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Resumen

El presente trabajo tuvo como objetivo caracterizar la agresividad de siete aislados de Phoma
lingam sobre el cultivar de colza Rivette, asi como evaluar el efecto de distintos productos
curasemillas en el control preventivo de la enfermedad en plantulas. La colza es un cultivo de
creciente importancia en Uruguay, y la enfermedad conocida como pie negro, causada por el
hongo Leptosphaeria maculans (anamorfo Phoma lingam), representa una amenaza significativa
para su establecimiento y productividad. Los ensayos se llevaron a cabo en condiciones
controladas en la estacion experimental INIA La Estanzuela, Colonia, Uruguay, utilizando un
disefio en blogques completamente al azar, con tres repeticiones por tratamiento. Para la
caracterizacién de aislados, se evaluaron siete cepas de Phoma recolectadas en diferentes
localidades y afios, utilizando como unidad experimental una maceta con 6 a 10 plantas del
cultivar Rivette. Las plantas fueron inoculadas en etapa cotiledonar con una suspension de
esporas (1x107 esporas/mL) y la severidad de la enfermedad se midid diez dias post-inoculacién
mediante una escala de 0 a 9, donde 0 representa la ausencia de sintomas y 9 una lesién severa
en el cotileddn. Los resultados mostraron una variabilidad significativa en la virulencia entre los
aislados. En el primer ensayo, el aislado Ph031 presentd la mayor severidad, mientras que Ph021
y Ph033 fueron los menos agresivos. En el segundo ensayo, el aislado mas virulento fue Ph026,
y el menos agresivo, Ph022. Estas diferencias reflejan la diversidad genética y fenotipica del
patdégeno, lo que resalta la importancia de su caracterizacién para un manejo efectivo de la
enfermedad. Para la evaluacion de curasemillas, se utilizaron diferentes productos quimicos y
bioldgicos, incluyendo Fluopiram (Fluoram), Zentro y un producto bioldgico (Lalstop), aplicados
en distintas dosis. La cepa utilizada en esta fase fue Ph042, aislada del mismo cultivar Rivette.
Los resultados demostraron que los tratamientos con Fluopiram, a partir de la minima dosis de
150 g i.a/ 100 kg de semilla lograron una supresion total de los sintomas en ambos ensayos,
mientras que el resto de los tratamientos presenté distintos niveles de severidad. En conclusion,
se identificé variabilidad en la agresividad entre los aislados de Phoma y se demostré que el uso
de Fluopiram como curasemilla a una dosis baja es altamente efectivo para prevenir la infeccién
en etapas tempranas del cultivo. Estos hallazgos ofrecen herramientas valiosas para el manejo
integrado de la enfermedad, particularmente en la etapa de implantacion, y abren la posibilidad
de reducir o postergar aplicaciones foliares posteriores. Si bien los ensayos se realizaron bajo
condiciones controladas, se recomienda realizar evaluaciones a campo para validar estos
resultados en situaciones reales de produccién.

Palabras Clave: oleaginosa invernal, Phoma, aislados fungicos, fungicidas curasemillas



Abstract

The objective of this study was to characterize the aggressiveness of seven Phoma lingam
isolates on the canola cultivar Rivette, as well as to evaluate the effect of different seed dressings
for preventive disease control in seedlings. Canola is a crop of growing importance in Uruguay,
and the disease known as blackleg, caused by the fungus Leptosphaeria maculans (anamorph
Phoma lingam), represents a significant threat to its establishment and productivity. The trials
were conducted under controlled conditions at the INIA La Estanzuela experimental station in
Colonia, Uruguay, using a completely randomized block design with three replicates per
treatment. For isolate characterization, seven Phoma strains collected from different locations
and years were tested, using a pot with 6 to 10 Rivette plants as the experimental unit. Plants
were inoculated at the cotyledon stage with a spore suspension (1x107 spores/mL), and disease
severity was measured ten days post-inoculation using a 0-to-9 scale, where 0 indicates the
absence of symptoms and 9 represents severe cotyledon lesions. The results showed significant
variability in aggressiveness among the isolates. In the first trial, isolate Ph031 exhibited the
highest severity, while Ph021 and Ph033 were the least aggressive. In the second trial, the most
virulent isolate was Ph026, and the least aggressive was Ph022. These differences reflect the
genetic and phenotypic diversity of the pathogen, highlighting the importance of its
characterization for effective disease management. For the seed dressing evaluation, various
chemicals and biological products were used, including Fluopyram (Fluoram), Zentro, and a
biological product (Lalstop), applied at different doses. The isolate used in this phase was Ph042,
collected from the same Rivette cultivar. Results showed that treatments with Fluopyram, even
at the lowest dose of 150 g a.i/ 100kg seed, achieved complete suppression of symptoms in both
trials, while the remaining treatments exhibited varying levels of severity. In conclusion,
variability in aggressiveness was identified among Phoma isolates, and the use of Fluopyram as
a seed treatment at a low dose proved to be highly effective in preventing early-stage infection.
These findings provide valuable tools for the integrated management of blackleg, particularly
during crop establishment, and open the possibility of reducing or delaying subsequent foliar
fungicide applications. Although the trials were conducted under controlled conditions, field
evaluations are recommended to validate these results under real-world production scenarios

Keywords: canola, Phoma, funga lisolates, seed-dressings
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1. Introduccion

La colza (Brassica napus L.) es una oleaginosa de la familia de las Brassicaceae
(Cruciferae), de ciclo invernal utilizada para la produccién de aceite para consumo humano,
suplemento proteico o forraje para animales y biodiesel (Martino & Ponce de Ledn, 1999). En
los ultimos afios ha habido un aumento en el area sembrada de colza en Uruguay, con un total
de 345.000 ha en 2022, igualandose a las hectdreas sembradas con trigo y cebada (Florentin,
2023).

