrero, dependiendo de la variedad. Es una leguminosa cuyo
centro de origen se encuentra en Sudamérica, especificamente en el sureste de Bolivia y el
noroeste de Argentina, donde las especies parentales se encuentran en habitat silvestres
(Hammons et al., 2016). Una caracteristica Unica de A. hypogaea es su floracion aérea y
fructificacion bajo tierra, dando origen a las vainas, érgano de reproduccion y cosecha
(Smith 1950; Giayetto 2017).

La importancia de la produccion de mani a nivel mundial estd dada principalmente
en zonas tropicales, subtropicales y templadas de Asia, América y Africa. El mani es usado
principalmente como alimento humano de forma directa (grano), con diversos subproductos,
0 de manera indirecta (manteca, aceite); ademas puede ser utilizado como pellet o como

forraje para la alimentacion animal (Singh and Singh 1992; Hammons et al., 2016).

La produccién mundial de mani en los Gltimos afios oscil6 entre 40 y 43 millones de
toneladas (Hammons et al., 2016; Agiiero 2017; Fernandez 2017), siendo en el afio 2022 de
48,7 (FAO 2022). El ranking de los principales paises productores esta liderado por China
(36 %), India (13,7 %), Nigeria (9 %) y Estados Unidos (5,7 %), Argentina se encuentra en
el 8° puesto con aproximadamente el 2,7% de la produccién mundial (FAO 2022). Los
principales exportadores mundiales de mani durante el 2020 fueron Argentina (21,9 %),
India (15%) y Estados Unidos (14,6%), donde las exportaciones de China (5,2%) cayeron
un 22,3 % (principal exportador histéricamente) (Workman 2022). Los principales mercados
importadores son paises de la Union Europea, China, Indonesia, Rusia y Vietnam (Workman
2022).

El cultivo de mani es uno de los cultivos regionales de mayor importancia para la
agricultura argentina y representa una pieza especial dentro de la matriz productiva nacional.
Argentina es uno de los principales exportadores de mani, cuyo principal comprador es el
mercado europeo (principalmente Holanda, Alemania, Espafia, Italia, Grecia y Francia). La

calidad del mani argentino es reconocida por los mercados internacionales (Giletta y
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Bongiovanni 2012). EI mani argentino ha logrado prestigio internacional que lo posiciona
como uno de los de mayor calidad mundial, destinando casi la totalidad de la produccion
industrializada (90 %) a los mercados internacionales (Giletta y Bongiovanni 2012; Agliero
2017). En los ultimos afios, se ha visto un fuerte incremento del mercado interno,
fomentando el consumo local, impulsado por programas de la cadena argentina de mani

principalmente (Calzada y Rozadilla 2018).

El cultivo de mani esta localizado fuertemente en el area central del pais, donde la
provincia de Cérdoba produce aproximadamente el 90 % del total nacional (Angelo et al.,
2021). En otras provincias como La Pampa, San Luis, Buenos Aires y Salta, el cultivo de
mani se presenta en menor escala, las hectareas sembradas anualmente no son regulares (alta
variacion interanual), y muchas veces tienen rendimientos erraticos (Sergio Morichetti, com.
per.). El &rea manisera en la provincia de Cordoba esta localizada principalmente en el centro
y sur de la provincia, donde los principales departamentos productivos de mani son General
Roca, Rio Cuarto, Juarez Celman y Presidente Roque Sé&enz Pefia (Aglero 2017; Calzada
and Rozadilla 2018). EI promedio de produccion de mani para estos departamentos en las
ultimas campafas agricolas (2017-18 al 2020-21) fue de 750.000 tn, totalizando un 74% y
un 62% de la produccion provincial y nacional respectivamente (Angelo et al., 2021;
M.A.GyP 2022). Ademas, en la provincia de Cérdoba se asienta la totalidad de la industria
procesadora (plantas de secado, clasificadoras, blancheado, etc.) y las fabricas aceiteras. La
industria manisera genera gran cantidad de puestos de trabajo en sus 25 plantas de
procesamiento. La ocupacion de fuentes laborales de manera directa es superior a los 3.000
trabajadores. Si se consideran actividades secundarias de trabajos indirectos, el nimero de
empleos supera las 12.000 (Camara Argentina del mani 2022)

El sistema productivo de mani en Argentina esta en un avance continuo en tecnologia
y procesos (Angelo et al., 2021). La tecnificacion ha llevado a optimizar los recursos y
aumentar los rendimientos, mejorando la competitividad del cultivo (Giayetto 2017). El
enfoque productivo de mejora continua se observa tanto a nivel industrial, como en la
produccién primaria. EI manejo de las limitantes edéaficas, de malezas y enfermedades,
sentaron bases para el desarrollo de modelos tecnoldgicos optimizados de labranza y
rotaciones (Cisneros et al., 2017). El sistema de produccion de mani en Argentina busca un
esquema de rotacion de cuatro afios en la secuencia de cultivos. Los beneficios de una

rotacion de al menos cuatro afios estan basados en la recuperacion de suelo, impulsados por
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la siembra directa, la menor erosion hidrica y e6lica, y la menor presion de enfermedades
respetando las restricciones en el cuidado del ambiente (Cisneros et al., 2017). La necesidad
de suelos libres para este planteo productivo dificulta la disponibilidad de lotes que coincidan
en este esquema. En este sentido, durante los ultimos 15 afios se observa una expansion de
la produccion de mani hacia provincias limitrofes como San Luis, La Pampa, Santa Fe o
Buenos Aires, en busca de nuevas areas productivas. De igual manera, Cérdoba continla

siendo la principal provincia productora de mani.

El cultivo de mani, tal como otros cultivos de produccidn extensiva, es afectado por
diversos problemas sanitarios. Las mayores pérdidas registradas en el area manisera
argentina fueron ocasionadas por patdgenos de suelo (March y Marinelli 2005; Oddino et
al., 2007). Las enfermedades fungicas del rizoplano de mayor importancia histérica en
nuestra region son el tizon del mani (Sclerotinia minor y S. sclerotiorum), el marchitamiento
(Sclerotium rolfsii), la podredumbre parda de la raiz (Fusarium solani) y el carbén del mani
(Thecaphora frezii) (Marinelli et al., 1998; March y Marinelli 2005).

En Argentina, el carbén del mani causado por Thecaphora frezii Carranza &
Lindquist (Carranza y Lindquist, 1962), es la enfermedad de mayor incremento en su
prevalencia e intensidad en la Gltima década, generando gran preocupacion en el sector
manisero (Rago et al., 2017). T. frezii es una especie fangica perteneciente a la clase
Ustilaginomycetes. Es un organismo biotréfico que produce infeccion y colonizacion local
en el gindforo. Posterior a la polinizacion, la planta de mani inicia la elongacion del gin6foro
fecundado conocido como “clavo” con direccion al suelo. La infeccion ocurre cuando el
clavo penetra el suelo y estimula la germinacion de las teliosporas de T. frezii ubicadas en
él, iniciando asi el proceso de infeccion (Astiz Gasso et al., 2008; Marinelli et al., 2008). La
infeccion generalmente provoca alteraciones en el crecimiento de la vaina (hipertrofia),
colonizando y transformando la semilla en desarrollo en forma total o parcial en una masa

carbonosa de esporas (Marinelli et al., 2008, 2010; Marraro Acufia et al., 2012).

El carbon es una enfermedad que actualmente se encuentra distribuida en todos los
lotes donde se cultiva mani en la provincia de Cérdoba, segin datos de relevamientos
realizados en las Ultimas campafias (Paredes et al., 2021b). Desde que inici6 su reporte en
lotes comerciales de mani en el afio 1995 (Marinelli et al., 1995), logré posicionarse en la

mirada de productores e investigadores a nivel nacional y mundial (Marinelli et al., 2008;
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Rago et al., 2017). Los registros de la enfermedad van en creciente aumento a través del
tiempo, lo que genera gran preocupacion en los productores locales. Al generar como
sintoma una transformacion de los granos dentro de las vainas, el carbon afecta directamente
al 6rgano de cosecha que genera el rendimiento del cultivo. De esta manera se observa una
estrecha relacién entre la intensidad de la enfermedad y las pérdidas ocasionadas. En casos
particulares de lotes muy afectados, las pérdidas de rendimiento estimadas por carbon
pueden ser superiores al 35% (Paredes 2017). En la camparfia 2016/17, se estimaron pérdidas
de rendimiento de mani causadas por carbon de 27.419 millones de toneladas (equivalentes
a US$ 14.151.800), representando aproximadamente el 3,15% de la produccion total de mani
en grano en esa campaiia a nivel nacional (Paredes 2017).

Segun estudios de fitopatologia clasica, las enfermedades tienen una estrecha
relacién segun el patdgeno, el hospedante y el ambiente (Agrios, 2005). Caracteristicas
propias de la biologia de cada patdgeno genera en cada patosistema diferentes tipos de
interacciones con el hospedante. El ciclo de patogénesis comprende una serie de eventos
encadenados que llevan a la multiplicacidn y supervivencia del patdgeno y durante los cuales
interacciona con la planta susceptible dando lugar al desarrollo de la enfermedad (Amorim
et al.,, 1995; Agrios, 2005; Moral 2020) (Figura 1.1). Cada patégeno tiene ciertas
particularidades dentro de cada etapa del ciclo de patogénesis que puede influir en las
caracteristicas propias de la enfermedad. La comprension de los procesos y de cada etapa en
especial, sumado a componentes epidemioldgicos, provee informacion que promueven a
mejores y mas eficientes herramientas en el monitoreo y en el manejo de las enfermedades
(Campbell y Madden 1990; March et al., 2010).
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Figura 1.1. Ciclo de patogénesis de enfermedades monociclicas. Adaptado de Amorin et al.,
2015. Manual de Fitopatologia.
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El carbon es una enfermedad monociclica, es decir, causa solo una infeccion en el
organo susceptible durante el ciclo de cultivo, sin la generacion de in6culo secundario que
reinfecte al hospedante en la misma campafa. A su vez, es una enfermedad poliética, ya que
las esporas se acumulan en los suelos afio tras afio desencadenando mayores concentraciones
de indculo (Rago et al., 2017). Como toda enfermedad monociclica, uno de los parametros
que mejor explica la epidemia es la cantidad de indculo inicial (Campbell y Madden 1990;
March et al.,, 2010). En este sentido, la incidencia de la enfermedad dependera
principalmente de la cantidad de teliosporas presentes en el suelo al momento de la siembra
del cultivo de mani (Paredes et al., 2017, 2019; Conforto et al., 2019).

Caracteristicas propias de este patosistema lograron la adaptacion y permanencia del
carbén en lotes productivos (Rago et al., 2017; Paredes et al., 2021b). Al no presentar
sintomas en la parte aérea, el carbon pasé desapercibido por muchos afios de la mirada de
técnicos y productores. T. frezii es un hongo habitante de suelo, posee esporas de resistencia
que permanecen libres en el suelo sin disminuir su capacidad de infeccién durante al menos
cuatro afios (Cazon et al., 2016). Las vainas carbonosas producen millones de teliosporas
gue aumentan gradualmente el indculo en los suelos. Esto fue aumentando la presion de la
enfermedad observada afio tras afio. La maquinaria agricola y las semillas de mani pueden
estar contaminadas por esporas de T. frezii y también contribuyen a la dispersion del
patdégeno, como ocurre con diversos patdgenos de suelo (Rowe et al., 1977; Rekah et al.,
1999; Katan 2017). La semilla de mani contaminada con esporas de T. frezii permitio la
dispersion de la enfermedad en toda el area manisera rapidamente (Oddino et al., 2007;
Marinelli et al., 2010). EI aumento de la prevalencia de la enfermedad, indica que la semilla
contaminada ha sido el principal vehiculo de introduccion en las distintas regiones
productoras (Marinelli et al., 2010; Caz6n 2015). Dado el tamafio de las teliosporas, el viento
también es un factor importante en la dispersion. Al realizarse las operaciones de arrancado
y trilla, vainas afectadas pueden romperse y liberar grandes cantidades de esporas, que junto
con la tierra y polvo que acompanan estas operaciones de cosecha, pueden ser llevadas por
las corrientes de aire y depositadas en lotes circundantes.

Las infecciones por carbon representan un elevado incremento en las teliosporas
generadas por la enfermedad, aumentando el riesgo de generar futuras infecciones en cada
campana agricola (Paredes et al., 2021b). Bajos contenidos de indculo inicial incrementaran

afio tras afio los niveles de infestacion. Lotes donde no se realizaron estrategias para prevenir
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las infecciones de carbén (en un principio bajas), fueron incrementando los niveles de
inéculo (Paredes 2017). Sin embargo, la cantidad de esporas presentes en los suelos puede
variar de un lote a otro. Esto se ve reflejado en las incidencias de la enfermedad registradas
en relevamientos de la situacion sanitaria del carbon en la provincia. Actualmente hay
registros variables en lotes comerciales de mani, desde incidencias menores a 1% hasta
superiores a 40% (Paredes et al., 2021b). Estas diferencias dependen en gran medida, de las
caracteristicas productivas y del historial de cada lote en particular (Asinari et al., 2019).
Ademas, se observan los mayores valores de intensidad de la enfermedad y por lo tanto
mayores pérdidas producidas en la region central de la provincia de Cordoba, area donde se
ubican la mayoria de las industrias procesadoras de grano. Las industrias actian como un
importante centro de dispersion de esporas, lo que podria tener implicancias en la mayor
presion de la enfermedad al contaminar lotes circundantes, sumado a la cantidad de afios de
cultivo de mani en la region. Al sur de la provincia de Cérdoba se registraron los menores
valores de incidencia de carbon, sin embargo, se observa un incremento preocupante en la
intensidad de la enfermedad en los Gltimos afios (Paredes et al., 2016; Paredes 2017; Asinari
etal., 2019).

Entre las razones del aumento de la intensidad de la enfermedad se encuentra la falta
de adopcidn de estrategias de manejo para el control del carbon y la escasa diversificacion
de cultivares en las areas de siembra (Rago et al., 2017). Los cultivares de mani mayormente
sembrados son susceptibles al carbon y contintan siendo ampliamente utilizados, donde
‘Granoleico’ (altamente susceptible) es el de mayor superficie sembrada, utilizado en més
del 50% de la superficie manisera Argentina (SISA 2021). Los programas de mejoramiento
estdn en continua seleccion de germoplasma para evaluar tanto la tolerancia como la
resistencia de diferentes lineas y variedades de mani (Bressano et al., 2019; Wann et al.,
2020; Bennett et al., 2021; Kearney et al., 2021). En los ultimos afios se han registrado pocos
cultivares comerciales con resistencia al carbon como el ‘EC-191 RC (AO)’ [RESOL-2019-
108-APN-INASE#MAGYP] o de buen comportamiento al carbon como el ‘MA-757’
[(INASE Reg. No. 17240] (Oddino et al., 2013; Wann et al., 2020). La superficie ocupada
por dichas variedades no es significativa en relacion a la que actualmente se cultiva con la
variedad mas predominante. La adopcion por parte de los agricultores es baja debido a varios
factores, como la multiplicacion de semillas para obtener cantidades suficientes de semilla

comercial, el rendimiento del cultivo u otras caracteristicas agrondmicas. El desafio para los
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programas de mejoramiento es identificar genes de resistencia en germoplasma silvestre y
cultivado para obtener cultivares resistentes de alto rendimiento, reducir la produccion de
teliosporas y retrasar la propagacion del carbén (Rago et al., 2017; Bressano et al., 2019; De
Blas et al., 2019; Wann et al., 2020; Bennett et al., 2021).

Es factible el manejo de las enfermedades basado en estrategias que actlen sobre
diferentes parametros epidemioldgicos, limitando los dafios a niveles aceptables (March et
al., 2010). Sin embargo, el carbon es una enfermedad de dificil control. Diversas estrategias
se han evaluado y estan en continua experimentacion para el manejo de la enfermedad. Entre
ellas se encuentran control bioldgico (Ganuza et al., 2018; Valetti et al., 2018, 2021), efecto
de rotaciones y enmiendas (Nicolino et al., 2016), herramientas quimicas (Marinelli et al.,
2010; Paredes et al., 2015a, b; Rago et al., 2017), pero con resultados erraticos y no del todo
contundentes. Entre las estrategias de mejor eficiencia se encuentra el uso de fungicidas
(Cazon et al., 2018; Camiletti et al., 2021; Paredes et al., 2021a). En el afio 2018 se registrd
un fungicida sistémico con accion curativa y preventiva, especificamente para controlar el
carbon del mani (IRIDIUM®), mezcla de dos moléculas de triazoles (triadimenol 30% +
miclobutanil 20 % p/v, SC). Sin embargo, la efectividad muchas veces es erratica, con alta
variabilidad y no las esperables en la mayoria de los casos. Ninguna estrategia ha logrado
hasta el momento adoptarse en el sector productivo como préctica habitual (Rago et al.,
2014, 2017; Paredes et al., 2021b). De igual manera, se continGa arduamente en la basqueda

de las mejores herramientas de manejo para la enfermedad.

La prevencidn es una de las estrategias de mayor importancia en el manejo integrado
de enfermedades. Estrategias de prevencion o erradicacion tienen un mayor impacto,
entendiendo que las poblaciones iniciales de patdgenos son el componente mas importante
en enfermedades monociclicas (March et al., 2010). Al momento de la implantacion del
cultivo de mani, la eleccion de lotes con bajo indculo de T. frezii es fundamental (Rago et
al., 2017). De esta manera, se estara sometiendo al cultivo a una baja presion de inoculo, lo
que resultard en menores incidencias de la enfermedad. Ademas, el conocimiento de la
incidencia de carbon esperada en el ciclo de cultivo cobra importancia para la toma de
decision de realizar alguna estrategia de control, como el uso de fungicidas (Paredes et al.,
2019). Sumado a esto, los registros de la situacion fitosanitaria permitirian interpretar el
estado de avance o areas de mayor presion de enfermedad (Asinari et al., 2019; Paredes et

al., 2021b). Ademas, es necesario seleccionar estrategias de manejo dirigidas a focos o
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regiones de alta intensidad, a fin de disminuir las infecciones de carbon, evitar el avance de
la enfermedad hacia zonas de menor incidencia o evitando futuras pérdidas de produccion.
Es necesario contar con una metodologia sensible, rapida y efectiva, para determinar la
densidad de teliosporas de T. frezii en los lotes productivos de mani, como herramienta

fundamental para la decision de implementar estrategias de control (Conforto et al., 2019).

A pesar de ser la enfermedad que ha cobrado mayor relevancia para el sector
manisero argentino en los Gltimos afios, el conocimiento del patosistema es deficiente
(Paredes 2017; Rago et al., 2017). Si bien estan en curso diferentes investigaciones, todavia
no se logran cubrir aspectos relacionados a la biologia del patégeno, indispensables para
desarrollar estrategias de manejo eficientes. Considerando la importancia del cultivo del
mani para la provincia de Cordoba y el marcado incremento en la intensidad del carbon, es
prioritario generar informacion de calidad para el desarrollo de herramientas de control. De
esta manera, distintas estrategias de manejo pueden ser generadas como base para disminuir
la intensidad de la enfermedad en el cultivo. EI mani argentino cumple un rol fundamental
como economia regional, industrial y de generacion de mano de obra, y lograr mantener la

productividad y calidad distintivas del mani de Cérdoba es el desafio fundamental.

HIPOTESIS

Es posible describir las etapas del ciclo de patogénesis del carbén del mani,
caracterizando aspectos epidemioldgicos de la enfermedad, lo cual permitira desarrollar
estrategias de manejo eficientes que puedan ser implementadas por el sector productivo,

asegurando resultados econdmicos y ambientalmente viables.

OBJETIVO GENERAL

Establecer caracteristicas de la biologia y epidemiologia de Thecaphora frezii, agente
causal del carbon del mani, determinando aspectos de los componentes del ciclo de

patogénesis.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- SOBREVIVENCIA de las teliosporas de T. frezii

- Evaluar la sobrevivencia de las teliosporas de T. frezii segin la capacidad de infeccion en

el tiempo en condiciones de campo e invernadero.

2- REPRODUCCION de T. frezii

- Analizar la distribucion de los grados de severidad en las infecciones de carbdn en cultivos

de mani

- Cuantificar la evolucion del in6culo de T. frezii posterior a un ciclo del cultivo.

3- INFECCION Y COLONIZACION de T. frezii en A. hypogaea

- Determinar el momento de mayor susceptibilidad de A. hypogaea a la infeccion por T.

frezii, durante el tiempo de clavado y su relacién con la severidad de la enfermedad.

- Explorar las condiciones de humedad y temperatura del suelo que favorezcan el proceso

de infeccion de T. frezii sobre A. hypogaea.

- Establecer el efecto de los rastrojos de cultivos en el proceso de infeccion de T. frezii sobre

A. hypogaea.

4- DISPERSION de teliosporas de T. frezii

- Modelar el flujo de dispersidn de teliosporas por el viento durante la cosecha de mani en

condiciones de campo.

- Evaluar la dispersion espacio-temporal de teliosporas de T. frezii en escala regional,
valorando la importancia de las plantas de procesamiento de mani como fuente de dispersion

de teliosporas.
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MATERIALES Y METODOS GENERALES

Parametrizacion de la enfermedad

Durante el desarrollo de la tesis fueron utilizadas diversas métricas y variables para
la cuantificacion de la enfermedad del carbdn del mani. Las férmulas son descriptas en este

capitulo para ser referidas cuando sea necesario.

La prevalencia de la enfermedad esta caracterizada como el porcentaje de campos
con presencia de la enfermedad (al menos una vaina con carbon) sobre el total de campos

muestreados.

La intensidad del carbén del mani se caracterizo por la incidencia de la enfermedad
(porcentaje de vainas enfermas del total de vainas muestreadas) y la severidad (proporcion
de tejido de la vaina dafiado). La severidad del carbén se determinG mediante una escala de
cinco clases, en la que se considero el estado del dafio de las vainas individuales, segun el
grado de enfermedad se clasificé como: "0" = ambos granos sanos; grado "1" = un grano con
una pequefia mancha o soro en una vaina normal o ligeramente deformada; grado "2" = vaina
deformada o no, con un grano con una gran pustula o mitad afectado; grado "3" = un grano
completamente carbonoso en una vaina deformada; y grado "4" = la totalidad de los granos
completamente carbonosos en una vaina deformada (Astiz Gasso et al., 2008; Rago et al.,
2017). El indice de severidad de la enfermedad (DSI, por sus siglas en inglés “disease

severity index”) se calculd de acuerdo a la ecuacion 1.1.

Y.(n X grado de severidad)
(N X 4)

DSI (%) = { } X 100 (1.1)
donde n es el numero de vainas de cada grado de severidad, N es el nimero total de vainas

de la muestra y 4 es el namero maximo de grados de la escala de severidad.

Meétricas arbitrarias son incluidas para distintos analisis: i) vainas ligeramente
afectadas (LDP, por sus siglas en inglés “low damaged pods™), las cuales incluyeron la
proporcion de vainas de grado 1y 2; y ii) vainas severamente afectadas (SDP, por sus siglas
en inglés “severely damaged pods™) que representan la proporcion de vainas de grado 3y 4
(Paredes et al., 2021a).
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A su vez, las distribuciones de los grados de severidad se calcularon como la
incidencia de cada uno de los grados de severidad (1GS) (1.2), expresada como un porcentaje
del namero total de vainas infectadas, y la frecuencia relativa de los grados de severidad de
la enfermedad (f GS) (1.3):

IGSx (%) = (Nx/N) x100 (1.2)
f GSx = ()/Ni (1.3)

donde N es el tamafio de la muestra, N; es el total de vainas afectadas en la muestra, n es el
namero de vainas correspondientes a cada grado de severidad de la enfermedad (0-4) y ny es

el nimero de vainas correspondientes a la x-ésima grado de severidad.

4

Figura 1.2. Escala segun grados de severidad para el carbon del mani, donde: 0" = ambos
granos sanos; grado 1" = un grano con una pequefia mancha o soro en una vaina normal o
ligeramente deformada; grado "2 = vaina deformada o no, con un grano con una gran
pustula o mitad afectado; grado ""3" = un grano completamente carbonoso en una vaina
deformada; y grado **4"" = la totalidad de los granos completamente carbonosos en una vaina
deformada.
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CAPITULO 2

SOBREVIVENCIA DE LAS TELIOSPORAS DE

Thecaphora frezii

“Evaluar la sobrevivencia de las teliosporas de Thecaphora frezii

segun la capacidad de infeccion en el tiempo en condiciones de campo e

)

invernadero.’

INTRODUCCION

La sobrevivencia de estructuras de resistencia, permite a los patdgenos a permanecer
viables por largos periodos de tiempo, en busqueda de condiciones que sean propicias para
lograr infecciones, reproducirse y perdurar (Agrios, 2005). En enfermedades producidas por
carbones, como por ejemplo en el carbon de la cafia de azlcar causado por Ustilago
scitaminea Syd, sus teliosporas pueden sobrevivir por varios meses en el suelo o ambientes
secos, pero solo 2-3 semanas en condiciones de humedad (Comstock 1983). En carbén de la
panoja del maiz (Sporisorium reilianum) las teliosporas pueden permanecer viables por 2 o
3 afios (Matyac y Kommedahl 1986), y en carbén parcial del trigo, las teliosporas de Tilletia
indica sobreviven en suelos contaminados de dos a cuatro afios, y aunque disminuyen la
viabilidad considerablemente a través del tiempo, algunas teliosporas pueden quedar viables
después de cuatro afios (Bonde et al., 2004). Thecaphora frezii, el agente causal del carbén
del mani, es un patdgeno habitante de suelo que presenta sus teliosporas como estructuras
de resistencia, y segun estudios preliminares, no disminuye su capacidad de infeccién por

cuatro afios (Cazon et al., 2016; Rago et al., 2017).

El &rea productiva manisera en la provincia de Coérdoba fue evolucionando a traves
de los afios. La presencia de enfermedades producidas por hongos de suelo fueron
desplazando la zona de produccion desde los departamentos Santa Maria y Rio Segundo en
la década del 90°, hacia nuevas regiones al sur de la provincia, principalmente a los

departamentos Rio Cuarto y General Roca en busqueda de suelos libres de patdgenos
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(Figura 2.1) (March y Marinelli 2005). Esto fue debido principalmente a epidemias
causadas por Sclerotinia sclerotiorum, S. minor y Sclerotium rolfsii. Estos patdgenos
condicionaron la produccion manisera, convirtiéndose en un factor limitante para el cultivo
principalmente en la zona Centro-Norte de Cérdoba (March y Marinelli 2005; Oddino et al.,
2007).
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Figura 2.1. Mapa del area manisera de la provincia de Coérdoba. Las regiones 1, 2 y 3,
corresponden a &reas histdricas maniseras como zonas norte, centro y centro-sur de
produccion respectivamente. La regidn 4 corresponde al area de expansion de la produccion
de mani en la década del 2000. Fuente: Adaptado de March y Marinelli, 2005.

Esta situacion se dio en simultaneo con las primeras detecciones de carbon del mani
en lotes productivos. El carbon fue reportado por primera vez en el afio 1995 en lotes de
mani en las localidades de Pampayasta, Villa Ascasubi y Ticino (regién centro-norte del area
manisera) en la provincia de Cérdoba (Marinelli et al., 1995). Desde su primer reporte, la
incidencia e intensidad del carbon del mani fue aumentando gradualmente, para finalmente

encontrarse en todos los lotes de produccion de mani para la camparia 2011-12 (Cazzola et
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al., 2012). Ante la baja prevalencia observada, sumado a la ausencia de sintomas en la parte
aérea, ninguna medida de manejo fue implementada en los inicios de la epidemia (Rago et
al., 2017). De esta manera, regiones histéricamente maniseras fueron incrementando las
teliosporas de T. frezii en sus suelos, inicialmente en el centro de la provincia, hasta
finalmente acompariar el mismo desplazamiento que estaba sufriendo el cultivo hacia el sur

de la region.

La expansion del carbon en el area manisera, junto a los incrementos en la
prevalencia e intensidad, se explican por las caracteristicas poliéticas de la enfermedad que
llevan a un incremento constante del in6culo, posibilitado por el largo periodo de
sobrevivencia de las teliosporas de T. frezii en los suelos. Sin embargo, el tiempo en el que
las teliosporas permanecen viables aln no esta bien definido. Por este motivo se planted
como objetivo evaluar la sobrevivencia de las teliosporas de T. frezii segin la capacidad de

infeccion en el tiempo en condiciones de campo e invernadero.

MATERIALES Y METODOS

Experimento a campo en microparcelas

En las instalaciones del IPAVE-CIAP-INTA, en Cordoba Capital, se realiz6 un
experimento de larga duracion en microparcela. Se buscd evitar el aporte externo y continuo
de teliosporas provenientes de campos cercanos, al estar el experimento alejado de la zona

ndcleo manisera.

Una Gnica contaminacion inicial de suelo se realiz6 en un area delimitada de 9 m? (3
m x 3 m), donde teliosporas de T. frezii colectadas de vainas carbonosas (de ese mismo afio)
fueron adicionadas al suelo, agregando 220 g de teliosporas diluidas en 10 litros de agua,
asperjando la totalidad de la solucion en la parcela. Se realizo una incorporacion superficial
con rastrillo y se complet6 con un segundo regado de la parcela (10 litros de agua), dejando
el suelo sin ninguna perturbacion posterior. Se logré una concentracion aproximada de 1.200
teliosporas g™ de suelo, confirmada mediante el conteo de esporas por observacion a
microscopio. Durante la temporada de crecimiento de mani, se mantuvo el experimento libre

de insectos y con remocidon manual de malezas.
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Tres parcelas fueron contaminadas en tres afios diferentes: 2016, 2017 y 2018
(generando tres repeticiones). Cada parcela se subdividio en seis cuadrantes (sombrando un
cuadrante por afo), para evaluar seis afios de estudio del experimento (Figura 2.2). De esta
manera se registraron 6, 5 y 4 afios de sobrevivencia de teliosporas para cada uno de los afios
de inoculacion respectivamente. El cultivar utilizado fue Granoleico (altamente susceptible
a carbon), utilizando semilla con poder germinativo > 80 %, previamente lavada y con
curasemilla (Vitavax® Flo SC). En cada parcela se sembraron manualmente dos surcos, 8-

10 semillas m™ en época normal del cultivo (octubre-noviembre).

2019/20 | 2020/21 | 2021/22

2016/17 | 2017/18 | 2018/19

2019/20 | 2020721 | 2021/22

I,5m 2016/17 | 2017/18 | 2018/19

II —y Afio de inoculacién [ 2019/20 | 2020121 | 2021/22

I'm 2016

2017 2016/17 | 2017/18 | 2018/19

2018

Figura 2.2. A: Esquema de afios de evaluacién segun el momento de inoculacion de la
parcela con teliosporas de T. frezii para evaluar la capacidad de infeccion a través del tiempo.
Los cuadros blancos representan cuadrantes de evaluacion por afio, las lineas verdes son
lineas de plantas de mani sembradas, B: Los cuadrantes coloreados indican los afios de
inoculacion y campafias evaluadas para los diferentes afios de inoculacion.

Todas las plantas fueron cuidadosamente cosechadas al estado fenol6gico R8 (Boote
1982), realizando la evaluacion de la enfermedad a las plantas centrales de cada parcela y
descartando las plantas de los extremos. Todas las vainas fueron evaluadas determinando la
incidencia, vainas severamente afectadas (SDP) y el indice de severidad del carbén (DSI)

(Ver Capitulo 1). Plantas sembradas en parcelas sin inocular fueron usadas como testigos.
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Experimento en macetas

El ensayo se realiz6 en invernadero, en las instalaciones del IPAVE-CIAP-INTA.
Cada unidad experimental fue una maceta (8 L), en la que se sembraron 4 semillas de mani
cultivar Granoleico, con semilla previamente lavada y curada con curasemilla (Vitavax® Flo
SC), para finalmente por raleo lograr una planta de mani por maceta. Las plantas se
mantuvieron en ambiente controlado (temperatura de aproximadamente 24 = 4 °C), sin

restricciones hidricas, libre de plagas y control de malezas en forma manual.

El sustrato estuvo compuesto por tierra de calidad sanitaria controlada, libre de
teliosporas de T. frezii. A cada unidad experimental se la inoculé con una suspensién de
teliosporas de T. frezii obtenidas del afio anterior a la inoculacion (almacenadas en
temperatura ambiente ~ 25 °C en laboratorio, libre de humedad), agregando 0,5 g de
teliosporas en solucion con 200 cm?® de agua, para lograr una concentracion aproximada de
10.000 teliosporas g* de suelo, cantidad de indculo capaz de ocasionar valores de incidencia
de carbdn superiores al 70 % (Paredes et al., 2019). En total fueron inoculadas 30 macetas
en dos afios diferentes (2018 y 2019, respectivamente, correspondientes a dos repeticiones
del experimento). Un grupo de 10 macetas fue evaluado por afio de inoculacién, logrando

tres afios de longevidad de teliosporas (Figura 2.3).

La evaluacion del carbon se realizé en todas las vainas maduras contenidas en cada
maceta, determinando la incidencia, las vainas severamente afectadas (SDP) y el indice de
severidad del carbon (DSI) (Ver Capitulo 1).

Evaluacion Evaluacion
Inoculacion 2018 de la enfermedad Inoculacion 2019 de la enfermedad
. . . . . 2018-19 . . . . . 2019-20
[ N @0 O
C N O O @)
2019-20 2020-21
(N O O O
O O O O @)

2020-21

O O O O O 2021-22

Figura 2.3. Esquema de experimento en macetas, indicando el nimero de macetas a evaluar
y los afios de inoculacién de la enfermedad.
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Analisis de los datos

Tanto para los experimentos en microparcelas, como para los experimentos en
maceta, analisis de comparacion de medias de las variables incidencia, SDP y DSI fueron
realizados para cada uno de los afios de longevidad de teliosporas, agrupados por afio de
inoculacion segln test de comparacion de medias Tukey (P < 0,05). También fueron
realizadas comparaciones del DSI para las microparcelas, tomando todos los datos de los 4
afios (numero maximo de afios que comparten los tres momentos de inoculacion) de

longevidad de teliosporas para los tres afios de inoculacion.

En las microparcelas, la relacion entre la intensidad de la enfermedad y los afios de
duracion de las teliosporas en el suelo desde la inoculacién se analizé mediante modelos de
regresion lineal, para cada uno de los afios de inoculacion. Se trazaron las ecuaciones de
regresion junto con las medias y las desviaciones estandar para cada parcela en cada afio de
muestreo. Todos los datos se analizaron en R version 4.0.5 (Team R Development Core
2018).
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RESULTADOS

Ensayo a campo en microparcelas

En todos los afios y para todos los momentos de inoculacion fue registrada la

enfermedad (Figura 2.4). Analizando el indice de severidad de la enfermedad (DSI), los
rangos de las medias entre afios varian de 23,5 - 35,5% para la inoculacion en 2016, de 13,7

- 23,4% para la inoculacion en 2017, y de 12 - 21,8% para el 2018 respectivamente.
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Figura 2.4. Distribucion del indice de severidad del carbon del mani (DS1%) a través de los
afios de evaluacién y duracion de las teliosporas desde la inoculacién, particionado segun
afio de inoculacién de teliosporas. El punto blanco representa la media con su desvio estandar
y los puntos grises son observaciones. El area sombreada grafica el 95% de confianza

alrededor de la linea punteada de tendencia.
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Se observan diferencias estadisticas significativas entre el tiempo de longevidad de

las teliosporas para la inoculacién en 2016, siendo el mayor registro a los 5 afios (35,5 %) y

el mas bajo a los 2 afios (23,5 %). Sin embargo, esta diferencia no indica una disminucién

de la intensidad de la enfermedad a través del tiempo, con la misma significancia estadistica

en el afio 1 con respecto al afio 6 en los niveles de carbon. Para las repeticiones en 2017 y

2018 no se observaron diferencias estadisticas entre el tiempo de teliosporas (Tabla 2.1).

Tabla 2.1. Evaluacion de carbon del mani para las parcelas inoculadas en 2016, 2017 y 2018.
Medidas resumenes de la incidencia, las vainas severamente afectadas (SDP) y el indice de
severidad (DSI) del carbon del mani, y su comparacion estadistica segun los afios de

duracién de las teliosporas desde la inoculacion.

