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RESUMEN

La mancha marrén (Septoria glycines), la mancha ojo de rana (Cercospora
sojina) y el mildiu (Peronospora manshurica), son las enfermedades de fin de ciclo de
la soja (EFC) de mayor relevancia en la provincia de Cordoba, Argentina.
Frecuentemente se desarrollan escalas de severidad de las enfermedades para realizar
monitoreos, apoyar la toma de decisiones de realizar tratamientos fungicidas, evaluar el
comportamiento de cultivares, y graficar las curvas de progreso a fin de realizar su
modelizacion y poder evaluar practicas de manejo. Tanto en la definicion de la
intensidad de las EFC, como en las escalas usadas para evaluarlas, en Argentina se han
considerado distintas metodologias, no habiéndose en ningun caso realizado su
validacion estadistica. Dada la importancia de este cultivo en nuestra provincia, en este
trabajo se plantea como objetivos desarrollar escalas logaritmicas diagramaticas de
severidad de las EFC y validarlas estadisticamente. Para elaborar estas escalas se
recurrio a dos metodologias, el digitalizado y computarizado (programa Assess) para la
mancha marrén y la mancha ojo de rana, y el digitalizado y hoja milimetrada para el
mildid. Para la cuantificacion de la severidad de las enfermedades se convoco a 10
evaluadores, realizando posteriormente su validacion a través de la determinacién de los
parametros de precision, exactitud y reproducibilidad. Los resultados obtenidos
confirman que la digitalizacién de imagenes y el método Assess fue eficiente para
estimar la severidad de la mancha marron y de la mancha ojo de rana, y la digitalizacion
de imagenes y hoja milimetrada para mildiu, debido al tipo de sintomatologia de cada
una de las enfermedades. La escalas logaritmicas diagramaticas desarrolladas para la
mancha ojo de rana y la mancha marrén fueron validadas a través de la mayor precision,
exactitud y reproducibilidad que significo su uso. Por el contrario, la escala desarrollada
para mildid no pudo ser validada dado que todos los observadores sobreestimaron
excesivamente los valores de severidad, lo cual es atribuible a las caracteristicas

particulares de los sintomas que caracterizan a esta enfermedad.

Palabras claves: Septoria glycines, Cercospora sojina, Peronospora manshurica,

escalas de severidad, validacion.



ABSTRACT

Brown spot (Septoria glycines), frogeye leaf spot (Cercospora sojina) and
downy mildew (Peronospora manshurica) are the most important late-season soybean
diseases (LSD) in the province of Cordoba, Argentina. Scales of disease severity are
usually developed with the aim of monitoring the disease, supporting decision making
in fungicide treatments, evaluating cultivar behaviour, and developing progress curves
for further modelling and evaluation of management practices. In Argentina, different
methods have been employed both to define LSD severity and to evaluate the scales
used; however, no statistical validation has been conducted in either case. Given the
importance of soybean crop in the province of Cordoba, the aim of the present work
was to develop logarithmic diagrammatic scales of LSD severity and to validate them
statistically. Scales were developed using two methods: digitizing and computerizing
(Assess software) for brown spot and frogeye leaf spot, and digitizing and using graph
paper for downy mildew. Disease severity was quantified by 10 observers and further
validation was conducted by determining the following parameters: precision, accuracy
and reproducibility. The results obtained confirm that, given the symptoms of each
disease, image digitalization and Assess method were efficient to estimate severity of
brown spot and frogeye leaf spot, and image digitalization and graph paper were
efficient for downy mildew. Logarithmic diagrammatic scales developed for frogeye
leaf spot and brown spot were validated because their use provided greater precision,
accuracy and reproducibility. By contrast, the scale developed for downy mildew was
not validated since all the observers largely overestimated severity values, which can be

attributed to the particular characteristics of the symptoms typical of this disease.

Key words: Septoria glycines, Cercospora sojina, Peronospora manshurica, severity

scales, validation
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CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL

El cultivo de soja en Argentina

A inicios de la década del "60 comenz6 a producirse un marcado proceso de
agriculturizacion en la region pampeana argentina. Este proceso fue acentuandose en
décadas posteriores y extendiéndose a regiones que antes eran consideradas
normalmente como marginales para la produccion de granos (soja, trigo, maiz, girasol),
como el noreste y noroeste. Es asi que los sistemas de produccion agropecuaria en
Argentina tuvieron un marcado cambio hacia la agricultura, con el consiguiente
desplazamiento de la frontera agricola hacia zonas tradicionalmente ganaderas
(SAGPyA, 2004).