Las enfermedades que afectan a la colza son producidas por hongos, bacterias y virus,
siendo las mds frecuentes y agresivas las producidas por los primeros, por lo que se considera
que son las principales (Martino & Ponce de Ledn, 1999). Una de las mds importantes es el pie
negro o cancro en la base del tallo causada por Leptosphaeria maculans (Desm.) Ces. & De Not
(anamorfo Phoma lingam), hongo hemibidtrofo, que en su fase necrotroéfica sobrevive y se
reproduce en rastrojos hasta la descomposicidn total del mismo, por lo que es importante
respetar el tiempo de descomposicion para volver a incluir el cultivo en la rotacién (Stewart et
al., 2004).

Los primeros sintomas se desarrollan en los cotiledones y las primeras hojas, las lesiones
avanzan hacia el tallo en la base de la plantula, lugar donde se forma el cancro, que termina
obstruyendo el flujo de agua y nutrientes en la planta, lo que genera mermas en el rendimiento
(Martino & Ponce de Ledn, 1999).

Segun los tipos de sintomas presentes en el cultivo, se puede clasificar al patégeno como
en menos virulento cuando solo presenta manchas en las hojas y mds virulento cuando ademas
de causar manchas en las hojas también genera infeccidn en la base del tallo (Williams & Fitt,
1999). Realizar un control durante la implantacion del cultivo aumenta la probabilidad de no
afectar el rendimiento en gran magnitud ya que es en esta etapa donde las plantas son mas
vulnerables segin Barbetti y Khangura (1999) y ademas es mas facil realizar el control. Una de
las opciones para realizarlo comprende el uso de fungicidas curasemillas, del tipo bioldgico o
guimico.

Por esta razon los objetivos de este trabajo son caracterizar la agresividad de siete
aislados de Phoma sobre cultivar de colza Rivette y determinar el control de Phoma en plantula
con curasemillas.
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2. Revision bibliografica

2.1 Caracteristicas del cultivo

La colza es una oleaginosa anual de invierno que pertenece a la familia de las cruciferas
y al género Brassica. Se obtiene a partir de la cruza interespecifica de dos especies, Brassica
campestris y Brassica oleracea originarias de Asia y Europa respectivamente. Los cultivares a
elegir pueden ser de dos tipos; los invernales que necesitan de acumulacion de bajas
temperaturas para florecer y los primaverales que no exigen acumulacidn de frio para florecer
(Gremminger Lale & Ferrés Caceres, 2019). El desarrollo del cultivo también estd influenciado
por temperatura y fotoperiodo en los diferentes estados fenoldgicos (Schwab, 2010), y es la
escala CETIOM quien los describe (Tabla 1).

En cuanto a sus caracteristicas morfoldgicas, es de porte erecto, pudiendo alcanzar
alturas de hasta 2 metros. Su raiz principal es pivotante y las secundarias poseen buena
capacidad de ramificacidn. Presenta hojas pecioladas diferencidandose las inferiores por tener un
margen dentado y el superior acorazonado. Sus flores son pequefias y amarillas, agrupadas en
racimos terminales. Sus frutos son silicuas y sus vainas van entre 5 y 6 cm de longitud, en su
interior se encuentran desde 20 a 25 semillas esféricas de tamafio muy pequefio y de color
pardo, rojizo o negro (Bustamante et al., 1998).



Tabla 1
Escala CETIOM
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Clasificacion

Denominacion

Descripcion

A
Bl

B2

B3 aB6

c1

C2

DA

D2

F1

F2

G1

G3

G4

G5

Cotiledonar

Plantula

Roseta

Elongacién

Floracion

Maduracion

Cotiledones visibles.

1 hoja verdadera desarrollada.

2 hojas verdaderas desarrolladas.

Hasta 6 hojas verdaderas desarrolladas.

Aparicién de hojas jovenes.
Entrenudos visibles. Vestigios de
ramificaciones principales.
Inflorescencia visible.

Botdn cubierto. Inflorescencias
secundarias visibles.

Botén separado.

Primeras flores abiertas.

Alargamiento rama floral. Numerosas
flores abiertas.

Caida de pétalos. 10 primeras silicuas
de 2 cm de largo.

Silicuas de mas de 4 cm.

Coloreado de granos.

Coloreado de granos.

Nota. Tomado de CETIOM (1978, como se cita en Planchon Guigou y Figares Espdsito, 2004).

2.2 Colza en el mundo

En la Edad Media la colza se utilizé principalmente para alimentacion,

fabricacion de jabdn e iluminacién. Con la creacion del motor a vapor aumento la utilizacién de

aceite de colza debido a su alto contenido de acido erlcico (apropiado para la lubricacion de

motores). Por esta razdn el cultivo se introdujo en América del Norte principalmente en Canad3,

durante la segunda Guerra Mundial, posicionando a este pais como el mayor exportador a nivel
mundial (Martino & Ponce de Ledn, 1999).