Afo de Tie_mpo de . .
inoculacion tellos~pora n Incidencia (%) @ SDP (%) @ DSl (%) @
(afo)

1 8 328+41 ab 31,3+40 ab 28,7+35 ab
2 9 285+102 b 252+10,1 b 235+88 b

2016 3 7 436+81 a 344+5 ab 34+47 ab
4 13 380+950 ab 28+8 ab 28,7+82 ab
5 15 423+109 a 37+85 a 355+9 a
6 9  394+109 ab 296+99 ab 31,4+92 ab
1 284+99 a 23,7+42 ab 221+6,1 a
2 277+12 a 26,1+109 a 234+96 a

2017 3 10 188+118 a 13+81 b 13,7+83 a
4 7 268+89 a 18,1+10,3 ab 19,3+76 a
S 11 302+72 a 21,3+7 ab 227+62 a
1 7 138+29 b 129+36 a 12+38 a

2018 2 12 253+57 a 19,7+6,1 a 185+51 a
3 16 234+117 ab 19+10,1 a 18,7+93 a
4 5 288+91 a 212+52 a 218+69 a

@ Medias obtenidas de todas las observaciones para cada variable segln el tiempo de teliospora y el afio de
inoculacion = el desvio estandar. Letras diferentes en las columnas y dentro el afio de inoculacién indican
diferencias estadisticamente significativas segun test de comparacion de medias Tukey (P < 0,05).
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Analizando 4 afios de longevidad de teliosporas (comparativamente el mismo
periodo de tiempo para cada repeticion), la intensidad de la enfermedad fue diferente en cada
afio de inoculacién. Los registros de carbon fueron mas elevados cuando la inoculacion fue
en el afio 2016 (28,4 DSI %), siendo estadisticamente diferente (P < 0,05) a los afios de

inoculacion en 2017 y 2018 (19,2 y 17,9 %, respectivamente) (Figura 2.5).

501
40+

~30- +a

DSI (%

Inoculacid'n en 2016 Inoculacié'n en 2017 Inoculaciéln en 2018

Figura 2.5. Diferencias entre el indice de severidad del carbon del mani (DSI), para las tres
repeticiones bajo momentos de inoculacion diferentes durante 4 afios de longevidad de
teliosporas. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas segun test
de comparacién de medias Tukey (P < 0,05). Los puntos grises representan observaciones,
el punto negro las media con su limite de confianza.

En un andlisis global de los tres afios de inoculacion, las pendientes por regresion
linear de cada uno de estos momentos, indicaron que no hubo una tendencia marcada en una
disminucion de la enfermedad a lo largo del tiempo (Figura 2.6). Pendientes positivas fueron
observadas para la inoculacion en 2016 y 2018 (1,48 y 2,76 respectivamente), para la

inoculacion en 2017 la pendiente fue casi nula (-0, 022)
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Figura 2.6. Variacion temporal del indice de severidad del carbon del mani (DSI). La linea
negra continua representa la regresion lineal (ecuaciones incluidas segin el afio de
inoculacion) del DS1% en funcion de los afios de duracion de las teliosporas en el suelo desde
la inoculacion, para cada una de las repeticiones (afios de inoculacion), y el area sombreada
grafica el 95% de confianza alrededor de la linea punteada de tendencia.
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Ensayo en condiciones semicontroladas en macetas

El carbdn fue registrado en todas las macetas inoculadas con teliosporas de T. frezii.
Se observo diferencia entre las dos repeticiones, donde en la inoculacién en 2018 se observo
un incremento estadisticamente significativo (P < 0,05) en los parametros de la enfermedad
a través de los afios, mientras que en la inoculacion en 2019 no se observaron diferencias

estadisticas significativas en los tres afios de observacion (P = 0,12) (Figura 2.7).

Inoculacion 2018 Inoculacién 2019
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40 40
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<30 <30 a ®
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Figura 2.7. Andlisis de diferencias entre el indice de severidad del carb6n del mani (DSI),
para los tres afios de longevidad de las teliosporas en los dos momentos de inoculacion.
Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas segin test de
comparacion de medias Tukey (P < 0,05). Los puntos grises representan observaciones, el
punto negro las media con su desvio estandar.

Para ambas repeticiones, la intensidad de la enfermedad fue la menor en el primer
afio de inoculacion, incrementando a lo largo de los afios. En la inoculacion en 2018, el
mayor incremento fue observado del afio 2 al afio 3 (11,37 a 43,5 % DSI). En la repeticion

inoculada en 2019, el mayor incremento se observo del afio 1 al afio 2 (14,1 a 27,07 % DSI).
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DISCUSION

Los resultados de este estudio demostraron la capacidad de las teliosporas de T. frezii
de sobrevivir en el suelo bajo condiciones de campo durante al menos 6 afios. Estudios
previos han calificado la sobrevivencia de las teliosporas de carbon por al menos 4 afios en
suelo (Cazon et al., 2016). Este es el primer reporte en evaluar la sobrevivencia de las
teliosporas de T. frezii durante 6 afios en microparcelas experimentales, bajo condiciones

ambientales, sin intervenciones como intersiembra de cultivos o remocion de suelo.

Los diferentes propéagulos de los patogenos difieren en su resistencia (a condiciones
hostiles) y en su longevidad (tanto en la cantidad y en calidad de sus espora), los cuales
afectan la sobrevivencia y la patogenicidad (Menzies 1963; Katan 2017). Igualmente, la
calidad es generalmente dificil de determinar y con frecuencia no se tiene en cuenta (Katan
2017). Para el caso del carbon, se determind la sobrevivencia en funcion de la capacidad de
infeccion, expresadas como incidencia y severidad (SDP y DSI) en los afios de estudio. Otros
hongos que registran una sobrevivencia de mas de 6 afios (incluso 8 afios) son
Colletotrichum coccodes, Phymatotrichum omnivorum, Sclerotinia trifoliorum, vy
Verticillium dahliae, los cuales presentan diferentes estructuras de resistencia (Adams y
Ayers 1979; Dillard y Cobb 1998).

El estudio de los componentes epidemioldgicos que integran los patosistemas,
intentan comprender el progreso epidémico de las enfermedades (Campbell y Madden
1990). En este sentido, el carbon del mani esta favorecido por ciertas caracteristicas tales
como: la dispersion de las teliosporas de carbon; la alta produccion de las mismas en las
vainas carbonosas; y la acumulacién constante de las teliosporas en los suelos (vinculada a
la durabilidad de las teliosporas viables en los suelos). Estos factores ayudan a entender en
cierta medida el avance de la enfermedad en los dltimos afios en la region manisera de la
provincia de Cérdoba (Rago et al., 2017; Cazén et al., 2018; Paredes et al., 2021). La
capacidad de las teliosporas de T. frezii de permanecer viables en los suelos durante varios
afios, fue fundamental para lograr instalarse y luego expandirse en el area manisera (Cazén
et al., 2016, 2018; Rago et al., 2017). El carbdn del mani, como enfermedad poliética de
acumulacién constante de indculo a través de los afios, responde al incremento de la
intensidad de la enfermedad observada en los diferentes relevamientos a traves de los afios
(Paredes 2017; Asinari et al., 2019; Paredes et al., 2021).
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Diversos estudios evaltan la sobrevivencia como la capacidad de germinacion de las
estructuras de resistencia en ciertos periodos de tiempo y bajo ciertas circunstancias
(Menzies 1963; Dillard y Cobb 1998). Ejemplos tipicos son las enfermedades causadas por
patdgenos que generan esclerocios (S. cepivorum, S. sclerotiorum), donde la sobrevivencia
se evalUa segun el porcentaje de esclerocios que logran germinar. Para el caso de T. frezii,
este tipo de estudios y valoraciones aun no ha podido llevarse a cabo, al no contarse ain con
un método estandarizado para lograr la germinacion de las teliosporas (Astiz Gasso y
Marinelli 2013; Rago et al., 2017). Esto se debe principalmente a que T. frezii es un parasito
biotréfico, es decir que se alimenta de células vivas del hospedador, por lo cudl es dificultoso

lograr una metodologia que permita su germinacién en cultivos in vitro.

La longevidad de las estructuras de resistencia de ciertos patégenos, varia
ampliamente de acuerdo a diferentes autores. Diferencias en la sobrevivencia fue observada
segun la posicion de las estructuras de resistencia en el suelo. Dillard y Cobb (1998) indican
que los esclerocios de C. coccodes mantienen mas de un 50 % de germinacion a cualquier
profundidad del suelo (0-20cm) durante 4 afios, y mantiene los mismos porcentajes de
germinacion si son enterrados a los 10 y 20 cm por 4 afios mas, pero disminuyen su
germinacién mientras mas cerca de la superficie se encuentran. Caso contrario es el de S.
sclerotiorum, donde sus esclerocios pueden sobrevivir de 4 a 5 afios (Adams y Ayers 1979),
pero disminuyen sensiblemente su germinacion si se entierran a mas de 4 cm de profundidad.
(Wu y Subbarao 2008). En este estudio, las teliosporas de T. frezii se adicionaron al suelo
por riego y con una incorporacion superficial, por lo que las teliosporas no estuvieron bajo
una deposicion profunda. De esta manera las teliosporas de T. frezii estuvieron bajo las
condiciones climéticas, de radiacion UV, y micro y macrofauna superficiales, sin disminuir
la capacidad de infeccion en los 6 afios del estudio a campo. Seria interesante lograr
diferentes deposiciones (o profundidades) de teliosporas, y evaluar diferencias temporales
en la infeccién, asi como también diferentes caracteristicas edaficas (tipos de suelo,

régimenes climaticos, etc.).

Cada una de las repeticiones de estos ensayos correspondieron a conficiones
particulares de suelo y ambiente que podrian tener influencia en los resultados obtenidos.
Adams y Ayers (1979) indicaron que la temperatura del suelo, el pH, y la humedad tuvieron
bajos efectos directos en la sobrevivencia de estructuras de resistencia. Sin embargo, los

autores aseguran que componentes bioldgicos del suelo fueron los factores de mayor impacto
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que determinaron la sobrevivencia de los esclerocios en el suelo. De esta manera, mayores
contenidos de materia organica (MO) podrian condicionar la respuesta de la enfermedad. La
microflora presente en suelos con mayores contenidos de MO actla como base de suelos
supresivos, lo que podria disminuir progresivamente la carga de inéculo en los suelos o
condicionar la expresion de la enfermedad (Chellemi et al., 2016). En los experimentos en
macetas, las bajas incidencias observadas (~ 30 %), aun con alta carga de in6culo en suelo
(> 10.000 teliosporas g* suelo), podrian deberse al contenido de MO del sustrato utilizado
(~ 30 — 40 %). Los altos porcentajes de MO podrian haber condicionado las infecciones de
carbon en los primeros, mientras que el incremento de la incidencia en el tercer afio (en
inoculacion 2018) podria deberse a la descomposicion de la MO del suelo y disminucion de
microorganismos supresivos. En resultados preliminares, Serri et al., (2018) observaron una
correlacion significativa para la incidencia e intensidad del carbon del mani respecto del
carbono orgéanico. A su vez, ellos indican que las propiedades bioldgicas y quimicas también
se asociaron al contenido de limo y arcilla del suelo (Serri et al., 2018).

Por otro lado, los resultados de este trabajo sugieren la necesidad de evaluar el
comportamiento que presenten agregados de diferentes agentes biocontroladores (por
ejemplo, Trichoderma sp.) sobre las teliosporas. Los organismos biol6gicos podrian
condicionar la sobrevivencia de las esporas en los suelos, disminuyendo la carga de indculo
y las infecciones a través del tiempo (Ganuza et al., 2018; Valetti et al., 2018, 2021). En
estudios hechos por Rivera-Méndez et al., (2016) se logré la disminucion de esclerocios de

Sclerotium cepivorum por medio de la utilizacién de Trichoderma asperellum.

Una de las estrategias de control para la antracnosis del tomate producida por C.
coccodes fue lograr rotaciones de cultivo de 3-4 afios 0 mas, excluyendo cultivos de la
familia de las Solanéaceas (Dillard y Cobb 1998). Sin embargo ocasionalmente se han
observado niveles inaceptables de antracnosis después del periodo recomendado de rotacion
de cultivos, lo que ha provocado que algunos productores cuestionen la utilidad de la
rotacion de cultivos como estrategia para el control de la enfermedad (Dillard y Cobb 1998).
Eso podria explicarse debido a la alta sobrevivencia de las esporas de C. coccodes, siendo la
misma situacion observada en el carbon del mani, donde largas rotaciones no logran
disminuir la enfermedad (Rago et al., 2017). El sistema productivo manisero argentino, en
condiciones Optimas, busca rotaciones de al menos cuatro afios entre cultivos de mani

(Bongiovanni et al., 2017). Sin embargo, estas largas rotaciones entre cultivo mani — mani
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no han frenado el avance continuo de la enfermedad (Asinari et al., 2019). Los resultados
expuestos en este trabajo podrian explicar que rotaciones de cuatro afios no son suficientes
para disminuir la infeccion del carbon, ya que aun luego de 6 afios, las esporas de T. frezii

mantienen su capacidad de infeccion.

La sobrevivencia de patdgenos puede ser activa, cuando coloniza materia organica
en el suelo, o cuando coloniza plantas que no son hospedantes principales (actuando como
plantas portadoras) sin causar sintomas visibles o dafios (Katan 1971; Malcolm et al., 2013).
Esto no es observado en T. frezii, ya que el Unico hospedante al que infecta es el mani (A.
hipogaea) sin que haya sido registrado otro hospedante alternativo hasta el momento
(Marinelli et al., 2008; Rago et al., 2017).

Basado en las regresiones lineales observadas en este trabajo, la intensidad de la
enfermedad no se vio afectada segun la longevidad de las teliosporas en el suelo. Esto indica
la potencialidad que tienen las teliosporas de T. frezii para mantener su capacidad infecciosa
en el tiempo, caracteristica que explica el incremento constante de la incidencia en los lotes
productivos de mani. Tener en consideracion el largo periodo de sobrevivencia de las esporas

es fundamental a la hora de generar estrategias en el manejo de la enfermedad.

CONCLUSIONES

- Las teliosporas de T. frezii no disminuyen su capacidad de infeccién hasta al

menos seis afios de longevidad en el suelo.
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CAPITULO 3

REPRODUCCION DE Thecaphora frezii

3.1 DISTRIBUCION DE LOS GRADOS DE SEVERIDAD

“Analizar la distribucion de los grados de severidad en las infecciones

de carbon”

Parte de los resultados de este capitulo fueron publicados

“Relationship between incidence and severity of peanut smut and its regional distribution
in the main growing region of Argentina” - Tropical Plant Pathology
DOI: https://doi.org/10.1007/s40858-021-00473-x

INTRODUCCION

La mayoria de los cultivares de mani sembrados en el area manisera argentina
presentan alta susceptibilidad al carbdn (Thecaphora frezii), siendo ‘Granoleico’ el cultivar
mas susceptible y el que se encuentra sembrado en mas del 50 % de la region manisera
argentina. Los programas de mejoramiento han estado seleccionando germoplasma para
evaluar la tolerancia y la resistencia de diferentes cultivares de mani (Bressano et al., 2019;
De Blas et al., 2019; Wann et al., 2020; Bennett et al., 2021; Kearney et al., 2021).
Recientemente fue lanzado al mercado el cultivar de mani ‘EC191-RC’ con altos niveles de
resistencia al carbon, sin embargo, no hay una adopcién generalizada y su utilizacion es muy
baja. Esto es debido, entre otros factores, a condiciones agronémicas, principalmente de

rendimiento, que no logran compensar el buen comportamiento frente a la enfermedad.

En los ultimos afios el carbon del mani ha estado causando pérdidas significativas en
la produccidn manisera de Argentina (Paredes 2017; Rago et al., 2017). Especialmente en la
provincia de Cordoba, donde todos los lotes productivos de mani presentan teliosporas de T.

frezii en sus suelos en diferentes concentraciones de indculo (cantidad de esporas por gramo
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de suelo). Esto resulta en incidencias variables de la enfermedad, con registros que van desde
menos del 1 % hasta méas del 50 %. Bajo este criterio, los lotes comerciales de mani se
pueden clasificar segun el porcentaje de incidencia de carbdn como: bajo (< 4 %), medio (4
a 20 %) o alto (> 20 %) (Paredes et al., 2021b).

Los relevamientos de carbdon en las zonas productoras de mani de Cérdoba han
mostrado una disminucion en la intensidad de la enfermedad de norte a sur (Paredes et al.,
2016; Asinari et al., 2019). Este gradiente se debe principalmente al historial de cultivo de
mani en la region y a la localizacion de las industrias (Paredes 2017; Rago et al., 2017; Caz6n
et al., 2018; Asinari et al., 2019). Las plantas procesadoras de mani estan ubicadas
principalmente en el centro-norte del area manisera y son una fuente importante de
dispersion de esporas (Paredes et al 2021). Durante el descapotado, las vainas carbonosas
liberan grandes cantidades de teliosporas que son dispersadas por el viento, aumentando el
inéculo del suelo en los campos cercanos. Por el contrario, los menores registros de carbon,
aunque con un incremento preocupante, fueron registrados en el sur de la provincia de
Cordoba donde se localizan nuevas areas de produccion y el historial del cultivo de mani es

menor que en el norte (Paredes 2017; Rago et al., 2017; Cazon et al., 2018).

El incremento constante en la intensidad de la enfermedad a lo largo de los afios se
debe en gran medida al incremento del in6culo en los suelos, potenciado por la agresividad
de la enfermedad y a la cantidad de teliosporas que generan las infecciones de carbon
(Paredes et al., 2017c, 2021b).

A partir de que el carbon se empez6 a registrar con mayor frecuencia, se comenzaron
a desarrollar estudios bioldgicos y epidemiologicos. Se han establecido diferentes métricas
para caracterizar la enfermedad. Como primer medida se establecio una escala diagramatica
para la evaluacion de los sintomas de carbon, determinando asi diferentes grados de
severidad (Astiz Gasso et al., 2008; Marinelli et al., 2008, 2010). A partir de la identificacion
visual de la enfermedad, diferentes parametros fitopatométricos pueden ser calculados (Del
Ponte et al., 2017). En este sentido, la incidencia de la enfermedad se define como el
porcentaje de vainas afectadas en una muestra. Teniendo en cuenta la severidad de la
enfermedad, vainas severamente afectadas (SDP) se definen como las vainas carbonosas de
severidad grado 3 y grado 4 (ver Capitulo 1), donde al menos uno o ambos granos se

encuentran totalmente carbonosos (Paredes et al., 2021b). El indice de severidad de la
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enfermedad (DSI) tiene en cuenta la frecuencia de los grados de severidad, y es la medida
méas comun y que mejor explica la intensidad del carbdn para experimentos de campo o

relevamientos zonales (Rago et al., 2017).

La cuantificacion del indice de severidad es méas laboriosa que la incidencia, pero
expresa mejor la intensidad de las enfermedades (Bock y Chiang 2019). Sin embargo, debido
a la mayor subjetividad en las estimaciones y la necesidad de entrenamiento, la incidencia
es mucho mas usada que la severidad al ser un método mucho mas simple, rapido y objetivo
(Bock et al., 2010). Las relaciones entre el indice de severidad y las incidencias de la
enfermedad podrian conducir a comprender el comportamiento en la expresion de la

enfermedad.

En el mani, la infeccion del carbon ocurre cuando el clavo esta penetrando el suelo
donde estimula la germinacion de las teliosporas, produciendo una infeccién local (Marinelli
et al., 2008). Los sintomas del carbon son variables, la infeccion puede originar desde una
pequefia mancha o pustula hasta la transformacién completa de los granos en una masa
carbonosa de teliosporas. En algunos casos se han observado vainas hipertréficas sin ningun
signo interno del patdgeno (Bennett et al., 2021). Las vainas severamente afectadas por
carbon producen en su interior millones de teliosporas. Esta caracteristica es de especial
importancia en la cosecha, ya que durante la trilla las vainas pueden romperse, dispersando
las teliosporas y contaminar los suelos. Sumado a esto, estas teliosporas sobreviven varios
afios en el suelo (al menos cuatro afios) sin modificar su capacidad de infeccion (Cazon et
al., 2016b; Rago et al., 2017).

En la actualidad, se desconoce cuéles son los factores que inciden para que se
produzcan diferentes grados de severidad, sin embargo, la sintomatologia del carbon es bien
diferenciada. Evaluar la frecuencia de cada grado de severidad permitiria identificar patrones
para explicar el comportamiento de la enfermedad y de esta manera podria conducir a

comprender mejor la epidemiologia de la enfermedad.

El objetivo del presente trabajo pretende analizar la distribucion de los grados de
severidad en las infecciones producidas por T. frezii en mani. En este sentido se buscé
evaluar la distribucién de los grados de severidad del carbon en las vainas y modelar la
relacion entre clases de incidencia (incidencia total o incidencia por grado de severidad) y el

indice de severidad.
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MATERIALES Y METODOS

Diferentes andlisis fueron realizados con datos del estado sanitario del carbon, de
relevamientos de lotes comerciales de mani de la provincia de Cérdoba. La evaluacion de la

enfermedad generd un gran volumen de datos, cubriendo espacialidad y temporalidad.

Sitios de muestreo y descripcion del relevamiento

Los relevamientos se realizaron en la provincia de Cérdoba, principal zona manisera
de Argentina (Figura 3.1). Se seleccionaron campos comerciales de mani de 11
departamentos de la campafia 2014-2015 a la 2019-2020 (de aqui en adelante llamados 2015
a 2020, segun el afio de cosecha). Los campos se muestrearon al azar buscando
representatividad en la extension del area manisera. No se considerd en el muestreo la
cercania de las plantas de procesamiento de mani, asi como ningun lote fue muestreado mas
de una vez. Todos los campos estudiados fueron lotes de produccién, sin sistemas de riego
y bajo las practicas de manejo estandar de cada productor. El tamafio de cada lote fue

variable en un rango entre 80 y 400 ha.

Afio

de muestreo

Latitud

Latitud

150km
63 62 -65

Longitud

Longitud

Figura 3.1. Area relevada en la provincia de Cérdoba para el carbon del mani. A:
Departamentos relevados (area gris) donde: RP: Rio Primero; SM; Santa Maria; RS: Rio
Segundo; TA: Tercero Arriba; GSM: General San Martin; U: Unidn; MJ: Marcos Juarez,
JC: Juérez Celman; RC: Rio Cuarto; PRSP: Presidente Roque Séenz Pefia; GR: General
Roca. B: Ubicacion de cada lote relevado segun el afio que se tomd la muestra.
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En ninguno de los campos muestreados se aplicaron estrategias especificas de
manejo del carbon del mani. En todos los casos hubo control normal para viruela
(Nothopassalora personata) con fungicidas foliares, sin embargo, la dosis y el momento de
aplicacion de fungicidas para viruela no tienen efecto en el control del carbon (Paredes et
al., 2021).

Todos los campos muestreados presentaron infecciones con carbon. La intensidad
del carbon se determind en el cultivo maduro, aproximadamente 140 dias después de la
siembra, en estado R8 (Boote, 1982; Rago et al., 2017). La evaluacion de la enfermedad se
realizo en la etapa previa a la cosecha (estacion de muestreo) recolectando todas las plantas
en 1 metro de surco. Las muestras se recolectaron en una transecta en el &rea central del
campo, separadas al menos 50 m entre si. EI nimero de muestras tomadas varié de 4 a 8,
dependiendo de la presion regional de la enfermedad de acuerdo a Paredes et al., (2017a).
De esta manera, se tomaron 4 estaciones de muestreo para campos con alta presion de
enfermedad (> 8 % de incidencia), mientras que fueron tomadas 8 muestras en campos con
menor presion de indculo de carbén (< 4 % de incidencia). Todas las vainas muestreadas en

cada estacion fueron evaluadas.

Evaluacion de la enfermedad y frecuencia de la clase de gravedad

La intensidad del carbén del mani se caracterizo por la incidencia de la enfermedad
(DI), el indice de severidad (DSI), ademas las métricas: vainas levemente afectadas (LDP)
y las vainas severamente dafiadas (SDP). Las distribuciones de las clases de severidad de la
enfermedad se calcularon como la incidencia de los grados de severidad (IGS), expresada
como un porcentaje del nimero total de vainas infectadas, y la frecuencia relativa de los

grados de severidad de la enfermedad (f IGS) (Ver capitulo 1)

57



Analisis de los datos

La relacion entre las incidencias (total y por cada clase de severidad) y DSI se analiz6
mediante modelos de regresion lineal. Se consideréd que los lotes dentro de una misma
ubicacion y afio no eran independientes, por lo que se agruparon en un mismo ambiente
(i.d.). Luego, se ajustaron modelos de regresién lineal mixtos a los datos filtrados por dos
condiciones: “departamentos” con al menos cuatro campos muestreados y un “rango de
incidencia” de carbdn de al menos 5%. Esta restriccion permitié estimar una regresion a
nivel de i.d. como un efecto aleatorio y la regresion de linea general como un efecto fijo.
Con n = 20 entornos independientes, el modelo mixto lineal para el entorno i se puede

escribir como:
Yii = (Bo + Uoi) + = (B + i) Xij + &j

Uoi ~ N (0, two?); usi~ N (0, u1?); eij~ N (0, vZ)

donde incidencia carbdn yij; (incidencia de un campo o para cada clase de incidencia), xij una
métrica de referencia (DSI o incidencia de campo), y ejj el residuo del modelo, para la j-
ésima observacion (lote). Bo y B1 son el intercepto y la pendiente promedio de la poblacion,
respectivamente, mientras que uoi Y Ui son los efectos aleatorios especificos del entorno en
el intercepto y la pendiente, respectivamente. Estas Ultimas se consideran variables aleatorias
normalmente distribuidas con media 0 y varianzas tuwo? Y tu1?, respectivamente. El término
de error, ejj, también se considera que se distribuye de manera normal con media 0 y varianza
residual v%. La funcion "Ime" del paquete "nlme" se usé para corregir problemas de
heteroscedasticidad mediante el argumento “weights = varPower (forma = ~ incidencia) . Se
usaron pendientes de la linea de regresion para comparar la incidencia de la clase de
severidad. Todos los datos se analizaron en R version 3.5.1 (Team R Development Core
2018).
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RESULTADOS

Relevamientos de carbon

Se relevaron 217 lotes productivos de mani en la provincia de Cordoba desde la
camparia 2014-2015 a la camparia 2019-2020. Un total de 130 lotes (60 % del total relevado)
fueron evaluados en los departamentos de Rio Cuarto (24 %), General Roca (22,6 %) y
Presidente Roque Saenz Pefia (13,4 %), areas mas productivas de la provincia. Ademas, el
40 % de los lotes fueron relevados en el afio 2020, con un alto volumen de datos en para esa

camparnia (87 lotes).

Las condiciones agronémicas de los cultivos variaron entre los afios por factores
edaficos o variaciones ambientales. La precipitacion acumulada registrada durante la
temporada de cultivo de mani (noviembre a abril) se presenta en la tabla complementaria
(Tabla S 3.1). En 2018, se observé una sequia severa durante la temporada de crecimiento

(300 mm menos de lo normal).

La Tabla 3.1 resume los datos de incidencia y DSI para los lotes relevados a lo largo
de los afios. No fue registrado ningln lote con 0 % de carbon en la provincia de Cérdoba. La
media de la incidencia aumenté a lo largo de los afios de 1,66 % en 2015 a 11,47 % en 2020.
De los 217 lotes muestreados, 97 lotes (44,7 %) mostraron una intensidad baja (Inc. < 4 %;
DSI < 3), 89 lotes (41 %) mostraron una intensidad media (Inc. >4 a <20 %; DSI1>2,3a<
15,4), y 31 lotes (14,3 %) presentaron intensidad alta (Inc. >20 %; DSI > 15).
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Tabla 3.1. Evaluacion de carbon del mani para los lotes relevados desde 2015 a 2020 en diferentes departamentos productivos de la provincia
de Cordoba. Medidas resimenes de la incidencia (%) y el indice de severidad (DSI) del carbén del mani, y sus valores minimos y maximos,
segun departamento y afio de relevamiento.

2015 2016 2017 2018 2019 2020
Incidencia DSl Incidencia DSI Incidencia DSI Incidencia DSI Incidencia DSI Incidencia DSI
Departmentos - - - - - - - - - - - -
min min min min min min min min min min min min  Total
n media n media media n media media n media media n media media n media media de
max max max max max max max max max max max maxX  campos
1,56 1,38 0,38 0,27 0,63 0,45 1,22 0,87 0,91 0,59 1,17 0,64
GeneralRoca 1 1,56 1,38 11 2,54 1,87 14 2,82 2,18 6 4,06 2,82 2 1,13 0,74 18 13,4 10,32 52
1,56 1,38 12,2 9,24 9,19 7,43 7,29 4,94 1,35 0,88 36,1 29,7
2,83 2,07 2,09 1,54 2,96 2,22 1,88 1,44
General San 2 582 4,43 4 714 , 5 174 1427 5 384 , 16
Martin 8,81 6,79 13,4 10,5 41,2 35,8 6,22 4,87
1,23 1,01 5,76 4,49 2 1,64 2,12 1,72 1,07 0,77
Juarez Celman 1,23 25,6 20,32 9 16,9 13,63 6 8,85 7,26 13 10,8 , 33
1,23 1,01 55,2 45,2 37,3 31,1 12,5 10,3 23,1 18,4
0,04 0,01
Marcos Juarez 2 0,16 , 2
0,29 0,09
Pte. Rque 2,86 2,37 0,85 0,65 0,64 0,53 1,43 1,02 3,93 1,86 0,24 0,09
: o , 4 321 , 4 1,07 , 3,1 , 3 5,61 3,53 14 10,7 , 29
Saenz Pefia 4,34 3,53 4,63 3,5 1,61 1,09 4,78 3,41 8,05 5,97 38,1 31,3
] 0,43 0,3 0,43 0,28 0,6 0,4 0,44 0,36 2,6 1,73 1,85 1,26
Rio Cuarto 3 0,54 7 4,19 , 10 2,83 , 4,9 , 6 9,62 6,92 18 14,9 11,59 49
0,7 0,57 13,2 9,37 5,83 4,41 13,7 8,94 17,4 13,1 47,8 36,9
. . 7,89 5,38
Rio Primero 2 13,7 , 2
19,6 141
) 20,7 16,9 1,39 0,79 4,36 3,29
Rio Segundo 1 20,7 , 1 1,39 79 3 64 , 5
20,7 16,9 1,39 0,79 9,96 7,69
. 5,03 3,1
Santa Maria 1 5,03 , 1
5,03 3,1
) 1,92 1,49 14,7 12,2 2,6 2,01 13,3 10,4 14,3 115
Tercero Arriba 3 15,6 12,46 4 285 , 5 13 , 3 15,8 12,25 5 22,7 , 20
39,3 31,8 46,1 37,6 28,8 23,1 20,2 15,5 47,1 34,7
By 0,12 0,09 0,23 0,16
Unién 2 0,65 0,33 6 2,31 1,74 8
1,19 0,57 9,15 6,83
Total de campos 7 32 46 31 14 87 217
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El 75 % de las vainas enfermas que fueron relevadas en todos los afios de estudio se
ubicaron tanto en el grado de severidad 3 como el 4, presentando en el afio 2019 la menor
frecuencia registrada (Figura 3.2). Esto ultimo puede explicarse por la disminucién del grado
4 de severidad de carbon en contraste con un aumento del grado 1 para el afio 2019. De igual
manera, esta diferencia puede deberse al bajo nimero de campos incluidos en los relevamientos
de los afios 2015 y 2019 en relacion con los demas afios (n = 7 y n = 14, respectivamente; Tabla
3.1). Sin embargo, las frecuencias para la severidad grado 3 representaron del 41 al 47 % del
total de las vainas enfermas, seguida de los de grado 4, con una frecuencia que oscil6 entre el
28 y el 44 % en todos los afios estudiados. En contraste, los grados de severidad 1 y 2

presentaron las frecuencias mas bajas durante los afios relevados.

100 +

75 -
Grados de
severidad
. Grado 4

50 -

. Grado 3
. Grado 2
|:| Grado 1

Frecuencia (%)

254

2015 2016 2017 2018 2019 2020

Ano de cosecha

Figura 3.2. Diagrama que representa la media de la frecuencia relativa en los grados de
severidad del carbén del mani segun relevamientos entre 2015 y 2020.
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Figura 3.3. Diagrama de caja (Boxplot) que muestra la distribucion de la frecuencia relativa de
los grados de severidad del carbén del mani en los lotes relevados de 2015 a 2020. La linea
solida en las cajas representa la mediana, los puntos blancos la media, los limites inferiores y
superiores de las cajas representan los percentiles 25 y 75 de los datos respectivamente, y los
puntos negros representan valores atipicos (outliers).
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Analisis de relaciones de métricas de intensidad de carbon

La regresion lineal proporciond un buen modelo para evaluar la relacion entre las
métricas de la intensidad del carbon (ver graficas de diagnostico del modelo en la Figura S
3.1). Se utiliz6 una amplia cantidad de datos de carbon para el analisis, 74 campos fueron
agrupados en 20 ambientes (departamento X afio). A partir del andlisis desglosado de la
incidencia de cada grado de severidad en funcion de la incidencia total de cada lote, se observo
que la mejor representacion de la incidencia de la enfermedad fue dada por los grados de
severidad 3 y 4 (B1 = 0,45 y 0,35 respectivamente; P <0,001). Las pendientes mas bajas se
observaron en las vainas poco afectadas (LDP), con 0,075 y 0,104 para los grados de severidad
1y 2, respectivamente (RMSE = 0,736 y 0,508, respectivamente; P <0,001). Ademas, en el
analisis se incorpord la incidencia de las vainas severamente afectadas (SDP) y se obtuvo un
B1=0,81(P<0,001; RMSE =0,392) (Figura 3.4).
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Figura 3.4. Lineas de regresion para las relaciones entre la incidencia de los grados de severidad
y la incidencia total del carbdn del mani en lotes relevados del 2015 al 2020 en la provincia de
Cordoba. Las lineas grises continuas representan las relaciones especificas del estudio, la linea
azul continua representa la regresion lineal y el area sombreada gris representa el intervalo de
confianza del 95%.
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Finalmente, se evalud la relacion entre la incidencia de la enfermedad y la incidencia de
las vainas severamente afectadas (SDP) con el indice de severidad (DSI) (Figura 3.5). La
incidencia del carbon aumenté a lo largo de los valores de DSI con una tasa lineal de 1,291.
Con una relacion maés estrecha se encuentra la incidencia de SDP con respecto al DSI (B1 =
1,054; RMSE = 0,392).
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Figura 3.5. Regresion lineal de la incidencia de la enfermedad (izquierda) y vainas severamente
afectadas (SDP) (derecha) en funcién del indice de severidad de la enfermedad (DSI) del carbon
del mani en lotes relevados del 2015 al 2020 en la provincia de Coérdoba.

DISCUSION

Desde el primer reporte de carbdén en mani comercial en 1995, la incidencia y
prevalencia de la enfermedad han aumentado gradualmente en la principal region productora
de mani de Argentina (Marinelli et al., 2010; Paredes et al., 2016; Rago et al., 2017; Asinari et
al., 2019). Tomando como base los resultados de los relevamientos evaluados en este estudio,
en los ultimos cinco afios (2015-2020), la incidencia del carbén del mani y el DSI aumentaron
de 1,67 a 11,47 % y de 1,36 a 8,73, respectivamente. Igualmente, se espera que la enfermedad
continte incrementandose debido a la falta de adopcidn de practicas de manejo para controlar
el carbon (Rago et al., 2017).
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Entre las razones del aumento de la intensidad de la enfermedad se encuentra la falta de
estrategias claras de manejo para el control de la enfermedad y la escasa diversificacion de
cultivares en las areas de siembra (Rago et al., 2017). Los datos de estos relevamientos fueron
todos recolectados de cultivares comerciales sin resistencia al carbon, donde estos resultados
indican que la intensidad y el andlisis estan asociados con cultivares susceptibles. En este
sentido, variaciones genética en los patdgenos puede diferenciar variabilidades en la
agresividad (Pariaud et al., 2009), donde el grado de variabilidad genética de T. frezii

actualmente no esta descripto, indicando una posible variabilidad fenotipica en su virulencia.

En general, se considera que la dispersién de la mayoria de los patdgenos de suelo es
muy limitado (Katan, 2017). Sin embargo, la propagacion del carbdn a otros campos o regiones
es notable, lo que indica que tiene medios efectivos para la dispersion. Una de las formas mas
efectivas de propagacion de este tipo de patdgenos es por medio de plantas infectadas, semillas,
tubérculos, trasplantes o esquejes. Otros medios de dispersion pueden ser a través de
herramientas y maquinas agricolas, agua y viento (Rekah et al., 1999). En Argentina, el
aumento de la intensidad y prevalencia de la enfermedad se produjo en un periodo relativamente
corto. Las teliosporas de T. frezii lograron esparcirse por campos libres de carbon a través de
semillas infestadas (Cazén 2015; Rago et al., 2017). Uno de los factores de gran importancia
en la contaminacion y propagacion del patégeno por semilla, hasta inclusive alcanzar una
prevalencia del 100 % en la zona manisera, fue que las empresas maniseras procesan al mani
comercial y a las semillas de mani en las mismas industrias (Rago et al., 2017). De esta manera,
vainas carbonosas que liberan grandes cantidades de teliosporas pueden contaminar las mismas

semillas y ser transportadas a distintos lotes de la region.