Como consecuencia de este proceso de agriculturizacion la produccion agricola
aumento cerca de 66%, pasando de 40 a 67 millones de toneladas, mientras que el area
sembrada lo hizo en aproximadamente 35% (Satorre, 2003). En la camparia 2002/03 se
alcanzé una cifra record en produccién de granos de 71 millones de toneladas, con una
superficie sembrada de 27 millones de hectareas. Entre los factores de agriculturizacién
de mayor impacto se destacan la implantacion del cultivo de soja, cuya expansion se
explica por la introduccion de variedades transgénicas resistentes al glifosato, la
siembra directa, y los altos costos de implantacion de otros cultivos de granos como

maiz y girasol.

La expansion del cultivo de soja en el Cono Sur sudamericano se inicio
simultaneamente en el centro-norte del estado de Rio Grande do Sul (Brasil) y en el
centro-sur de la provincia de Santa Fe (Argentina) a comienzos de la década del “70. En
la actualidad se siembra soja en un eje norte-sur de 3500 km, desde los cerrados de los
estados de Tocantis y Para en Brasil, hasta la provincia de La Pampa y el sudeste en la
provincia de Buenos Aires en Argentina, abarcando 30 grados de latitud, y diferentes

ambientes edafo-climaticos (Martinez et al., 2006)



La superficie sembrada con soja en Argentina en la campafia 2005/06 fue
estimada en 15,2 millones de hectareas, mientras que en la campafia 2006/2007 alcanz6
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Fig. 1.1. Evolucién de la superficie sembrada y cosechada con soja (hectareas) en las
campafas 1997/1998 a 2006/2007 (adaptado de SAGPyA, 2008).

El cultivo ocupa una amplia zona ecoldgica que se extiende desde los 40° a los
22° de latitud sur (Devani et al., 2006) y comprende la region pampeana (provincias de
Buenos Aires, Cordoba, Santa Fe, Entre Rios y la Pampa), el noreste (provincias de
Chaco, Formosa, Entre Rios, Corrientes, Misiones y este de Santiago del Estero), y el
noroeste (provincias de Salta, Tucuman, Catamarca, Jujuy y oeste de Santiago del
Estero). EI 94% de la superficie sembrada'y 95% de la produccién se concentran en las

provincias de Santa Fe, Cordoba y Buenos Aires (Fig.1.2 y 1.3).
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Fig. 1.2. Zonas de produccion de soja en Argentina (adaptado de SAGPyA, 2008).
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Fig. 1.3. Produccion de soja por provincia en la campafia 2006/2007 (adaptado de
SAGPYA, 2007).

La produccion de soja de Argentina aporta el 10% del total mundial, lo que nos
ubica como tercer pais productor (SAGPyA, 2006); siendo ademas, el producto de
exportacion de mayor incidencia en el producto bruto agropecuario y el mayor
generador de divisas. Estas exportaciones significan el 10% del grano, el 42% del aceite
y 31,6% de la harina del total mundial, siendo en estos dos Gltimos casos el mayor
exportador (Ghida Daza, 2002; Devani et al., 2006).



En Cdrdoba la soja representa 80 a 85% del area cultivada con granos y la
mayor parte se encuentra en la region semiarida (SAGPyA, 2005). En los
departamentos del norte de la provincia (Coldn, Ischilin, Rio Seco, Sobremonte,
Totoral y Tulumba) la soja representa 21% del total provincial (Torrent, 2003); por su
parte, en los departamentos del sur esta oleaginosa se difundié paulatinamente,
particularmente en los departamentos Rio Cuarto y Judrez Celman donde la superficie
paso de 200 ha en 1972 a 350.000 ha a fines de la década del 90 (March y Marinelli,
2005).