La disminucion del uso de maquinas de vapor promovio la busqueda de otros usos para

este cultivo, consumo humano y animal. El aceite de colza presenta un alto contenido de acido

erucico que puede resultar téxico para humanos y glucosinolatos que provocan rechazo en el
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consumo animal (Martino & Ponce de Ledn, 1999). En 1974 se buscé disminuir estos valores
para aumentar la calidad del aceite (menor a 2% de acido erucico) para consumo humano y la
harina (menor a 30 umol/g para consumo animal, esta variedad se denominé Canola (Canadian
Oil Low Acid) (Shahidi & Naczk, 1990).

En el norte de Europa y Asia, las principales zonas productoras son Alemania, Francia,
China e India. En América del Sur el aumento de la superficie sembrada es mas reciente y se
explica por la disminucidn del area sembrada de trigo debido a cambios climaticos, sanitarios y
socioecondmicos. Esta inclusién del cultivo en la rotacién agricola genera beneficios en cuanto
al control de enfermedades, plagas y malezas (Rondanini et al., 2017).

2.3 Colza en Uruguay

Ademas de los beneficios de incluir colza a la rotacién de cultivos, se incorporé como
alternativa por la disminucion del precio de trigo a principio de 1990 (Creacion del fondo de
compensacion del trigo, Decreto n2 514/990). A partir de 1991, la Central Cooperativa de Granos
junto con la Cooperativa Agropecuaria Limitada de Ombues de Lavalle logran la incorporacién
de la colza por parte de un grupo de productores, cultivando anualmente 300 hectareas (Mazzilli
et al., 2021).

Segln Mazzilli et al. (2014) a partir de 2004 el darea sembrada aumenté a 1400- 1500
hectdreas promovida por varias empresas que buscan expandir el mercado, lo cual era
impedimento para aumentar la produccién a nivel nacional.

Desde 2010, la empresa Alcoholes del Uruguay (ALUR) incorporé el grano de colza para
produccion de biodiesel, y establecio el plan CANOLA que consiste en la contratacién previa del
cultivo pre-estableciendo precio y estandar de calidad, disminuyendo la incertidumbre de
mercado, lo que promueve el aumento de area de siembra pasando a 26 mil hectareas en 2016
y en 2017 la incorporaciéon de nuevos actores y canales comerciales lleva a alcanzar 47 mil
hectareas sembradas (Rava, 2022).

En la zafra 2022 el area sembrada alcanzd casi 348.145 hectareas, colocandose como
afio récord en superficie y produccion (Oficina de Estadisticas Agropecuarias [DIEA], 2023), luego
en 2023 se redujo a 132.316 hectareas (DIEA, 2024).

2.4 Enfermedades que afectan el cultivo

Las enfermedades de la colza son producidas por hongos, virus y bacterias. Las de mayor
prevalencia y potencial de daino son las causadas por hongos, y por lo tanto son las de mayor
importancia (Tabla 2).
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Tabla 2
Enfermedades de mayor importancia en canola

Patogeno Nombre de las enfermedades que ocasionan

Sclerotinia sclerotiorum Podredumbre del tallo

Podredumbre blanca
Alternaria brassicae y Alternaria brassicicola  Alternaria
Leptosphaeria maculans (Phoma lingam, Mancha de hoja
anamorfo) Pie negro

Cancro del tallo

Albugo candida Roya blanca
Rhizoctonia solani Pudricién de pie
Erysiphe cruciferarum Oidio

Fusarium spp., Pythium, Alternaria, Damping off

Phytophthora megasperma

Xanthomonas campestris pv campestris ManchaenV

Nota. Adaptado de Martino y Ponce de Ledn (1999).

2.5 Especies del hongo

Durante mucho tiempo no se diferenciaron especies dentro del género Leptosphaeria,
se asumia que solo un patdgeno generaba las enfermedades en la colza. Las caracteristicas
morfoldgicas como la abundancia de picnidios y de micelio aéreo, asi como la tasa de
crecimiento diferencial entre aislados, en condiciones de laboratorio, determind la subdivision
en dos grupos; grupo A y grupo B. Estas caracteristicas no permiten por si solas definir la
virulencia, pero se determiné que el grupo A de asilados presentaba mayor virulencia que el
grupo B. Estas caracteristicas, sumadas a otras, determinaron la diferenciacién de especies,
siendo el grupo A designado como Leptosphaeria maculans, asociado con cancros dafinos en la
base del tallo o pie negro y follaje, y grupo B de menor virulencia designado como Leptosphaeria
biglobosa asociado con lesiones menos dafiinas en la parte superior del tallo y follaje (Frac et
al., 2022; Williams & Fitt, 1999).

En Uruguay, a partir de la caracterizacién molecular de aislados provenientes de hoja,
base del tallo y semillas se determind que todos correspondian a Leptosphaeria maculans, por
lo tanto, se concluyd que la colza en Uruguay es afectada por las cepas mas virulentas (Stewart,
2022).
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2.6 Enfermedades causadas por Leptosphaeria maculans

Las enfermedades causadas por L. maculans son de gran importancia a nivel mundial
para el cultivo de colza, se asocian a muerte de plantulas, manchasen las hojas y cancros en el
tallo y base del tallo, y pueden causar pérdidas desde10 hasta 100% (Tabla 3) (West et al., 2001).

Tabla 3

Enfermedades causadas por Leptosphaeria maculans
Organo afectado Enfermedad
Plantula entera Damping- off
Hoja Manchas foliares
Tallo Lesiones

Pie negro

Silicuas Manchas

Damping- off o muerte de plantulas en pre y post emergencia causada por L. maculans
afecta la implantacién de la colza. La infeccidon puede provenir de la semilla o por la llegada de
inéculo transportado por el viento y la lluvia desde el rastrojo infectado, pudiendo reducir el
numero de plantas implantadas (Canola Council, 2022).