Las caracteristicas poliéticas de la enfermedad (acumulacién anual de indculo en campo
en campanas posteriores), sumadas a la capacidad de sobrevivencia de las teliosporas en el
suelo, incrementaron la incidencia y prevalencia de la enfermedad (Cazén et al., 2016b). Como
se observa en este estudio, las vainas severamente afectadas (SDP) representan las principales
infecciones de carbon, y estos grados de severidad son los mas importantes en la produccion de
teliosporas. La intensidad de los sintomas del carbén (SDP) tienen una relacion directa con el
aumento del in6culo en los suelos, ya que muchas de estas vainas se rompen en la cosecha
(Paredes et al., 2017c). El principal mecanismo de propagacion del indculo es la liberacion de
teliosporas de las vainas rotas infectadas durante el proceso de trilla, gran cantidad de estas

teliosporas pueden dispersarse por el viento. Los programas de manejo de enfermedades deben
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considerar la facil propagacion del indculo a distancias cortas (Rago et al., 2017). Ademas, la
mayoria de las plantas procesadoras de mani estan ubicadas en la misma region productora
(Aguero 2017; Asinari et al., 2019). Las vainas carbonosas cosechadas en los lotes infestados
pueden llevarse a las industrias y romperse durante el procesamiento del mani. Esto conduce a
un alto volumen de teliosporas que pueden dispersarse y acumularse en los campos alrededor
de las industrias. Esta observacion es confirmada por las mayores incidencias de carbon en
cercania de las industrias procesadoras. Ademas, la incidencia regional donde estan establecidas

las industrias registra los valores mas altos de incidencia (Tercero Arriba y Juarez Celman).

Las vainas infectadas y rotas durante el proceso de cosecha, sumado a la movilizacién
del suelo en este mismo proceso de trilla, podrian conducir a una distribucion homogénea de
las teliosporas en el suelo. La distribucion del inoculo en el suelo esta generalizada en la
provincia de Cordoba, segun la incidencia registrada en diferentes relevamientos (Paredes 2017,
Cazon et al., 2018; Asinari et al., 2019). Fiers et al., (2012) indicaron que para algunos
patdgenos de suelo en enfermedades de la papa, no siempre existe una relacién clara y lineal
entre el inoculo de suelo y la enfermedad, un umbral de inéculo minimo es necesario para iniciar
el desarrollo de la enfermedad. Sin embargo, la severidad generalmente aumenta con un nivel
creciente de indculo. Aunque la incidencia del carbdn es dependiente del in6culo del suelo
(Paredes et al., 2019), estos resultados demuestran que la intensidad de los sintomas no difiere
entre distintos niveles de incidencia. Esto es confirmado deacuerdo a la frecuencia de cada
grado de severidad, donde no fueron observadas diferencias estadisticamente en funcion de las

distintas incidencias.

En algunos patosistemas la severidad es més dificil de evaluar, pero estima con mayor
precision la intensidad, especialmente en enfermedades foliares (Marcuzzo y Carvalho 2017).
Los niveles de la escala de severidad del carbén estan bien diferenciados (Astiz Gasso et al.,
2008). Sin embargo, se observd una mayor dispersién de datos cuando eran grado de severidad
1, donde los sintomas son mas dificiles de diferenciar. EI mismo resultado fue observado por
Bennett et al., (2021), quienes observaron que era mas probable que ocurrieran errores en la
medicion de la incidencia cuando la severidad era baja (es decir, es mas probable que se pase
por alto un pequefio soro solitario). En muchos patégenos existe una tendencia generalizada a

sobreestimar la intensidad de la enfermedad en niveles bajos (<10 %) (Bock et al., 2010).
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En este estudio se observo una fuerte relacion entre la severidad de la enfermedad y la
incidencia. Esto confirma y es consistente con los resultados de otros investigadores, que existe
una correlacion positiva y significativa entre la incidencia y la severidad (Marraro Acufia et al.,
2014; Bennett et al., 2021; Kearney et al., 2021). Una fuerte correlacion entre incidencia y
severidad permite seleccionar germoplasma registrando Unicamente la incidencia (Seem 1984).
Sin embargo, nuevos genotipos pueden tener una mayor resistencia basada en la disminucion
del desarrollo de sintomas, en este caso podria ser necesario un ajuste en las relaciones de
incidencia intensidad. Marraro Acufia et al., (2014) evaluaron la intensidad del carbén de 10
genotipos y concluyeron que para el carbon del mani, los datos de incidencia son suficientes
para evaluar los niveles de resistencia. Del mismo modo, Bennett et al., (2021) sugirieron un
enfoque de fenotipado alternativo que se basa Unicamente en la calificacion de las vainas por la
incidencia de la enfermedad. De acuerdo con los resultados demostrados en este anélisis, las
pendientes indican la importancia de cada grado de severidad en la incidencia de la enfermedad.
Las vainas severamente afectadas (SDP) representa mas del 80 % de las infecciones, lo que
demuestra cuan agresivo es el carbdn del mani. Ademas, las clases 3 y 4 representan el mayor
impacto en la pérdida de rendimiento, ya que los granos se transforman completamente lo que
ademas repercute en la calidad de mani para la industria. La relacién entre incidencia y
severidad también puede compararse con las pérdidas de rendimiento. Paredes (2017) mostrd
una relacién lineal significativa entre las pérdidas de rendimiento estimadas y la intensidad de

la enfermedad.

Las limitantes de agua y las condiciones de estrés por sequia pueden influir en la
infeccion y la severidad de las enfermedades (Kambiranda et al., 2011). Los aumentos en la
susceptibilidad o tolerancia dependen de las interacciones especificas del patogeno y el
ambiente. En el caso de nematodo de la papa (Globodera spp.), la relacion entre la densidad del
indculo y la severidad de la enfermedad depende en gran medida de los factores ambientales
que determinan el nivel de supresion del suelo (Fiers et al., 2012). Segun nuestra experiencia,
el carbon del mani presenta mayores incidencias cuando se acumulan menos precipitaciones
durante la etapa fenoldgica de clavado (enero a marzo), por periodos de estrés hidrico
(desarrollo en el Capitulo 4.2). Sin embargo, no se observaron diferencias en las frecuencias de

los grados de severidad del carbon para este estudio.
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Las enfermedades causadas por patdgenos del suelo causan importantes pérdidas en
diversos cultivos (Katan 2017), siendo en muchos casos destructivos y de gran importancia
econdmica. El carbon de la papa (Thecaphora solani) es una de las enfermedades fangicas mas
importantes que afectan a la papa. En la zona norte de Chile, esta enfermedad se establece en
los suelos, causando importantes pérdidas de rendimiento que muchas veces superan el 90 %
(Andrade et al., 2004). EI carbén del mani tuvo un aumento notable en la incidencia de
enfermedades a lo largo de los afios (Asinari et al., 2019). Otros patogenos de suelo, como lo
es Synchytrium endobioticum en el cultivo de papa, es considerada una enfermedad altamente
destructiva, pudiendo causar una pérdida del 100 % del rendimiento potencial de tubérculos
(Wale et al., 2011). En el caso del patosistema carbon-mani, no se cuentan registros de
incidencias del 100 %, incluso en situaciones experimentales con alta cantidad de teliosporas
en el suelo (>15.000 teliosporas/g de suelo). Se ha determinado que las pérdidas de rendimiento
pueden ir en aumento en el transcurso de los afios, donde en campos altamente infestados

(incidencia >50 %), la pérdida de rendimiento estimada fue de un 35 % (Paredes 2017).

En conclusidn, los datos del presente estudio proporcionan informacién relevante sobre
la relacion entre la incidencia y la severidad del carbon. El carbon del mani es un patégeno de
alta agresividad, es decir, es muy probable que una vaina infectada tenga una severidad alta,
como lo confirma la estrecha relacion entre los grados de severidad de vainas severamente

afectadas y la incidencia.

Diversos factores han contribuido a la propagacion del carbon en la provincia de
Cordoba, lo que lo convierte en el problema fitopatolégico de mayor importancia en la
produccion manisera argentina. El principal componente de incremento de inoculo en el suelo
es la gran produccion de teliosporas en las vainas severamente afectadas (vainas grado 3 y 4).
Adicionalmente, la alta agresividad de la enfermedad resulta en mayores frecuencias de estos
grados de severidad en las infecciones de carbon. Como consecuencia, esto resulta en una alta
produccion de teliosporas en los lotes, con la constante acumulacion y dispersion entre los
campos. De esta forma, se direcciono a un incremento constante del carbon en la principal zona

productora de mani.

Los resultados obtenidos en este trabajo contribuyen en el conocimiento de la
enfermedad. La enfermedad puede ser evaluada por las vainas severamente afectadas (SDP),

de acuerdo con los datos obtenidos, que tuvo la mejor representacion del indice de severidad
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(DSI), y es un método répido para cuantificar la intensidad del carbén del mani. Tanto SDP
como la incidencia se pueden adoptar con fines de monitoreo, deteccion de genotipos en
programas de mejoramiento o comparaciones de tratamientos en experimentos de manejo de

carbon.

CONCLUSIONES

- Las vainas severamente afectadas (SDP) constituyen aproximadamente el 80 % de

las vainas infectadas por T. frezii.

- La enfermedad puede ser evaluada por las vainas severamente afectadas (SDP),

siendo la mejor representacion del indice de severidad de la enfermedad.
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3. REPRODUCCION DE Thecaphora frezii

3.2 DINAMICA DE LA CONCENTRACION DE TELIOSPORAS

“Cuantificar la evolucion del indculo de T. frezii posterior a un ciclo

del cultivo”
INTRODUCCION

El carbon es una de las enfermedades fungicas del mani responsable de pérdidas
significativas en la produccion manisera argentina en la ultima década (Paredes et al., 2016;
Paredes 2017; Cazon et al., 2018). Durante los Gltimos 15 afios, los valores de incidencia fueron
incrementandose en la provincia de Cérdoba (Paredes 2017; Rago et al., 2017; Asinari et al.,
2019; Paredes et al., 2021b). Las mayores incidencias de la enfermedad fueron registradas en
campos cercanos a las plantas de procesamiento y en areas con un alto historial de produccion
de mani, como los departamentos de Tercero Arriba y Judrez Celman (Asinari et al., 2019;
Paredes et al., 2021Db).

T. frezii invade agresivamente las vainas, transformando los granos en una masa
carbonosa de teliosporas. Los sintomas del carbon varian desde un pequefio soro o pustula,
hasta la transformacion completa de uno o dos granos en carbén (Astiz Gasso et al., 2008; Rago
et al., 2017). Las vainas severamente afectadas (SDP) son la fuente mas importante de
multiplicacion de indculo (Paredes et al., 2017c, 2021b). Se considera SDP cuando al menos

un grano esta completamente carbonoso (severidad grado 3 o 4) (Paredes et al., 2021a).

Al ser el carbén del mani una enfermedad monociclica (Arias et al., 2021), la intensidad
de la enfermedad depende en gran medida de la cantidad de teliosporas que hay en el suelo al
momento de la siembra del cultivo (inéculo inicial), siendo uno de los parametros que mejor
explica la epidemia (Campbell y Madden 1990; Agrios, 2005). Una alternativa de manejo es la
seleccién de campos con menor carga de inoculo (Rago et al., 2017) que, ademas de conducir
a menores incidencias de la enfermedad, sera menor la cantidad de indculo generado en el lote
por las propias infecciones de carbon (Paredes et al., 2017¢). La identificacion facil y precisa
de esporas de hongos y bacterias es relevante para aspectos del manejo de enfermedades de
plantas (Wagner y MacHer 2012). Actualmente la determinacion de indculo en suelo se realiza

70



por observacion y cuantificacion con microscopio Optico. La microscopia Optica, técnica
analitica ampliamente utilizada, es compatible con varios formatos de muestras y requiere una
preparacion minima de las mismas. Sin embargo, este procedimiento es laborioso, de alta
demanda de tiempo y de personal entrenado para cada observacion, ademas ofrece resultados
aproximados, con baja precision y exactitud. Si bien se estdn desarrollando estrategias
moleculares para la deteccion de teliosporas de T. frezii (Cazon 2015; Cazon et al., 20164a;
Conforto et al., 2019), ain no existe un protocolo ni técnica disponible para determinar de

manera efectiva las teliosporas de carbon en los suelos utilizando una metodologia molecular.

La liberacion de teliosporas por el rompimiento de vainas infectadas durante el proceso
de cosecha es el principal mecanismo de propagacion del inéculo de T. frezii. Las infecciones
producidas durante la estacion de cultivo generan grandes cantidades de teliosporas que luego
de la cosecha, van a permanecer en el suelo contribuyendo al incremento de la carga de in6culo
para las préximas campafias. En la actualidad, hay muy poca informacion sobre la magnitud
del incremento del indculo después de la cosecha de un campo infectado. Por esta razén se
plante6 como objetivo cuantificar la evolucién del indculo de T. frezii posterior a un ciclo del

cultivo.
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MATERIALES Y METODOS

Descripcion y sitios del muestreo

Para este estudio observacional, se seleccionaron 35 lotes de mani de relevamientos
regionales (Ver Capitulo 3.1) durante las campafias 2016-17 a la campafia 2019-20, distribuidos
de manera aleatoria en la provincia de Cordoba. Los lotes muestreados correspondian a lotes
comerciales, con manejos agrondmicos estandar de produccion, utilizando cultivar Granoleico
(altamente susceptible al carbdn) y en ningun caso fueron aplicadas estrategias de manejo para

la enfermedad.

En cada lote se evalud la intensidad del carbdn en el momento de la inversion del cultivo
(antes de la cosecha), recolectando todas las plantas en 1 metro de surco, en cuatro estaciones
de muestreo en el area central de cada lote. Datos de incidencia, vainas severamente afectadas

(SDP) e indice de severidad del carbon (DSI) fueron utilizados para el anélisis.

Toma de muestras de suelo y cuantificacion de inéculo

Dos momentos de muestreo de suelo fueron realizados en cada lote para determinar el
indculo inicial y el indculo final respectivamente. EI primer muestreo de suelo (indculo inicial)
fue realizado antes de la siembra o0 en estado vegetativo temprano del cultivo (emergencia o
Vn) (meses de octubre-noviembre). EI segundo muestreo de suelo (indculo final) fue realizado
inmediato a la cosecha del lote (meses de junio-julio). Cada muestra de suelo estuvo compuesta
por 30 submuestras, las cuales fueron tomadas utilizando un barreno de 2,5 cm de didmetro con
recipiente colector y a una profundidad de 5 cm, en una transecta en V en el centro del lote,
separadas 30 m cada una (Paredes et al., 2017b; Peralta y Kearney 2018). Ambos momentos de

muestreo fueron recolectados en la misma zona de cada lote (~25 ha).

Las muestras de suelo se prepararon individualmente, se secaron a temperatura ambiente
(temperatura ambiente ~30 °C) durante 2 dias y se homogeneizaron completamente para
pasarlas por un tamiz de 2 mm. De cada muestra se pesaron 2 g y se disolvieron en 50 ml de
agua destilada. Homogeneizada la solucién por agitacion continua, una alicuota de 25 pl fue
colocada en un portaobjetos y se cubrieron con cubreobjetos de 18 mm?. Observando el
cubreobjetos completo por barrido, se realiz6 el recuento de teliosporas bajo microscopio 6ptico

(20X) mediante el reconocimiento morfolégico de las teliosporas de T. frezii. Este
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procedimiento fue repetido de seis a nueve veces. ElI conteo promedio de teliosporas se
extrapolo en el total de la dilucion y se calculd la densidad del in6culo, expresada como

teliosporas por gramo de suelo (teliosporas g* suelo).

Anadlisis de los datos

Cada lote fue clasificado de manera arbitraria segun el nivel de enfermedad cuantificado
porcentaje de vainas severamente afectadas (SDP) por el carbon, siendo “bajo”, “medio” o
“alto”, cuando el porcentaje de SDP correspondia a valores menor a 3, de 3 a 10, o mayor a 10
% respectivamente. Esto se realizd para tener una referencia del potencial indculo que puede
tener ese lote (Paredes et al., 2017c; Rago et al., 2017).

Se calcul6 el aumento de las esporas durante el ciclo de cultivo para cada lote de acuerdo

a la siguiente férmula:
Q1 = Qo + incremento (3.1)

donde, Q1 representa la cantidad de indculo final, y sera igual a la suma del indculo inicial (Qo)
y el incremento como resultado de la multiplicacion del indculo durante la temporada (Arneson
2001).

Ademas, fue calculada la proporcién de incremento de esporas, que sera funcién del Qo
y una constante de proporcionalidad de incremento K, y el indculo final (Arneson 2001). En
este sentido, K sera la proporcion de incremento de esporas, que sera calculada despejando la

funcion:
Q1=Qo+ K Qo (3.2)

Anadlisis de correlacién de Pearson entre los parametros de la enfermedad, inéculo
inicial y final, y la proporcion y el aumento de esporas fueron analizados para todos los campos

evaluados.

Analisis de comparacion de medias fueron realizados para las diferentes variables segin
test de Tukey (P < 0,05).

Todos los datos se analizaron en R version 4.0.5 (Team R Development Core 2018).
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RESULTADOS

Todos los campos muestreados estuvieron infestados con inoculo de T. frezii, con rangos
de 125 a 2.115 teliosporas g de suelo. En todos los lotes se observaron infecciones naturales
de carbon, con registros de SDP de 0,47 a 32,55 % como valor minimo y méaximo
respectivamente. De los 35 lotes relevados, 12, 9 y 14 lotes se clasificaron como bajo, medio o
alto nivel de enfermedad, respectivamente. Todos los datos obtenidos estan registrados en la
Tabla S 3.2.

No hubo interaccion entre el incremento de inoculo de T. frezii y el afio de muestreo. En
seis lotes no se observo incremento del indculo posterior al ciclo de cultivo, que corresponden
a cinco lotes con baja intensidad de carbon (< 3 % SDP), y uno con media intensidad (3,3 %
SDP). EIl mayor incremento en numero de teliosporas por gramo de suelo se observo en lotes
con alto nivel de enfermedad, mientras que el menor nimero se observé en los lotes con bajo

nivel de enfermedad respectivamente (Figura 3.6).

<3% 3-10 % >10 %

6000 p

suelo

-1

4000

Teliosporas g

2000 A . /
S e I

Inéeulo inicial Inéculo final Inéculo inicial Inéeulo final Inéculo inicial Indeulo final

Figura 3.6. Grafico de caja (boxplot) del nimero de teliosporas por gramo de suelo para indculo
inicial e indculo final, clasificados en funcion del porcentaje de vainas severamente afectadas.
mostrando el incremento de las teliosporas. La linea sélida en las cajas representa la mediana,
los limites inferiores y superiores de las cajas representan los percentiles 25 y 75 de los datos
respectivamente, los puntos negros son observaciones. La linea gris sélida indica la conexion
que existe entre el indculo inicial y final del mismo lote, y la linea roja indica la conexion entre
la media del indculo inicial y el indculo final para los lotes evaluados.
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Los menores registros de carbdn correspondieron a situaciones con un menor contenido
de indculo inicial en los suelos. La cantidad inicial de teliosporas en los lotes de bajo y alto
nivel de enfermedad fue estadisticamente diferente (P < 0,05). De igual manera, la proporcién
de incremento y el aumento de teliosporas, se diferenciaron estadisticamente para ambos
niveles de enfermedad (Tabla 3.2).

Tabla 3.2. Medidas resimenes y comparaciones de las mediciones de indculo en suelo inicial
y final, las vainas severamente afectadas (SDP) y los incrementos de teliosporas, clasificados
segun el nivel de enfermedad.

Nivel de Inoculo Inéculo  Proporcion de Aumento de
enfermedad inicial 2 SDP (%) ® final 2 incremento ?  teliosporas @
(SDP %) i

<3% 338+51 a 153+0,21 a 519+119a 068+0,44 a 180*113 a
3-10 % 486 +48 ab 6,41+0,64 b 1477+297b 2,05+0,57 ab 991 + 307 ab

>10% 1006 +187b 16,63+2,25c 2843+589b 2,25+0,43 b 1845+429D

2 Medias obtenidas de todas las observaciones * el error estandar, para cada variable segln el nivel de
enfermedad como porcentaje de vainas severamente afectadas (SDP %). Letras diferentes en las
columnas indican diferencias estadisticamente significativas segun test de comparacion de medias
Tukey (P < 0,05).

Para los tres niveles de enfermedad, se observaron incrementos en la cantidad de
teliosporas de un 60 % cuando el in6culo y la intensidad del carbon es baja, mientras que en
promedio el indculo incrementa ~ 200 % cuando el porcentaje de SDP es mayor a 3 %. Esto
corresponde a un incremento promedio de 180, 991 o 1.845 teliosporas de T. frezii por gramo
de suelo segun el nivel de enfermedad bajo, medio o alto, respectivamente. EI aumento de
indculo no fue estadisticamente significativo para lotes con bajo nivel de enfermedad (< 3 %

SDP), pero si fue significativo (P < 0,05) para lotes de medio y alto nivel de enfermedad.
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Andlisis de correlacién

Se observo una alta correlacion positiva y significativa (0,82; P < 0,05) entre el aumento
en el numero de teliosporas y los pardmetros de la enfermedad. Sin embargo, no se observé una
correlacion significativa entre la proporcion del incremento de teliosporas con el indculo inicial
ni con los parametros de enfermedad. A su vez, el in6culo inicial se correlaciond positiva y
significativamente (0,65; P < 0,05) con el aumento de teliosporas, indicando que a mayor
numero inicial de teliosporas de T. frezii en el suelo, el incremento de las teliosporas al final de

ciclo de cultivo sera mayor (Tabla 3.3).

Tabla 3.3. Andlisis de correlacion de Pearson para indculo inicial y final de Thecaphora frezii,
el aumento y la proporcion de incremento de teliosporas, y los parametros de enfermedad de
incidencia, vainas severamente afectadas (SDP), indice de severidad (DSI). Datos relevados de
lotes comerciales entre los afios 2016-17 a 2019-20.

Aumento Proporcion
de de Incidencia SDP DSl
teliosporas incremento

Inoculo Indculo
inicial final

In6culo

- 0,81*  0,65* -0,02 ns 0,83*  0,82* 0,83*
inicial

Indeulo g9 - 0,07* 0,47* 0,83*  0,82* 0,82*
final

Aumento

de 0,65  0,97* - 0,61* 0,74*  0,73* 0,73*
teliosporas
Proporcion

de  -002ns 047%  061* . 020ns 029 028
. ns ns
Incremento

* corresponde a correlaciones significativa (P < 0,05); ns corresponde a correlaciones no
significativas
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DISCUSION

En ciertas epidemias de gran importancia agronémica como Huanglongbing (HLB) en
citricos o ciertas virosis, como begomovirus en tomate, el indculo primario juega un papel
importante tanto en el inicio como en la intensificacion de la epidemia (Bergamin Filho et al.,
2016). Para el carbdon del mani, el indculo de T. frezii en suelo se ve incrementado posterior a
un ciclo de cultivo, producto de las infecciones de carbdn, como es reportado en este trabajo.
El aumento de teliosporas serd mayor en funcion del ndmero de teliosporas inicial y el
porcentaje de vainas severamente dafiadas. El inoculo generado, al ser una enfermedad
poliética, se acumulard en los suelos incrementando consecuentemente la intensidad de la

enfermedad a lo largo del tiempo.

Las relaciones entre la densidad de indculo y la incidencia de las enfermedades, han sido
muy investigadas y se han propuesto numerosos modelos para describirlas (Van der Plank 1963;
Campbell y Madden 1990). En general la incidencia aumenta al aumentar la densidad de
indculo, pero esta relacidon no suele ser lineal (Katan 2017). Para T. frezii se observd que las
mayores intensidades de carbon correspondian a lotes con mayor densidad de in6culo en los
suelos. Katan (2017) indica que la densidad de indculo no necesariamente refleja la eficiencia
del inéculo, por lo tanto, el uso de densidad de in6culo para predecir los niveles de enfermedad
tiene sus limitaciones. Bajo este criterio, en este trabajo los lotes fueron clasificados en funcién

de la expresion de la enfermedad (% SDP) en lugar de la densidad de in6culo.

La multiplicacion y acumulacion del indculo de T. frezii en los suelos generd zonas en
el &rea manisera donde la presion de la enfermedad es baja, media o alta (Paredes 2017; Asinari
etal., 2019). Diversos estudios indican que las primeras introducciones de esporas en los suelos
fueron debido al transporte por semillas (Marinelli et al., 2010), siendo la principal fuente de
dispersion del patogeno a largas distancias y a lotes no infestados (Cazon 2015). Esporas de T
frezii transportadas por semillas 0 maquinaria agricola contaminaran los suelos maniseros. En
un principio estos aportes representaran bajas infecciones, incluso sin detectar incrementos
significativos, tal como fue observado en los lotes de bajo nivel de enfermedad en este estudio,

pero que permitiran aumentar la cantidad de indculo en los suelos con el transcurso de los afos.

La metodologia utilizada en este trabajo fue realizada por conteo visual a microscopio,
sin embargo, en la cuantificacion muchas veces hay confusiones de teliosporas con particulas

de suelo, arrojando estimaciones poco confiables (Conforto et al.,, 2019). En estudios
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preliminares utilizando la misma metodologia de cuantificacion de esporas, se contrasto la
incidencia de la enfermedad con los valores de indculo de suelo antes de la siembra (Paredes et
al., 2019). En esos estudios fue observada una gran variabilidad entre la incidencia y las
teliosporas detectadas en suelo, donde para un mismo valor de incidencia se correspondia un
amplio rango de conteos de teliosporas. Es por esto que se sugiere utilizar el nimero de
teliosporas en suelo como un indicador de riesgo de ocurrencia en un rango de enfermedad, es
decir, clasificar los lotes segun la probabilidad de contar con altas (> 20 %) o bajas (< 5 %)
incidencias de carbon. Por ejemplo, un lote de alto riesgo (> 20 % incidencia) podra encontrarse
con conteos superiores a las 1.000 teliosporas g suelo. Si bien los resultados obtenidos en este
estudio muestran estimaciones consistentes del incremento de teliosporas, los valores
numéricos de conteos podrian estar sujetos a una falta de precision o exactitud en la

determinacion exacta del indculo en suelo.

La prevencion es una de las estrategias mas importantes en el manejo integrado de
enfermedades (Van der Plank 1963; Campbell y Madden 1990; March et al., 2010). Para
enfermedades monociclicas, como en muchos patégenos de suelo, la expresion de la
enfermedad depende en gran medida de la cantidad de in6culo detectado en el suelo, tal es el
caso de Verticillium dahliae en girasol (Helianthus annuus) (Erreguerena et al., 2019),
Sclerotium rolfsii, Sclerotinia sclerotiorum y S. minor en mani (Arachis hypogaea) (Marinelli
et al., 1998; March y Marinelli 2005), entre otros. Para el carbon del mani, Rago et al., (2017)
sefialan la importancia de la eleccion de lotes con bajo inoculo de T. frezii al momento de la
implantacion, donde el cultivo estara sometido a una escasa presion de indculo que resultara en
bajas incidencias de la enfermedad. Esto concuerda con lo observado en este trabajo, donde en
lotes con las menores densidades de inoculo inicial se registran menores niveles de enfermedad

Yy, por lo tanto, se generan menores cantidades de teliosporas.

Contar con la informacién del in6culo previo a la siembra es sefialado como una
estrategia fundamental en el manejo de la enfermedad (Marinelli et al., 2010; Oddino et al.,
2010). En este sentido cobran importancia los métodos de determinacion sensibles y eficientes
para detectar el indculo de T. frezii en suelo (Conforto et al., 2019). En los ltimos afios, se han
desarrollado herramientas moleculares confiables y rapidas para la evaluacion de patdgenos
habitantes de suelo y su uso va en aumento (Lievens et al., 2012). Metodologias basadas en el
uso de ADN, como secuenciacion o reaccion en cadena de polimerasa (PCR), permiten

aplicaciones de deteccion avanzadas y mejoran la identificacion cuantitativa y cualitativa de
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varios tipos de plagas o patogenos. La deteccion temprana es fundamental para las estrategias
de prevencidn y exclusion, o para cualquier programa de control (Finetti Sialer y Rosso 2007).
Con la informacidn del indculo inicial es posible predecir la incidencia esperada en el cultivo
mediante una funcion que combina ambas variables (Paredes et al., 2019). En este sentido, el
conocimiento previo de la incidencia de carbon esperada en el ciclo de cultivo anticipa a la
toma de decision, por ejemplo, basado en estrategias de prevencion buscando la implantacion
de cultivos resistentes, o buscando el manejo de la enfermedad mediante el uso de fungicidas,

determinando su impacto y el posible resultado econdmico (Paredes et al., 2019).

Una ventaja competitiva que tienen otros patdgenos de suelo es que tienen un amplio
rango de hospedantes, por ejemplo Sclerotinia sclerotiorum o S. minor son capaces de infectar
numerosas especies cultivadas entre las que se destacan soja (Glycine max), mani (A.
hypogaea), girasol (H. annuus), garbanzo (Cicer arietinum), poroto (Phaseolus vulgaris), entre
otros, logrando aumentar el indculo en todas las campafias agricolas que encuentre hospedantes
susceptibles y condiciones favorables (March y Marinelli 2005). Para el caso de T. frezii, el
unico hospedante hasta el momento reportado es mani y especies del género Arachis, por lo que
el éxito de encontrar nuevamente un cultivo de mani en el mismo lote dependera de la rotacion
establecida. Basados en la dindmica del incremento de esporas observados en este trabajo, una
mayor intensidad del carbon serd observada cuando se siembre mani en ese mismo lote en
aproximadamente 4 afios, segun las recomendaciones de rotacion establecidas (Bongiovanni et
al., 2017).

Las teliosporas de T. frezii son estructuras de resistencia, donde su sobrevivencia es de
gran importancia en la epidemiologia de la enfermedad (Cazon et al., 2016b, 2018; Rago et al.,
2017). Sumado a esto, la gran cantidad de teliosporas generadas en lotes infectados
permaneceran viables por muchos afios (> 6 afios), generando una acumulacién constante del
indculo en los suelos. Esto es confirmado por diferentes reportes del progreso de la intensidad
de la enfermedad, donde los lotes ubicados en la region histéricamente manisera presentan una
alta carga de indculo en sus suelos generando altos registros de incidencias (Paredes 2017; Rago
etal., 2017; Asinari et al., 2019; Paredes et al., 2021b).

Comprender las caracteristicas epidemioldgicas como la multiplicacion de las

teliosporas y la acumulacion en los suelos por ser estructuras de resistencia, son necesarias para
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focalizar estrategias de control integradas y lograr un entendimiento profundo del riesgo del

carbon del mani en el entorno productivo.

CONCLUSIONES

- El in6culo de T. frezii en suelo se ve incrementado posterior a un ciclo de cultivo

producto de las infecciones de carbon

- El aumento de teliosporas sera mayor en funcién del nimero de teliosporas inicial y

el porcentaje de vainas severamente afectadas (SDP).

- En promedio el in6culo incrementa ~ 200 % cuando el porcentaje de SDP es mayor
a 3 %.
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CAPITULO 4

INFECCION Y COLONIZACION DE Thecaphora
frezii EN Arachis hypogaea

4.1. SUSCEPTIBILIDAD

“Determinar el momento de mayor susceptibilidad de A.
hypogaea a la infeccion por T. frezii, durante el tiempo de clavado y su

relacion con la severidad de la enfermedad

INTRODUCCION

Los patogenos habitantes de suelo, comunmente denominados “patogenos de suelo”,
pueden afectar diferentes drganos de plantas, como raiz, tallos, frutos, semillas, etc. Las
enfermedades causadas por estos patdgenos son responsables de importantes pérdidas de
rendimiento en todas las areas de produccién de mani del mundo (March y Marinelli 2005;
Livingstone et al., 2005; Thiessen y Woodward 2012). Durante la década del 90°, la
produccion de mani en la provincia de Cdrdoba estuvo seriamente afectada por patdgenos
de suelo. Las enfermedades de marchitamiento (Sclerotium rolfsii), tizon (Sclerotinia
sclerotiorum, S. minor) y podredumbre parda (Fusarium spp.), fueron observados cada vez
con mayor frecuencia, amenazando la produccion de mani en Argentina (March y Marinelli
2005; Oddino et al., 2007). Esta situacion forz6 al desplazamiento del area cultivada
manisera hacia el sur de la provincia, en busqueda de suelos con bajas concentraciones de
indculo (Marinelli et al., 1998). Este fendmeno se dio en simultaneo con las primeras

detecciones de T. frezii en el afio 1995 (Marinelli et al., 1995).

Si bien este desplazamiento del area manisera logro escapar a los patdgenos de suelo
en ese momento, en el transcurso de los afios se percibid un incremento constante en la
prevalencia e intensidad del carbdn. Este incremento de la enfermedad fue debido a la
acumulacién constante de las esporas en los suelos, en gran medida por no adoptarse

estrategias de manejo de la enfermedad (Rago et al., 2017; Paredes et al., 2021a). La falta
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de informacion en el proceso de infeccion deja de manifiesto el deficiente conocimiento del

patosistema, necesario para generar y adoptar estrategias de manejo.

El patosistema carbdn-mani es muy especifico, donde tanto el patégeno (T. frezii)
como la planta (A. hypogaea) interaccionan de manera especifica, generando un patosistema
unico. El fruto del mani es geocérpico, es decir, desarrolla los frutos debajo del suelo. Sin
embargo, su floracion es aérea, donde, posterior a la fecundacion, se produce una elongacion
del gindforo o clavo, que se direcciona al suelo. Dada las condiciones de penetrancia y
oscuridad, el ovario fecundado en el extremo empieza a desarrollarse formando el fruto
(Smith 1950). La infeccion ocurre cuando el clavo (6rgano susceptible) penetra en el suelo,
liberando exudados que estimulan la germinacion de las teliosporas presentes el suelo,
generando una infeccion local (Marinelli et al., 2008; Arias et al., 2021). En el momento de
la germinacion, la teliospora (diploide) forma un tubo germinal donde migra el nicleo,
formando un promicelio o probasidio. Luego, el ndcleo se divide por meiosis para formar
células haploides, desarrollando las basidiosporas (haploides). Las basidiosporas germinan
produciendo hifas haploides, las cuales se conjugan con otras de distinta polaridad
(somatogamia), se restaura el estado dicariético y se produce una hifa dicaridtica infectiva.
Esta hifa es la que penetra en el clavo infectando el ovario fecundado y dara comienzo a la
infeccion (Astiz Gasso et al., 2010; Arias et al., 2021, Figura 4.).
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Figura 4.1. Ciclo de vida del carbon del mani causado por Thecaphora frezii
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Las caracteristicas de la floracion y fructificacion del cultivo, y la sobrevivencia de
las teliosporas como Grganos de resistencia, generan una situacion donde las teliosporas se
encuentran a la espera del momento en que la planta genere clavos y penetren en el suelo
para lograr la infeccion y colonizacién. Una particularidad es que la planta de mani no
presenta ningun sintoma visible en la parte aérea, y el patdgeno no se transloca a ningdn otro
organo de la planta, produce la enfermedad en el mismo 6rgano que infectan, coloniza y
esporula (Marinelli et al., 2008; Astiz Gassé 2017). La infeccion producida en el ovario
acompariara al desarrollo del fruto, y el sintoma sera observado en el momento de la cosecha,
donde la planta es arrancada, exponiendo las vainas carbonosas, que al momento de

romperse y dispersar sus esporas completa su ciclo.

El carbon del mani es especialmente dificil de controlar debido a las caracteristicas
propias del patosistema, como momento fenoldgico de la infeccion, el 6rgano especifico en
el que se produce la infeccion y la gran adaptabilidad y agresividad del patégeno (Rago et
al., 2017; Cazén et al., 2018; Paredes et al., 2021b). Actualmente se considera que el
momento en el que el clavo esta ingresando al suelo presenta la susceptibilidad necesaria
para que el patdgeno pueda penetrar y logre la infeccidén. Sin embargo, la ausencia de
informacion sustancial sobre el proceso de infeccion no logra definir con claridad este

fendmeno, necesario para comprender la biologia e interaccion planta-patégeno.

Sumado a esto, el mani tiene un periodo de clavado escalonado en el tiempo,
produciendo un ingreso constante de clavos en el suelo, que estaran en contacto con el
patdgeno. Esta diferencia en el momento de clavado podria estar influyendo en la infeccién
de T. frezii. Es prioritario determinar de manera precisa el estado fenoldgico y de desarrollo
del clavo, bajo supuestos de temporalidad, durante la cual ocurren las infecciones que

generan una mayor severidad del carbén.