Las patologias causadas por hongos en el cultivo y sus niveles de intensidad,
prevalencia, incidencia y severidad, han venido aumentando de manera sostenida, en
especial desde la década del "90. A partir de la ocurrencia de severas epifitias, se
empez0 a percibir a las enfermedades como factores de alto riesgo en la produccién de
soja (Marinelli et al., 2006)

La extension del é&rea cultivada, la uniformidad genética centrada
particularmente en cultivares de ciclo corto, el monocultivo, el aumento de la densidad
de siembra, la siembra directa, y la ocurrencia de condiciones ambientales favorables
para los patdgenos, son algunos de los factores que han contribuido al incremento de la
presencia de enfermedades, haciendo de la soja un cultivo altamente vulnerable
(Formento, 2001a; Carmona, et al., 2003a; Carmona et al., 2004; Ploper et al., 2006).
Luego de la adopcion de la siembra directa las enfermedades en el cultivo de soja
comenzaron a manifestarse con mayor intensidad y aumentaron las pérdidas
especialmente en lotes con monocultivo (Ploper et al., 2006). Estas pérdidas han sido
estimadas entre 1,9 y 2,4 millones de toneladas anuales, lo que significa entre 1.000 a
1.300 millones de ddlares (Vallone, 2002).

Entre las enfermedades que causan disminucion de los rendimientos se destacan
las de emergencia y media estacion, aunque en las ultimas campafias se han
incrementado las pérdidas causadas por las denominadas enfermedades de fin de ciclo
(EFC) (Vallone et al., 2003b; Carmona et al., 2003b; Carmona, et al., 2004; Diaz et al.,
2005) que se han convertido en las mas importantes del cultivo (Carmona et al., 2004).

La cuantificacién de la intensidad de una enfermedad se denomina patometria, y

es tan importante en epidemiologia, como lo es el diagndéstico en fitopatologia (Horsfall



y Cowling, 1978; Amorin, 1995). La epidemiologia define con precision las variables y
metodologias para medir la incidencia y severidad de una enfermedad. A nivel mundial
se han desarrollado numerosas claves, escalas, programas de entrenamiento por
computadora y metodologias para mejorar las estimaciones de la severidad de
enfermedades (Kranz, 1988; O"Brien y van Bruggen, 1992; Gaunt, 1995; Nutter, 1997;
Nutter y Ester, 2006).

En Argentina, para las EFC de la soja hay una amplia variacion tanto en la
definicion de incidencia y severidad como en las metodologias usadas para evaluarlas.
Si bien se han realizado evaluaciones de la intensidad de las EFC al comparar cultivares
o cuantificar el resultado de tratamientos fungicidas, utilizando escalas ad hoc, no se
han efectuado trabajos especificos con el objetivo de desarrollar y validar escalas de

severidad.

Enfermedades de fin de ciclo de la soja (EFC)

Como EFC se agrupa a aquellas enfermedades que afectan tallos, hojas, vainas y
semillas durante estados reproductivos intermedios y avanzados del cultivo, causando
un anticipo en la maduracion de las plantas y disminucion del rendimiento y calidad de
la semilla producida. Los principales efectos son la disminucion del nimero y peso de
granos por una defoliacién intensa y anticipada (Carmona et al., 2004). Se consideran
como un complejo de enfermedades porque se presentan en la misma época y se
producen dificultades en su identificacion individual, (Lim, 1989; Yorinori, 1998;
Carmona et al., 2003b; Carmona et al., 2004; Diaz et al., 2005).

Los patdgenos causantes de las EFC son en su mayoria necrotroficos, aunque los
hay también biotréficos, como es el caso del mildid (Peronospora manshurica). Los
primeros sobreviven y fructifican en semillas y rastrojos, por lo que la siembra directa
y el monocultivo favorecen su multiplicacion y supervivencia, los segundos sobreviven
en tejido vivo y semillas infectadas, requiriendo de tejido vivo para completar su ciclo
de infeccién (Wrather et al., 2001; Carmona et al., 2004).



Entre las EFC maés frecuentes en Argentina se citan la mancha marron (Septoria
glycines Hemmi), mancha ojo de rana (Cercospora sojina Hara), tizon de la hoja y
mancha purpura (Cercospora kikuchii T. Matsu & Tomayasu), mildid (Peronospora
manshurica Naum.), tizon de la vaina y el tallo (Phomopsis spp. Leh.), pustula
bacteriana (Xanthomonas campestris pv. glycines Nakano) y tizon bacteriano
(Pseudomonas siringae pv. glycinea Coerper) (Formento, 2001a, b, 2005; Ivancovich et
al., 2002; Cabrera et al, 2004; Bonacic Kresic, 2005, 2006; Diaz et al, 2005; Ivancovich
y Botta, 2006; Pérez Fernandez et al., 2005; Vallone et al., 2003a, 2006). En la regién
semiarida de Cordoba se cuantifico la prevalencia de las EFC en departamentos del
norte y sur en la camparfias agricolas 2004/05 y 2005/06, encontrandose entre las méas
frecuentes estas mismas enfermedades (Marinelli et al., 2006).