Las manchas foliares se presentan como lesiones blanquecinas, que contienen las
estructuras reproductivas del hongo, llamadas picnidios. Las lesiones avanzan hacia la nervadura
central de la hoja y al llegar al tallo producen cancro. Cuando las manchas se desarrollan en las
primeras cinco hojas del cultivo, el cancro del tallo estrangula la planta a la altura del suelo y
determina el lamado pie negro (Formento, 2014). Las manchas causadas por L. maculans en las
silicuas producen semillas infectadas, siendo una de las principales fuentes de indculo (Bezus et
al., 2023).

2.7 Pie negro

El pie negro causado por L. maculans es una necrosis que se desarrolla en la
base del tallo, provocando el estrangulamiento de la planta y es la fase mas dafiina de la
enfermedad. El cancro impide el transporte de agua y nutrientes, acorta el ciclo del cultivo
causando maduracion temprana y posible vuelco de la planta (Cardoso et al., 1996).

La semilla es la principal fuente de inéculo para la dispersidn de la enfermedad a nuevas
areas, pero la principal fuente de indculo primaria son las ascosporas (espora sexual)
provenientes de los rastrojos infectados de la zafra anterior (Babadoost, 2021). Estas ascosporas
son diseminadas por el viento a largas distancias (hasta 5 km), pero la mayor parte se deposita
en los primeros 500 m. Si esta infeccidn se da antes de B2 (dos hojas) hay mayor probabilidad
de ocurrencia de pie negro (Bezus et al., 2023).

Las infecciones secundarias son causadas por las esporas de los picnidios (esporas
asexuales). Estas se desarrollan en las lesiones y se diseminan a cortas distancias a través de las
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gotas de lluvia, con la capacidad de re infectar la planta original u otras plantas en el cultivo
(Figura 1) (Bezus et al., 2023).

Figural
Ciclo de Leptosphaeria maculans en colza

Las picnidiosporas se
propagan por la lluvia Las hifas pueden crecer a

dentro del dosel. través del peciolo e infectar
el talloy la corona.

Los picnidios se forman en el
tejido vegetal infectado.

Los sintomas se desarrollan
en el tallo, la coronay la raiz y
ocasionalmente en las vainas.

Los sintomas se desarrollan

i as asc ras se
en las hojas. L ospora

propagan por el viento, a .
6 veces a largas distancias. Los pseudotecios se
Q forman en residuos de
\Y plantas infectadas.
l
Las plantulas de semillas infectadas '.....

o
desarrollan sintomas y pueden ¢——— ...

infectar plantas adyacentes. o
Semillas infectadas.

Nota. Adaptado de CREA Uruguay (2022).

2.8 Virulencia

Segun Cornelsen et al. (2021) la identificacidn de las razas del patégeno, el conocimiento
de su frecuencia, los genes de avirulencia del patégeno y los genes de resistencia del cultivar,
pueden determinar un buen manejo integrado y el control de la enfermedad.

El uso de cultivares resistentes reduce la infeccién, pero a su vez, ejerce presidn sobre
la poblacién del patdégeno para adaptarse (Del Rio Mendoza et al., 2012) pudiendo hacerse
menos efectivos cuando existe un cambio en el perfil racial de L. maculans. Se han detectado
cambios en la composicién de las razas en algunos paises posiblemente debido a la
recombinacidn genética en la reproduccion sexual, que contribuyeron a una mayor expansion
de la enfermedad (Cornelsen et al., 2021). En Uruguay no se han realizado estudios de
variabilidad patogénica, por lo tanto, no estan definidas las razas presentes localmente.
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2.9 Factores que favorecen el desarrollo de la enfermedad

Segln Agrios (2017) los factores ambientales que favorecen el inicio y el desarrollo de
las enfermedades en las plantas son la temperatura, humedad, luz, nutrientes y pH del suelo.
Ademas, influye la interaccidon con el huésped (desarrollo fenolégico y susceptibilidad) y el
patdgeno (grado de virulencia, cantidad de indculo y propagacién). Para que la enfermedad se
desarrolle es necesaria una interaccién entre estos factores; planta susceptible, patégeno
infectivo y medio favorable.

A principio de otofio, con las primeras lluvias se liberan las ascosporas que maduran en
los peritecios de rastrojos infectados y se liberan al aire a partir de los 8 2C, germinan en contacto
con el agua dentro de un rango de temperatura entre 4 y 28 °C.

Segun Iriarte (2016) la descomposicidn de los residuos esta principalmente regulada por
la humedad y temperatura del suelo, por lo que en condiciones que enlentecen la
descomposicidon aumentan la persistencia del indculo. La enfermedad es favorecida por otofios
e inviernos con temperaturas entre 15y 18 2Cy con lluvia, rocio o niebla. Cuando la temperatura
se encuentra entre 20 y 24 2C se favorece la formacidn de cancros.

2.10 Manejo de la enfermedad

Es necesario iniciar el cultivo con plantas sanas para reducir el efecto de las
enfermedades, suelos libres de indculo y realizar monitoreo durante el ciclo para asegurar
condiciones saludables en el cultivo, realizando un manejo integrado de enfermedades que
considera aspectos bioldgicos, culturales, y quimicos (Olivares & Sepulveda, 2020).