La falta de sustento experimental en la determinacion del periodo de infeccion y la
relacion entre la intensidad de la enfermedad y el momento del contacto del indculo con los
clavos, motivo la realizacion de este estudio. En este sentido, el objetivo determinar el
momento de mayor susceptibilidad de A. hypogaea a la infeccidn por T. frezii, durante el

tiempo de clavado y su relacién con la severidad de la enfermedad.
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MATERIALES Y METODOS

Se realizaron dos ensayos en condiciones semicontroladas en invernadero (24 +
4 °C), en las instalaciones del IPAVE-CIAP-INTA en la provincia de Cordoba. EI primer
ensayo se realizé durante la camparia 2019-20 (EXP1) y el segundo en la campafia 2020-21
(EXP2).

Para ambos ensayos el cultivar de mani utilizado fue Granoleico, cultivar altamente
susceptible a la enfermedad. Las semillas de mani se lavaron y se colocaron para su
germinacion en plantineras con sustrato estéril (vermiculita y arena en partes iguales). En
estado de plantula, 10 dias después de emergencia (DDE) se trasplantaron en macetas
plasticas tipo Bol. (4 L; 25 cm de diametro y 15 de alto) para lograr una planta por maceta.
Las plantas se dejaron crecer sin restricciones hidricas, bajo condiciones normales de
crecimiento y desarrollo, y se las mantuvo libre de insectos, plagas y con desmalezado

manual.

Durante los primeros 10 dias de trasplante y previo a la floracion, las macetas se
inocularon con teliosporas de T. frezii colectadas de la campafia anterior. Se adiciond por
inundacion una suspension de 0,5 g de teliosporas con 200 ml de agua por maceta. La
concentracion de teliosporas logradas por macetas fue superior a las 10.000 esp g* suelo,
exponiendo a las plantas a un sustrato con alta concentracién de teliosporas, con

potencialidad de lograr incidencias superiores a 70 % (Paredes et al., 2021a).

Para el ensayo EXP1 el sustrato estuvo compuesto por una proporcién arena y tierra
negra en partes iguales (provista por el INTA-IPAVE), mientras que para el ensayo EXP2
la proporcion fue la misma, pero de arena y suelo del médulo experimental (ubicado en

General Deheza, Cordoba), para simular las condiciones edaficas de campo.

Posterior a la floracion, se realizé un cuidadoso seguimiento a todas las plantas,
identificando los clavos que iniciaron su desarrollo, y que sirvieron como unidad de
observacién de este estudio. Teniendo en cuenta que la planta de mani tiene floracion
escalonada, diariamente se registraban todas las plantas, identificando los clavos que estaban

proximos a tener contacto con el suelo.
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Figura 4.2. A: Clavos de mani previos al contacto con el suelo, y clavos excluidos dentro
de tubos con arena sin contacto con el inoculo de T. frezii. B: Diferencias en el desarrollo de
los clavos de mani al momento de ser colocados en suelo inoculado con teliosporas. El
numero indica el dia en que se sometio el clavo al inoculo.

El principio de exclusion (Whetzel 1929) fue implementado, para impedir el contacto
de las teliosporas presentes en el suelo con los clavos (6rgano susceptible) e impedir la
infeccion. Los clavos fueron identificados y colocados en un tubo Eppendorf de 2 ml con
arena fina estéril (Figura 4.2). Cada clavo mantuvo su identificacion segun el tiempo dentro
del tubo en exclusién, para luego ser colocado en suelo infestado con teliosporas de T. frezii.
Los tratamientos se determinaron segun el dia en que el clavo fue expuesto al in6culo. Se
colectaron un numero n de clavos, considerando: dia 0: sin ninguna restriccién e ingreso
normal en suelo; dia n: n dias que el clavo estuvo en condicidn de exclusién y posterior
colocacidn en suelo inoculado. Para el primer afio de experimento fueron: 0; 1; 2; 3; 4; 5; 6;
7; 8; 9 y 10 dias; mientras que para el segundo afio de experimento fueron: 0; 1; 2; 3; 4; 5;
7;9;11; 13 y 15 dias (Figura 4.3).

Una vez que los clavos fueron depositados en el suelo, estos continuaron su normal
crecimiento y desarrollo hasta el momento de cosecha, aproximadamente 60 dias después
de finalizados los tratamientos (vainas estado R7 - R8; Boote 1982). Las vainas fueron
evaluadas individualmente, determinando el grado de severidad del carbén (escala 0-4) (Ver
Capitulo 1).
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Dias desde inicio de clavado (tratamientos)
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Experimento 1
Campafia 2019/20

Experimento 2
Campafia 2020/21

- Inicio de exposicion a esporas |:| Periodo en exclusién de in6culo

Figura 4.3. Esquema del momento de exposicién de los clavos a las teliosporas de T. frezii
segun el dia desde el inicio del clavado, determinando los tratamientos para cada uno de los
experimentos.

Andlisis de datos

Cada experimento fue considerado como individual. Los tratamientos fueron
analizados como binarios, segun la condicion de cada vaina analizada (1 = con sintoma, 0 =

sin sintoma) y se analizaron mediante modelos lineales generalizados (GLM).

Se determind la proporcién de cada grado de severidad en cada tratamiento (nUmero
de vainas de cada severidad sobre el total de vainas evaluadas), se calculé la incidencia de
la enfermedad en cada tratamiento (porcentaje de vainas con sintomas sobre el total de vainas

evaluadas) y la incidencia de cada grado de severidad por tratamiento.

Los tratamientos fueron clasificados en funcién del momento del contacto del clavo
con el indculo de T. frezii como: inoculacion temprana (dia < 5), o inoculacion tardia (dia >
6). Se compararon estas clasificaciones mediante ANAVA y test de comparacion de medias
Tukey (P <0,05).

Se realizaron anélisis de correlacion de Pearson entre el momento de inoculacion

(total, temprano y tardio) y las incidencias de cada grado de severidad.
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RESULTADOS

Durante el primer ensayo (EXP1) se seleccionaron 13 clavos por cada tratamiento.

Sin embargo, el aborto y nulo desarrollo de frutos se produjo de manera recurrente,

disminuyendo el nimero de vainas logradas y evaluadas al final del ciclo del cultivo en todos

los tratamientos (Tabla 4.1).

Tabla 4.1. Numero de vainas segun grado de severidad de carbon del mani en funcion del
dia que se expuso el clavo al indculo en el experimento 1.

Dia_d_e, N° Vainas Grado de severidad
exposicion vainas  sintomaticas
al in6culo 0 1 2 8 4
0 14 3 11 0 0 1 2
1 8 2 6 0 0 0 2
2 8 2 6 0 0 1 1
3 11 5 6 0 0 3 2
4 7 3 4 0 0 0 3
5 11 7 4 0 0 1 6
6 8 3 5 0 0 1 2
7 10 7 3 0 0 2 5
8 9 9 0 0 0 2 7
9 6 2 4 0 0 0 2
10 9 4 5 0 0 0 4
1.004
o 0.75 Grados de
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o 0
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o 8
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Figura 4.4. Proporciones acumuladas de los grados de severidad del carbén del mani, segun
el dia que se expuso el clavo al indculo de T. frezii, para el experimento 1.
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En este ensayo, un total de 101 vainas fueron evaluadas, de las cuales 47 vainas
lograron infeccion, que correspondieron 22 a inoculaciones tempranas y 25 a inoculaciones
tardias (37 y 59 %, respectivamente). Se registro infeccion en todos los tratamientos sin
diferencias estadisticas entre el dia de exposicion del clavo al indculo (P = 0,515). Tampoco

fueron observadas diferencias entre inoculacion temprana o tardia (P = 0,175).

Para el EXP2, un total de 20 clavos por cada tratamiento fueron seleccionados,
logrando un correcto desarrollo y evaluacion de carbén en la mayoria de los casos. Sin
embargo, en los tratamientos de 11, 13 y 15 dias, una disminucion en los frutos finales
logrados fue observada, logrando un total de 14, 10 y 8 clavos como n final (Tabla 4.2).

Tabla 4.2. Numero de vainas segun grado de severidad de carbon del mani en funciéon del
dia que se expuso el clavo al indculo en el experimento 2.

ex[;:)zigieén No | Vain,a_s Grado de severidad

al in6eulo vainas  sintomaticas 0 1 2 3 4
0 22 16 6 0 0 3 13
1 19 14 5 0 1 3 10
2 18 17 1 1 0 4 12
3 17 15 2 1 0 3 11
4 16 13 3 0 1 3 9
5 19 14 5 1 0 2 11
7 18 14 4 0 0 4 10
9 17 14 3 0 0 6 8
11 14 13 1 1 0 3 9
13 10 9 1 0 0 1 8
15 8 7 1 0 0 0 7

Un total de 178 vainas fueron evaluadas para el EXP2, donde 111 vainas
correspondian a las inoculaciones tempranas, con 89 vainas enfermas (80 %), mientras que
67 vainas se evaluaron para la inoculacion tardia, con 57 vainas carbonosas (85 %). La
enfermedad fue observada en todos los dias de exposicion del clavo al indculo, sin
diferencias entre los tratamientos (P = 0,283), tampoco se observé diferencia entre

inoculaciones tempranas o tardias (P = 0,760).
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Figura 4.5. Proporciones acumuladas de los grados de severidad del carbon del mani, segun
el dia que se expuso el clavo al indculo de T. frezii, para el experimento 2.

El periodo de evaluacion fue de 10 dias en el EXP1 y 15 dias para el EXP2,
observando que adin en los dias 10 y 15 de sometida al indculo, se lograron 44 y 88 % de
incidencia para cada experimento respectivamente, donde la totalidad de las vainas

evaluadas correspondieron a grado 4 de severidad (Figura 4.4, Figura 4.5).

Para el EXP1, los primeros tres dias (0, 1 y 2) registraron las menores incidencias
(21, 25y 24 %, respectivamente), mientras que la mayor infeccion se logré en el dia 8, donde
la totalidad de las vainas evaluadas presentaron infeccién de carbon (n = 9). No se
observaron infecciones de grado de severidad 1 y 2, mientras que el 46,5 % fueron vainas
de grado 3 (10,9 %; n = 11) y grado 4 (35,6 %; n = 36). El 53,5 % de las vainas no registrd
enfermedad (n = 54).

Para el EXP2, en el 18 % de las vainas (n = 32) no se observo infeccidn, mientras
que el 78,6% fueron vainas severamente afectadas, donde el 18 % fue grado 3 (n =32) y el
60 % grado 4 (n = 108), mientras que el 2 y 1 % fueron de grado 1 y 2 respectivamente (n =
4;n=2).

No se observaron correlaciones entre la severidad de la enfermedad y el dia de

exposicion del clavo al indculo para ninguno de los experimentos (Tabla S 4.).
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DISCUSION

Thecaphora frezii es un patdgeno de gran agresividad que infecta durante la etapa de
clavado (estado R2) como lo afirman diferentes autores (Marinelli et al., 2008; Astiz Gasso
et al., 2010). Los resultados de este trabajo indican que puede haber infeccion de carbon
durante los primeros 15 dias desde que el clavo ingresa al suelo, sin diferencias significativas
en la expresion de la enfermedad (incidencia y severidad) asociadas al momento de
exposicion del clavo al indculo de T. frezii, detectando infecciones tanto en el dia 0 como en
el dia 15.

Diversos métodos de patogenicidad pueden ser evaluados para diversas
enfermedades y patdgenos de suelo (Menzies 1963; Fiers et al., 2012). Sin embargo para el
carbén del mani, al ser un patdégeno biotréfico (Marinelli et al., 2008; Astiz Gasso et al.,
2010; Arias et al., 2021), es necesario el hospedante (Arachis hypogaea) y el érgano
susceptible (clavo) para realizar estudios de infeccion. Sumado a esto, la sintomatologia serd
expresada en la vaina cuando la semilla estd formada (R6, R7 y R8), por lo que deben
transcurrir aproximadamente 60 dias desde el momento de la inoculacién/infeccion (Rago
etal., 2017). Por estos motivos, es un patosistema de alta complejidad para evaluaciones de
pruebas de patogenicidad. Fiers et al., (2012) indican que ademas, las enfermedades
producidas por patdgenos de suelo son dificiles de estudiar, el suelo es un entorno complejo
en el que ocurren numerosas interacciones y donde muchos de los estudios clasicos de
patogenicidad no son féciles. En papa por ejemplo, para evaluar el potencial de infeccion de
los suelos de bacterias de pudricion blanda (Pectobacterium carotovorum), los experimentos
muchas veces no son exitosos por el grado de contaminacion con otros patdgenos comunes

de suelo (Fusarium caeruleum, F. solani, F. radicicola) (Menzies 1963).

La germinacion de las teliosporas de T. frezii presentes en el suelo se produciria
cuando son estimuladas por extractos que libera el clavo (Marinelli et al., 2008). Sin
embargo, se ha logrado la germinacién de estas teliosporas en placas de Petri in vitro en
laboratorio aungue es un proceso dificultoso, tal como lo sefialan diferentes autores (Astiz
Gasso y Wojszko 2011; Astiz Gasso y Marinelli 2013; Avanzini y Pérez 2015). De igual
manera, colonias de T. frezii fueron generadas bajo diferentes medios de cultivo,
enriquecidos o artificiales, confeccionados a base de granos, clavos de mani, PDA, etc.
(Astiz Gasso y Wojszko 2011; Astiz Gasso y Marinelli 2013; Avanzini y Pérez 2015;

94



Paredes et al., 2021a). Algunos resultados demuestran que la germinacion de teliosporas in
vitro aumento al agregar extracto de clavo al medio de cultivo, y fue mayor cuando se
utilizaron extractos provenientes de plantas creciendo en suelos con T. frezii (Arias et al.,
2021). Esto podria indicar que la planta esta mediando en la infeccion o en la germinacion
de teliosporas. Lo mismo fue observado por Arias et al., (2021), donde sugiere dilucidar la
bioguimica involucrada en este fenémeno, lo que a su vez podria conducir al desarrollo de
nuevas estrategias para controlar el carbon, como la seleccién de genotipos de mani que
produzcan cantidades menores de sustancias inductoras de la germinacion, o la aplicacién
de sustancias exdgenas que induzcan la germinacion de las teliosporas previos al cultivo de
mani. Asi, esta estrategia buscaria reducir el in6culo, como consecuencia de la germinacion

de las esporas y posterior muerte debido a la ausencia de un cultivo susceptible.

Segun resultados de Nieto (2015), en inoculaciones controladas, el carbén no fue
observado cuando la inoculacion fue en estadios de vainas R4 (vainas con tamafio final) y
posteriores (R5 y R6, inicio de formacion de semilla y semilla inmadura de tamafio completo
dentro de la vaina, respectivamente). En nuestros resultados, no fue realizada una
inoculacion en estos estadios. Ademas, Nieto en su estudio, observé que la severidad del
carbon era mayor cuando la inoculacion fue producida en el estadio R2 (clavos en inicio de
contacto con el suelo), sin embargo, observé una marcada disminucién de la severidad a
medida que las inoculaciones se realizaban en un avance en el desarrollo de los frutos. La
severidad disminuy6 en inoculaciones en R3a (clavo de doble del didmetro en su extremo)
y fue la menor en R3b (clavo de doble diametro y longitud). Durante el avance del desarrollo
de los frutos, los tejidos de las vainas adquieren resistencia a las infecciones por T. frezii,
mencionado como una de las formas de resistencia a patogenos (March et al., 2010). En los
ensayos de este capitulo, se busco observar diferencias entre la severidad de la enfermedad
en un periodo especifico de infeccidon de gran susceptibilidad. Sin embargo, las posibles
infecciones en otros estadios de desarrollo del clavo no han sido incluidas en este estudio.
Esta informacion podria ser atil para complementar el conocimiento en los momentos de

infeccién de T. frezii.

El proceso de infeccién para el carbon del mani ain no esta completamente
estudiado. En este trabajo, los clavos fueron expuestos al indculo en diferentes momentos,
logrando la misma intensidad de la enfermedad en todo el periodo estudiado. Sin embargo,

no esta claro si todas las teliosporas pueden germinar y producir micelio dicariotico infectivo
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(Arias et al., 2021). En ambas repeticiones de los ensayos, vainas sin enfermedad fueron
encontradas, siendo que los experimentos estuvieron montados con elevadas cantidades de
indculo (>10.000 esp g* de suelo). La exposicion de los clavos al inoculo no garantiza la
infeccion. Actualmente no se conoce el motivo por el cual no se observa la totalidad de las
vainas infectadas (100 %) en suelos con elevadas densidades de indculo (> 15.000 esp g™* de
suelo) (Oddino et al., 2010; Paredes et al., 2019). Las bajas tasas de germinacion que se
encuentran en los cultivos in vitro podrian deberse, en parte, a las altas proporciones de
esporas inmaduras 0 no viables presentes de forma natural (Figueroa et al., 2021; Arias et
al., 2021). Segun Arias et al., (2021), debe considerarse como prioridad de investigacion una
mejor caracterizacion del estado fisiologico de las teliosporas dentro de una poblacion, en
cierta medida porque por ejemplo, puede promover a identificar o seleccionar moléculas de
fungicidas con actividad especifica, teniendo en cuenta la baja eficacia que presentan los
fungicidas ante T. frezii (Rago et al., 2017; Camiletti et al., 2021; Paredes et al., 2021a).

Como lo indican los resultados de este trabajo, no se encontraron correlaciones entre
los grados de severidad del carbén del mani y el momento de exposicion al inéculo de T.
frezii durante los primeros 15 dias desde el clavado. Un bajo nimero de vainas de baja
severidad (grado 1y 2) fue observado en los experimentos (n = 6). La agresividad del carbon
en las infecciones es naturalmente alta, donde més del 80 % de las vainas enfermas son grado
304 (Paredes et al., 2021b).

La infeccion puede variar segun la cantidad de in6culo de T. frezii en el suelo
(Paredes et al., 2019). Para los experimentos presentados en este trabajo, fueron observadas
diferencias en las infecciones para ambas repeticiones, y aunque fueron realizados con
diferentes sustratos, tuvieron el mismo metodo de inoculacion permitiendo que no variara la
cantidad de inéculo. Los diferentes valores de incidencia de la enfermedad observada pueden
estar ligados al tipo de suelo utilizado en cada experimento. En el EXP1, el sustrato utilizado
fue provisto por las instalaciones del INTA-IPAVE, que contenia mayor cantidad de materia
organica (~30 %) que el sustrato del EXP2, obtenido de un campo experimental (General
Deheza, Cérdoba). El contenido de materia organica del suelo, posibilita un incremento del
contenido de microorganismos, que causan un efecto positivo relacionado a la microbiota y
la fungistéasis del suelo, actuando sobre los patogenos y en las enfermedades (Chellemi et
al., 2016). Para el carbon del mani, se observd que hay una correlacion significativa entre la
intensidad de la enfermedad y el carbono organico del suelo (Serri et al., 2018).
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Muchos patdgenos de suelo afectan a la raiz de las plantas, y para ellos, la rizosfera
es el escenario en el que los propagulos de los patégenos pueden germinar. La rizésfera es
un area con intensa actividad de procesos bioldgicos, muchos de ellos antagénicos, que
pueden tener cierto efecto de control en los patdégenos (Katan 2017). Esta misma observacion
puede ser aplicada al patosistema Thecaphora-mani, donde las areas alrededor del clavo y
las relaciones microbianas en ese ambiente podrian tener ciertos efectos en las interacciones
con el patdégeno. En los patdgenos de suelo, es importante entender las complejas
interacciones entre el suelo, los patdgenos y la planta (Fiers et al., 2012). Los mecanismos
de fungistasis y produccion de exudados deben continuar siendo el foco de futuros estudios,
ya que juegan un papel importante en la ecologia de los patégenos de suelo y sus
antagonistas, lo que puede proporcionar herramientas adicionales para el manejo de estos

patdgenos (Katan 2017)

Una de las estrategias de control del carbdn del mani, es la utilizacion de fungicidas
(Rago et al., 2017). Sin embargo, la baja eficiencia de las pulverizaciones registrada para
esta enfermedad (Paredes 2017) sugiere que las caracteristicas propias de este patosistema
condicionan la efectividad de los mismos. Actualmente no hay un momento establecido
como Optimo para la aplicacion de fungicidas, aunque diversos estudios indican que el
momento oportuno de la aplicacion estaria dirigida a 7-10 dias después de R2, repitiendo la
aplicacion 10-15 dias después (Cazon et al., 2013; Paredes et al., 2015a, 2015b, 2021a;
Paredes 2017). La persistencia o la degradacion de los fungicidas en el suelo, pueden ser un
factor clave en el control de T. frezii. Se considera persistencia a la capacidad de un
plaguicida de conservar sus caracteristicas fisicas, quimicas y funcionales, durante un
periodo limitado de tiempo luego de ser aplicado (Aparicio et al., 2015). Como ya se discutid
con anterioridad, el hecho de que las infecciones se mantengan durante un periodo de al
menos 15 dias, la persistencia de los ingredientes activos fungicidas cobran importancia
dado que, aplicados al suelo, podrian perder efecto con el transcurso de los dias,
desprotegiendo a los clavos de las infecciones de T. frezii por las diferencias entre el periodo
de proteccion y la ventana de infeccidon. En resultados preliminares se observd que las
caracteristicas de los fungicidas que mejor explican el control del carbon del mani fueron la
permanencia (que representa el tiempo que tarda el fungicida en alcanzar la mitad de la
concentracion inicial; “DT50”) y la adsorcién (unién del plaguicida a las particulas de suelo;

normalizados en base al contenido de materia organica del suelo “Kco” y “Kfco”) segln
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cada ingrediente activo. Mientras mayor permanencia y menor adsorcion, mayor eficiencia
de control de la enfermedad (Paredes 2017). Por otra parte, fungicidas experimentales
aplicados en estado sélido para el control del carbon del mani, obtuvieron buenas eficiencias
de control de la enfermedad comparadas con las aplicaciones por pulverizacion (Paredes et
al., 2014). Esto podria deberse a la permanencia del fungicida en el suelo, incrementando el
tiempo en el que genera un ambiente fungitoxico para el patdgeno. De igual manera, las
aplicaciones de fungicidas nanoformulados presentan mayores eficiencias de control que la
formulaciéon convencional (Camiletti et al., 2021). La nanoformulacién podria tener un
efecto sobre la solubilidad y el comportamiento del fungicida en el suelo. La combinacion
entre la informacion del momento oportuno de aplicacion y las mejores tecnologias y

practicas, eventualmente pueden conducir a una mayor eficiencia de control del carbon.

El andlisis aqui planteado tuvo como objetivo observar si el momento de contacto
del clavo con el inoculo (promoviendo la infeccion) diferenciaba la severidad de la
enfermedad. Sin embargo, no han sido observadas diferencias estadisticas entre los
tratamientos planteados, confirmando la gran capacidad que tiene T frezii de lograr
infecciones bajo diferentes momentos y circunstancias. Esto nos posiciona en una constante
busqueda de mejorar en el conocimiento del proceso infectivo. Con esta informacién se
podrian proponer diferentes estrategias en el control de la enfermedad, tales como escape o
exclusion, proteccién en momentos especificos, provocar condiciones hostiles para el

patdgeno, entre otras.

CONCLUSIONES

- Enlos primeros 15 dias desde que el clavo ingresa al suelo puede haber infeccién,
independientemente del momento del contacto del indculo de T. frezii con los
clavos (detectando infecciones tanto en el dia 0 como en el dia 15).

- No se observaron diferencias significativas en la expresion de la enfermedad
(incidencia y severidad) asociadas al momento de exposicion del clavo al inéculo

de T. frezii.
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4. INFECCION Y COLONIZACION DE
Thecaphora frezii EN Arachis hypogaea

4.2 CONDICIONES PREDISPONENTES

“Explorar las condiciones de humedad y temperatura del suelo

que favorezcan el proceso de infeccion de T. frezii sobre A. hypogaea”

Parte de los resultados de este capitulo estan en proceso de publicacién
INTRODUCCION

El mani es una oleaginosa que se cultiva en un amplio rango de ambientes en la
provincia de Cérdoba. Los suelos y el clima de cada regién generan condiciones
agrometeoroldgicas propicias para el desarrollo del cultivo. Dentro de la provincia de
Cordoba se encuentran ambientes agroclimaticamente diferenciados (Figura 4.6)
(Secretaria de ambiente 2014). Las condiciones edaficas y agroecoldgicas de cada region no
solo pueden influenciar el desarrollo del cultivo, sino también generar efectos sobre la
expresion de enfermedades, entre ellas el carbdn del mani causado por Thecaphra frezii.

Regiones Naturales Bolson Chaquefio
- Bafiados del Rio Dulce Pampa Arenosa Plana
[ Llanura Chaquefia [ Pampa Arenosa Alta

| Pampa Loéssica Altos de Morteros  [II| Pampa Anegadiza

[ Salinas - Pampa Medanosa
- Depresion del Tortugas- San Antonio Pampas de Altura

{ Pampa Loéssica Plana - Sierras del Norte

[' Pampa Loéssica Alta - Sierras del Sur
- Pampa Loéssica Ondulada - Valles Intermontanos

Faldeo y Depresién Interserrana - Depresion del Mar de Ansenuza

Figura 4.6. Regiones naturales de la provincia de Cérdoba (Secretaria de ambiente 2014).
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El &rea manisera esta ubicada principalmente en la region centro-sur de la provincia,
principalmente los departamentos de General Roca, Rio Cuarto, Judrez Celman y Presidente
Roque Saenz Pefia. Actualmente, los principales cultivares de mani sembrados son
susceptibles al carbon (Paredes et al., 2021b), siendo el cultivar Granoleico, de alta
productividad y de gran adaptacion a diferentes condiciones agroecoldgicas, por lo que es el
cultivar con mayor superficie sembrada. Sin embargo, el mismo es altamente susceptible al
carbén, por lo que ha contribuido a la multiplicacion y propagacion de las teliosporas de T.

frezii en toda el area manisera (Cignetti et al., 2010; Rago et al., 2017; Cazon et al., 2018).

Para que se produzca enfermedad es necesario que haya un patégeno virulento, un
hospedante susceptible y condiciones ambientales favorables (Agrios, 2005). Para este
patosistema en particular, el patoégeno T. frezii se encuentra en el suelo como teliosporas de
resistencia en estado latente, esperando el momento de susceptibilidad del hospedante para
colonizar y producir la infeccién. El cultivo de mani (Arachis hypogaea L.) es el Unico
hospedante susceptible a la colonizacion de T. frezii, donde el proceso de infeccion ocurre

durante el momento de clavado (Marinelli et al., 2008).

El mani es una planta indeterminada en su desarrollo reproductivo (Smith 1950).
Aproximadamente 30 a 50 dias después de la emergencia (DDE), las plantas de mani
comienzan a producir flores. EI nimero de flores seguirda aumentando hasta que la planta
alcance el pico de floracion alrededor de 60 a 90 DDE, luego el desarrollo floral diario
comienza a disminuir (Boote 1982; Vara Prasad et al., 1999a; Giayetto et al., 2017). Esto
genera como resultado un proceso de clavado escalonado en el tiempo. Para la provincia de
Cordoba, las vainas que logran la maduracion adecuada y seran cosechadas, tienen un
periodo de clavado aproximado que inicia en los Gltimos dias de diciembre hasta los Gltimos
dias de febrero. Los clavos generados en este periodo pueden infectarse por carbén,
observando los sintomas en el momento de la cosecha. Sin embargo, factores ambientales
como precipitaciones y temperatura, pueden condicionar la productividad, fenologia e
infeccion (Fiers et al., 2012; Katan 2017).

Como el proceso de infeccion se produce en el suelo, es importante entender las
complejas interacciones entre el suelo, los patdgenos y la planta (Fiers et al., 2012). Bajo
este supuesto, las condiciones edaficas y su relacion con el clima podrian generar diferentes

situaciones que influyan en los procesos infectivos de T. frezii. Dentro de las variables
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climéticas, las condiciones de humedad y temperatura son las mas importantes (\VVara Prasad
et al., 1999b). Cuantificar las lluvias es un método directo de determinar la cantidad de agua
que ingresa en el suelo. Adicionalmente, las sequias estacionales generan condiciones de
estrés en el cultivo por lo que su rendimiento se ve reducido. Dependiendo de la frecuencia
e intensidad del periodo de limitacion de agua, el estrés también podria influir en la
naturaleza e intensidad de las enfermedades (Kambiranda et al., 2011). Este efecto especifico
puede ser negativo (aumento de la susceptibilidad) o positivo (aumento de la
resistencia/tolerancia) segun el estrés y el patdgeno en estudio. En registros de carbén en
relevamientos zonales, se observo que afios con mayores precipitaciones la presencia de
carbon era menor, mientras que afios mas secos los registros de carbon fueron méas elevados
(Paredes et al., 2021b). Sin embargo, no hay ningun estudio especifico que aborde el efecto

de la sequia en la expresion de la enfermedad.

Tal como sucede a nivel mundial, donde el cultivo de mani frecuentemente esta
expuesto a sequias estacionales y altas temperaturas (ya que las lluvias pueden ser irregulares
e insuficientes; Wright y Rao 1994; Kambiranda et al., 2011), la produccion de mani en
Argentina esta expuesta a situaciones similares, donde el cultivo generalmente es producido
bajo condiciones de secano. Teniendo en cuenta que el estrés por sequia podria aumentar la
susceptibilidad al carbén en la regidn, y que esta enfermedad tiene un alto impacto en la
produccion, demostrar el efecto de las condiciones de humedad y temperatura en la
expresion de la enfermedad es fundamental para el desarrollo de correctas estrategias de
manejo. Por esta razon, se plante6 como objetivo explorar las condiciones de humedad y

temperatura del suelo que favorezcan el proceso de infeccion.
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4.2.1 EVALUACION DE LA INFLUENCIA DE LAS CONDICIONES
DE HUMEDAD EN LA INFECCION

MATERIALES Y METODOS

Ensayo en condiciones controladas

El ensayo fue realizado en invernadero, en las instalaciones del INTA-CIAP-IPAVE.
Una maceta Unica (4 L; 25 cm de diametro y 15 de alto) fue la unidad experimental. Se
sembraron semillas de mani cultivar Granoleico en plantineras y se trasplantaron en estado
de plantula (10 DDE) a cada unidad experimental, para lograr una planta por maceta. Las
plantas se mantuvieron en ambiente controlado (24 + 4 °C), sin restricciones hidricas durante

el inicio del ensayo, libre de plagas y control de malezas en forma manual.

Cada unidad experimental fue inoculada con una suspension de teliosporas de T.
frezii (obtenida del area experimental de General Deheza del afio anterior al ensayo),
agregando 0,5 g de teliosporas en solucion con 200 cm® de agua, para lograr una
concentracion de 10.000 teliosporas g* de suelo, cantidad de teliosporas con potencialidad

de lograr incidencias superiores a 70 % (Paredes et al., 2021a).

Una mezcla homogénea estéril fue utilizada como sustrato (proporcion de tierra y
arena 1:1 v/v) previamente secada en estufa a 105 °C por 48 horas para eliminar la totalidad
del agua retenida. El contenido de agua del suelo se determind mediante el método
gravimétrico (Shukla et al., 2014). Para esto, las macetas se regaron lentamente hasta
saturacion (agregando aproximadamente 1 litro de agua), y se dejé drenar aproximadamente
15 min. Una vez que completé el drenaje de agua, se registro el peso de cada maceta. Este
valor fue considerado como capacidad de campo, la cantidad maxima de agua capaz de ser
retenido por el sustrato y representé el 100 % del contenido hidrico de suelo (CHS). Con los
pesos de cada maceta en suelo totalmente seco y a saturacion, fue calculada la cantidad de
agua necesaria para lograr en cada maceta las condiciones hidricas de suelo necesarias para

cada tratamiento.

Se realizaron dos ensayos: campafia 2016-17 (20, 30, 40, 60 y 80 % CHS), y 2018-
19 (30, 40, 60 y 80 % CHS), de aqui en adelante referidos como 2017 y 2019 (afio de
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cosecha). El disefio experimental consistio en tratamientos dispuestos completamente al azar

con diez repeticiones (2017) y entre seis y doce repeticiones (2019).

Las plantas se mantuvieron sin restricciones hidricas hasta que todas las macetas
tuvieran al menos una flor. En este momento fue suspendido el riego y el contenido hidrico
de cada maceta se fue reduciendo progresivamente hasta lograr el CHS seglin cada
tratamiento (agregando agua suplementaria cuando fue necesario). Se mantuvo cada maceta
en la humedad deseada durante un mes. El contenido gravimétrico de agua se controld
diariamente pesando cada maceta, agregando el agua perdida para mantener el peso (segun
la CHS) de cada tratamiento (Figura 4.7). Después de 30 dias de condiciones de agua
limitada, se restituyo el riego a todas las macetas y se mantuvieron sin restricciones hidricas

hasta finalizar el experimento (~ 60 dias mas).

Todas las vainas maduras (R7 o R8; Boote 1982) producidas durante el periodo de
agua limitada, fueron recolectadas y evaluadas segun la severidad de carbédn, determinando
la incidencia, las vainas severamente afectadas (SDP) y el indice de severidad del carbon
(DSI) (Ver Capitulo 1). Los clavos y flores producidos fuera del periodo de restriccién

hidrica fueron removidos o0 no se tuvieron en cuenta para el analisis.

Figura 4.7. Pesaje de macetas para determinar la condicion hidrica de suelo (CHS) de cada
tratamiento (izquierda): Aleatorizacion de macetas en invernadero (derecha).

103



Experiencia a campo

Para este anélisis observacional, se establecieron dos zonas de estudio ubicadas en la
principal area de cultivo de mani: modulo experimental de AGD, en General Deheza,
Cordoba (— 32° 45’ 20.53" S, — 63° 46' 56.5” O), y area experimental ‘El Carmen’, en
General Cabrera, Cordoba (— 32° 49" 41.32” S, — 63° 23’ 24" O), de ahora en adelante
“General Deheza” y “General Cabrera”, respectivamente. Las dos zonas de estudio se
seleccionaron por su alta presion de inéculo de T. frezii, siendo de ~ 4.500 para General
Deheza y ~ 10.000 teliosporas g* de suelo para General Cabrera. Estas densidades de
indculo son mayores a las registradas en campos altamente infestados (> 40 % incidencia)
del 4rea manisera (~1.150 teliosporas g de suelo) (Paredes et al., 2019).

Se registraron los valores de precipitacion diaria en cada sitio utilizando estaciones
meteoroldgicas locales. Los periodos de acumulacion de lluvias mensuales y quincenales se
clasificaron de diciembre a marzo. Para General Deheza se registraron los valores de
enfermedad y de precipitacion las campafias 2014-15 hasta la 2018-19 (de aqui en adelante
2015 a 2018, segun el afio de cosecha), mientras que para General Cabrera se registraron las
campafas 2015-16 hasta la 2019-20 (de aqui en adelante 2016 a 2019, segun el afio de
cosecha).

En ambos sitios fue utilizado el cultivar de mani Granoleico, sembrado a 15-18
semillas m™ con distancia entre surcos de 0,7 m, la implantacién fue durante el periodo
normal de cultivo (20 de octubre al 15 de noviembre). Las areas experimentales se
mantuvieron sin malezas e insectos. El control de enfermedades foliares como viruela del
mani (Nothopassalora personata) se realizé utilizando fungicida clorotalonil, fungicida sin
actividad sobre T. frezii (Paredes et al., 2021a).

Para la cuantificacion del carb6n se tomaron muestras de parcelas testigos (sin
tratamiento) de distintos experimentos en cada area experimental. Cada muestra consistia en
todas las plantas producidas en 1 m?, al estado fenoldgico R8, donde todas las vainas en esa
superficie fueron evaluadas. EI nimero de muestras fue variable segun el afio y el sitio
experimental. Se determinaron las variables: incidencia, vainas severamente afectadas
(SDP), vainas grado 3 y grado 4, indice de severidad (DSI), vainas grado 1y 2 (LDP) (Ver
Capitulo 1).
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Analisis estadisticos

Para los experimentos en maceta andlisis de comparacion de medias de la variable
DSI fueron realizados segun test de Tukey (P < 0,05). La variable DSI fue transformada
como raiz cuadrada, comprobando normalidad y homocedasticidad a posteriori. Se observé
un efecto afio no significativo (P = 0,082), de esta manera se combinaron los afios de
experimentos, realizando un test-F y comprobando que las varianzas entre afios no tenian

diferencias significativas (P = 0,062).

Para los ensayos a campo, se realizaron andlisis de comparacion de medias de los
pardmetros de la enfermedad segun test de Tukey (P < 0,05) entre los afios de cada sitio de
estudio.

Con los datos de campo se realizaron andlisis de correlacién de Pearson con todas
las variables de enfermedad en funcion de las precipitaciones acumuladas durante el
momento de clavado (periodo de susceptibilidad), particionadas segun la acumulacion de las
precipitaciones en fracciones de 15 dias, 30 dias y totales, utilizando las funciones del
paquete ‘corrplot” de R (Wei and Simko 2021).