Mancha marron (Septoria glycines)

Es una de las enfermedades mas difundida a nivel mundial, siendo descripta por
primera vez en Japén en 1915, tres afios mas tarde se informd de su presencia en
EE.UU. y posteriormente se la encontrd en regiones productoras de Brasil, Canada,
China y Alemania. En Argentina ha sido detectada en todas las regiones productoras
(Sinclair, 1980). Puede ocasionar defoliacion severa y peérdidas de rendimiento
importantes (Athow, 1987; Lim, 1980).

La enfermedad se manifiesta en las plantulas y primeros estadios de desarrollo,
en cotiledones, hojas unifoliadas y trifoliadas basales, posteriormente en estadios
préximos a la madurez los sintomas reaparecen. Los sintomas comienzan con manchas
irregulares marrén oscuras que van desde pequefios puntos a areas de mayor tamafio,
tanto en la superficie superior como inferior de las hojas unifoliadas. Estas hojas
rapidamente se vuelven amarillas y caen. En las hojas trifoliadas se forman numerosas
lesiones irregulares, marrén claro. En tiempos frios y himedos la enfermedad progresa
desde las hojas inferiores a las superiores. En el periodo de crecimiento las hojas se
tornan rojizas y caen prematuramente, lo que puede confundirse con la senescencia

normal del cultivo (Vallone y Giorda, 1997).



En tallos, vainas y peciolos las lesiones son marrones e irregulares, variando de
pequefios puntos a areas de varios centimetros cuadrados, y pueden confundirse con los

provocados por otras enfermedades, por lo que no se utilizan para el diagnostico.

El indculo primario, conidios o micelio, provienen de la semilla infectada o de
residuos de plantas infectadas de la temporada anterior (Vallone y Giorda, 1997; Ito y
Tanaka, 1993). Las infecciones resultan favorecidas por tiempo célido y himedo. Para
que la infeccion ocurra son necesarias un minimo de seis horas de hoja mojada (Picinini
y Fernandez, 1998) y un amplio rango de temperatura que va desde los 10 a 27°C,
condiciones favorecen la esporulacion del patégeno. Los conidios son diseminados por
lluvia o viento, la infeccion y defoliacion avanzan desde las hojas inferiores. La

propagacion de la enfermedad se detiene con tiempo calido y seco (Sinclair, 1980).

Mancha ojo de rana (Cercospora sojina)

Esta enfermedad se registrd por primera vez en 1915 en Japon, posteriormente se
la observo en EE.UU. en 1924, y actualmente se la conoce mundialmente; siendo muy

comun en regiones templadas, durante los periodos himedos (Sinclair, 1980).

Es una enfermedad principalmente foliar, pudiendo observarse también sintomas
en tallos, vainas y semillas. Produce reduccion del area fotosintética, defoliacion
prematura y un menor tamafio de grano con pérdidas que se estiman del 21 al 66 % del
rendimiento (Formento, 2005).

Las manchas son inicialmente pequefias, angulares o circulares, de color castafio
rojizo y presente solo en la cara superior de la hoja. A medida que avanza la enfermedad
el centro de las manchas se torna grisaceo, rodeadas de un halo castafio mas oscuro. La
ausencia de un halo amarillento alrededor de las manchas es una caracteristica distintiva
de la enfermedad (Vallone, 2003a; Carmona et al., 2004). En la cara inferior de las
hojas las manchas son marrén mas oscuro a gris, y se forman conidioféros en el centro
de cada lesion. Las manchas mas antiguas se tornan de color blanco y se vuelven
translucidas (Sinclair, 1980; Rupe, 1989). Algunas lesiones pueden unirse y formar
otras mas grandes e irregulares; cuando éstas son numerosas las hojas se marchitan y

caen prematuramente. A medida que las lesiones aumentan de tamario, los centros se



tornan de color marrén a gris palido, con un borde angosto marron claro. En las
lesiones mas viejas, se forman pequefios estromas que contienen grupos de conidioféros
y numerosos conidios (Sinclair, 1980). Los sintomas en las hojas se observan
generalmente en floracion, mientras que en tallos y vainas se forman manchas

deprimidas al finalizar el periodo de fructificacion (Rupe, 1989).