° Aspectos bioldgicos: conocer el ciclo de la enfermedad y las condiciones
ambientales predisponentes que favorecen el desarrollo de la infeccidn.

° Control cultural: incluye aquellas practicas que reducen al maximo el desarrollo,
reproduccion y diseminacion de la enfermedad. Eleccion de cultivar resistente para tener buen
comportamiento sanitario frente al patégeno, buena calidad de semilla con respecto a pureza,
vigor inicial y sanidad (Bezus et al., 2023). Correcta eleccidn de chacra, es decir, sin colza como
antecesor, sin historia de menos de tres afios con dicho cultivo, porque es el tiempo que demora
en descomponerse el rastrojo y por lo tanto sobrevivir el hongo (Garcia Torres et al., 1978). A su
vez, realizar un correcto manejo de barbecho para llegar al momento de la siembra con malezas
cero, principalmente del género Brassica, ya que seria hospedero para el patégeno. No sembrar
a menos de 500 metros de distancia de rastrojos contaminados.

En cuanto a la calidad de siembra, la densidad para cultivares primaverales debe de ser
90 plantas/m? e invernales 50 plantas/m? (Castro, 2016), es importante respetarlas ya que
siembras excesivamente densas lleva a mayor numero de tallos, pero mas finos y débiles,
aumentando la susceptibilidad a enfermedades (Leach et al., 1999). La profundidad debe de ser
entre los 2 y 3 cm, ya que mayor profundidad disminuye el porcentaje de implantacién o atrasa
la emergencia (Bezus et al., 2023).

° Control quimico: segun Zarza y Gonzalez (2010), el uso de fungicidas
curasemillas sirve para disminuir, controlar patégenos que atacan la semilla o plantulas,
protegiendo a las mismas en el periodo critico de implantacion. El curasemilla actua de forma
directa sobre la carga de indculo en la semilla y de forma indirecta contra el patdégeno presente
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en el suelo (Sorhouet Indart & Souza Soler, 2019). Los fungicidas de contacto tienen como
objetivo proteger la semilla de los hongos que se encuentran en el suelo y los sistémicos
controlar los hongos presentes en la semilla (Henning, 2005).

2.11 Fungicidas

Los fungicidas son sustancias quimicas o agentes bioldgicos que inhiben el crecimiento
de hongos o de sus esporas (Carmona et al., 2020). Se pueden clasificar de acuerdo a su
movilidad y modo de accidn. Segun su movilidad se clasifican en no modviles y méviles, los
primeros permanecen en la superficie de la planta como barrera protectora inhibiendo la
germinacidon de esporas y el crecimiento micelial. Dentro de los modviles o sistémicos, los
fungicidas foliares son absorbidos por el tejido de las hojas siendo transportados dentro de la
planta y los fungicidas curasemillas son absorbidos por el tejido de la semilla junto con las raices
seminales y luego se movilizan por el xilema hasta la plumula y las hojas de las plantulas. En
cuanto al modo de accidn el fungicida mata al hongo por interferir en procesos celulares,
causando dafio en las membranas por la inactivacién de enzimas o proteinas esenciales,
interferencia en procesos claves como produccién de energia, respiraciéon o impactar en vias de
metabolismo como en la produccién de esterol o quitina (McGrath, 2004).

Actualmente, el esquema del Fungicide Resistance Action Committee (FRAC) enumera
11 modos de accion diferentes (tabla 4) (FRAC, 2019). Todos los fungicidas del mismo grupo
quimico tienen en comun el modo de accién y el mecanismo de resistencia a pesar de que su
estructura quimica puede ser diferente.

Tabla 4
Lista de clasificacion de fungicidas

Modo de accion Grupo quimico

A: metabolismo de acidos nucleicos Acilalaninas
hidroxi- (2-amino-) pirimidinas
isoxazoles

B: proteinas motoras y del citoesqueleto benzimidazoles
tiofanatos
N-fenil carbamatos
toluamidas
fenilureas
peridinilmetil-benzamidas
benzofenonas

benzoilpiridinas



C: respiracion

D: sintesis de aminoacidos y proteinas
E: transduccién de sefiales

F: transporte o sintesis de lipidos/ funcién o
integracién de la membrana

G: biosintesis de esterol en las membranas

H: biosintesis de la pared celular

P: induccién de defensa en la planta huésped

Modo de accidon desconocido

No clasificado

19

fenil-benzamidas
fenil-oxi-etil tiofeno amidas
piridinil- etil- benzamidas
oxatin- carboxamidas
pirazol-4 - carboxamidas
piridin- carboxamidas
metoxi- acrilatos
metoxi- carbamatos
oximino- acetatos
oxazolidina- dionas
dihidro- dioxazinas
imidazolinonas

ciano- imidazoles
sulfamoil- triazoles
dinitrofenilcrotonatos
2,6 - dinitro- anilinas
tiofeno- carboxamidas
triazolo- pirimidilamina
anilino- pirimidinas
ariloxiguinolinas
guinazolinonas

fenilpirroles
hidrocarburos aromaticos

1,2,4- tiadiazol
carbamatos

imidazoles

triazoles

triazolintionas

morfolinas

piperidinas

spiroketal- aminas
hidroxianilidas

amino- pirazolinona
amidas del acido cinamico
valinamida carbamatos
amidas del acido mandélico
benzo- tiadizol BTH
polisacaridos
etilfosfonatos
cianocetamida- oxima
fenil- acetamidas
guanidinas

diversos

Nota. Adaptado de FRAC (2019).
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3. Materiales y métodos

3.1 Objetivo de la caracterizacion de aislados

El objetivo es caracterizar la agresividad de siete aislados de Phoma sobre cultivar
Rivette.