Todos los datos se analizaron en R version 4.0.5 (Team R Development Core 2018).
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RESULTADOS

Ensayo en condiciones controladas

En el tratamiento con CHS 20 % no se observé produccién de clavos o bien estos no
lograron elongar y penetrar en el suelo. Durante el primer afio de experimento (2017), este
tratamiento de muy bajo contenido hidrico condicioné la produccién de clavos, las plantas
de mani se mantuvieron estables, pero con notable estrés, baja turgencia en hojas y sin
desarrollo floral. Al no producir vainas, no se realiz6 evaluacion de la enfermedad y fue

eliminado de las repeticiones en los afios posteriores (Tabla 4.3).

Tabla 4.3. Produccion de vainas totales y enfermas por carbén del mani, y medidas
resumenes de la enfermedad como incidencia, vainas severamente afectadas (SDP) e indice
de severidad (DSI) para los distintos tratamientos segln la condicion hidrica del suelo (CHS)
en distintos afios de experimentos en condiciones controladas.

Afio  CHS (%) vainas - Vainas - dencia (%)@ SDP (%)@ DSI (%)@
totales enfermas
20 - § i i i i
30 5 27 7 242+161  242+161 226+153
2017 40 5 28 4 1374192  137+192  13+186
60 5 38 6 16 + 14 16+14  131+115
80 5 30 3 844+116  84+116 7,89+108
30 12 64 31 2891217  433%227 43:223
o Y062 158+201  158+201  14+179
60 6 24 5 208+165  167+183 16,67+ 14,7
80 12 104 17 1594124  131+121 128+107

& Medias obtenidas de todas las observaciones para cada variable, segin la condicién
hidrica del suelo (CHS) en distintos afios de experimentos + el desvio estandar.

Se observé una disminucién del porcentaje de vainas severamente afectadas (SDP)
a medida que la condicion hidrica del suelo fue mayor, donde los tratamientos mas secos
presentaron los mayores niveles de enfermedad (Figura 4.8). Durante el afio 2017 la
enfermedad se presento con valores medios de SDP en un rango de 8,4 a 24,2 % para 80 y
30 % CHS, respectivamente. En el afio 2019 se registré una mayor intensidad del carbon
con valores de SDP de 13,1 a 43,3% (80 y 30 % CHS, respectivamente).

106



2017 2019

60
< 40 {
3 <~ <
[a] ™~

S
20 E
S
0
30 40 50 60 70 80 30 40 50 60 70 80

CHS (%)

Figura 4.8. indice de severidad del carbon del mani (DSI %) en plantas con déficit hidrico
controlado. Variaciones segun diferentes condiciones hidricas de suelo (CHS) durante un
mes en la etapa reproductiva. Los puntos solidos representan las medias, los puntos claros
representan cada observacion y las barras muestran la media + la desviacion estandar.

El tratamiento con CHS 30 % present6 diferencias estadisticamente significativas al
resto de los tratamientos (P < 0,05), registrando los mayores niveles de enfermedad (32,6
DSI %). El resto de los tratamientos no registro diferencia significativa entre ellos (Figura
4.9).
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Figura 4.9. Diferencias entre el indice de severidad del carbon del mani (DSI), para las
diferentes condiciones hidricas de suelo (CHS) evaluadas. Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas segun test de comparacion de medias Tukey (P <
0,05). Los puntos grises representan observaciones, el punto negro las media con su limite
de confianza.
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Ensayos a campo

Los registros de lluvias diarias (mm) de los dos sitios de estudio muestran variaciones
en los diferentes afios. Para la campafia 2017-18, las precipitaciones fueron menores a las
normales, reflejando una fuerte condicion de sequia en ambos sitios (Figura 4.10, Tabla S
4.2)

General Cabrera General Cabrera General Cabrera General Cabrera General Cabrera
2015-16 2016-17 2017-18 2018-19 2019-20
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Figura 4.10. Precipitaciones diarias (mm) en registrados de diciembre a marzo (periodo del
cultivo en crecimiento y desarrollo) para los afios de estudio en cada sitio de ensayo (General
Cabrera y General Deheza).

Tabla 4.4. Precipitaciones (mm) mensuales y totales (diciembre a marzo), para los afios de
estudio en cada sitio de muestreo (General Cabrera y General Deheza).

. General Cabrera General Deheza
Campana - -
Dic Ene Feb Mar Total Dic Ene Feb Mar Total
2014-15 - - - - - 39 89 255 121 503

2015-16 119 99 231 64 513 122 123 249 45 538
2016-17 91 9 161 93 444 101 105 188 68 462
2017-18 116 29 22 10 177 139 31 15 15 200
2018-19 83 160 35 135 413 113 96 36 113 357
2019-20 118 103 111 122 455 - - - - -
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Diferencias en las medias de la enfermedad fueron observadas en los diferentes afios

para los dos sitios de estudio (Figura 4.11,

Tabla 4.5). Los mayores niveles de enfermedad para ambos sitios fueron en el afio
2018 con 51,3 y 45,37 SDP % para General Cabrera y General Deheza, respectivamente.
Durante esa camparfia se registraron las menores precipitaciones de diciembre a marzo (177

mm y 200 mm) para cada uno de los sitios respectivamente (Tabla 4.4).
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Figura 4.11. Diagrama de caja (Boxplot) que muestra la distribucion del porcentaje de
vainas severamente afectadas (SDP %) del carbén del mani para cada afio en cada sitio
(General Cabrera y General Deheza). La linea sélida en las cajas representa la mediana, los
limites inferiores y superiores de las cajas representan los percentiles 25 y 75 de los datos
respectivamente, los puntos grises son observaciones, los puntos blancos la media y los
puntos negros representan valores atipicos (outliers). EI area sombreada verde grafica las
precipitaciones acumuladas en cada uno de los meses (diciembre a marzo) para cada afio.
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Tabla 4.5. Medidas resimenes y comparaciones de las evaluaciones de la severidad del
carbén del mani como incidencia, vainas severamente afectadas (SDP) e indice de severidad
(DSI) del carbon del mani, para las diferentes parcelas muestreadas en el estudio (n) entre
los afios 2016 a 2020 (General Cabrera) y 2015 a 2019 (General Deheza).

Sitio  Afo n Incidencia (%) 2 SDP (%) 2 DSI (%) @
2016 19 46,68+ 10,11 b 345+11,41 ¢ 3593+9,46 b
2017 7 3929+574 b 365+691 bc 3362+575 b
General
2018 21 56,18 +5,49 a 51,3+596 a 488+578 a
Cabrera
2019 19 4578+6,7 b 4232+659 b 38,81+594 b
2020 19 5443 +6,98 a 50,64+6,9 a 46,41+6,36 a
2015 16 38,62+474 b 3472+407 ¢ 3239+394 ¢
G I 2016 15 4458+779 ab 37,72+722 ¢ 354+697 Dbc
enera
2017 13 4766+772 a 4381+661 ab 40,82+6,42 ab
Deheza
2018 33 4915+6,16 a 4537+576 a 4265+562 a
2019 15 4551+399 a 39,04+399 bc 36,26+3,32 hc

& Medias obtenidas de todas las observaciones + el desvio estandar, para cada variable
segun el afio de evaluacion y el sitio de estudio. Letras diferentes en las columnas y dentro
del sitio indican diferencias estadisticamente significativas segun test de comparacion de

medias Tukey (P < 0,05).

La proporcion de cada grado de severidad de las vainas severamente afectadas (grado

3y grado 4) fue analizada individualmente (Tabla 4.6; Figura 4.12). Se observ6 una mayor

variabilidad interanual para los registros de vainas severidad grado 4 que las vainas de grado

3. Los valores maximos de severidad grado 4 se observaron en el afio 2018, campafia con

una sequia estacional marcada para ambos sitios de estudio.
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Figura 4.12. Diagrama de caja (Boxplot) que muestra la distribucion de los grados de
severidad 3 y 4 (vainas severamente afectadas) para cada afio en cada sitio de estudio
(General Cabrera y General Deheza). La linea solida en las cajas representa la mediana, los
limites inferiores y superiores de las cajas representan los percentiles 25 y 75 de los datos
respectivamente y los puntos negros representan valores atipicos (outliers).
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Tabla 4.6. Medidas resimenes y comparaciones de las evaluaciones de la severidad del
carbdn del mani como porcentaje de vainas de severidad grado 3 y severidad grado 4, para
las diferentes parcelas muestreadas en el estudio (n) entre los afios 2016 a 2020 (General
Cabrera) y 2015 a 2019 (General Deheza).

Sitio Afo n Grado 3 (%) 2 Grado 4 (%) 2
2016 19 18,67 +5,74 b 15,83+7,3 c
2017 7 17,1 + 3,65 b 194+534 bc
General
2018 21 19,76 + 4,76 b 31,54 +8,12 a
Cabrera
2019 19 20,97 + 3,45 ab 21,35+4,43 bc
2020 19 245+ 3,35 a 26,13+55 ab
2015 16 15,9+ 3,12 b 18,82 + 3,95 b
2016 15 20,58 + 3,38 a 17,14 + 7,61 b
General
2017 13 18,78 + 3,32 ab 25,03+4,6 a
Deheza
2018 33 17,57 + 3,19 b 27,8 £5,98 a
2019 15 21,53+ 2,86 a 17,52 + 2,57 b

& Medias obtenidas de todas las observaciones * el desvio estandar, para cada variable
segun el afio de evaluacion y el sitio de estudio. Letras diferentes en las columnas y dentro
del sitio de estudio indican diferencias estadisticamente significativas segin test de
comparacion de medias Tukey (P < 0,05).

Se realizaron correlaciones de los parametros de la enfermedad con las
precipitaciones mensuales y quincenales, incluyendo también las precipitaciones totales de
la campana (1 de diciembre al 1 de abril), y las precipitaciones acumuladas en los meses de
susceptibilidad a la enfermedad por formacion de clavos (enero a marzo) (Figura 4.13,
Tabla S 4.3). Las correlaciones negativas indican que mientras mas mm de lluvia son
acumulados, menor es el sintoma de la enfermedad, a su vez, las correlaciones positivas

indican que a mayores precipitaciones mayor es la expresion de la enfermedad.

La mayor correlacion se observo entre las vainas grado 4 y SDP para las
precipitaciones mensuales del 15 de febrero — 15 de marzo (R = — 0,57), como también para
las precimitaciones totales acumuladas del 1 de enero al 15 de marzo (total del periodo

desusceptibilidad) para las vainas grado 4 (R = — 0,57).
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Se observaron correlaciones positivas durante el mes de diciembre y del 15 al 31 de
diciembre, en todos los pardmetros de la enfermedad menos en LDP para el 15 al 31 de
diciembre (R = — 0,21). LDP tiene correlacion positiva y significativa en casi todos los
periodos analizados, indicando que a mayores precipitaciones la frecuencia de observar

vainas de baja sintomatologia (grado 1 o 2) es mayor.

Las correlaciones con el parametro “grado 3” fueron no significativas en la mayoria
de los periodos analizados, o positivas con valores entre 0,17 a 0,32, con solo un periodo (15

de febrero al 15 de marzo) con correlacion negativa (R =— 0,15).
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Figura 4.13. Correlaciones entre la precipitacion estacional (periodos de lluvia) y los
pardmetros del carbdn como indice de severidad de la enfermedad (DSI), incidencia, vainas
severamente afectadas (SDP), vainas enfermas grado 3 y 4 y vaina ligeramente afectadas
(LDP) obtenidos en los sitios de muestreo. Los numeros indican el coeficiente de correlacion
de Pearson, y el color grafica los valores de correlacion, siendo tonos azulados para valores
negativos y rojizos para valores positivos. Valores tachados significan una correlacion no

significativa (P > 0,05)
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4.2.2 EVALUACION DE LA INFLUENCIA DE LAS CONDICIONES
DE TEMPERATURA EN LA INFECCION

MATERIALES Y METODOS

Ensayo en condiciones controladas

El ensayo se llevd a cabo invernadero en las instalaciones del INTA — IPAVE. Cada
unidad experimental fue una maceta pléstica de 8 litros con sustrato en proporcion de tierra
y vermiculita 3:1 v/v. Se sembraron semillas de mani cultivar Granoleico en plantineras y se
trasplantaron en estado de plantula (10 DDE) a cada unidad experimental, para lograr una
planta por maceta. Las plantas se mantuvieron en ambiente controlado, sin restricciones

hidricas, libre de plagas y control de malezas en forma manual.

Al momento del trasplante, cada maceta fue inoculada con teliosporas de T. frezii,
adicionando 0,5 g de teliosporas en solucion con 200 cm® de agua, para lograr una

concentracion aproximada de 10.000 teliosporas g de suelo.

Se mantuvieron 5 unidades experimentales (repeticiones) en cinco compartimientos
diferentes de los invernaderos, fueron mantenidos bajo diferentes condiciones de
temperatura: 24, 26, 28, 30, 32 °C. Ademas, fue utilizada una cdmara de crecimiento

programada a 22 °C.

La temperatura fue registrada durante 21 dias con las plantas de mani en estado
reproductivo. Los cubiculos de los invernaderos no son homogéneos, y el control del
ambiente no es preciso, en este sentido, se observaron diferencias entre la temperatura
programada y la temperatura registrada. De esta manera, la temperatura media total real fue
la utilizada como variable independiente, conformando los tratamientos: 22; 24,6; 26,5;
27,2; 29; 29;8 °C.

Todos los clavos que iniciaron su ingreso al suelo durante el periodo de temperatura
controlada fueron identificados y evaluados en estado de madurez (R7 o R8; Boote 1982).
La evaluacion fue realizada segun incidencia, vainas severamente afectadas (SDP) vy el
indice de severidad del carb6n (DSI), determinando la severidad en cada vaina (Ver Capitulo
1). Las flores, clavos y frutos producidos fuera del periodo de temperatura controlada fueron

removidos.
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Ensayo en condiciones de campo

En este estudio observacional fueron utilizados lotes de relevamientos regionales
para el monitoreo de la situacién sanitaria del carbon del mani en la provincia de Cordoba
(Ver Capitulo 3.1). Se seleccionaron 30 lotes (5 lotes en 2017, 12 en 2018 y 13 en 2019)
donde se realizo la determinacion de indculo en suelo previo a la siembra (Ver metodologia
en Capitulo 3.2). De esta manera, cada lote fue clasificado segun la cantidad de teliosporas
estimada como “bajo” o “alto” inéculo (menor a 750 o mayor a 750 teliosporas g™* de suelo,
respectivamente). Datos de incidencia, vainas severamente afectadas (SDP) e indice de
severidad del carbdn (DSI) registrados en cada lote fueron utilizados para el anélisis (Tabla
S4.4).

A partir de una base de datos de variables climaticas de los relevamientos regionales
de carbdn, se seleccionaron datos de temperatura media, minima y méaxima, estimados
semanalmente (promedios), en los meses de enero y febrero (momento de clavado y
susceptibilidad a la infeccion) (Tabla S 4.5).

Andlisis estadisticos

Para los experimentos en maceta y a campo, analisis de comparacion de medias de

los pardmetros de la enfermedad fueron realizados segun test de Tukey (P < 0,05).

Fueron realizados analisis de regresion de la variable DSI para los datos de campo
fueron realizados, graficando las ecuaciones y las pendientes para cada uno de los periodos
de estudio. Ademés fueron realizados andlisis de correlacion de Pearson con todas las
variables de enfermedad en funcion de las temperaturas, particionando segun la cantidad de
esporas de los lotes en estudio, utilizando las funciones del paquete ‘corrplot’ de R (Wei y
Simko 2021).

Todos los datos se analizaron en R version 4.0.5 (Team R Development Core 2018).
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RESULTADOS
Ensayo en condiciones controladas

Las temperaturas minimas, maximas y medias diarias de cada box del invernadero y
en la camara de crecimiento se registran en la Tabla S 4.6. La media de las temperaturas
minimas registradas durante el periodo de estudio estuvieron comprendidas en un rango de
22,7 a 26,4 °C, mientras que la media de las temperaturas maximas registradas estuvo

comprendida entre 26,6 y 32,9 °C, sin considerar la cAmara de crecimiento (22 °C).

Infecciones de carbdn fueron registradas en todos los tratamientos de temperaturas,
siendo el menor DSI registrado a 22 °C (22,18 %), y el mayor a 27,2 °C (60,07 %). A partir
de esa temperatura, el DSI disminuye (49,56 y 43,04 % para 29 y 29,7 °C, respectivamente)

aunque sin diferencias significativas (P > 0,05; Tabla 4.7, Figura 4.14).

Tabla 4.7. Medidas resimenes y comparaciones de las evaluaciones de la severidad del
carbdn del mani como incidencia, vainas severamente afectadas (SDP) e indice de severidad
(DSI) del carbdn del mani, segn diferentes temperaturas medias en ensayos en condiciones
controladas.

Temperatura

media (°C) Incidencia (%) 2 SDP (%) @ DSI (%) @

22 5 325+1083 a 20,23+10,85 a 22,18+8,08 a
24,6 4 51,39+2,78 ab 4514+13,68 ab 40,8 + 8,85 ab
26,5 5 4866+1291 ab 4202+1233 ab 3925+724 ab
27,2 4 71,43+1315 b 66,57 + 18,7 b 60,07 £15,1 b

29 5 62,92 + 9,59 b 5342+10,75 Db 49,56 + 7,06 b
29,7 5 52,53 +16,1 b 4877+x1427 b 4304+1423 b

& Medias obtenidas de todas las observaciones + el desvio estdndar, para cada variable
segun la temperatura media registrada (°C). Letras diferentes en las columnas y dentro del
sitio de estudio indican diferencias estadisticamente significativas segun test de
comparacion de medias Tukey (P < 0,05).
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Figura 4.14. Linea de tendencia de las incidencias de carbon del mani registradas en
diferentes temperaturas medias en ensayos en condiciones controladas. Distribucion del
indice de severidad del carbon del mani (DSI %) en funcién de diferentes temperaturas
medias (°C) evaluadas en ensayos en macetas. El punto blanco representa la media con su
desvio estandar y los puntos grises son observaciones. El &rea sombreada grafica el 95 % de
confianza alrededor de la linea punteada de tendencia.
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Ensayos en condiciones de campo

Anélisis de regresion y correlacion permitieron explorar el efecto de las temperaturas

medias, minimas y maximas en la intensidad de la enfermedad. El modelo indica que el nivel

de indculo tiene un efecto significativo en la respuesta de la enfermedad (P < 0,05), en la

interaccion con las temperaturas observadas. Las pendientes regresoras y sus coeficientes de

determinacion son mayores en altos niveles de indculo (> 750 esporas g* suelo) (Figura

4.15).
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Figura 4.15. Regresion lineal del indice de severidad del carbon del mani (DSI) en funcién
de los promedios de las temperaturas minimas, medias y méximas en los meses de enero,
febrero y enero y febrero, obtenidos en diferentes lotes muestreados. Las lineas punteadas
representan la linea regresora para lotes de alto inoculo de T. frezii en suelo (rojo) y bajo
indculo (celeste), los puntos son observaciones y el area sombreada grafica el 95 % de
confianza alrededor de la linea punteada de tendencia
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Al particionar el analisis segin la cantidad de indculo de suelo, no se observaron
correlaciones significativas (P > 0,05) cuando el in6culo de los campos evaluados fue menor
a 750 teliosporas g de suelo, en ninguna de las variables de temperatura evaluadas. Sin
embargo, una alta correlacion fue observada para los lotes con alto indculo (> 750 teliosporas

g de suelo).

Si bien las temperaturas medias de los meses de enero y febrero tienen una
correlacion significativa, las diferencias numéricas de esta variable es de un rango bajo
(~23,6 a ~24). Ademas, las temperaturas medias del mes de febrero tienen una correlacién

significativa, pero no las temperaturas medias del mes de enero, para lotes de alto indculo.

En un andlisis global, las temperaturas no tienen correlaciones significativas en
situaciones de bajo indculo, con una mayor influencia en las codiciones de mayor inéculo.
Para esta situacién, la correlacion negativa en las temperaturas maximas indican que a mayor
temperatura la intensidad del carbon es menor, mientras que la correlacion positiva y
significativa en la temperatura minima, indica que mientras menor es la temperatura minima,
menor es la expresion de la enfermedad. Esto sugiere que tanto las temperaturas maximas
extremas, como las minimas extremas, condicionan en cierta medida la expresion de la

enfermedad (Figura 4.16).
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Figura 4.16. Correlaciones entre los promedios de las temperaturas minimas, medias y
maximas y los parametros del carbon como indice de severidad de la enfermedad (DSI),
incidencia y vainas severamente afectadas (SDP) obtenidos en diferentes lotes muestreados,
particionado por lotes de bajo, alto o alto y bajo in6culo de suelo de T. frezii. Los nimeros
indican el coeficiente de correlacion de Pearson, y el color grafica los valores de correlacion,
siendo tonos azulados para valores negativos y rojizos para valores positivos. Valores
tachados significan una correlacion no significativa (P > 0,05)
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DISCUSION

La temperatura y la humedad son dos variables agrocliméticas que influyen en la
expresion de las enfermedades. Segun los resultados de este estudio, la condicion hidrica del
suelo y las precipitaciones tienen influencia en la expresion del carbon del mani, como

también las variables de temperaturas extremas minimas y maximas.

La limitacion de agua durante el periodo de crecimiento y desarrollo del cultivo
aumenta la incidencia y severidad del carbén del mani. Segun los andlisis realizados, las
mayores correlaciones se ubicaron en los periodos comprendidos entre mediados de enero y
principios de marzo. Estos periodos coinciden con estado donde el mani suele desarrollar
clavos, que es el 6rgano susceptible del cultivo (Marinelli et al., 2008; Rago et al., 2017). La
interpretacion de los valores de correlacion, deben estar sujetos a la aplicacion del problema
de estudio (Kozak 2009). De este modo, las correlaciones observadas en este estudio (R >
50) pueden considerarse de moderada o alta correlacion (Mukaka 2012). Ademas, en los
experimentos en maceta fue observado que en una situacion de bajo CHS (30 %) la
incidencia de la enfermedad aumenta significativamente (P < 0,05), confirmando los

resultados observados a campo.

Diversos patdgenos se ven favorecidos por periodos de mojado prolongados,
precipitaciones o altas humedades relativas. Sin embargo, los resultados de este estudio
indican que las infecciones de carbén se ven beneficiadas en situaciones de menores
precipitaciones. Considerando que los clavos y la infeccion se desarrollan bajo tierra,
probablemente el carbdn sea de mayor similitud a las enfermedades de las raices que a las
de hojas o tallos. Sumado a esto, condiciones de sequia pueden aumentar la resistencia a
patdgenos o, por el contrario, pueden aumentan su susceptibilidad. Mayor resistencia bajo
condiciones de sequia se reporta por ejemplo en infecciones de Sclerotinia sclerotiorum en
Nicotiana benthamiana (Ramegowda et al., 2013), o de Blumeria graminis en cebada (Wiese
et al., 2004) o tomate infectado por Botrytis cinerea u Oidium neolycopersici (Achuo et al.,
2006), entre otros. Contrariamente, un aumento en la susceptibilidad por sequia fue
reportado para Fusarium spp., Rhizoctonia bataticola, Magnaporthe oryzae, Macrophomina
phaseolina, Puccinia sp., Erysiphe graminis y Rhizoctonia bataticola, entre otros hongos
patdgenos (Wegulo et al., 2013; Bidzinski et al., 2016; Pandey et al., 2017; Sinha et al.,
2019). Sin embargo, no hay ningun estudio especifico que aborde el efecto de la sequia en
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el carbon, siendo este el primer reporte que identifica el efecto de las precipitaciones y el
contenido hidrico de suelo frente a la enfermedad.

Se ha informado que el estrés abiotico a largo plazo aumenta la susceptibilidad a los
patdgenos por dos mecanismos diferentes, pero no mutuamente excluyentes: el aumento de
la tasa de colonizacion del patdgeno y el debilitamiento de las defensas de la planta. El
aumento de la tasa de colonizacion ha sido reportado por efecto de la salinidad en la
infeccion de raices por Phytophthora cryptogea en Chrysanthemum morifolium (MacDonald
1982), y por sequia en las infecciones de Macrophomina phaseolina en Phaseolus vulgaris
causada por la reduccion en el estado hidrico (Mayek-Pérez et al., 2002). Por otro lado, la
inhibicion de las defensas ha sido reportada en Arabidopsis infectadas por Pseudomonas
syringae bajo sequia, donde ABA inhibi¢ la sefializacion de defensa (De Torres-Zabala et
al., 2007; Goel et al., 2008; Aung et al., 2018), en el arroz infectado con Magnaporthe
oryzae, se identificé que la sequia suprimia la inmunidad desencadenada por patrones y
efectores en la planta, pero también se reprimian masivamente los genes de virulencia del
patdgeno (Bidzinski et al., 2016; Aung et al., 2018).

En el patosistema Thecaphora-mani, la reduccion de la disponibilidad de agua,
causada por las menores precipitaciones en los campos o un por el déficit hidrico controlado
en el invernadero, aumentd los sintomas de T. frezii en las vainas. Una de las variables que
mejor explica la enfermedad es el porcentaje de vainas severamente afectadas (SDP %)
(Paredes et al., 20214, b). En afios de mayores precipitaciones fueron observados menores
SDP % en comparacién con el afio de menor precipitacion (2018), donde se observo la mayor
intensidad del carbon. En este sentido, las vainas de severidad grado 4 tienen una mayor
influencia segun las correlaciones observadas. Como se dijo anteriormente, la mayor
susceptibilidad puede estar dada por mecanismos a nivel de la colonizacion del patdgeno,
por ejemplo una alteracién en la composicion o concentracion del exudado de los clavos,
favoreciendo la germinacion de teliosporas o el mayor reconocimiento de T. frezii en el
clavo; o aumentando la disponibilidad nutricional para el hongo en los tejidos vegetales; o
puede estar actuando a nivel del debilitamiento de las defensas de la planta, reduciendo o
inhibiendo la sefializacién de defensa en el clavo, permitiendo un mayor crecimiento

micelial en las vainas.
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El crecimiento micelial es ampliamente usado para evaluar el efecto de los factores
ambientales (como la temperatura) en cultivos de patégenos puros en laboratorio. Sin
embargo, como lo indica Katan (2017), la respuesta del patdgeno a la temperatura (u otros
factores) no necesariamente refleja el efecto que tiene la temperatura en la severidad de la
enfermedad. Las respuestas de la planta y del entorno bidtico a ese factor pueden ser
totalmente diferentes a las del patdgeno. En este sentido, en el experimento en macetas en
condiciones controladas realizado en este trabajo, se evaluo directamente el efecto de la
temperatura en la infeccion de T. frezii. Fue registrada mayor infecciéon a los 27,5 °C,
disminuyendo la intensidad en temperaturas por encima y por debajo, aunque sin diferencias
estadisticas entre las temperaturas comprendidas entre ~24,5 y ~30 °C. Estudios de
crecimiento micelial a laboratorio podrian incluirse para complementar a la investigacion en
futuros trabajos. Por otro lado, en los analisis observacionales se midié la respuesta de la
enfermedad en funcion de condiciones de temperatura ambiente a campo en tres campanas,
donde la temperatura media, minima y maxima, registradas en los meses de enero y febrero,
tienen influencia en los parametros de enfermedad evaluados, solo para los lotes con alto

potencial indculo (> 750 teliosporas g suelo).

Otros patdgenos de suelo demostraron diferencias en la germinacién de estructuras
de resistencia bajo diferentes condiciones de temperatura y humedad. La germinacion de
ascosporas S. sclerotiorum en canola fue 6ptima cuando se incubaron en humedad continua
(agua libre) a 21 °C, observandose una germinacion significativamente mas baja a 10 o 30
°C (Shahoveisi et al., 2022). También, microesclerocios de V. dahliae mostraron la mayor
germinacioén (78 %) a 20 °C y la germinacion mas baja (12 %) a 50 °C (Hu et al., 2014).
Para T. frezii, en experimentos de laboratorio se observo que teliosporas con tratamientos
térmicos de 90 °C (simulando tratamientos industriales) no lograron germinar ni producir
colonias en placas de Petri (Paredes et al.,, 2017a). Sin embargo, la germinacién no
necesariamente conduce a la efectividad del proceso infectivo (Katan 2017). Tal lo reportado
en los resultados de este trabajo, temperaturas maximas extremas condicionan la
enfermedad, con una correlacion negativa y significativa en lotes de alto in6culo, donde a

mayores temperaturas la enfermedad es menor.

Las fluctuaciones de las temperaturas durante el dia pueden influenciar la respuesta
de patdgenos a enfermedades. Echeverri-Rico et al., (2021) estudiaron el efecto que tenian

las temperaturas minimas y maximas en infecciones de Burkholderia glumae en arroz,
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encontrando que sélo la temperatura minima se correlacioné con la incidencia de la
enfermedad. Las mayores infecciones observadas demostraron que la temperatura minima
alta pero no la temperatura maxima, fue determinante para la colonizacién de B. glumae en
condiciones de campo. En su estudio las temperaturas maximas estuvieron por encima de
los 34 °C, mientras que las temperaturas minimas por encima de los 23 °C. En el analisis
aqui planteado, las temperaturas minimas estuvieron cercanas a los 17 °C y las maximas
encima de 31 °C. Se observé correlacion significativa tanto para la temperatura minima
como para la temperatura maxima, pero sélo en lotes donde la presidn de inéculo fue alta (>
750 teliosporas g suelo). En otros estudios realizados sobre el efecto de la infeccion de T.
fezii en funcion de la temperatura de suelo, Genesio et al., (2017) observaron poca variacion
en las temperaturas de suelo en el periodo de tiempo evaluado, concluyendo que las
diferencias en la infeccion de carbdn observadas podrian estar més ligadas al efecto de las

precipitaciones que al de la temperatura.

Los resultados aqui expuestos indican que las variables de precipitaciones, contenido
hidrico del suelo, o temperaturas minimas y maximas, influencian a la expresion de carbon.
Trabajos futuros podrian ser estudiados segun la cantidad acumulada de horas por dia por
encima o debajo de umbrales que se relacionen a una mayor o menor intensidad de la
enfermedad, de esta manera intentar de modelar umbrales térmicos. El entendimiento de la
biologia del carbon y cdmo afectan las variables biometeoroldgicas a la enfermedad, pueden
ser de gran utilidad para predecir condiciones de mayor riesgo. Ademas, estrategias de
manejo pueden ser generadas como controles especificos en momentos y condiciones
determinadas, o mediante modelos particulares. El periodo de mayor correlacion entre las
precipitaciones y la intensidad del carbdn se situa entre mediados de enero y mediados de
marzo, las estrategias de manejo podrian estar focalizadas en este momento cuando las

condiciones ambientales asi lo requieran.
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CONCLUSIONES

- El' menor contenido hidrico de suelo (30 %) predispone significativamente a una
mayor infeccion de carbon.

- Las precipitaciones que ocurren durante el clavado del mani tienen una
correlacion negativa y significativa con la intensidad de la enfermedad.

- Las variables de temperaturas extremas minimas y maximas influencian a una

mayor expresion de la enfermedad
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4. INFECCION Y COLONIZACION DE
Thecaphora frezii EN Arachis hypogaea

4.3 EFECTO DEL RASTROJO

“Establecer el efecto de los residuos de rastrojos de cultivos en el

proceso de infeccion de T. frezii sobre A. hypogaea”

INTRODUCCION

El cultivo de mani esta especialmente integrado en la produccion agricola de la
provincia de Cordoba. EIl proceso historico que el cultivo fue transitando, logré que se
posicionara como economia regional (Giayetto 2017). La infraestructura agricola
especializada para llevar adelante el cultivo, la cosecha, y las industrias trasformadoras
permitieron que el cultivo se establezca en la provincia de Cordoba, siendo en la actualidad

uno de los cultivos tipicos, ligado a las estrategias agricolas de la region.

La capacidad de uso de los suelos es una clasificacion que indica el grado de aptitud
natural que presenta el suelo para la produccion agricola, de acuerdo a patrones edéaficos,
climaticos y topofisiograficos de un area determinada (Klingebiel 1958). En este sentido,
suelos con mejores aptitudes podran tener un desarrollo mas intensivo. Cordoba tiene gran
variedad de suelos con aptitudes diferentes. Por lo general, las tierras de mejor calidad se
sittan en el sur-este provincial, mientras que hacia el oeste predominan las de menor
potencialidad, coincidiendo con el patron de distribucion de lluvias. Aproximadamente la
mitad de los suelos de la provincia (8,3 millones de hectareas) son aptos para la agricultura
(M.A.GyP 2022). En la actualidad, las principales areas sembradas de mani en la provincia
de Cordoba corresponden a los departamentos de General Roca, Rio Cuarto, Juarez Celman,
Roque Séaenz Pefia (SISA 2021). Los cultivos predominantes sembrados en esa region son
soja y maiz como cultivos estivales, y trigo como cultivo invernal (M.A.GyP 2022). Cultivos
de cobertura, alfalfa, sorgo, girasol, entre otros, también son sembrados, aunque con menor
frecuencia. El cultivo de mani por su importancia regional y productiva, se integra a las

rotaciones de cultivo de la region.
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Durante muchos afios el cultivo de mani fue estigmatizado por emplear métodos de
movimiento de suelo en su produccion, lo cual favorecia erosiones hidricas y e6licas. Frente
a este escenario, diferentes estudios permitieron identificar practicas de manejo que aseguran
sistemas de produccion de mani sustentables y de bajo impacto. En este sentido, un plan de
rotacion de un mani cada cuatro afios debe adecuarse a las buenas practicas agricolas
(Bongiovanni et al., 2016). Los beneficios de una rotacion conveniente son varios, desde
una reduccion de las tazas erosivas, mejorar 0 mantener la condicion estructural y de materia
organica de los suelos, hacer mejor uso de la fertilidad residual, una mayor eficiencia en el
control de las malezas y menor presion de enfermedades, ya que permiten una disminucion

sistematica de la fuente de indculo (Cisneros et al., 2017; Pedelini y Monetti 2018).

Histéricamente las labores de mani se realizaban bajo sistemas de labranza
convencional. A medida que fue avanzando la tecnificacion, estudios determinaron que la
posibilidad de sembrar mani bajo siembra directa era factible, difundiendo los primeros
resultados y experiencias en la década del 90" (Giayetto 2017). Los beneficios de la siembra
directa incluyen una mayor eficiencia en la captura de agua, menor evaporacién del agua del
suelo, disminuye los procesos erosivos y minimiza la expresion de malezas, y el mani logré
en cierta medida incluirlos utilizando esta practica conservacionista (Haro 2015). En la
actualidad, la mayoria de los campos han adoptado el sistema de siembra directa como
tecnologia de trabajo (Bongiovanni et al., 2016). EI incremento de la cobertura superficial
del suelo y un adecuado manejo de los cultivos antecesores y posteriores al mani,

contribuyen a la recuperacion de los suelos y a lograr sostenibilidad en la produccion.

La planificacion de la siembra de los cultivos respetando las rotaciones es una
estrategia que provee ventajas productivas, sustentables y ambientales. Una correcta
planificacion es necesaria donde cada etapa es esencial para potenciar el resultado
productivo. Sin embargo, debido a la rotacién propuesta para el cultivo (cuatro afios), el
arrendamiento de lotes para la siembra de mani se instala como una necesidad recurrente.
Dada la limitante en las potenciales areas de siembra de la provincia, la seleccion de lotes
para sembrar mani es dificultosa. Ante esta necesidad, la rotacién de mani muchas veces no
logra ser planificada de la manera deseada, con planteos productivos en situaciones donde
el cultivo de mani no cumple con las rotaciones de cuatro afios planeada (Bongiovanni et al.,
2017).
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La “rotacion de cultivos” tiene en cuenta que sean cultivos que comparten el mismo
periodo de crecimiento (ya sea estival-estival o invernal-invernal), la “secuencia de cultivos”
considera también a los cultivos entre las rotaciones. En este sentido, tanto la secuencia como
la rotacion de cultivos, puede dar respuestas a diferentes componentes e interacciones
edéficas y agricolas. Sin embargo, el historial de cultivo de lotes especificos a menudo es
inexistente o es dificil acceder a esa informacion de calidad. En este sentido cobran
relevancia los sistemas de teledeteccion, que permite identificar, registrar y analizar la
energia reflejada o emitida por los cultivos. Esta informacion puede ser obtenida a bajo
costo, para grandes areas y de forma periddica, permitiendo estudiar la variabilidad espacial
y temporal de los lotes (Bocco et al., 2014). Los datos provistos por los sensores remotos
han sido utilizados eficazmente en el mapeo de superficies agricolas en nuestro pais, de esta
manera, predicciones en la secuencia de cultivo pueden ser estimadas a partir del analisis de

su respuesta espectral (Nolasco et al., 2016).

El uso de la teledeteccion para identificar las secuencias de cultivos brinda
informacidn sustancial para diversos estudios como base para determinar el efecto que tienen
los rastrojos en el suelo. Las modificaciones en las comunidades microbianas, fauna edafica,
y estructura de los suelos, pueden tener efectos sobre los patdgenos, mas aun en los
patégenos de suelo como lo es el T. frezii. Comprender el impacto en las infecciones de
carbon que pueden tener los rastrojos de los cultivos en sus diferentes secuencias, pueden
brindar informacidn a la hora de buscar una planificacion estratégica de arrendamientos o
esquemas productivos. Es por esto que se pretende establecer el efecto de los rastrojos de

cultivos sobre la infeccion del T. frezii.