Las semillas infectadas presentan rajaduras y manchas de color gris claro a
oscuro o marron, la calidad de la semilla disminuye tanto por decoloracion como por

reduccion de la germinacion.

El patdgeno sobrevive en rastrojos y semillas. Es una enfermedad policiclica, y
las infecciones se ven favorecidas por tiempo célido (25-35°C) y humedo, con

abundantes lluvias y rocio (Vallone, 2003b).

Mildiu (Peronospora manshurica)

Se registroé por primera vez en 1908 en Cachemira y luego en EE.UU en 1923.
Actualmente su distribucion es mundial, aunque rara vez constituye una amenaza para
el cultivo de soja. Provoca defoliacion, reduce la calidad y el tamafio de la semilla,

pudiendo provocar pérdidas de cosecha de hasta un 8% (Sinclair, 1980).

Los primeros sintomas aparecen en la cara superior de las hojas como pequefias
manchas verde palidas a amarillentas. En correspondencia con estas manchas aparecen
en el envés eflorescencias de color grisaceo, constituidas por la fructificacion del hongo,
conidioféros y conidios, que permiten diferenciar el mildid de otras enfermedades
foliares. Las manchas pueden estar aisladas o hacerse confluentes, produciéndose
defoliacion si el ataque es intenso (Dunleavy, 1984; Cabrera et al., 2002; Ridao, 2004),
en cuyo caso las hojas se vuelven amarillentas y finalmente marrones, se curvan en los

bordes y caen prematuramente.

El hongo también puede afectar vainas y semillas, estas Ultimas suelen ser méas
pequefias y livianas que las normales (Vallone y Giorda, 1997), ademas adquieren un
color blanco opaco y muestran agrietamientos en su cubierta. El cultivo de semillas

infectadas puede producir plantulas infectadas sistémicamente, que permanecen



pequefias con hojas que detienen su desarrollo, dobladas en los bordes y con un

moteado de color verde grisaceo (Sinclair, 1980).

Este patdgeno sobrevive en hojas y semillas infectadas. Sus infecciones se ven
favorecidas por temperaturas de 20 a 22°C y elevadas lluvias acomparfiadas de alta
humedad relativa (Cabrera et al., 2002; Ridao, 2004).

Cuantificacion de las enfermedades de fin de ciclo (EFC)

La importancia de la medicion de las enfermedades es comparable a la
importancia que tiene el diagnostico de enfermedades. De nada serviria conocer el
patégeno si no es posible cuantificar los sintomas por él causados (Horsfall y Cowling,
1978; Amorin, 1995).

La medicidn de las enfermedades es la base para estudiar y comparar curvas de
progreso de enfermedad o epidemias, modelizar epidemias, evaluar la resistencia de
cultivares en programas de mejoramiento, determinar el momento adecuado de
aplicacion de fungicidas para el control de enfermedades, comparar su eficiencia,
determinar pérdidas en funcién de la intensidad de la enfermedad, y verificar el efecto
de préacticas de manejo biologico y cultural sobre la intensidad de las enfermedades
(Kranz, 1988; Campbell y Madden, 1990; Nutter et al., 1991; Amorin, 1995; Mora
Aguilera et al., 2000; March et al., 2007).

La intensidad de una enfermedad se mide a través de la incidencia y severidad
(Kranz, 1988; Campbell y Madden, 1990; Nutter et al., 1991; March et al., 2007). La
decision de medir uno u otro parametro depende de las caracteristicas de la enfermedad
y del objetivo de la investigacion. La incidencia es el porcentaje o proporcion de plantas
u 6rganos enfermos en la poblacién. Para evaluar la incidencia se cuenta la cantidad de
individuos enfermos, con sintomas visibles en una poblacion, ya sea muestra, parcela o
cultivo. La incidencia es una variable binaria (sano-enfermo), y es mas adecuada para
enfermedades que afectan toda la planta, como es el caso de las enfermedades
sistémicas (virus, marchitamientos, carbones). Es un parametro rapido y facil de