3.1.1 Caracterizacion de aislado

El ensayo fue realizado en la estacion experimental del Instituto Nacional de
Investigacion Agropecuaria (INIA) La Estanzuela, Colonia, Uruguay, en una camara de
crecimiento bajo condiciones controladas: temperatura de 20 + 2 °C, humedad relativa del 60 a
80 %, y un fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. Se realizan tres repeticiones
por tratamiento, teniendo como unidad experimental una maceta con 6-10 plantas. Cada
tratamiento correspondid a una de las siete cepas, y un testigo inoculado Unicamente con agua,
con un total 24 macetas sembradas.

El ensayo se repitié dos veces, la primera vez con fecha de siembra el 19 de septiembre
y la segunda vez se sembro el 3 de octubre. Las inoculaciones se realizaron una semana después
de la siembra y la evaluacién de las mismas se realizé 10 dias post inoculacién.

3.1.2 Repique de aislamientos

Se repicaron los aislados seleccionados de una coleccion de hongos del banco de INIA
La Estanzuela (tabla 5).

Tabla 5
Caracteristicas y origen de los aislados utilizados

Cadigo Zafra de colecta  Proveniente Localidad Cultivar Tipo de colza
Ph021 2021 Hoja Dolores Phoenix Invernal
Ph022 2021 Hoja Dolores Smilla Primaveral
Ph024 2021 Hoja Paysandi Macacha Primaveral
Ph026 2021 Semilla Dolores Solar CL Primaveral
Ph031 2021 Hoja Palo Solo  Nuvette Primaveral
Ph033 2021 Hoja Palo Solo  Nuvette Primaveral
Ph042 2023 Hoja Colonia Rivette Primaveral

3.1.3 Siembra de ensayos

Las cepas aisladas de L. maculans se sembraron en medio de cultivo V8 (tabla 6) por 11
dias, se observé gran cantidad de picnidios (estructuras reproductivas) con esporulacion. Se
inundan las cajas de petri con agua destilada estéril y con un portaobjeto se raspan
cuidadosamente los picnidios con el fin de extraer las esporas. La suspension es filtrada con una
gasa, recolectada en un vaso de bohemia y cuantificada con una cdmara de Neubauer, donde se
lleva al microscopio y se realiza un conteo de las esporas utilizando la cuadricula mas pequefia,
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en diez cuadros al azar y promediando estos valores, se multiplica por veinticinco, por dieciséis
y por 1x10* para llegar a la concentracién de esporas por mililitro en la dilucion.

Tabla 6
Composicion del medio de cultivo (V8)

Compuesto Cantidad
Jugo V8 (Original Campbell Soup Company) 40 mL
Carbonato de calcio 0,6g
Extracto de levadura 02¢g
Sucrosa 1g
Agar 20g
Colesterol 0,01g
Agua destilada 1000 mL

3.1.4 Preparacion del inéculo

Se buscd llegar a una concentracidn final de esporas de 1x107 por mililitro, para lo cual
se utilizé la férmula (concentracién inicial x volumen inicial) / concentracion final), con el
objetivo de calcular el volumen al que debia diluirse la suspension extraida de la placa de Petri,
utilizando agua destilada estéril. Las suspensiones de esporas fueron refrigeradas entre 4y 6 °C
con el fin de detener la germinacidn, y se realizé la inoculacién luego de 24 horas.

Para la segunda repeticion del ensayo, las suspensiones fueron congeladas y
posteriormente descongeladas a temperatura ambiente antes de la inoculacién.

3.1.5 Inoculacion

Se realizé la siembra de 24 macetas y se llevd a cabo la inoculacidn una semana después,
en etapa cotiledonar. Para la inoculaciéon, se utilizaron 10 pL de la suspensiéon de la cepa
correspondiente, aplicados en dos heridas realizadas manualmente en cada mitad del cotiledén,
utilizando la punta de un tip descartable de micropipeta.

3.1.6 Variables evaluadas

Diez dias post inoculacidon se mide la severidad de la enfermedad en cada cotiledén y
posteriormente se promedian los valores para obtener la severidad de cada unidad
experimental, tomando como referencia la escala de 0 a 9, donde 0 indica que no hay infeccién
y 9 que hay una lesidn severa que abarca casi la totalidad de la mitad del cotiledén (Peng et al.,
2020) (Figura 2).



22

Figura 2
Escala de severidad de 0 a 9

3.1.7 Disefio experimental y andlisis de los datos

El disefio experimental utilizado fue repeticiones completamente al azar. El analisis
estadistico de los datos se llevé a cabo mediante el Software R Studio. La escala empleada para
la evaluacién representa una variable continua subyacente que ha sido redondeada o truncada,
por lo que ambos ensayos pueden ser analizados utilizando un modelo lineal simple. Para los
dos ensayos de agresividad se detectd una interaccidn significativa entre ensayos y tratamientos
en el analisis conjunto, por lo que fue necesario realizar cada ensayo de forma independiente
(véase tabla Al).

Los datos se analizan con el modelo lineal generalizado (GLM) ya que este no requiere
el cumplimiento del supuesto de homogeneidad de varianza, que si es requerido como supuesto
para ANOVA.