MATERIALES Y METODOS

En este estudio se utilizaron 57 lotes de mani de la campafa 2019-20, del
relevamiento del estado sanitario del carbéon en la provincia de Cordoba (Ver Capitulo 3.1).
Cada lote mantenia su georreferenciacion permitiendo analisis temporales y espaciales. La
informacidn aproximada de los afios desde la Ultima siembra de mani en cada lote y el cultivo
inmediato antecesor fue provista por los técnicos responsables de cada campo. Datos de
incidencia, vainas severamente afectadas (SDP) e indice de severidad del carbon (DSI)

registrados en cada lote fueron utilizados para el analisis.
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Determinacion de la rotacion de cultivos por teledeteccion

La identificacion de la cobertura de cultivo se obtuvo utilizando el software libre
QGis (QGIS Development Team 2022). Se utilizaron imagenes del satélite Sentinel-2 de una
resolucion espacial de 10 metros. Las bandas utilizadas fueron: Banda 2 (Azul), Banda 3
(Verde), Banda 4 (Rojo), Banda 8 (Infrarrojo cercano 1), Banda 11 (Onda corta infrarroja 1)
y Banda 12 (Onda corta infrarroja 2).

El procesamiento de imagenes para determinar la rotacion de cultivos, se realizo en
estado vegetativo del cultivo de cada lote en los meses de enero, febrero o marzo, o en
momento de cultivo cosechado (mayo-junio), segun la calidad de la imagen obtenida. Las
diferencias en el comportamiento espectral de los cultivos tipicos como soja (Sj), maiz (Mz),
mani (Mn), entre otros, permitieron determinar el uso de cada lote mediante diferentes
combinaciones de bandas y comparaciones visuales de colorimetria. La validacién interna
del método fue realizada en 15 rotaciones conocidas (cultivo antecesor soja 0 maiz, y lote

de mani) las cuales fueron identificadas de manera correcta en todos los casos.

A partir de la coleccion de imagenes identificadas temporal y espacialmente, y los
datos de georreferencia, se construyd la serie temporal de cobertura de cultivos para cada
lote en las campanas estivales de 2016-17, 2017-18 y 2018-19.

Analisis de datos

Gréficos exploratorios fueron realizados para las diferentes rotaciones de cultivo y
cultivos antecesores. Cada lote fue clasificado de manera arbitraria segun los afios desde el
ultimo cultivo de mani como: < 4; de 4 a 10; o > 10 afos en referencia al potencial indculo
que puede tener ese lote (Paredes et al., 2017b; Rago et al., 2017). Se realizaron analisis
segun las rotaciones de cultivos de mayor frecuencia (“Mz-Sj-Mz” y “Sj-Mz-Sj”) y segtn el
cultivo antecesor sea “Mz” o “Sj”. Analisis de comparacion de medias fueron realizados

para las variables segun test de Tukey (P < 0,05).

Todos los datos se analizaron en R version 4.0.5 (Team R Development Core 2018).
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RESULTADOS

Efecto de rotaciones de cultivos

La rotacion de cultivos predominante fue Sj-Mz-Sj (n = 18; 31,5%), seguido por Mz-

Sj-Mz (n =11; 19,3%).

Con excepcion de un lote con rotacion de cultivo Mz-Mz-Sj (18,41 DSI%), los lotes

de mayor intensidad de carbon fueron los que en su rotacion fue relevada al menos una

siembra de mani. Lotes sembrados con mani tres afios antes (Mn-Mz-Sj) registraron 14,46

DSI%, mientras que lotes que tuvieron una siembra de mani dos afios antes registraron 20,65

y 29,85 DS1% para las rotaciones Mz-Mn-Sj y Sj-Mn-Sj, respectivamente (Tabla 4.8).

Tabla 4.8. Medidas resumenes de las evaluaciones de carbdn del mani como incidencia,
vainas severamente afectadas (SDP) e indice de severidad (DSI), para las diferentes

rotaciones de cultivos de los lotes evaluados en la campafia 2019-20.

ngicllt?\r/‘s: N Incidencia (%) ® SDP (%) @ DSI (%) 2
Mn-MzSj* 3 17,99+ 2,38 1522+ 025 14,46 + 033
Mz-Mn-Sj* 2 2592+17,18 22,11 + 16,92 20,65 + 15,1
Mz-Mz-Sj 1 23,06%* 19,45%* 18,41%*
Mz-Sj-Mz 11 7,97 £829 6,30 = 6,92 6,13 + 6,55
MzSj-sj 9  1268+1207 10,45 + 11,12 9,89 + 10,15
Si-Mn-sj* 1 36,09%* 32,54%* 29,85%*
Si-MzMz 1 19,4%* 14,75%* 14,38%*
Si-Mz-Sj 18 10461146 8,11+ 9,27 7.76 + 8,86
SiSiMz 3 1,31+ 1,16 0,79+ 0,86 0,84+0,8
Sj-Sj-Sj 8 7.81+103 5,95 + 7,44 5,78 + 7,39

& Medias obtenidas de todas las observaciones + el desvio estdndar, para cada variable
segun las rotaciones de cultivos anterior al mani.

* Lotes que tuvieron al menos una siembra de mani en la rotacion de tres afios evaluada

** Rotaciones con solo un lote relevado
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Figura 4.17. Gréfico de violin de la distribucion del indice de severidad del carbon del mani
(DSI %) para las diferentes rotaciones de cultivos de los lotes evaluados en la camparia 2019-
20. El diagrama de violin representa la densidad de las observaciones, la linea horizontal es
la media y los puntos grises son las observaciones.

Se observa un incremento significativo en la intensidad del carb6n a medida que
menos afios transcurren desde la ultima siembra de mani (Tabla 4.9). EI menor indice de
severidad registrado fue en lotes con mas de 10 afios desde el ultimo mani sembrado (1,69
%), siendo estadisticamente significativa (P < 0,05) a la intensidad en los lotes de 4 a 10

afios y menor a 4 afos (8,97 y 13,47 %, respectivamente).

Tabla 4.9. Medidas resimenes y comparaciones de las evaluaciones del carbén del mani
como incidencia, vainas severamente afectadas (SDP) e indice de severidad (DSl), para los
lotes clasificados segun los afios desde la Gltima siembra de mani en cada lote.

ARos desde
ultimasiembra n  Incidencia (%) @ SDP (%) @ DSI (%) @
de mani
<4 20 1687+113 a 1439+1039 a 1347+949 a
4-10 22 1217+1137 a 9,25+8,91 a 8,97 £ 8,62 a
> 10 15 237+26 b 1,71 +1,89 b 1,69+ 1,87 b

2 Medias obtenidas de todas las observaciones + el desvio estandar, para cada variable segin los
afos desde la ultima siembra de mani. Letras diferentes en las columnas indican diferencias
estadisticamente significativas segun test de comparacion de medias Tukey (P < 0,05).
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Se analizaron 11 lotes con la rotacion de cultivo “Mz-Sj-Mz” y 18 con la rotacion

“Sj-Mz-Sj”. No se observaron diferencias estadisticas significativas en la intensidad del

carbén para las rotaciones de cultivo mas frecuentes “Sj-Mz-Sj” con respecto a “Mz-Sj-Mz”

particionadas por los afios desde el ultimo cultivo de mani. Sin embargo, se observé una

menor intensidad para la rotacion “Mz-Sj-Mz” respecto a “Sj-Mz-S;j” para los lotes < 4 afios
(9,29 y 12,13 DSI %) y para 4 - 10 afios (6,05 y 10,03 DSI %, respectivamente) (Tabla

4.10).

Tabla 4.10. Medidas resimenes y comparaciones de las evaluaciones del carbon del mani
como incidencia, vainas severamente afectadas (SDP) e indice de severidad (DSI), para las
rotaciones de cultivo Maiz-Soja-Maiz o Soja-Maiz-Soja, particionado segun los afios desde
la ultima siembra de mani en cada lote.

Afios desde
altima Rotacion . o a o a o a
siembrade decultivo " Incidencia (%) SDP (%) DSI (%)
mani
s Mz-Sj-Mz 4 1167+106 a 991+941 a 929+878 a
<
Sj-Mz-Sj 4 1518+3,16 a 1307+3,08 a 1213+286 a
410 Mz-Sj-Mz 4 821+814 a 6,17+563 a 6,05+569 a
Sj-Mz-§j 8 1401+1512 a 10,3+1221 a 10,03+11,71 a
10 Mz-Sj-Mz 3 271+266 a 202+24 a 203+229 a
>
Sj-Mz-Sj 6 257+282 a 187+2 a 182+19 a

2 Medias obtenidas de todas las observaciones + el desvio estandar, para cada variable segin la
rotacion de cultivos y afios desde Gltima siembra de mani. Letras diferentes en las columnas dentro
de cada clasificacion por afio desde la tltima siembra de mani indican diferencias estadisticamente
significativas segun test de comparacion de medias Tukey (P < 0,05).
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Efecto del cultivo inmediato anterior

Fueron analizados 15 lotes con cultivo antecesor Mz y 42 con cultivo antecesor Sj.
Una mayor intensidad de carbon estadisticamente significativa (P < 0,05) fue observada
cuando el cultivo antecesor fue soja (15,44 DSI %) respecto de maiz (6,59 DSI %), en lotes
donde se realizd mani con una frecuencia menor a 4 afios. No se observaron diferencias
estadisticas entre la intensidad del carbén segun el cultivo antecesor para los lotes donde la

ultima siembra de mani fue entre 4 — 10 afios y tampoco en lotes con méas de 10 afios desde

el altimo mani.
< 4 afos 4 - 10 afios >10 afos
30 30 1 30 -
—~ 201 20+ 20 A
=
- a
w
a
10 104 a 10
b a
8 a a
0+ 0- 0 i 2
Mz Sj Mz Sj Mz Sj

Figura 4.18. Diferencias entre el indice de severidad del carbon del mani (DSI), segun el
cultivo antecesor Soja (Sj) o0 Maiz (Mz), particionado segun los afios desde la Gltima siembra
de mani en cada lote. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas
segun test de comparacion de medias Tukey (P < 0,05). Los puntos grises representan
observaciones, el punto negro las media con su limite de confianza de 95%.
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DISCUSION

El entorno del sistema suelo en los patogenos de suelo es muy especifico, donde el
patdgeno, el huésped y los microorganismos circundantes se ven continuamente afectados
entre si, asi como también por los componentes bidticos y abidticos del medio ambiente
(Katan 2017). En este trabajo, se observo una disminucion significativa de la enfermedad
cuando el cultivo antecesor fue maiz comparado con el cultivo antecesor soja. De manera
similar, las rotaciones ‘“Mz-Sj-Mz” como una rotacion frecuentemente utilizada en los
sistemas productivos pampeanos, registraron menores niveles de enfermedad, aunque no
significativas, con respecto a la rotacion “Sj-Mz-Sj” segtn los resultados obtenidos en este
estudio observacional. Cambios en la composicion microbiologica por restos vegetales,
producto de diferentes rastrojos de cultivos, pueden haber condicionado las infecciones de

carbén.

El historial de rotaciones de cultivos suele ser de dificil acceso o muchas veces
inexistentes, perdiendo informacion valiosa en la planificacion de los sistemas agricolas. Las
nuevas tecnologias de informacion disponibles, tales como las imagenes obtenidas por
satélite y los programas de analisis y teledeteccion, permiten en la actualidad detectar y
caracterizar lotes agricolas y situaciones especificas. Sin embargo, la determinacién del uso
del suelo en ambientes heterogéneos significa un desafio al intentar definir cada uso del
suelo. Chuvieco (1991) define los estudios multitemporales como andlisis espaciales,
elaborados a partir de la comparacion de coberturas interpretadas en imagenes de satélite de
un mismo lugar para distintos periodos de tiempo, con el fin de evaluar los cambios en las
coberturas de suelo. Murthy et al., (2003) y Marini et al., (2007) encontraron que la maxima
discriminacion entre los cultivos ocurre en diferentes etapas del crecimiento, por esta razén,
muchas veces no es posible la discriminacion con una sola foto satelital. El empleo de datos
multitemporales, que proporcionan informacion adicional sobre la fenologia de la
vegetacion, son recomendadas para mejorar la discriminacion (Chuvieco 1991). Las
imagenes generadas en las fechas de febrero y marzo procesadas en este trabajo, brindaron
informacion de los cultivos comunes sembrados en la region bajo diferentes fenologias, 1o
que permitié diferenciarlos con facilidad. Ciampagna et al., (2018) indican que con el uso
de la teledeteccion y de las imagenes satelitales, es posible identificar el historial de cada

lote productivo, permitiendo ademas al sector manisero la busqueda de lotes para
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arrendamiento que no hayan sido sembrados anteriormente con mani. Esto cobra
importancia al contrastarlo con los resultados observados, donde las secuencias de cultivo

gue contenian mani en su rotacion presentaban intensidades de carbon mas elevadas.

En muchos patogenos de suelo, por ejemplo en S. sclerotiorum, conocer la duracion
de la sobrevivencia de las estructuras de resistencia permite determinar los periodos de
rotacion o el lapso entre cultivo como practica de manejo (Brustolin et al., 2016). Sin
embargo, la permanencia de las teliosporas en el suelo por mas de cuatro afios (Cazon et al.,
2016), sumado al incremento constante de la intensidad regional de la enfermedad (Asinari
et al., 2019), indican que las rotaciones de cuatro afios promovidas para el cultivo de mani,
no lograron disminuir la enfermedad. De igual manera, pueden haber contribuido a
desacelerar el incremento del potencial in6culo. Los resultados de este trabajo no demuestran
un efecto del rastrojo sobre la enfermedad para un largo periodo de afios (> 10) sin cultivo

de mani, en cierta medida puede ser debido a la baja densidad de indculo en esos suelos.

La produccion de teliosporas de T. frezii producto de las vainas carbonosas es elevada
(Paredes et al., 2017b). En este estudio se observo una mayor intensidad de la enfermedad
mientras menos afios transcurrieron desde el ultimo cultivo de mani en ese lote. La
clasificacion de los lotes en funcion del Gltimo cultivo de mani, no solamente indica el
momento en el cual se sembrd mani en ese lote, sino que ademas puede haber sido sembrado
con mani en mas de una ocasion en los ultimos afios. De esta manera, una mayor frecuencia
de mani en el tiempo en un mismo lote puede multiplicar considerablemente el in6culo de
T. frezii en el suelo. Lo mismo es observado en otros patdgenos de suelo como Sclerotium
rolfsii, donde se recomienda la siembra de mani en suelos con un bajo historial de ese cultivo

para asegurar una baja carga de esclerocios en el suelo (March y Marinelli 2005).

La clasificacion de los lotes en funcidn de los afios desde el dltimo cultivo de mani
permitio posicionar el analisis bajo el supuesto de una condicion de indculo similar, de este
modo, observar las diferencias entre la intensidad de la enfermedad producto del efecto de
las rotaciones. Bajo diferentes condiciones edéaficas y ambientales, una densidad de indculo
similar puede resultar en diferentes niveles de intensidad de enfermedad (Katan 2017).
Précticas culturales de manejo del cultivo como las labranzas y las rotaciones, pueden influir
en laintensidad de las enfermedades causadas por patogenos del suelo (Allmaras et al., 1988;

Campbell 1994; Mazzola 2004). La rotacién con diferentes cultivos puede reducir el
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potencial indculo de patdgenos de suelo y con ello la intensidad de las enfermedades que
producen en los principales sistemas agricolas (Campbell 1994; Mathre et al., 1999; Bailey
y Lazarovits 2003). La descomposicion de los restos de rastrojo puede modificar los
microorganismos de los suelos y el entorno edafico donde se producen interacciones
especificas. La participacion del cultivo de maiz en la rotacion de cultivos es importante, ya
que aporta gran cantidad de sustrato para incrementar las poblaciones de microorganismos
antagonistas de los hongos patdgenos del suelo, principalmente en siembra directa (Vargas
Gil et al., 2003). Las menores incidencias observadas en este estudio en los lotes con

antecesor maiz pueden deberse a esos cambios a nivel de micro fauna edafica.

Mathre et al., (1999) demostraron que incrementos en la productividad observada
después de una secuencia de rotacion de cultivos se debié a cambios en las poblaciones
microbianas. En este sentido, diversas investigaciones buscan prevenir las enfermedades,
actuando sobre el suelo e inactivando a los patdgenos, mediante el agregados de diferentes
compuestos (Mathre et al., 1999). De esta manera, el compost es un producto que logra
reducir el impacto de enfermedades causadas por patdgenos de suelo (Mehta et al., 2014).
Termorshuizen et al., (2006) realizaron un estudio con 18 abonos comerciales en distintos
patosistemas como Verticillium dahliae en berenjena, Rhizoctonia solani en coliflor y pino,
Phytophthora nicotianae en tomate, Phytophthora cinnamomi en flores de lupino y
Cylindrocladium spathiphylli en cala, Fusarium oxysporum sobre lino, entre otros, donde
observaron que el 54 % de las aplicaciones fueron significativamente supresoras de la
enfermedad y la supresion media de enfermedades por compost oscilé entre 14 y 61 %. Para
el carbon del mani, Serri et al., (2020) demostraron que la aplicacion de enmiendas con
biomasa de cascara de mani, cenizas y biocarbdn fueron capaces de modificar la actividad
microbiana del suelo y también observaron efectos promisorios en el control del carbén del
mani. Esto indica que la intensidad del carbon puede verse afectada por cambios en la
microbiologia de los suelos, como una posible respuesta a las variaciones en la intensidad

de la enfermedad registradas en las diferentes secuencias de cultivo.

La mayoria de los factores fisico-quimicos no son independientes entre si, lo que
dificulta la planificacién de los experimentos vy la interpretacion de los resultados. De esta
manera, el inoculo de los patdgenos presentes en el suelo, tienen que encontrar las
condiciones climaticas y edéaficas dptimas para lograr desarrollarse (Fiers et al., 2012). La

cantidad y calidad de materia organica (MO) en un suelo tiene efecto sobre el desarrollo de

136



enfermedades (Alabouvette et al., 1996). Serri et al., (2018) observaron una correlacion
significativa para la incidencia e intensidad del carbon del mani respecto del carbono
organico. A su vez, indicaron que las propiedades bioldgicas y quimicas se asociaron al
contenido de limo y arcilla del suelo. Asinari et al., (2020) también observaron que en suelos
con contenido de MO mayor al 1,7 % existe una tendencia decreciente en el nivel de
incidencia de carbon. En los resultados en este trabajo no se realizaron estudios de MO de
cada lote en particular, sin embargo, las diferencias en las infecciones observadas entre
antecesor soja 0 maiz, pueden estar asociadas al mayor volumen de residuos y materia
orgénica generada que aporta el rastrojo de maiz. Para el manejo de S. rolfsii, se observan
buenos resultados de control mediante el manejo cultural basado en las labranzas y la

rotacion de cultivos que incluyan maiz y sorgo (March y Marinelli 2005).

En la seleccion de lotes para la siembra de mani, los rastrojos de soja 0 maiz proveen
caracteristicas agronémicas y productivas diferentes (Haro 2015). En lotes que vienen de
maiz, muchas veces es necesario un movimiento de suelo debido a la cantidad de rastrojo
presente (Sergio Morichetti, com. pers.). No obstante, los sistemas que incrementan los
volimenes de rastrojo superficial y ademas la cama de siembra no es roturada (siembra
directa) presentan mayor eficiencia en la captura de agua, atendan la evaporacion de agua
desde el suelo, con lo que se dispone de mayor cantidad de agua durante el ciclo del cultivo
(Haro 2015). En este sentido, Haro et al., (2001) reportaron que en un afio con marcadas
condiciones de estrés hidrico durante parte de la etapa vegetativa y reproductiva del mani,
la siembra directa con antecesor maiz demostro tener el mejor comportamiento en la captura
y aprovechamiento de los recursos, traduciéndose en incrementos del rendimiento. En este
trabajo se observaron las menores intensidades de carbdn con rastrojos de maiz, donde una
mayor retencion de agua podria estar influenciando la expresion de la enfermedad. Sin
embargo, estos resultados son solo de una campafa agricola, siendo interesante evaluar otros

afios para corroborar la consistencia de los resultados.

En la actualidad, los problemas sanitarios producidos por patogenos de suelo se
manejan mediante el uso de diferentes enfoques integrados. La naturaleza compleja del suelo
y su entorno, sugieren una combinacion de estrategias, entre ellas las rotaciones de cultivo,
para minimizar o prevenir los efectos de diferentes patogenos. Estos resultados sugieren
evaluar los sistemas de rotacion e incluirlos en las decisiones para una planificacion

estratégica en el manejo de la enfermedad.
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CONCLUSIONES

- Se observa un incremento significativo en la intensidad del carbon a medida que

menos afios transcurren desde la dltima siembra de mani
- Los restos de rastrojo tienen interaccion en la expresion del carbon del mani

- Se observo menor enfermedad cuando el cultivo antecesor fue maiz comparado

con el cultivo antecesor soja

- La rotacion “Mz-Sj-Mz” registrO menores niveles de enfermedad respecto a la

rotacion “Sj-Mz-S;”

- El efecto de los diferentes restos de cultivos es significativo cuando menos afios
pasaron desde el ultimo cultivo de mani (por mayor indculo potencial de T. frezii

en sus suelos)
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CAPITULO 5

DISPERSION DE TELIOSPORAS DE Thecaphora frezii

5.1 DISPERSION DE TELIOSPORAS DE T. frezii EN COSECHA

“Modelar el flujo de dispersién de teliosporas por el viento durante la

cosecha en condiciones de campo”

Parte de los resultados de este capitulo estan publicados en formato preprint en AgriRxiv

“Aerial dispersion of smut spores during peanut harvest”

DOI: 10.31220/agriRxiv.2022.00135

INTRODUCCION

El carb6n de mani ha causado pérdidas significativas en la produccién argentina de
mani en los ultimos afios (Paredes 2017; Rago et al., 2017). La provincia de Coérdoba es la
responsable de mas del 90 % de la produccién de mani del pais (Aguero 2017; Calzada y
Rozadilla 2018). La masiva propagacion de la enfermedad en la tltima década atenta contra

la sustentabilidad de la produccion primaria de mani en la provincia (Rago 2015).

Thecaphora frezii es un patdgeno con la capacidad de sobrevivir en forma de
teliosporas en el suelo por méas de cuatro afios (Cazén et al., 2016; Rago et al., 2017). Ademas
las teliosporas son las estructuras de dispersion que pueden ser transportadas en semillas,
maquinaria, o por el viento (Marinelli et al., 2010; Rago et al., 2017; Cazon et al., 2018).
Las teliosporas permanecen libres en el suelo esperando el momento de interaccion con el
cultivo susceptible, el mani (Arachis hypogaea). La infeccidn ocurre cuando el ginéforo o
clavo penetra en el suelo, liberando exudados que estimulan la germinacion de las teliosporas
presentes el suelo (Arias et al., 2021). En ese momento, se producen cuatro basidiosporas
haploides, que germinan para producir hifas haploides. Estas hifas de distinta polaridad se
deben fusionar para producir una hifa dicaridtica infectiva que penetra en el clavo y da

comienzo a la infeccion (Arias et al., 2021).
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Después de la infeccion, T. frezii invade los tejidos de los ovarios fecundados que,
en la formacién de las vainas, transformara los granos en una masa de teliosporas. Los
sintomas del carbon pueden ser diversos, desde un pequefio soro en un grano hasta la
transformacion completa del grano en una masa de teliosporas, lo que determina las
diferentes clases de severidad (Astiz Gasso et al., 2008; Rago et al., 2017). Las vainas
severamente afectadas (SDP) es cuando hay al menos un grano completamente carbonoso
en la vaina (Paredes et al., 2021a) Estas vainas carbonosas producen un alto numero de
teliosporas y son la principal fuente de in6culo para futuras epidemias (Paredes 2017). Las
teliosporas, como propagulos de dispersion, pueden ser simples o multinucleadas (agrupadas
en forma de glomérulos) (Carranza and Lindquist 1962; Arias et al., 2021).

Los cultivares de mani mayormente sembrados en el area manisera de Cordoba son
susceptibles al carbon. El cultivar 'Granoleico' es altamente susceptible y actualmente el que
ocupa mas del 55 % del area total sembrada (SISA 2021). Los campos en la principal region
manisera en la provincia de Cdrdoba presentan infecciones naturales de T. frezii, y desde la
primera deteccion del carbon, la incidencia fue en creciente aumento (Asinari et al., 2019;
Cazodn et al., 2018). Ademas, a escala regional puede observarse una mayor intensidad de la
enfermedad en los lotes cercanos a las fabricas de procesamiento de mani y areas con un

mayor historial en produccidn del cultivo (Paredes 2017; Paredes et al., 2021b).

La falta de adopcion de estrategias de control del carbén, ha llevado a un aumento
constante de la intensidad de la enfermedad en los Ultimos afios (Paredes 2017; Rago et al.,
2017). La seleccién de lotes de mani con bajos niveles de indculo en el suelo puede ser uno
de los métodos de manejo mas eficientes para reducir el impacto del carbén (Rago et al.,
2017). Sin embargo, esta practica no es adoptada actualmente por los productores debido,
entre otros factores, a la falta de adopcion de métodos de diagndstico cuantitativo especificos
y rapidos, por ejemplo, gPCR, para identificar los niveles de indculo en el suelo. A pesar de
este hecho, la prediccion del riesgo potencial de incidencia de carbon se podria estimar en
funcién del conocimiento de la dispersion de las esporas como base de cultivos de mani

sembrados con anterioridad en un mismo lote o en proximidad de lotes vecinos.

147



El principal mecanismo de propagacion del carbon es la liberacion de teliosporas de
vainas infectadas que logran romperse durante el proceso de cosecha (Figura 5.). Sin
embargo, no hay informacion sobre hasta qué punto las teliosporas de T. frezii pueden
dispersarse durante la cosecha. Esta brecha de conocimiento motivé la planificacion y
conduccion de este estudio observacional, donde se buscd modelar el flujo de dispersion de
teliosporas por el viento durante la cosecha en condiciones de lote.

Figura5.1. Polvo en suspensién generado por el avance de la maquinaria
en la cosecha de mani.
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MATERIALES Y METODOS

Descripcion de las areas de estudio

Se realizaron seis experiencias en lotes de mani al momento de la cosecha, durante
la camparfia 2019-2020. Los sitios observacionales consistieron en lotes comerciales de mani,
infestados naturalmente con T. frezii, ubicados en la provincia de Cdérdoba: lote 1 (Villa
Maria, — 32° 28' 56,29" S, — 63° 8'2,38" O), lote 2 (Ballesteros, — 32° 26' 50,84" S, — 63° 2!
1.58" 0), lote 3 (Rio Primero, — 30° 56' 57,67" S, — 63° 37' 11,19" O), lote 4 (Capilla de los
remedios, — 31° 28'2,99" S, — 64° 0' 28,44" O), lote 5 (Comechingones, —31° 10' 59,11"
S, — 63° 39' 35,97" O), lote 6 (Laguna Larga, — 31° 48' 34,46" S, — 63° 51' 50,09" O). El

cultivar de mani 'Granoleico' fue el cultivar sembrado en todos los lotes.

Recoleccion de datos de campo en el momento de la cosecha

Los registros meteoroldgicos se obtuvieron utilizando una estaciéon Modelo WS1081
en cada uno de los sitios durante el periodo de toma de datos. Las variables que se incluyeron
fueron: temperatura (°C), humedad relativa (%), velocidad del viento (km h™) y la direccidon
del viento (grados). Estos registros fueron recogidos en intervalos de 15 minutos (en los lotes
1y 2) e intervalos de 5 minutos (en los lotes 3 a 6) durante el tiempo de cosecha.

La humedad del suelo se estimd mediante un método gravimétrico (Shukla et al.,
2014). Las muestras de suelo consistieron en una mezcla de 30 piques recolectados mediante
un barreno con recipiente colector (500 g aproximadamente) al azar en el centro del area de
cosecha (aproximadamente 25 ha). Las muestras se pesaron y se secaron en horno a 110 °C
durante 24 horas. La humedad del suelo (expresada en porcentaje) se calculd por diferencia

entre el peso seco y el himedo.

Los tiempos de siembray cosecha, la maquina cosechadora y la capacidad de cosecha

diaria son presentados en Tabla suplementaria (Tabla S 5.1).
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Evaluacién de la enfermedad

Las muestras para la evaluacion del carbon de mani de cada lote se recolectaron en
el momento de la cosecha. Se procedid a la recoleccion de todas las vainas producidas en
cada planta en 1 metro lineal de surco, con cuatro estaciones de muestreo dentro de cada lote
(Paredes et al., 2017a) Todas las vainas producidas en esa &rea de muestreo fueron evaluadas
estimando la severidad de la enfermedad (Astiz Gasso et al., 2008). El carbon se caracterizd
a través de las vainas severamente afectadas (SDP) como porcentaje de vainas con grados
de severidad 3 y 4 (Paredes et al., 2021b) (Ver Capitulo 1).

Muestreo de dispersion espacial de teliosporas

Las muestras aéreas se recogieron durante el momento de cosecha en los meses de
junio-julio de 2020, de 12 a 17 h, dependiendo del lote y la hora de inicio de la cosecha.
Trampas caza-esporas giratorias se confeccionaron utilizando una barra de suspensién y
cinta adhesiva doble faz para la adherencia de las particulas. En cada trampa de esporas, se
colocaron dos portaobjetos de vidrio (7,5 por 2,5 cm) en los extremos de barras suspendidas
por cada colecta de tiempo, con dos cintas adhesivas de doble faz (2 por 1,8 cm) en cada
portaobjeto. Todas las cintas adhesivas fueron abiertas para iniciar la colecta de esporas al
momento de comenzar la cosecha. Al finalizar cada uno de los tiempos del muestreo, cada

portaobjeto fue retirado y cubierto para evitar la adherencia de nuevas particulas.

Las trampas de esporas se colocaron a distancias de 100, 200, 300 y 400 m del area
de cosecha (de ahora en adelante 0 m), siguiendo cuatro direcciones cardinales. Todas las
trampas se colocaron y abrieron cuando comenzo la cosecha (tiempo 0). Luego, las muestras
se recolectaron de acuerdo a los diferentes tiempos de medicion: A: 0 — 90; B: 0 — 180; C:

0 — 270 minutos desde el inicio de la cosecha.
Conteo de teliosporas

En laboratorio se realizaron los recuentos de teliosporas mediante observacion por
microscopia Optica 20X (ZEISS®). En cada una de las muestras se identificaron y
cuantificaron las teliosporas de T. frezii atrapadas. El conteo se realiz6 en un area delimitada

de 1,2 cm? por reconocimiento morfoldgico de las teliosporas de T. frezii.
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Proporcion del tipo y tamafio de espora

Las proporciones de cada tipo de espora (espora uninuclear o multinuclear; Figura
5.2) fueron evaluadas en una muestra de teliosporas obtenidas de una vaina carbonosa grado
4,y en trampas cazaesporas a lo largo de las distancias de muestreo en uno de los lotes (Lote
6). Para la evaluacion de la proporcion del tipo de teliosporas dentro de una vaina carbonosa,
se recolectd una muestra de 0,1 g de teliosporas y se diluy6 1 x 10* veces en agua destilada.
Se identifico y cuantificd cada tipo de teliosporas (1, 2, 3, 4 y 5 0 mas) contenidas en una

gota de solucion de 25 ul y se calculd la proporcion de cada tipo de teliosporas.

El recuento del tipo de teliosporas también fue realizado en los cazaesporas del lote
6 (con la velocidad de viento de mayor registro, 6,5 m s2), a los 90 minutos de tiempo de

colecta y a la direccién del viento.

Se realiz6 un andlisis de chi cuadrado de Pearson para comparar las proporciones
del tipo de espora en cada distancia de muestreo. Este andlisis se realiz6 solo en el lote 6 en
la colecta a 90 minutos, y para la direccion a favor del viento.

Para medir el tamafio de las esporas, se evaluaron 10 imagenes digitales de cada tipo
de espora con el software ImageJ™ (Schneider et al., 2012) Las imagenes se convirtieron
en iméagenes binarias de 8 bits. Para cada imagen, la barra de escala se calibré para que
coincidiera con la longitud de la escala ubicada dentro de la imagen y estableciera la relacion

pixel-eje en 1. Cada espora se midid dos veces en una direccion perpendicular con la funcion

de analisis de medidas de ImageJ.

50 um

Figura 5.2. Tipos de teliosporas de Thecaphora frezii, desde esporas individuales de un solo
nacleo hasta cinco unidades agrupadas como glomérulos (esporas multinucleadas). Cada
tipo de espora corresponde a una unidad de propagulo de dispersion.
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Patrones espaciales de la dispersion de teliosporas

Los datos de cada localizacion de caza-espora individual se recolectaron a partir de
los recuentos de dos portaobjetos por trampa con dos recuentos por portaobjetos cada uno
que representa un area de 1,2 cm? para luego ser ajustado y representar al nimero de
teliosporas por 1 cm? por cada tiempo de recoleccion y cada distancia. Todos los datos de
dispersion de teliosporas para las seis ubicaciones experimentales presentaron dieciséis
trampas de esporas (4 distancias x 4 puntos cardinales) y tres tiempos de observacion en
cada ubicacion experimental respectivamente, totalizando 288 observaciones para el
analisis.

Las ubicaciones de las trampas se convirtieron en coordenadas cartesianas, con
ubicacion "xy", en relaciébn con el centroide de cada ubicacion experimental
respectivamente, asignando los “grados” segun las direcciones cardinales y los metros desde
los centroides, utilizando las funciones del paquete ‘geometry’ de R v0.4.5 (Habel et al.,
2019)

La velocidad del viento se convirtié a m s, y la direccion del viento se convirtio a
la direccidn relativa a la trampa de esporas, donde: 0 sopla directamente en la trampa y 180
sopla en contra de la trampa durante el tiempo de observacion, utilizando una funcién de
promedio circular, ‘circular.averaging()’, de ‘SDMTools’ v1.1-221.2 (VanDerWal et al.,
2014).

Ajuste y evaluacién del modelo

Se utiliz6 un modelo aditivo generalizado (GAM) para comparar la influencia de la
ubicacion de la trampa, la direccion del viento, el tiempo desde el inicio de la cosecha y la
distancia desde el centroide del lote (ubicacion experimental) como efectos aleatorios en la
dispersion de teliosporas. Se selecciond6 GAM para el analisis, ya que se ha utilizado
previamente para modelar las interacciones de otros patdgenos de plantas (Yee y Mitchell
1991; Sparks et al., 2011) y dispersion de esporas fungicas (Khaliq et al., 2020). Los GAMs
candidatos se ajustaron a los datos de dispersion aérea de teliosporas utilizando R a través
de la funcion ‘gam()’ del paquete contribuido ‘mgcv’ 1.8-38 (Wood 2011). Los modelos se
evaluaron para el mejor ajuste utilizando la funcion ‘gam.check()’ de ‘mgcv’ (Wood 2011),
el Criterio de Informacion de Akaike (AIC) (Akaike 1974), el Criterio de Informacion
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Bayesiana (BIC) (Gideon 1978), y los valores ajustados de R? para el mejor GAM
seleccionado.

El nimero medio de teliosporas por cm? en cada trampa (agrupadas en todas las
ubicaciones experimentales para los seis eventos, muestras y submuestras) se model6 en
funcion de cuatro suavizantes, la interaccion suavizada de las coordenadas cartesianas (X, Y)
de las ubicaciones de las trampas de esporas a metros del centroide del lote de cosecha
activo; los momentos temporales (tiempo: 90, 180 o 270 minutos despues del inicio de la
cosecha); el vector covariable asociado de la diferencia de grados en la direccion del viento
en relacion con las ubicaciones de las trampas; el vector covariable asociado de la distancia
de cada trampa desde el centroide del lote de cosecha activo; y las pendientes para cada uno
de los lotes de cosecha con la interaccion suavizada del lote y la ubicacion de la trampa como
un valor "xy", durante cada uno de los eventos de dispersion. El modelo GAM que logré el

mejor ajuste fue:

gam (esporas ~ s (y, X, k =20 + s (tiempo, k = 3) + s (grados, k = 72) +
s (distancia, k = 4) + s (lote, xy, bs = "re"), familia = "tw")

donde s son splines de placa delgada (TPS “thin plate spline”) independientes, que son los
suavizadores predeterminados en los GAMs. Mayores especificaciones matematicas de estas
splines suavizantes se proporcionan en Wood (2011). La dimensién base para el suavizado
se establecié manualmente utilizando el argumento k, que establece el limite superior en los
grados de libertad asociados con cada uno de los respectivos suavizados en el modelo. Se
proporcionan méas grados de libertad a partir de mas datos, por lo tanto, la diferencia en los
grados de direccidon del viento en relacidn con las trampas de esporas proporciona la mayor
cantidad de grados de libertad (k = 72), seguido de las ubicaciones de las trampas de esporas
(k = 20). Los otros dos predictores fueron mas limitados con valores k mas pequefios, tiempo
(k = 3) y distancia (k = 4). La distribucion “Tweedie” fue seleccionada debido a la cantidad
de ceros sustancial, es decir, hay una gran probabilidad de que no se observen esporas (Dunn
2004; Hasan y Dunn 2010). El uso de la funcion ‘tw()', pasada al pardmetro de familia en la
funcion ‘gam()’, significo que el parametro de potencia p, que relaciona la varianza de
Tweedie con su media, se estimé automaticamente a partir de los datos (Wood 2011). La
funcion de enlace predeterminada para esta familia se suministro a la funcion ‘gam()' como

un enlace de logaritmo; y la funcion de enlace candnico o natural para las distribuciones de
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Tweedie. Todos los analisis se realizaron utilizando R version 4.1.2. La limpieza y el
procesamiento de datos se realizaron utilizando los paquetes ‘tidyverse' v1.3.1 (Wickham et
al., 2019) y ‘clifro’' v3.2-5 (Videntes y cizallas 2015) para las ilustraciones de rosas de los

vientos.