3.2 Objetivo de la evaluacion de curasemillas

El objetivo es determinar el control en plantulas de Phoma con curasemillas

3.2.1 Evaluacion de curasemillas

El disefio experimental utilizado fue en repeticiones completamente al azar y con tres
repeticiones por tratamiento. La unidad experimental consistio en una maceta que contenia
entre 6 y 10 plantas. Cada tratamiento difiere en el curasemilla utilizado y/o la dosis, mas un
testigo sin tratar. La cepa utilizada para estos experimentos fue Ph042, aislada a campo del
cultivar Rivette.

El ensayo se repitié dos veces, la primera siembra se realizé el 19 de septiembre y la
segunda el 3 de octubre. Las inoculaciones se realizaron una semana después de la siembray la
evaluacion se realizé 10 dias posteriores a la inoculacion.

3.2.2 Productos curasemilla

Los curasemillas utilizados se presentan en la Tabla 7.
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Descripcion de los curasemillas utilizados
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Nombre Principio  Grupo Accion Concentracion
comercial activo quimico de principio activo
Fluoram Fluopiram Piridiniletilbe Penetrantey 70 g/L
nzamidas translaminar. Inhibe
el complejo
enzimatico succinato
deshidrogenasa
(SDHI) de la cadena
respiratoria fungica.
Zentro Tiram Ditiocarbam  De contacto. Inhibe 250 g/L
ato la germinacién de
esporasy
crecimiento del
micelio.
Carbenda Bencimidazo Inhibe la mitosis a 125 g/L
zim I través de la Beta
Tubulina.
Metalaxil PA-— Sistémico. Interfiere 50 g/L
Fenilamidas  en la sintesis de ARN
(RNA polimerasa 1).
Lalstop Producto Bacteria liofilizada 930 g/Kg
bioldgico

Nota. En la pestaina productos registrados buscamos por el nombre comercial los productos

utilizados. Adaptado de Direccién General de Servicios Agricolas (2025).

3.2.3 Siembra de ensayos

La siembra de los ensayos, el aislamiento y el repique son realizados de la misma forma

qgue en el ensayo anterior. En la Tabla 8 se presentan los diferentes tratamientos utilizados.
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Tabla 8
Curasemillas y dosis de cada tratamiento

Tratamiento Curasemilla gi.a/100 kg semilla
1 Fluoram 150

2 Fluoram 300

3 Fluoram 600

4 Lalstop 150

5 Fluoram + Lalstop 300+ 150

6 Zentro 350

7 Testigo -

3.2.4 Preparacion de indculo

La cepa utilizada para la inoculacion fue el Ph042, realizado igual que en el apartado
3.1.4.

3.2.5 Inoculacion

Se realizé el mismo procedimiento que en el punto 3.1.5.

3.2.6 Variables evaluadas

Diez dias después de la inoculacidn, se midid la severidad de la enfermedad de cada
cotiledon y, posteriormente, se calcularon los promedios de estas mediciones para obtener el
valor de la severidad de cada unidad experimental o maceta. El procedimiento y la escala
utilizados fueron los mismos que los descritos en el apartado 3.1.6.

3.2.7 Disefio experimental y analisis de los datos

El andlisis estadistico de los datos se llevé a cabo mediante el Software R Studio. La
escala utilizada para la evaluacidon representd una variable continua subyacente que fue
redondeada o truncada, por lo que ambos ensayos pudieron ser analizados mediante un modelo
lineal simple. Para los dos ensayos de curasemillas se detectd una interaccidn significativa entre
ensayos y tratamientos en el andlisis conjunto, por lo que fue necesario analizar cada ensayo de
forma independiente (véase tabla A2).

Los datos fueron analizados utilizando un modelo lineal generalizado (GLM), ya que en
este no se requeria el cumplimiento del supuesto de homogeneidad de varianza.
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4, Resultados

4.1 Caracterizacion de aislados

En el primer ensayo se determind que existen diferencias significativas entre los
aislamientos evaluados (P<0,0001), presentando una minima diferencia significativa de 0,358.
Todos los aislados presentaron mayor severidad que el testigo inoculado con agua, que presenté
una pequefa necrosis asociada a la lesidn provocada por la perforacién con el tip descartable.
Al analizar los distintos tratamientos, se observé que los aislados presentan diferentes niveles
de severidad, siendo el aislado Ph 031 el que mostrd la mayor agresividad, mientras que Ph 021
y Ph 033 presentaron las menores severidades (Figura 3).

Figura 3
Resultados del ensayo uno de caracterizacion de aislados
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Nota. Medias con distinta letra difieren significativamente entre si, p- valor <0.0001.

En el segundo ensayo también se observaron diferencias significativas entre los
tratamientos evaluados (P<0.0001), con una minima diferencia significativa de 0,32. Al analizar
los distintos tratamientos, se observd que los aislados presentaron distintos niveles de
severidad, siendo Ph 026 el de mayor agresividad, Ph 022 el de menor (Figura 4). Cabe sefalar
gue la menor severidad observada en este ensayo, en comparacion con el primero, podria
explicarse por aumento de la temperatura de la cdmara entre ambos ensayos, lo cual pudo haber
afectado los procesos bioldgicos del patégeno, y/o por el hecho de que la congelacién del
indculo pudo haber reducido la agresividad del aislado.



26

Figura 4
Resultados del ensayo dos de caracterizacion de aislados
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Nota. Medias con distinta letra difieren significativamente entre si, p- valor <0.0001.

4.2 Evaluacion de curasemillas

En el primer ensayo se determind que existen diferencias significativas entre los
tratamientos evaluados (P<0.0001), presentando una minima diferencia significativa de 0,0796.
Al analizar los distintos tratamientos de curasemillas se observd que los tratamientos que
contenian Fluoram en distintas dosis resultaron efectivos en el control de Phoma, mientras que
los demds tratamientos presentaron cierta severidad (Figura 5).

Figura 5
Resultados del ensayo uno de evaluacion de curasemillas
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Nota. Medias con distinta letra difieren significativamente entre si, p- valor <0.0001.
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En el segundo ensayo también se observaron diferencias significativas entre los
tratamientos evaluados (P<0.0001), con minima diferencia significativa de 0,157. Al igual que el
primer ensayo, los tratamientos que contenian Fluoram fueron los efectivos para el control de
Phoma, mientras que los demds tratamientos presentaron cierto grado de severidad (Figura 6).

Cabe aclarar que la menor severidad de este ensayo, comparado con el primero, podria
explicarse por variaciones en la temperatura de la cdmara entre ambos ensayos, lo que pudo
haber alterado los procesos bioldgicos del patégeno y/o por el hecho de la congelacién del
inéculo pudo haber disminuido la agresividad.

Figura 6
Resultados del ensayo dos de evaluacion de curasemillas
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5. Discusion

Respecto a la agresividad, es esperable que existan diferencias entre aislados, dado que
se trata de un hongo que presenta diversas razas. En otros paises, estas ya han sido identificadas,
sin embargo, en Uruguay aun no se han realizado estudios de variabilidad patogénica, la
investigacion sobre ellas esta por comenzar (Frac et al., 2022; Williams & Fitt, 1999).

En cuanto al uso de curasemillas se observé qué, con una dosis de 150cc de producto
comercial de Fluoram, se previene la infeccion de los cotiledones y puede reducir la incidencia
de pie negro en colza, logrando una severidad similar a la obtenida con dosis mayores. Este
resultado coincide con el ensayo realizado por Peng et al. (2020) en Canadd, donde también se
observo qué la menor dosis (150 g i.a/ 100 kg de semilla) de este principio activo reduce casi por
completo la severidad de la enfermedad. Por lo tanto, este curasemilla puede ser utilizado como
una herramienta para el control temprano de pie negro en el periodo critico de implantacion,
evitando asi la aplicacion temprana de fungicidas foliares en el cultivo de colza.

En Estados Unidos, en el cultivo de soja afectado por el nematodo del quiste —patégeno
que también ocasiona reducciones en el rendimiento—, se ha demostrado que el uso de
Fluopiram como tratamiento curasemilla disminuye significativamente el nimero de huevos y
quistes en comparacion con los demas tratamientos evaluados (Rocha et al., 2022). En Uruguay,
este principio activo fue evaluado en ensayos a campo para el control de Drechslera teres f. teres
en cebada, un patdégeno capaz de provocar reducciones de rendimiento de grano del 10 al 33%.
El tratamiento con Fluopiram (70g/ L) + lprodione (175 g/L) presentd la mayor eficiencia en
comparacion con los demas tratamientos evaluados Fluxapiroxad (333 g/L) + Triticonazole (100
g/L), Sedaxane (50 g/L) + Fludioxinil (25 g/L) + Difenoconazole (25g/L) (1).

El tratamiento de control biolégico Lalstop (bacteria liofilizada) no logré un control
eficiente de Leptosphaeria maculans/ Phoma en las condiciones evaludas. Seria conveniente
replantear el experimento considerando una temperatura diferente, una dosis mayor y un
periodo mas prolongado previo a la inoculacién, que permita una mejor multiplicacién de la
bacteria sobre la semilla.
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6. Conclusion

El presente trabajo tuvo como objetivos caracterizar la agresividad de siete aislados de
Phoma sobre cultivar de colza Rivette y determinar el control de Phoma en plantula con el uso
de distintos curasemillas bajo condiciones controladas.

Se constatd una marcada variabilidad en la agresividad entre los aislados de Phoma
evaluados. Estos resultados remarcan la importancia de una correcta caracterizacidon de los
aislados previo a su uso en ensayos con inoculacién artificial.

Los curasemillas en base a Fluopiram constituyen una herramienta efectiva para el
control temprano de la enfermedad durante la etapa critica de implantacién, permitiendo
reducir o incluso prescindir de aplicaciones foliares tempranas de fungicidas en el cultivo.

Estos resultados aportan informacion valiosa al momento de realizar un manejo
integrado de Phoma, especialmente en lo que respecta a estrategias preventivas durante la
implantacion del cultivo de colza. Si bien los ensayos se realizaron en condiciones controladas,
seria recomendable llevar a cabo estudios a campo para validar estos resultados en condiciones
reales.
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8. Anexos

Tabla Al
Andlisis conjunto de los ensayos 1y 2 de agresividad.

Df SumSg Mean Sq F value Pr(>F)
Ensayo 2 702 351 939,29 0,0000000000000002
Tratamiento 7 112 16 42,75 0,000000000000018
Ensayo: tratamiento 7 12 2 4,78 0,00091
Residuals 32 12 0

Tabla A2
Andlisis conjunto de los ensayos 1y 2 de curasemillas.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

Ensayo 2 473 236,7 2154,9 0,0000000000000002
Tratamiento 3 156 51,8 472 0,0000000000000002
Ensayo: tratamiento 3 9 3 27,6 0,00000006

Residuals 24 3 0,1