RESULTADOS

Intensidad del carbén, datos meteoroldgicos y humedad del suelo.

Se observaron diferentes niveles de carbon en cada lote (Tabla 5.1). Si bien las
incidencias observadas registran rangos desde ~2 a 11,6 %, la mayor produccion de
teliosporas es generada en las vainas severamente afectadas (SDP). En este sentido el SDP
% mas bajo se registrd para los lotes 1y 2 (0,83 y 1,96, respectivamente). Los lotes 3y 4
tuvieron el % SDP medios (5,67 y 5,25, respectivamente), mientras que los lotes 5y 6

registraron los mayores valores (7,05 y 8,93, respectivamente).

Tabla 5.1. Estadisticas descriptivas para los pardmetros del carbon de mani: incidencia de
la enfermedad, indice de severidad de la enfermedad (DSI) y vainas severamente afectadas
(SDP) para los seis sitios observacionales (lotes 1 a 6).

Sitios Incidencia (%) DSI (%) SDP (%)
observacionales Media DS EE Media DS EE Media DS EE
Lote 1 2,27 1,12 0,32 1,18 0,52 0,15 0,83 0,31 0,09
Lote 2 4,13 0,90 0,26 2,34 066 0,19 1,96 0,75 0,22
Lote 3 6,21 2,24 0,68 491 219 0,66 567 249 0,75
Lote 4 750 4,29 0,98 544 321 0,74 525 3,72 0,85
Lote 5 1161 6,96 1,64 8,71 485 1,14 893 530 1,25
Lote 6 892 548 141 6,75 3,99 1,03 705 354 091

Los datos meteorologicos registrados durante las experiencias de lote en el momento
de la cosecha se presentan en la Tabla 5.2, junto a los valores de humedad de suelo estimados

en cada lote.
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Tabla 5.2. Datos meteoroldgicos resumidos durante el momento de cosecha y toma de muestras, la humedad del suelo y las vainas
severamente afectadas (SDP) para cada sitio observacional.

Humedad
N ) Temperatura ) ) ) Humedad
Sitio relativa Velocidad del viento (m s) Réafaga (m s?)
. (°C) del suelo  SDP (%)
observacional (%) )
0
Media Media Media DS min  max Media DS min max
Lote 1 65,0 22,0 1,3 09 0,0 3,6 * * * * 9,61 0,83
Lote 2 55,0 22,2 7,6 22 2,7 11,2 * * * * 12,5 1,96
Lote 3 24,7 16,6 2,7 09 10 4,8 3,6 11 1,7 5,8 8,3 5,67
Lote 4 50,3 12,3 3,3 12 0,7 54 4,4 13 1,7 6,8 57 5,25
Lote 5 46,4 15,6 2,9 1,1 0.3 4,8 4,5 08 27 6,1 9,74 8,93
Lote 6 32,0 14,2 6,5 13 34 9,2 8,2 14 51 10,9 6,65 7,05

* datos no registrados
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La direccion y velocidad de viento en cada experiencia de colecta son graficadas en el siguiente
esquema de rosa de vientos (Figura 5.3). El Lote 2 y el Lote 6 presentan las mayores
velocidades de viento registradas (7,6 y 6,5 m s, respectivamente). Ademas, puede observarse

la direccionalidad del viento para cada una de las experiencias.

Velocidad del viento km/h
[4.739.64] [l (9.64,14.6] [l (14.6,195] | (19.524.4] [ (24.4,29.3]

100% -
75% =
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0% =W E W E W ‘ E
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Figura 5.3. llustracion de rosas de viento para todos los sitios observacionales (lotes), que
muestra la velocidad y direccion del viento registradas en el momento de la cosecha de mani y
toma de muestras. La notacion [] representa un 'intervalo cerrado' que indica que el intervalo
incluye valores inferiores y superiores, mientras que la notacion (] representa ‘intervalo semi
abierto’ que indica que el intervalo es exclusivo del valor inferior pero inclusivo del valor
superior.
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Tamario de la teliospora y proporcion del tipo de espora

Luego de la observacion de las teliosporas de T. frezii, el tamafio medio medido del tipo
de espora de una sola unidad fue 18,6 um, mientras que para el tipo de esporas 5-multinucleares
fue de 44,6 um (Figura 5.4).

La mayor proporcion del tipo de teliosporas recolectadas de una vaina completamente
carbonosa fue de glomérulos de dos y tres nlcleos, con el 48 % y 34 % respectivamente. Menos
del 0,06 % de los tipos de teliosporas eran esporas de un solo nicleo, y el 0,01 % eran esporas

5-multinucleadas.

De la misma manera, la mayor proporcion de tipos de esporas recolectadas de las
trampas de esporas fueron teliosporas de dos y tres nlcleos, a lo largo de todas las distancias de
muestreo (Figura 5.4). No se observaron diferencias estadisticas en las proporciones de cada
tipo de esporas a través de las distancias analizadas (chi-cuadrado de Pearson = 20,656; df =
NA,; p-valor = 0,1959).

A 1 1 1 1 1 B
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Figura 5.4. A: Diametro medio y su desviacion estandar para el tamafio de cada tipo de
teliospora de Thecaphora frezii (nUmero segin nucleos agrupados como glomérulos). B:
Proporcion de cada tipo espora, para muestras recolectadas a favor del viento durante 90
minutos desde el inicio de cosecha, de 0 a 400 m de distancias desde el centroide del area de
cosecha de mani.
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Dispersion por viento de las teliosporas de carbon durante la cosecha

Los modelos aditivos generalizados se ajustaron a los datos de dispersion de esporas
(Figura 5.5) utilizando el paquete aportado, ‘'mgcv' (Wood 2011). EI modelo de mejor ajuste se
selecciono en funcion de los valores de AIC, BIC y R? y las comprobaciones diagndsticas de
GAM, incluida la autocorrelacion espacio-temporal. El valor ajustado de R? fue de 0,791 con
el modelo después de 15 iteraciones. Todos los factores predictivos incluidos fueron
significativos en P < 0,05y los predictores suavizados indicaron un buen ajuste con los residuos
distribuidos aleatoriamente y suficientes funciones de base para que se ajustaran
adecuadamente. Observando otras gréficas diagndsticas, indicarian un ajuste adecuado del

modelo a los datos (Figura 5.6).
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Figura 5.5. Nimero medio de esporas dispersadas (teliosporas/cm?) registrados para cada lote
de cosecha de mani a cada distancia, a 100, 200, 300 y 400 metros del centroide del lote de
cosecha donde 'n' (indicado por el tamafio del punto) representa el nimero medio de esporas
que quedaron atrapadas en ese lugar.
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Figura 5.6. Modelo aditivo generalizado (GAM) adecuado para términos suavizados de cuatro
predictores: ubicacion de la trampa caza-esporas en relacion con el centroide del lote de cosecha
en coordenadas x, y (m); tiempo de recoleccion de esporas de cada trampa (min); grado de
direccion del viento en funcion de la ubicacion de la trampa de esporas; distancia de la trampa
de esporas (m) desde el centroide del area de cosecha; y los efectos aleatorios del lote y la
ubicacion de cada trampa de esporas para cada lote respectivamente.

DISCUSION

El proceso de cosecha de los lotes de mani afectados por carbon resulta en un importante
mecanismo de dispersion de teliosporas de T. frezii de hasta al menos 400 m de distancia, siendo
este trabajo el primer analisis espacio-temporal de dispersion de teliosporas de carbon por el
viento. Estos resultados son relevantes para cuantificar el riesgo relativo de patdgenos de
cultivos propagados por esporas originarias de fuentes locales o distantes (Aylor 2017). El
conocimiento resultante del andlisis puede explicar la expansion del area infestada con
teliosporas de T. frezii en la principal region de cultivo de Argentina (Asinari et al., 2019; Cazén
et al., 2018; Paredes et al., 2021b; Rago et al., 2017) .

La mayoria de los pat6genos habitantes de suelo tienen un movimiento limitado (Katan

2017), propagandose a traves de suelos infestados, o material de propagacion de plantas
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infectadas (por ejemplo, semillas, tubérculos, trasplantes, esquejes) o pueden ser transportados
por herramientas y maquinas agricolas, agua o viento (Katan 2017; Rekah et al., 1999).
Curiosamente, T. frezii es un patdgeno de suelo que infecta dérganos subterraneos, pero con
propagacion aerea, principalmente a lotes circundantes a favor del viento durante la cosecha,
como se observo en este estudio. Sin embargo, las semillas infectadas también pueden actuar
como un vehiculo de dispersién de esporas, incluso a largas distancias (Cazén 2015; Rago et
al., 2017)

En menos de 15 afios T. frezii se extendid por la principal regién de cultivo en Argentina,
limitando el rendimiento y la calidad del mani (Cazon et al., 2018; Paredes et al., 2021b). La
introduccién del carbdn en nuevas areas (sin cultivos de mani en los ultimos afios) sugiere el
potencial de las teliosporas de T. frezii para iniciar una infeccién y desarrollar una epidemia
con un umbral de in6culo muy bajo (Asinari et al., 2019; Paredes et al., 2019, 2021b), como se
ha observado que lo hacen algunos patégenos de suelo que afectan al cultivo de la papa (Fiers
et al., 2012). Por lo tanto, la intensidad de la enfermedad aumenta en funcion de los aumentos
en inéculo regional (Rago et al., 2017), tal lo explican las enfermedades poliéticas (Bergamin
Filho 1996).

El rol del viento en la dispersion de esporas de fitopatdgenos esta bien documentado
(Hau y De Vallavieille-Pope 2006; Khaliq et al., 2020; McCartney y West 2007; Rieux et al.,
2014). Los tamafos de los propagulos y su biologia son componentes importantes en la
propagacion del indculo (Norros et al., 2014). En general, las esporas mas pequefias pueden ser
transportadas por el viento y extenderse distancias mayores que las esporas grandes. Sin
embargo, la alta velocidad del viento y la turbulencia pueden modificar la deposicion en el
canopeo de los cultivos (Norros et al., 2014). En este estudio, el lote con la mayor velocidad
del viento registrada (> 6,5 m s?; lote 6) resulté en un nimero similar de teliosporas
recolectadas a favor del viento para las distancias de 100 a 400 m del area cosechada,
demostrando similar distribucion de las teliosporas de T. frezii colectadas dispersadas por el
viento a traveés de las distintas distancias evaluadas. Era de esperarse que la mayor dispersion a
través de las distancias evaluadas fuese del tipo de espora individual, la cual posee un tamafio
de espora mas pequeno (18,8 pm), sin embargo, no se registraron diferencias estadisticas en la
proporcion de tipo de espora de 0 a 400 m a favor del viento (P = 0,1921). Esto podria deberse
al tamario de las teliosporas de T. frezii, que son de mayor tamafio que la mayoria de las esporas

en los estudios de dispersion de patdgenos por el viento, en general inferiores a 10 um
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(Grewling et al., 2020). Por otro lado, las esporas mas grandes (esporas en glomérulos 5
nacleos; 45,5 um) se extendieron en la misma proporcion a través de las distancias estudiadas.
En las teliosporas producidas por vainas carbonosas, la mayor proporcion de esporas registradas
fueron de dos y tres nucleos. Esos dos tipos de esporas son similares en tamafio (mediana de
27,6 y 31,9 um, para esporas de 2 y 3 nlcleos respectivamente), y se registraron con la misma
proporcidn estadistica a lo largo de las diferentes distancias transportadas por el viento. Patrones
de dispersion similares se han observado en otros estudios de dispersion (Ingold y Hudson
1993). Las mayores velocidades del viento podrian conducir a distancias de dispersion mas
largas, como se informd para Uncinula necator en vid, en experimentos con tunel de viento
(Willocquet et al., 1998).

Como era de esperar, cerca del area de cosecha se registro el mayor nimero de esporas
a favor del viento, y a medida que fue aumentando la distancia, fue disminuyendo el nimero de
esporas atrapadas. Lo mismo fue observado en otros estudios, donde una mayor proporcion de
detecciones positivas y un mayor nimero de esporas atrapadas se asociaron con las direcciones
del viento (Munir et al., 2020). Otros autores sefialan que generalmente se observa una
acumulacién del inoculo durante una epidemia, debido al aumento de la intensidad de la
enfermedad en el lote de la enfermedad policiclica (Lichtemberg et al., 2021). En concordancia
con este ultimo, observamos un efecto significativo de la intensidad del carbén en lote sobre la
cantidad de teliosporas colectadas a lo largo de las trampas. La misma observacion fue
anticipada por Munir et al., (2020), donde se detectaron con mayor frecuencia esporas de

Nothopassalora personata cuando la incidencia de la enfermedad fue significativa.

Ademés de la distancia a una fuente de inoculo, muchos factores influyen en la
variabilidad de las colectas de esporas en las trampas, incluida la estocasticidad de la
turbulencia del aire, la velocidad y la direccion en relacion con las fuentes de indculo (Munir et
al., 2020; Rogers et al., 2009; Villari et al., 2017). Las teliosporas de T. frezii atrapadas a favor
del viento en el lote 5 fueron menores en la trampa a 200 m que a 300 m. Esto puede ser causado
por la turbulencia del viento que deposita esporas de una manera no lineal. Como el aire es
considerado un fluido, el flujo puede ser “laminar” donde las moléculas de aire siguen caminos
paralelos, o “turbulento” donde el flujo es méas cadtico y las particulas siguen caminos

diferentes, aunque en la misma direccion general (McCartney y West 2007).
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Muchos estudios confirman el impacto de la dispersion por el viento del indculo fangico
en la epidemiologia de las enfermedades de plantas. La dispersion del inoculo externo es
fundamental para el desarrollo de epidemias en varios patdgenos vegetales en la agricultura
(Hau y De Vallavieille-Pope 2006; EI Jarroudi et al., 2020). Royas del trigo por ejemplo
(Puccinia triticina, P. striiformis, y P. graminis) de gran importancia en la agricultura, pueden
propagarse facilmente a largas distancias utilizando el viento como medio de dispersion de sus
esporas (EI Jarroudi et al., 2020). Por otro lado, en otros patosistemas estudiados, fuentes
externas de indculo son de baja importancia epidemioldgica, y el indculo primario producido
en el lote es el de mayor importancia como la podredumbre morena (M. fructicola) en huertos
de duraznos (Lichtemberg et al., 2021). Para el carbon de mani tanto el indculo que se ha
producido en el lote, como el indculo externo que proviene de otros lotes, son
epidemioldgicamente significativos al ser las teliosporas de T. frezii esporas de resistencia y

acumularse en los suelos como enfermedad poliética (Rago et al., 2017).

Las esporas de muchos patégenos fungicos se liberan pasivamente del huésped por el
viento (por ejemplo, Puccinia spp., Ustilago spp., Drechslera spp.), en contraste, algunos
patdgenos liberan activamente sus esporas de forma independiente, utilizando mecanismos
como los desencadenados por la humectacién o el secado del hongo o del huésped, muchas
veces asociados a cambios en la irradiancia, la temperatura del aire o la humedad relativa (por
ejemplo, conidios de Pyricularia oryzae , basidiosporas de Cronartium ribicola). Otros
patdgenos necesitan mecanismos pasivos para eliminar las esporas de las superficies, como la
dispersion por salpicaduras (Aylor 1990). Para el carbdn del mani, la liberacion de esporas de
las vainas carbonosas solo ocurre cuando se produce la cosecha. En los sintomas de las vainas
severamente afectadas (SDP), el grano se transforma completamente en una masa de teliosporas
y tiene un alto impacto en el aumento del indculo, al romperse y liberarse en la cosecha (Paredes
et al., 2017b). Las vainas severamente afectadas representan mas del 80 % en la infeccién por
carbén y son las mas importantes en la producciéon de teliosporas (Paredes et al., 2021b). Este
trabajo confirma que las teliosporas de T. frezii son transportadas por el viento cuando las vainas
infectadas se rompen durante el proceso de cosecha. Esto corrobora la observacion de Rago et
al., (2017), quienes afirman que los programas de manejo de enfermedades deben tener en
cuenta la facil propagacion del indculo a distancias cortas de los lotes infestados. Ademas de
esperarse futuros incrementos debido a la falta de adopcién de préacticas de manejo para el
control del carbon (Cazén et al., 2018; Paredes et al., 2021a; Rago et al., 2017) .

162



La dispersion de las teliosporas de T. frezii est4 influenciada por la velocidad del viento
durante la cosecha de mani y esta propagacion de teliosporas disminuye a mayores distancias
desde el area cosechada. Este trabajo conduce a comprender un componente fundamental del
ciclo del carbdn del mani y su epidemiologia, por lo tanto, permite disefiar estrategias de manejo
de la enfermedad, por ejemplo, evitando la cosecha en dias ventosos, mas aln si se cuenta con

el registro de carbon en el lote.

CONCLUSIONES

Las teliosporas de T. frezii son vehiculizadas por el viento

- La direccion y velocidad del viento influye positivamente en la dispersion de las

teliosporas de T. frezii
- No se observaron diferencias en la dispersion segun el tamafio o tipo de teliosporas

- La cosecha de mani es un momento fundamental en la dispersion del patégeno,

logrando la propagacion de las teliosporas en el mismo lote o lotes vecinos

- Las teliosporas logran dispersarse por el viento hasta al menos 400 m desde el area
cosechada, siendo la dispersion dependiente de la velocidad del viento durante la

cosecha
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5. DISPERSION DE TELIOSPORAS DE Thecaphora frezii

5.2 DISPERSION DE LAS TELIOSPORAS DE Thecaphora frezii EN
ESCALA REGIONAL

“Evaluar la dispersion espacio-temporal de teliosporas de T. frezii en
escala regional, valorando la importancia de las plantas de procesamiento

de mani como fuente de dispersion de teliosporas”’

INTRODUCCION

Diversas caracteristicas permiten a los patégenos cumplir con los procesos de dispersion
de sus esporas durante su ciclo. De esta manera, algunos permiten la liberacion de propagulos
al ambiente bajo procesos dindmicos asociados a cambios en la temperatura o la humedad,
como los conidios de Pyricularia oryzae (Aylor 1990), otros son favorecidos por el transporte
por semilla (Baker y Smith 1966) como Ustilago tritici en trigo y U. nuda en cebada
(Piepenbring et al., 1998), algunos son dispersados por gotas de agua como conidios de
Ascochyta rabiei (Khaliqg et al., 2020) y algunos tienen la capacidad de ser dispersados por
viento, por ejemplo Puccinia spp., Ustilago spp., Drechslera spp (Aylor 1990). Para el carbén
del mani, las teliosporas son liberadas cuando las vainas carbonosas logran romperse,
contaminando suelos, maquinaria o semilla, ademas son dispersadas por el viento al ser

estructuras de tamafio reducido (~ 40 um) (Marinelli et al., 2010; Rago et al., 2017).

El carbon del mani (Thecaphora frezii) fue reportado en Argentina por primera vez en
el afio 1995 en lotes comerciales en las localidades de Pampayasta, Villa Ascasubi y Ticino en
la provincia de Cordoba (Marinelli et al., 1995). Desde entonces la prevalencia e incidencia de
la enfermedad fue en creciente aumento (Marinelli et al., 2010; Paredes 2017; Rago et al., 2017;
Asinari et al., 2019; Paredes et al., 2021b). La colonizacion produce hipertrofia en el fruto,
transformando internamente los granos en masas carbonosas de teliosporas (Astiz Gasso et al.,
2008; Marinelli et al., 2008). Estas teliosporas son liberadas al ambiente en el momento de la
cosecha, incrementando significativamente la cantidad de indculo de ese lote. Ademas, T. frezii

es un patogeno habitante de suelo, cuyas teliosporas son estructuras de resistencia que
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permanecen viables en los suelos hasta al menos cuatro afios (Cazon et al., 2016). En este
sentido, el carbon del mani presenta caracteristicas distintivas en su comportamiento
epidemioldgico: es una enfermedad monaciclica, ya que no hay indculo secundario producido
durante una misma estacion de cultivo (aunque hay un aporte continuo de teliosporas que
incrementan el in6culo permanentemente), y poliética, al producir una acumulacién progresiva

de indculo durante un periodo de afios (Bergamin Filho 1996; Arneson 2001; Rago et al., 2017).

La produccién de mani se realiza principalmente en la provincia de Cérdoba, donde las
caracteristicas propias de la enfermedad y la dinamica de produccion, favorecieron la dispersion
del patdgeno en la region, alcanzando un 100 % de prevalencia para el afio 2012 (Cazzola et
al., 2012). Relevamientos de la situacion sanitaria del carbén lograron determinar zonas con
diferente presion de enfermedad, donde los menores registros se observaron en la regién sur de
la provincia (departamento General Roca), mientras que las mayores intensidades se ubicaron
en la region centro-norte (Departamentos Juarez Celman, Tercero Arriba). Esta region cuenta
con una gran cantidad de afios de cultivo de mani y ademas se ubica la mayoria de las industrias
procesadoras de grano, que actian como un centro de dispersion de esporas contaminando los
lotes cercanos a las plantas de procesamiento (Marinelli et al., 2010; Rago et al., 2017; Asinari
et al., 2019; Paredes et al., 2021b).

Caracteristicas propias de la produccién de mani, facilitan la dispersion de las
teliosporas de carbdn. Entre ellas se encuentra la producida por las industrias, donde vainas
carbonosas son llevadas a las plantas de procesamiento, y en los procesos de descapotado e
industrializacion, pueden ser liberadas grandes cantidades de teliosporas, actuando como foco
de dispersion. Hasta el momento es poca la informacion del rol que cumplen las industrias en
este proceso, por tal motivo se plantea evaluar la dispersion espacio-temporal de teliosporas de
T. frezii en escala regional, valorando la importancia de las plantas de procesamiento de mani

como fuente de dispersidn de teliosporas.
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MATERIALES Y METODOS

Descripcion de las areas de estudio

Se seleccionaron tres sitios observacionales correspondientes a las industrias
procesadoras de mani — localidad: “Servicios Agropecuarios” — Hernando (—32°26'17.2" S, —
63° 42' 50.9"0); “AGD” — General Deheza (— 32° 45' 07,9" S, — 63° 46' 33,1" O); “Golden
Peanut” — Alejandro Roca (— 33° 19' 38,3" S, — 63° 42' 54,0" O). Dichas industrias fueron
seleccionadas en funcion de la localizacion y la intensidad de la enfermedad dada por
relevamientos sanitarios del carbén, donde en Hernando y General Deheza el riesgo por la
intensidad regional de la enfermedad es mayor que en Alejandro Roca (Asinari et al., 2019).

El patrén de vientos (direccion y velocidad y frecuencia de ambas) durante los meses
de estudio fueron analizados segun registros historicos (“Meteoblue”, s.f.) en cada sitio

observacional (Figura 5.7).

Muestreo de dispersion espacial de teliosporas

Para cada ambiente de estudio, cuatro cazaesporas fueron colocados en direccion sur
(vientos predominantes) a 500, 1.000, 1.500 y 2.000 m desde el centro de cada industria (foco
de dispersion). Trampas pasivas basadas en la deposicién de teliosporas fueron colocadas a 50
cm de suelo, y consistian en dos portaobjetos de vidrio (7,5 x 2,5 cm) en posicion horizontal,
con dos cintas adhesivas de doble faz (2 x 1,8 cm) por cada portaobjeto, totalizando cuatro

unidades de observacion por cada punto de colecta.

La colecta de datos fue realizada durante el periodo comprendido entre el 22/12/2020 al
4/03/2021, definiendo la finalizacién de las colectas de esporas en el mes de marzo por la
superposicién con el inicio de labores de cosecha, situacion que podria contaminar las muestras,
dificultando un correcto procesamiento de los datos. Las colectas se realizaron
aproximadamente cada 15 dias, en cinco fechas: 06/01, 21/01, 3/02, 19/02 y el 04/03. En cada
periodo se retiraban los portaobjetos colectores de teliosporas, y se colocaban nuevos hasta la
préxima fecha de colecta. La temporalidad fue evaluada tomando en base al dia 22 de diciembre

como dia 1, y el dia 04 de marzo como dia 72.
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En las fechas de extraccion de datos, cada portaobjeto fue retirado para ser procesado
en laboratorio, contabilizando las teliosporas mediante observacion a microscopio (20X;
ZEISS®). El recuento de teliosporas de cada unidad de observacion fue realizado mediante

reconocimiento morfoldgico, identificando las teliosporas de de T. frezii adheridas en una

superficie delimitada de 1,2 cm?.

1N 7 r °
Figura 5.7. Vientos predominantes y ubicacion de trampas cazaesporas (puntos rojos) a
diferentes distancias de industrias maniseras en General Deheza, Hernando y Alejandro Roca

Analisis de datos

El recuento de cada lectura de cada portaobjeto fue ajustado para representar al nimero

de teliosporas capturadas por cm?.

Para cada sitio de observacion fue calculado el nimero de teliosporas que se incorporan

al suelo, como consecuencia del transporte y deposicién, segun la siguiente formula:
Incremento de esporas (teliosporas g de suelo) = n/DAP

donde n es el promedio de los conteos totales de teliosporas capturadas (cm?), DAP es la
densidad aparente del suelo (g cm?®) en los primeros cm del perfil, estimada a través del
porcentaje de arcilla, limo y arena segun la carta de suelo correspondiente a cada sitio (Tabla
S 5.1), siendo 1,57, 1,52 y 1,4 para Alejandro Roca, General Deheza y Hernando
respectivamente (Sistema Suelo, s.f.; Ministerio de Agricultura y Ganaderia, 2021).
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Ajuste y evaluacion del modelo

Fue utilizado un modelo aditivo generalizado (GAM) para modelar el efecto de la
distancia (ubicacion) de las trampas y el momento de las capturas de esporas en la dispersion
generada por las plantas de procesamiento. Los andlisis se realizaron utilizando R (Team R
Development Core 2018), mediante la funcion ‘gam()’ del paquete ‘mgcv’ 1.8-38 (Wood
2011).

Los GAMs fueron evaluados para seleccionar el modelo de mejor ajuste, utilizando la
funcion ‘gam.check()’, el valor ajustado de R? y REML (Restricted maximum likelihood)
(Gurka, 2006; Kassambara, 2018).

El nimero medio de teliosporas capturadas por cm? fue modelado en funcion de dos
suavizantes: la distancia desde las plantas de procesamiento (estacién) y los dias de recoleccion
de muestras (tiempo). Ademas, fue incorporado como efecto aleatorio el sitio correspondiente

a cada industria (loc). El modelo GAM que logré el mejor ajuste fue:

gam (esporas_cm? ~ s (estacion, k = 4) + s (tiempo, k = 5) + s (loc, bs = "re"),

familia = "quasipoisson")

donde s son los suavizadores predeterminados en los GAMs (splines de placa delgada; TPS
“thin plate spline”). La dimension base para el suavizado fue establecida manualmente
utilizando el argumento k, segun el limite superior en los grados de libertad asociados a cada
uno de los respectivos suavizados en el modelo. Un mejor ajuste fue al agregar la distribucién
“quasipoisson” en el modelo, seleccionada al corroborar sobredispersion de la varianza

observada mayor que la varianza de un modelo teérico (Gelman y Hill 2006).
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RESULTADOS

Los menores conteos de teliosporas de T. frezii fueron en el sitio Hernando, seguido por

Alejandro Roca, y el mayor recuento global de teliosporas fue en General Deheza. Los mayores

conteos de teliosporas fueron colectados a los 500 m desde las industrias para los tres sitios de

observacion, disminuyendo las capturas a los 2.000 m en direccion de los vientos

predominantes (Tabla 5.3, Figura 5.8). ElI mayor registro de teliosporas fue observado en

General Deheza a 500 m con un promedio de 1.185 teliosporas cm™ el 21 de enero.

Tabla 5.3. Media del nimero de teliosporas de T. frezii colectadas en trampas cazaesporas Yy su
error estandar, para las diferentes distancias de industrias maniseras de Alejandro Roca, General

Deheza y Hernando en cinco fechas de colecta.

Localizacion Fecha de 500 m 1000 m 1500 m 2000 m
de laindustria colecta Media E.E. Media E.E.  Media E.E. Media E.E.
06/01/21 154 27,4 91 454 60 606 77 5
_ 21/01/21 770 18,15 222 2613 99 14,16 91 17,08
A'ggggm 03/02/21 304 90,67 273 3151 40 343 90 3,33
19/02/21 605 84,19 151 19,92 50 657 58 6,02
04/03/21 381 45,03 63 497 27 26 43 11
Total 2214 800 276 350
06/01/21 377 21,66 26 4,63 o 31 354
21/01/21 1185 27229 109 341 - 120 826
%Zr;]ig 03/02/21 593 183 132 6542 76 26,95 40 13,97
19/02/21 267 38 21 0,63 9 185 2 021
04/03/21 453 36,51 63 772 97 309 18 216
Total 2875 351 * 211
06/01/21 212 42,66 46 348 84 1759 37 966
21/01/21 294 23,49 19 395 25 32 13 1,75
Hernando  03/02/21 51 2,08 12 156 7092 8 0,83
19/02/21 5 0,59 1 052 3 1,24 4 1,04
04/03/21 3 04 1 092 1 034 0 021
Total 565 79 120 62

* valor no calculado por ausencia de registros
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Figura 5.8. Grafico de dispersion de las teliosporas colectadas en diferentes tiempos de colecta
y a diferentes distancias desde las industrias procesadoras de mani de Alejandro Roca, General
Deheza y Hernando. Los puntos representan la media de las observaciones y las barras su error
estdndar. A: Cada industria presenta su propia escala (eje “y”) para observar las diferencias
colectas en cada industria. B: Misma escala para cada una de las industrias, comparando las
diferencias en las colectas de cada industria.

Durante el periodo analizado (22 de diciembre al 4 de marzo; 72 dias), a 500 m de
distancia desde las plantas de procesamiento en direccion del viento, las teliosporas adicionadas
al suelo fueron de 4.370, 3.476 y 565 teliosporas g™ de suelo, para General Deheza, Alejandro
Roca y Hernando, respectivamente. Por su parte, las estimaciones a los 2.000 m de distancia
fueron significativamente menores, con registros de 321, 550, 87 teliosporas g de suelo, para

los tres sitios de estudio, respectivamente.
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Modelado de la dispersion de las teliosporas de carbén por las industrias

Los modelos aditivos generalizados (GAM) se ajustaron a los datos de dispersion de
teliosporas donde el valor ajustado de R? fue de 0,768, y los graficos diagndsticos indicaron un
buen ajuste de los residuos del modelo. Todos los factores predictivos incluidos en el modelo
(tiempo, distancia, industria) fueron significativos (P < 0,05). Un adecuado ajuste del modelo a
los datos puede observarse en la Figura 5.9.

Temporalidad Espacialidad
B 05+ g
= =
) [}
o © 0-
+ 004 =
T [
o o
1A
-0.51 L L L L 1 ! ! | |
20 40 60 500 1000 1500 2000

Fecha de colecta Distancia desde industria (m)

Figura 5.9. Modelo aditivo generalizado (GAM) del efecto parcial para los términos de
temporalidad como fecha de colecta y espacialidad como distancia de cada trampa desde la

industria (m) y los efectos aleatorios de cada sitio correspondiente a cada planta de
procesamiento.

Un efecto temporal en la colecta de teliosporas fue observado, presentando un
incremento durante los primeros 30 dias (hasta el 21 de enero), disminuyendo su efecto a
medida que transcurre el tiempo. Sumado a esto, se observa un mayor efecto del conteo de
teliosporas en las estaciones de muestreo mas cercana a las plantas de procesamiento, con una

disminucion del efecto a medida que las distancias van aumentando.

171



DISCUSION

Las plantas de procesamiento de mani son una fuente de dispersion de teliosporas de T.
frezii, donde la propagacion medida fue hasta al menos 2.000 m de distancia y modelada hasta
7.000 m, dependiendo de cada planta de procesamiento en particular y la época del afio, segln
lo reportado en este trabajo. La cantidad de teliosporas colectadas en las trampas disminuye
significativamente a distancias mayores a 500 m desde el centro de diseminacién. Estos
resultados permiten cuantificar el flujo de dispersidn de teliosporas temporal y espacialmente,
siendo este el primer reporte del rol que cumplen las industrias como fuente de diseminacion

de teliosporas de T. frezii.

Para el afio 2015 el carbon se establecié en el centro de la provincia de Cérdoba, donde
se ubica la mayor cantidad de industrias procesadoras de mani (Paredes 2017). En el sistema de
produccion argentino, el mani es procesado bajo técnicas modernas en un nimero reducido de
grandes empresas (Rago et al., 2017). Todos los lotes de produccion de mani son procesados
por las mismas compafiias, donde ingresan a sus plantas de procesamiento vainas sanas y
enfermas. En las mismas fabricas, las vainas carbonosas son abiertas liberando millones de
teliosporas durante este proceso. En este sentido, las industrias actian como una importante
fuente de dispersion de teliosporas, que son liberadas al ambiente aumentando los niveles de
indculo en los suelos circundantes. Esta observacion es corroborada segun registros de altas
incidencias de la enfermedad en lotes cercanos a las plantas, explicando la mayor presion de la
enfermedad en estos lotes comerciales. La alta concentracion de in6culo puede inhabilitar los
lotes para producir mani debido a la estrecha relacion entre la cantidad de indculo en el suelo y
la intensidad de la enfermedad (Oddino et al., 2010; Paredes 2017; Rago et al., 2017; Asinari
etal., 2019).

Las teliosporas colectadas por las trampas en este trabajo indican que la acumulacion
de in6culo es constante. Segun relevamientos locales (Paredes 2017), el lote con mayor
incidencia de carbon (55%) se registré en el departamento Juarez Celman, a 2 km de una planta
de procesamiento en General Cabrera, confirmando la alta presion de indculo en el suelo,
resultado del aporte de teliosporas de la industria procesadora, tal como fue reportado en este
estudio. Del mismo modo, Peralta y Kearney (2018) observaron que la cantidad de indculo de
T. frezii presente en un lote cercano a una planta de procesamiento, era inversamente

proporcional a la distancia a la fuente de dispersion. En este estudio, los menores niveles de
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indculo fueron registrados a los 2.000 m desde las plantas de procesamiento, sin embargo, ain

en esos recuentos se incrementa constantemente el nivel de indculo de los suelos.

Al ser las teliosporas de T. frezii estructuras de resistencia y acumularse en los suelos
como enfermedad poliética (Rago et al., 2017), el inoculo externo es de gran importancia
epidemioldgica. En este sentido, el procesamiento de vainas carbonosas en las industrias logra
aumentar el indculo de los lotes cercanos, siendo las areas donde se procesa mani un centro de
diseminacion y acumulacion constante de teliosporas. Esto genera en cierta medida focos de
multiplicacién y propagacion de las teliosporas de carbédn. Reportes de la situacion fitosanitaria
del carbdn, inicialmente encontraban las mayores incidencias en regiones donde se procesaba
mani (Paredes 2017; Rago et al., 2017), logrando una expansion a través de los afios (Asinari
etal., 2019; Paredes et al., 2021b).

Si bien la industria en Alejandro Roca no esta localizada en el area de mayor incidencia
de carbon en la provincia (Asinari et al., 2019), se observaron mayores conteos de teliosporas
que en Hernando, que se localiza en una zona de alta carga de indculo regional. Esto puede
deberse a los volimenes (toneladas diarias) y la calidad del mani procesado de cada planta en
particular. Estrategias culturales como una prelimpieza de lotes con alto contenido de carbon,
mediante algiin mecanismo de separacion previo al ingreso a planta, podrian ser una estrategia
de disminucion de la dispersion de esporas. Este tipo de estrategias esta bien documentado en
varios patosistemas, por ejemplo, en la podredumbre parda (Monilinia fructicola) en frutales de
carozo, donde la limpieza de los frutos momificados en los huertos y frutales, reducen el in6culo

inicial, la tasa epidémica, y por lo tanto la dispersion de la enfermedad (Martini y Mari 2014).

Durante el periodo de colecta de teliosporas en este estudio (dos meses y medio), el
incremento estimado de teliosporas en suelo fue de 320, 500 y 90 a 2.000 m de distancia de las
plantas procesadoras de General Deheza, Alejandro Roca y Hernando respectivamente. Las
esporas pueden haber sido dispersadas por el viento, que cobra un rol importante en la
diseminacion en varios patdgenos (Hau y de Vallavieille-Pope 2006; McCartney y West 2007;
Rieux et al., 2014). Sin embargo, los cazaesporas fueron posicionados en una sola direccion. Si
bien se sugiere evaluar mayores distancias, el modelo reporta que las teliosporas en General
Deheza podrian dispersarse hasta 7.500 m desde la industria como centro de dispersion. En este
sentido, numerosos reportes indican el transporte de esporas de patdgenos a largas distancias

(El Jarroudi et al., 2020; Van Der Heyden et al., 2021), donde por ejemplo, esporangios de
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Phytophthora infestans son capaces de transportarse facilmente a 10 - 20 km utilizando el viento
como medio de dispersion (Aylor et al., 2001). Ademaés, las condiciones ambientales durante el
periodo de colecta como precipitaciones o rafagas de viento no han sido medidas en este
estudio. Las fluctuaciones en los vientos (direccion o velocidad), podrian estar influyendo o
desviando la deposicion de esporas (Van Der Heyden et al., 2021). Esto puede haber sucedido
en las colectas de Hernando, donde para el 4 de marzo se observo un aumento en las teliosporas
colectadas a 1.500 m con respecto a las colectadas a 1.000 m (97 y 63 teliosporas,
respectivamente). Sin embargo, la dispersion de las esporas por el viento no siempre tiene una
respuesta lineal, donde turbulencias pueden transportar las esporas y depositarlas en diferentes
caminos pero bajo la misma direccién general (McCartney y West 2007; Van Der Heyden et
al., 2021).

Las elevadas cantidades de inoculo observadas en lotes cercanos a las plantas de
procesamiento indican que las teliosporas de T. frezii liberadas al ambiente continuamente
incrementan las densidades de indculo en los suelos aumentando el riesgo potencial de la
enfermedad. Las teliosporas dispersadas por las industrias, potencian las infecciones de carbon
y contribuyen a la multiplicacién de indculo, logrando una expansion en la intensidad de la
enfermedad, teniendo como centro de diseminacién a cada industria procesadora. La
informacion generada en este estudio contribuye a comprender el rol de las industrias en la
dispersion de las teliosporas de T. frezii, permitiendo generar estrategias, por ejemplo, de
sanitizacion o eliminacion de vainas carbonosas previa al procesamiento, que podrian contribuir
a disminuir el aporte de las teliosporas al ambiente. Sin embargo, es necesario continuar con
los estudios epidemiolégicos y contrastarlos con los voliumenes de procesamiento y la calidad

sanitaria de cada planta en particular.

CONCLUSIONES

- Las plantas de procesamiento de mani son una fuente activa de dispersion de

teliosporas de T. frezii al ambiente
- Lacantidad de teliosporas dispersadas varia en las diferentes industrias evaluadas

- El ndmero de teliosporas depositadas en los suelos circundantes a las plantas

disminuye a mayor distancia desde el foco de diseminacion
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CAPITULO 6

CONSIDERACIONES GENERALES

La enfermedad del carbdn del mani (Thecaphora frezii) tuvo sus inicios en Argentina,
donde en el afio 1995 se reportaba por primera vez en lotes comerciales (Marinelli et al., 1995).
El hecho de no haber sido reportada anteriormente en ningin otro pais del mundo fue
trascendental en la historia de esta enfermedad en la produccién manisera nacional. En diversos
patosistemas, multiples enfoques de control 0 modelos epidemioldgicos ya han sido estudiados,
encontrando respuestas a los problemas fitopatoldgicos con cierta facilidad. Para el carbon del
mani, la ausencia de investigacion a nivel mundial posicionaba a los fitopatdlogos argentinos

frente al desafio de generar el conocimiento de manera local.

Desde que se inician las investigaciones en el carbon, se buscé comprender el avance y
la permanencia de esta enfermedad en el sistema productivo. Durante el desarrollo de esta tesis,
diferentes aspectos han sido abordados para describir aspectos de los componentes del ciclo de
patogénesis del carbon del mani, y de esta manera sentar las bases para comprender el

comportamiento de la enfermedad.

En los inicios del afio 2000, la enfermedad se reportaba de manera esporadica en algunos
lotes productivos de mani. Vainas carbonosas aisladas comenzaron a focalizar la atencién de
especialistas. Sin embargo, al no expresar sintomas en la parte aérea de la planta durante su
ciclo, la enfermedad permanecié oculta, sin asumir la importancia que merecia. En este sentido,
no se tomaron las medidas necesarias para evitar la dispersion del patdégeno que fue
incrementando su intensidad con el transcurso de los afios, comenzando a percibirse como una

verdadera amenaza para el afio 2014.

Inicialmente, las investigaciones se enfocaron en comprender los procesos infectivos,
determinando que el 6rgano susceptible es el gindforo al momento que esta ingresando al suelo,
produciendo una infeccién y colonizacién local (Marinelli et al., 2008). Sumado a eso, estudios
de distribucion del patégeno buscaron comprender algunos aspectos epidemioldgicos, donde
pardmetros de incidencia y prevalencia iban denotando un aumento de la enfermedad a través
de los afios (Oddino et al., 2007; Marinelli et al., 2010; Cazzola et al., 2012). En el afio 2010,

ya no se consideraba al carbdn como una enfermedad emergente, sino que ya era endémica del
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area manisera y epidémica en ciertos afios (Marinelli et al., 2010). Para ese entonces, se
comenzaban las investigaciones tendientes a la busqueda de herramientas para reducir las
infecciones, donde multiples esfuerzos de varios grupos de trabajo estuvieron focalizados en
determinar las mejores estrategias de manejo. En ese momento, se entendié que el carbon del

mani era una enfermedad de dificil control.

Algunas caracteristicas explican por qué la enfermedad logré alcanzar los niveles que
se reportan en la actualidad. El cultivar Granoleico, de excelente comportamiento productivo,
pero con alta susceptibilidad al carbon, fue el que ocupd la mayor area sembrada en los Gltimos
afios, donde para en el afio 2017 ya se sembraba en mas del 70 % del area manisera. Los altos
rendimientos, incluso con registros de carbon, favorecieron el continuo uso de este cultivar,
potenciando el aumento de las teliosporas de T. frezii en los suelos constantemente. Hasta el dia
de hoy, contintia bien posicionado en el sistema productivo con mas de un 50 % de la superficie
sembrada (SISA 2021). Sumado a eso, la gran mayoria de los cultivares de mani son
susceptibles a la enfermedad. Si bien, diferentes programas de mejoramiento apuntan a generar
cultivares resistentes, no es un proceso facil. La busqueda de nuevos cultivares resistentes a
carbén, tiene como objetivo lograr bajas o nulas infecciones, de esta manera evitar la
multiplicacion y propagacion de las teliosporas, ademéas de contar con buenas caracteristicas
agronoémicas, de altos rendimientos y de calidad (Bressano et al., 2019; Wann et al., 2020;
Bennett et al., 2021; Kearney et al., 2021). Hoy en dia, solo un cultivar ha sido registrado como
resistente a carbon en el afio 2019 (‘EC-191 RC (AO)’). Sin embargo, su adopcion es muy baja
(< 1% de la superficie sembrada), dado principalmente por las caracteristicas agronémicas y de
rendimiento, los cuales no logran satisfacer a la mayoria de los productores, relegando su
siembra a lotes donde la cantidad de inoculo de T. frezii es tan elevada, que significaria altos

niveles de incidencia para otro cultivar.

Estrategias de control de otras enfermedades fueron implementadas en el carbén, como
rotaciones, productos quimicos y biologicos, utilizacion de enmiendas, labranzas, etc. Sin
embargo, ninguna demostré eficiencias aceptables en el control de la enfermedad. La baja
adopcion de estrategias de manejo, y la poca efectividad de practicas contundentes de control,
contribuyd a la expansion del carbdn en el area manisera. Basados en este escenario, fue
necesario profundizar los estudios para comprender la situacion sanitaria en la que nos
encontrabamos. En este sentido, los resultados de los estudios abordados en esta tesis responden

al comportamiento epidemiolégico y fitopatolégico de la enfermedad.
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Las estructuras de resistencia permiten a los patdgenos permanecer viables por largos
periodos de tiempo hasta encontrar las condiciones propicias para lograr la infeccién. Sin dudas,
esta es una de las caracteristicas que permitio a T. frezii encontrar la eficiencia suficiente para
lograr su permanencia en los lotes productivos maniseros, perdurar y lograr altos niveles de
infeccion. Los multiples afios de sobrevivencia de las teliosporas de T. frezii hicieron que se

acumulen constantemente en los suelos, confirmando su caracteristica poliética.

A su vez, su capacidad de propagacién hace que la enfermedad se disemine rapidamente
en distintos lotes productivos. En un principio, el transporte de las teliosporas fue contaminando
las semillas, método de propagacion que logré iniciar con pequefias cantidades de indculo lotes
donde adn no se detectaban teliosporas de T. frezii en los suelos. La semilla contaminada y la

maquinaria fueron un método eficiente para la propagacion de la enfermedad.

Las vainas carbonosas producto de las infecciones de carbon, ademas de reducir el
rendimiento, generan grandes cantidades de teliosporas. El tamafio de las teliosporas es lo
suficientemente pequefio para lograr dispersarse por el viento. Ciertamente, el rompimiento de
las vainas carbonosas durante el proceso de cosecha, permitieron no solo incrementar el indculo
en el lote, sino que ademas favorecieron al transporte de las teliosporas propagadas por el
viento, incrementando el indculo de los campos proximos, logrando la diseminacion de la

enfermedad.

En la particularidad de la interaccion planta patogeno, T. frezii no afecta a otro cultivo
gue no sea del género Arachis. Al no tener otro hospedante alternativo representa una ventaja
desde el punto de vista productivo, al evitar propagaciones o continuidades del ciclo del
patogeno. Esto cobra sentido en el esquema de rotaciones, donde para el cultivo de mani se
recomienda una rotacion cada cuatro afios (Bongiovanni et al., 2017).

Los patdgenos de suelo, suelen convertirse en enfermedades limitantes. Es decir, los
niveles de indculo son tan elevados, que los dafios son considerablemente altos para lograr una
produccion estable. Focalizar estrategias de manejo, por ejemplo, en areas especificas con
mayor o menor densidad de indculo en los suelos, donde diferentes herramientas economica y
ambientalmente viables, pueden resultar en un control aceptable de la enfermedad,

disminuyendo la intensidad, la multiplicacion y la propagacién de esporas.

La enfermedad es el resultado de interacciones entre el hospedante, el patdgeno y cada

uno de los componentes bioticos y abioticos del suelo y del medio ambiente (Agrios, 2005).
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Mudltiples interacciones ocurren en el suelo que pueden tener influencia en los procesos
infectivos. Chellemi et al., (2016) sugirieron cuatro pilares para el enfoque del manejo de
patdgenos habitantes de suelo: prevenir la introduccién y propagacion de patdgenos en el
sistema de cultivo, reducir la poblacién de patégenos a niveles que puedan ser manejados a
través de la retroalimentacion bioldgica natural, mejorar la capacidad de supresion del suelo y
minimizar el impacto de las acciones destructivas, a través de un enfoque integrado de manejo.
El carbon del mani es un patosistemas complejo, donde todas sus interacciones y caracteristicas
hacen que el manejo de la enfermedad sea dificultoso. Sin embargo, la integracion del
conocimiento generado, sumado a una combinacion en estrategias de control, basadas en
estudios epidemioldgicos, permitirian definir esquemas de manejo integrado y regional.
Recientemente, otros patosistemas abordan un control regional como es el caso de
Huanglongbing (HLB) en citricos(Garcia Figuera et al., 2022). En este sentido, se dejan de lado
los limites de propiedad, para abordar de manera conjunta un problema fitopatolégico en toda
un area. Este tipo de estrategia requiere del compromiso colectivo, donde para el caso del HLB
estan focalizadas principalmente en el momento de aplicacion de insecticidas para el control
del insecto vector. Si bien se observan buenos resultados, la falta de participacion de los actores
es identificada como el principal problema. Para el carbon del mani, las estrategias deberian ser
abordadas de manera similar, con participacion institucional, individual y colectiva,
promoviendo una reduccién racional y sostenible de la enfermedad con minimos efectos

negativos sobre el medio ambiente.

La propagacion de la enfermedad estd altamente influenciada por las teliosporas
producidas por las vainas carbonosas en los lotes. Es necesario comprender que a mayor indculo
en los suelos habrd méas enfermedad y mayor produccion de esporas. Ademas, la dispersion de
las esporas genera una expansion de la enfermedad a gran escala. De esta manera, las estrategias
regionales cobran relevancia apuntando a un enfoque holistico. Para ello, una herramienta
concreta es el monitoreo y cuantificacion de teliosporas de T. frezii en el suelo, de esta manera
es posible predecir la incidencia esperada y se podrian implementar estrategias para mitigar las
infecciones, como el uso de fungicidas, o utilizacion de variedades con un buen
comportamiento. Ademas, entendiendo la dispersién de las teliosporas vehiculizadas por el
viento, la cosecha de mani podria ser realizada en dias poco ventosos, cobrando mas

importancia si se tiene referencia de ser un lote con alto carbén.
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La expansion del &rea manisera a nuevas regiones, explora suelos con bajo contenido
de teliosporas de T. frezii. Para evitar la propagacion de la enfermedad, es necesario evitar el
transporte de las teliosporas contaminando las semillas de mani. En este sentido, su seleccién
deberia ser de calidad sanitaria controlada, producida en lotes con bajo potencial indculo, de

baja rotacion con cultivos de mani, y seleccionada especialmente para este fin.

Demostrar avances cientificos focalizados en el carbon del mani es fundamental,
entendiendo que Argentina es el Gnico pais donde la enfermedad estd reportada en lotes
comerciales. Las investigaciones en profundidad resultan esenciales como base para el
desarrollo de diferentes estrategias de manejo de la enfermedad. EI mani cumple un papel
fundamental en el sistema productivo argentino, siendo una economia regional con un
significativo aporte econdmico, agropecuario e industrial. La calidad del mani argentino es
reconocida a nivel mundial, por lo que es necesario priorizar la sostenibilidad de la produccion
de mani y continuar generando un producto con las caracteristicas que se merece. Los resultados
obtenidos en esta tesis doctoral contribuyen al conocimiento y a la comprensién de diferentes
aspectos del carbon del mani, describiendo las etapas del ciclo de patogénesis, caracterizando
componentes de la epidemiologia de la enfermedad, con el fin de lograr direccionar estrategias
de manejo eficientes que puedas ser implementadas por el sector productivo, asegurando

resultados econémicos y ambientalmente viables.
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CONCLUSIONES GENERALES

- Lasteliosporas de T. frezii no disminuyen su capacidad de infeccidn hasta al menos seis afios

de longevidad en el suelo.

- Las vainas severamente afectadas (SDP) constituyen aproximadamente el 80 % de las vainas
infectadas por T. frezii, siendo la mejor representacion del indice de severidad de la

enfermedad.

- El'in6culo de T. frezii en suelo se ve incrementado posterior a un ciclo de cultivo debido a
las infecciones de carbon, donde el nimero de teliosporas en el suelo se triplica cuando la
enfermedad en el lote es mayor a 3 % de SDP.

- No se observaron diferencias en la intensidad de la enfermedad cuando se sometieron a los
clavos al contacto con el indculo, durante los primeros 15 dias en el que el clavo ingresa al

suelo.

- El menor contenido hidrico de suelo (dado por situaciones experimentales o por menores
precipitaciones) predisponen a mayores infecciones de carbdn. Lo mismo fue observado para

las variables de temperaturas extremas minimas y maximas durante el periodo de clavado.

- Hay interaccion entre los rastrojos y la expresion de la enfermedad, donde se observa menor

infeccion cuando el cultivo antecesor es maiz comparado con el cultivo antecesor soja.

- Las teliosporas de T. frezii son vehiculizadas por el viento, donde la direccién y velocidad
del viento influyen en su dispersion. La cosecha del mani es el momento donde las vainas
carbonosas logran liberar las teliosporas contenidas en su interior, logrando su propagacion
(vehiculizadas por el viento) en el mismo lote o lotes vecinos hasta al menos 400 m desde el

area de cosecha.

- Las industrias maniseras son una fuente activa de dispersion de teliosporas de T. frezii al
ambiente, donde vainas carbonosas procesadas liberan teliosporas al ambiente que
incrementan las teliosporas en los suelos circundantes a las industrias. EI nimero de
teliosporas depositadas en los suelos disminuye a mayor distancia desde el foco de

diseminacion.
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Figura S 3.1. Criterio de filtrado de datos para el analisis de regresion de coeficientes aleatorios:
los ambientes compuestos por la interaccion de la ubicacion del campo vy el afio de muestreo
con al menos 4 campos y un rango de incidencia de carbon del 5% se mantuvieron para fines

de modelado
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Tabla S 3.1. Precipitaciones acumuladas (mm) registradas durante la estacion de crecimiento del mani (noviembre a abril) para las campafias
relevadas (2014-15 a 2019-20)

2014-15 2015-16 2016-17

Departmento  Nov Dic Ene Feb Mar Abril Acumulado Nov Dic Ene Feb Mar Abril Acumulado Nov Dic Ene Feb Mar Abril Acumulado
General Roca 61 102 124 139 56 80 561 179 89 259 97 32 113 769 44 106 98 76 194 120 638
Gral. San Martin 80 94 148 275 191 48 836 172 112 132 264 51 134 865 22 114 103 125 81 79 523
Juérez Celman 93 100 76 243 119 90 720 158 98 155 198 67 101 777 20 64 114 116 73 86 473
Marcos Juarez 112 132 116 145 169 101 775 175 105 152 187 67 111 797 36 94 128 81 111 131 580
Pte. Rog. Sdenz Pefla 79 132 144 147 127 98 726 115 137 279 115 68 74 787 49 146 153 102 152 136 738
Rio Cuarto 110 98 82 251 127 52 719 180 112 168 143 91 96 790 31 75 118 79 101 85 489
Rio Primero 79 98 139 333 125 46 819 78 75 66 177 84 123 603 74 88 111 163 51 41 527
Rio Segundo 101 97 160 278 134 37 807 121 8 99 239 79 174 797 50 133 119 136 63 80 582
Tercero Arriba 75 101 155 185 163 47 726 123 82 125 275 65 138 808 37 91 89 133 81 50 481
Uniodn 99 99 146 246 185 64 839 138 111 138 201 63 113 764 22 111 105 125 82 102 547
Total 753 776 558

2017-18 2018-19 2019-20

Departmento  Nov Dic Ene Feb Mar Abril Acumulado Nov Dic Ene Feb Mar Abril Acumulado Nov Dic Ene Feb Mar Abril Acumulado
General Roca 70 75 60 9 10 44 268 128 58 128 48 53 53 469 86 92 130 38 156 45 547
Gral. San Martin 43 152 36 6 18 118 373 249 148 119 23 160 93 791 54 111 125 120 98 18 526
Juarez Celman 73 141 51 9 16 114 404 185 112 169 29 137 77 709 75 138 107 149 135 15 618
Marcos Juéarez 14 160 64 7 14 159 418 177 142 201 31 116 116 783 76 160 124 168 129 53 711
Pte. Rog. Sdenz Pefla 93 90 104 11 38 72 408 62 94 159 24 78 50 467 63 149 154 121 205 48 739
Rio Cuarto 27 109 95 32 15 61 339 153 72 163 30 173 55 646 99 79 95 125 142 35 574
Rio Primero 66 101 80 30 5 36 318 95 66 230 50 128 145 714 130 111 63 172 69 28 573
Rio Segundo 22 123 91 43 6 57 342 144 76 199 65 126 126 736 87 149 37 150 97 21 540
Tercero Arriba 63 137 91 44 15 82 432 205 78 212 50 245 130 920 43 93 62 125 115 29 467
Uniodn 65 166 60 5 11 135 442 216 138 183 45 125 83 790 68 136 120 148 120 32 625
Total 375 703 592
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Tabla S 3.2. Dinamica de los conteos de teliosporas de Thecaphora frezii en indculo inicial y final (teliosporas g™* de suelo), y evaluaciones
del carbon del mani como incidencia, vainas severamente afectadas (SDP) e indice de severidad (DSI), para cada lote evaluado.

N° Camparfia Departamento In6culo Incidencia SDP DSl Nivel de enfermedad In6culo Aumento de Proporcion de
lote agricola inicial (%) (%) (%) (SDP %) final teliosporas incremento
1 2016-17 Juérez Celman 1890 33.6 31.2 28.3 alto 5000 3110 1.6
2 2016-17 Juérez Celman 2112 31.6 26.1 254 alto 6670 4558 2.2
3 2016-17 Juérez Celman 580 11.7 8.5 8.5 medio 1660 1080 1.9
4 2016-17 Juérez Celman 757 16.9 13.0 12.7 alto 2333 1576 2.1
5 2016-17 Juérez Celman 1990 37.3 325 31.1 alto 5333 3343 1.7
6 2017-18 Tercero Arriba 631 22.6 20.2 18.3 alto 2800 2169 34
7 2017-18 Tercero Arriba 252 2.6 24 2.0 bajo 833 581 2.3
8 2017-18 General San Martin 387 135 11.8 10.8 alto 1167 780 2.0
9 2017-18 General San Martin 253 3.0 2.3 2.2 bajo 111 -142 -0.6
10 2017-18 Juérez Celman 126 11.8 115 10.3 alto 444 318 2.5
11 2017-18 Pte. Roque Saenz Pefia 379 1.4 1.1 1.0 bajo 333 -46 -0.1
12 2017-18 Juérez Celman 253 125 10.6 9.7 alto 1667 1414 5.6
13 2017-18 Juarez Celman 379 114 10.8 9.7 alto 1500 1121 3.0
14 2017-18 Juérez Celman 505 53 3.3 3.7 medio 333 -172 -0.3
15 2017-18 Union 379 1.2 0.5 0.6 bajo 222 -157 -0.4
16 2017-18 Juarez Celman 126 2.1 2.0 1.7 bajo 111 -15 -0.1
17 2018-19 Tercero Arriba 1389 14.0 117 10.9 alto 1330 -59 0.0
18 2018-19 Pte. Roque Saenz Pefia 253 3.9 14 1.9 bajo 667 414 1.6
19 2018-19 Pte. Roque Saenz Pefia 758 8.1 6.6 6.0 medio 3667 2909 3.8
20 2018-19 Pte. Roque Séenz Pefia 250 4.8 25 2.8 bajo 1444 1194 4.8
21 2018-19 General Roca 505 0.9 0.5 0.6 bajo 667 162 0.3
22 2018-19 General Roca 126 1.4 1.0 0.9 bajo 166 40 0.3
23 2018-19 Rio Cuarto 1010 17.4 14.7 13.1 alto 6000 4990 4.9
24 2018-19 Rio Cuarto 505 45 3.3 3.2 medio 1000 495 1.0
25 2018-19 Rio Cuarto 1136 14.9 115 10.9 alto 1111 -25 0.0
26 2018-19 Rio Cuarto 758 2.6 1.9 1.7 bajo 1000 242 0.3
27 2018-19 Tercero Arriba 1010 20.2 16.4 154 alto 1889 879 0.9
28 2018-19 Tercero Arriba 1010 13.3 10.9 10.4 alto 2667 1657 1.6
29 2018-19 Rio Cuarto 631 12.5 9.0 9.0 medio 2333 1702 2.7
30 2019-20 General San Martin 445 2.3 0.8 1.2 bajo 335 -110 -0.2
31 2019-20 General San Martin 335 4.6 19 2.3 bajo 335 0 0.0
32 2019-20 Rio Primero 500 7.3 5.7 4.9 medio 1330 830 1.7
33 2019-20 Rio Segundo 335 9.6 7.1 6.8 medio 335 0 0.0
34 2019-20 Rio Primero 335 125 9.0 8.8 medio 1333 998 3.0
35 2019-20 Santa Maria 225 7.6 5.1 5.3 medio 1300 1075 4.8
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Tabla S 4.1. Coeficientes de correlacion de Pearson entre el periodo de exposicion del clavo
al indculo (dias) y los diferentes grados de severidad (expresados en incidencia) para los dos
experimentos EXP1 y EXP2.

Ensayo EXP1

Incidencia Incidencia Incidencia Incidencia

M t
omento de grado 1 grado 2 grado 3 grado 4

exposicion a
inoculo (dias)

Pearson p-valor Pearson p-valor Pearson p-valor Pearson p-valor

Total (0-10) - - - - 0,02 0,963 0,59 0,054
Temprano (0-5) - - - - 0,17 0,743 0,79 0,061
Tardio (6-10) - - - - -0,59 0,293 0,19 0,758

Ensayo EXP2

Incidencia Incidencia Incidencia Incidencia

Momento de grado 1 grado 2 grado 3 grado 4

exposicion a
indculo (dias)

Pearson p-valor Pearson p-valor Pearson p-valor Pearson p-valor

Total (0-15) -039 02368 -0,39 0,2385 -0,15 0,665 0,6 0,052

Temprano (0-5) 0,470 0,346 -0,040 0,934 -047 0,342 0,36 0,490

Tardio (7-15) - - - - -0,82 0,093 0,86 0,062
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Tabla S 4.2. Rendimiento promedio de mani (grano y caja) y precipitaciones desde octubre
a marzo y los promedios historicos, para el departamento Juarez Celman durante los afios
2015 a 2020.

Departamento Juarez Celman

Cosecha 2015 2016 2017 2018 2019 2020
(t/ha) Grano 2,32 2,87 2,81 1,41 3,22 3.01
Precipitaci tub
reciprraciones ocire a 737 730 650 350 700 650
marzo (mm)
Precipitaciones histéricas
650 650 650 650 650 650

2007-2020 (mm)

Fuente: MAGYP. Estimaciones agricolas
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Tabla S 4.3. Andlisis de correlacion de Pearson para los parametros de enfermedad de porcentaje de vainas de severidad grado 3, porcentaje
de vainas severidad grado 4, incidencia, vainas severamente afectadas (SDP), indice de severidad (DSI), y vainas ligeramente afectadas
(LDP), y los periodos de acumulacion de lluvias (mm) bisemanales, mensuales, o totales, desde diciembre a marzo. Datos colectados en dos
sitios de experimentacion entre los afios 2016 a 2020 (General Cabrera) y 2015 a 2019 (General Deheza).

Periodo de lluvia Grado 3 (%) Grado 4 (%) SDP (%) Incidencia (%) DSI (%) LDP (%)
Bisemanal Pearson p-valor Pearson p-valor Pearson p-valor Pearson p-valor Pearson p-valor Pearson p-valor
1-ene al 15-ene 0,23 0,0026  -0,36 <0,0001 -0,2 0,0063 -0,2 0,0067 -0,26 0,0005 0,03 0,6683
16-ene to 31-ene 0,03 0,6663  -0,22 0,0034  -0,18 0,0185  -0,15 0,0419 -0,18 0,0176 0,08 0,3018
01-Feb to 15-Feb -0,04 0,5945 -0,46 <0,0001 -0,42 <0,0001 -0,35 <0,0001 -0,42 <0,0001 0,21 0,0054
16-Feb to 28-Feb -0,15 0,0441  -0,38 <0,0001 -0,41 <0,0001 -0,28 0,0002 -0,36 <0,0001 0,35 <0,0001
1-Mar to 15-Mar -0,01 0,8809 -043 <0,0001 -0,38 <0,0001 -0,39 <0,0001 -0,43 <0,0001 0,05 0,5307

Periodo de lluvia Grado 3 (%) Grado 4 (%) SDP (%0) Incidencia (%) DSI (%) LDP (%)
Mensual Pearson p-valor Pearson p-valor Pearson p-valor Pearson p-valor Pearson p-valor Pearson p-valor
Enero 0,21 0,0041 -0,45 <0,0001 -0,29 0,0001 -0,28 0,0002 -0,34  <0,0001 0,08 0,2943
15-ene to 15-Feb -0,02 0,7987  -0,54 <0,0001 -0,49 <0,0001 -0,41 <0,0001 -0,48 <0,0001 0,24 0,0016
Febrero -0,11 0,421  -0,45 <0,0001 -045 <0,0001 -0,34 <0,0001 -042 <0,00016 0,31 <0,0001
15-Feb to 15-Mar -0,14 0,0687 -0,57 <0,0001 -0,57 <0,0001 -045 <0,0001 -0,55 <0,0001 0,33 <0,0001

Periodo de lluvia Grado 3 (%) Grado 4 (%) SDP (%) Incidencia (%) DSI (%) LDP (%)
Pearson p-valor Pearson p-valor Pearson p-valor Pearson p-valor Pearson p-valor Pearson p-valor

*Total del periodo

de cultivo 0,09 0,2378 -0,54 <0,0001 -0,43 <0,0001 -0,34 <0,0001 -0,44 <0,0001 0,25 0,0007
“rTotaldelperiodo 555 ggass 057  <0,0001 -051 <0000 -043 <0,0001 051 <0000 026  0,0005

de susceptibilidad

* lluvias acumuladas desde diciembre a abril, como periodo normal de crecimiento del cultivo
**|luvias acumuladas desde enero al 15 de marzo, como periodo normal de clavado (clavos que daran vainas a cosechar para rendimiento y clavos

susceptibles a carbon)
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Tabla S 4.4. Incidencia, vainas severamente afectadas (SDP) e indice de severidad del carbén del mani (DSI) en lotes relevados en la
provincia de Cérdoba, clasificados como de potencial indculo “bajo” o “alto” cuando la cantidad de teliosporas de T. frezii estimadas era
menor a 750 o mayor a 750 teliosporas g™ de suelo, respectivamente.

In6culo

Afio n Lote (teliosporas g* poct:elﬁf:ligr?r?:ﬁ(():ﬂlo Incidencia (%0) DSI (%) SDP (%)
suelo)
1 580 baio 11,7 8.5 8.5
2 757 alto 16.9 12,7 13.0
2017 5 3 1890 alto 33.6 28.3 31.2
4 1990 alto 37.3 31.1 325
5 2112 alto 31,6 254 26.1
6 379 baio 1.2 0.6 0.5
7 126 baio 21 1.7 2.0
8 126 baio 11.8 10.3 11,5
9 253 baio 3.0 2.2 2.3
10 253 baio 12,5 9.7 10.6
11 253 baio 135 10.8 11.8
2018 13 12 379 baio 14 1.0 1.1
13 379 baio 2,6 2,0 2.4
14 379 baio 114 9.7 10.8
15 505 baio 53 3.7 3.3
16 631 baio 22,6 18.3 20,2
17 1010 alto 17.4 13.1 147
18 1136 alto 21,2 16.5 17.0
19 505 baio 0.9 0.6 0.5
20 126 baio 14 0.9 1.0
21 250 baio 4.8 2.8 2.5
22 253 baio 3.9 1.9 1.4
23 505 baio 4,5 3.2 3.3
24 631 baio 125 9.0 9.0
2019 12 25 758 alto 2,6 1,7 1.9
26 758 alto 8.1 6.0 6.6
27 1010 alto 133 10.4 10.9
28 1010 alto 20.2 154 16.4
29 1136 alto 149 10,9 115
30 1389 alto 14,0 10,9 11,7
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Tabla S 4.5. Medidas resimenes de las temperaturas medias, minimas y maximas
registradas en los lotes para los meses de enero, febrero y enero-febrero. Medias, desvio
estandar (D.E.) y valores minimos y maximos.

Variable n Media D.E. Min Max
Media Ene-Feb 30 23,88 0,18 23,62 24,09
Min Ene-Feb 30 16,88 0,76 16,02 18,15
Max Ene-Feb 30 31,07 0,36 30,37 31,44
Media Ene 30 24,25 0,39 23,83 24,8
Min Ene 30 17,07 0,53 16,44 18,02
Max Ene 30 315 0,5 30,51 32,05
Media Feb 30 23,51 0,23 23,35 24,01
Min Feb 30 16,69 0,99 15,59 18,27
Max Feb 30 30,63 0,59 30 31,36

Tabla S 4.6. Temperaturas minimas, medias y maximas, registradas en cada uno de los
cubiculos del invernadero y camara de crecimiento de cultivo, durante 21 dias para evaluar
el efecto en la infeccion del carbon del mani.

Sitio de Temperatura (°C)
temperatura

controlada Min 2 Media @ Max 2

Camara de 21,84 + 0,47 22 +0,25 22,17 + 0,15

crecimiento
Box invernadero A 22,71+ 1,83 2458 + 1,69 26,45 + 2,36
Box invernadero B 23,66 + 1,63 26,54 +1,18 2911 +1,74
Box invernadero C 24,76 + 2,27 27,19+1,49 29,62 +1,83
Box invernadero D 25,41 + 408 28,99+ 244 3289+121
Box invernadero E 26,63 + 3,05 29,78 £ 2,97 32,93 + 3,08

& Medias obtenidas de todos los registros + el desvio estandar, para cada variable segln
sitio de temperatura controlada del experimento.
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Tabla S 5.1. Descripcion de las caracteristicas agrondmicas y ubicacion de los lotes, y las fechas de cultivo, pasos de cosecha y las muestras
recolectadas para cada lote experimental

. . . Fecha de
Lote Sitio? Cultivo  Tipo de Cultivar F(_acha e _Fechaf Ejeb Fecha de Cosechadora® Capaa_dad " tomade
antecesor  suelo siembra  inversion cosecha® operativa®

muestras
. . . Haplustol .

1 Villa Maria Maiz tdico Granoleico  25/11/19 20/04/20 27/05/20 COBRA (1) 20-25 5,45 6/01/20
. Haplustol .

2 Ballesteros Soja adico Granoleico  29/11/19 17/05/20 14/06/20 COBRA (1) 20-25 3,3 6/12/20

3 RioPrimero  Soja A;?F::‘CS;O' Granoleico 15/11/19  25/05/20  14/06/20 LEON(;')ARTT 30-45 4,09  25/06/20
Capilla de los . Haplustol .

) Maiz . Granoleico 11/11/19 5/10/20 7/07120  AMADAS (2) 30 5,2 7/08/20

remedios éntico

5 Comechingones Maiz H?Fpl ilf(;[o' Granoleico 29/10/19 18/05/20 6/05/20 LEON(T)A RTT 10-15 6,5 7/02/20
. Haplustol .

6 Laguna Larga Maiz éntico Granoleico  15/11/19 5/10/20 19/06/20  AMADAS (3) 45 55 26/06/20

4 Ubicacion en Cordoba donde se realiz6 el estudio observacional de lote

b Primera etapa de cosecha — inversion de la planta de mani

¢ Cosecha y trilla propiamente dicha

d Marca de la maquina cosechadora y cantidad ()

¢ Numero de hectareas cosechadas por dia

T Rendimiento en toneladas por hectarea
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Tabla S 5.2. Descripcién de los datos analiticos de suelo del perfil tipico de la serie
correspondiente a cada sitio de localizacién de las industrias en estudio en Hernando,
General Deheza y Alejandro Roca.

Localizacion Carta de suelo Serie Descripcion
Monte Alto Horizonte Ap
Prof.de la muestra (cm)  0-22
Arcilla < (2p) % 18,0
Hernando Hoja 3363-8 3.3.20 - Limo (2 - 50p) % 55,2
"Hernando™ Consociacion Are.m.fina (50 - 100p) % 24,1
MONTE ALTO Are.fina (100 - 250p) % 0,4
Are.media (250 ~ 500p) % -
DAP 14
General Cabrera Horizonte Al
Prof.de la muestra(cm) 0-21
] Arcilla < (2p) % 10,6
General H(?!ggr?fri_lm o r?égé?ééién Limo (2 - 50p) % 39,2
Deheza Cabrera” GENERAL Are.m_.flna (50-100p) % 46,0
CABRERA Are.fina (100 - 250p) % 3,1
Are.media (250 ~500p) % 0,4
DAP 1,52
Olaeta Horizonte Al
3.3.28. - Prof.de la muestra (cm)  0-26
Asociac_ién de Arcilla < (2p) % 9.4
Alejandro  Hoja 3363-26 Aé$2e550 %y Limo (2 - 50p) % 22,2
Roca Alejandro OLAETA Are.m_.flna (50-100p) % 65,0
ligeramente Are.fina (100 - 250p) % 3,0
erosionada por Are.media (250 ~ 500p) % 0,5
viento 50 %. DAP 1,57
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