calcular, y resulta méas seguro y reproducible que la severidad. La severidad cuantifica



la cantidad de tejido enfermo, por lo que es una variable continua. Se la define como el
porcentaje o proporcion de tejido u érgano del hospedante con sintomas de enfermedad.
Resulta del nimero y tamafio de las lesiones, y estos dos componentes pueden variar
con el progreso de la enfermedad (Kranz, 1988). La medicion se basa entonces en la
percepcion visual de quien evalla, Es asi que se introduce la subjetividad en la
evaluacion, por lo que para evitar este efecto se desarrollan escalas de cuantificacion de
severidad de las enfermedades (March et al., 2008).

Con respecto a los trabajos de evaluacion de intensidad de las EFC en
Argentina, ademas de las variables incidencia y severidad, encontramos otras variables
definidas arbitrariamente por cada investigador y no segun la terminologia usada en
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epidemiologia, como por ejemplo “estimador de intensidad”; “frecuencia”, “intensidad
de infeccion”, “nivel de infeccion”, “estimacion visual” y “area foliar afectada” (Tabla
1.1). Por otra parte, no obstante mencionarse incidencia, en algunos casos se define
como porcentaje de plantas afectadas (Vallone et al., 2002; Bonasic Kresic, 2005)
siendo que las EFC no son enfermedades sistémicas; o se sustituye incidencia por
frecuencia (Cabrera et al., 2002, 2004). Con respecto a severidad, es evaluada a traves
de escalas matematicas arbitrarias de distinto rango (Vallone et al., 2002; Cabrera et al.,
2004), por escalas nominales arbitrarias (Formento, 2001a), por indices de severidad
(\Vallone et al., 2002), o como éarea foliar afectada estimada visualmente (Carmona et
al., 2003a, 2006a, 2006b; Diaz et al., 2005; Pérez Fernandez et al., 2005). Incluso, se
cita el empleo de algunos pardametros epidemioldgicos para cuantificar las EFC, pero no
se los define (Formento, 2005; Bonasic Kresic, 2006). Esta arbitrariedad en la
definicion y metodologias utilizadas para medir las EFC, complican su empleo, analisis
y comparacion por distintos investigadores a través del método cientifico, ya que las

mediciones carecen de precision, exactitud y reproducibilidad.
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Tabla 1.1. Escalas y parametros desarrollados en Argentina para evaluar enfermedades

de fin de ciclo en soja.

Cita Bibliografica Parametro Descripcion
Astegiano ef al ., 2002. Incidencia y Sevendad Porcentaje, sin descnbir el parametro.
Bonacic, 2005. Incidencia Porcentaje de plantas afectadas.
Tejidos o plantas enfermas (0: sin sintomas,
; ] . a 0o - ]
C et al . 2004. Intensidad I: gO% dafios; 3: 50% dafios y 4: 70% de
dafios).
Frecuencia Unidades enfermas/Umdades totales.
Formento, 2001a. Visual Excelente, muy bueno, bueno, regular, malo.
Formento, 2001b. Frecuencia Los “ataques son severos a leves™.
~ - — -
Ivancovich y Botta. 2006. Nivel Infeccion Como 4 sin aclarar i se trata de incidencia
o sevendad.
Pérez Fernandez et al. 2005. |Intensidad Porcentaje de area fohiar.
Incidencia Porcentaje de plantas con sintomas.
Severidad ;fplanta: sin sintoma a 5 plantas: totalmente
Vallone ef al . 2002. . i .
Y. (G1 F1)/N, donde Gi es grado de sevendad
Indice Severidad (2 a 5); F1 es la frecuencia en cada grado y
N: Nimero de plantas por parcela.
: Porcentaje hojas con sintomas: 1- <30%; 2-
Vallone ef al. 2006. Sevendad 302 50%y 3 >50%.
Vazquez et al . 2003. Incidencia Incidencia: (N° de foliolos con sintomas/N

total de foliolos) x 100

Si bien no existe un consenso general de que un sistema de medicién basado en

intervalos de clase construidos en base a una escala logaritmica, supere a los calculados

sobre la base de la escala original de medicion, ya sea mediante la construccion de

intervalos de amplitud variable o fija, existe evidencia experimental de que en forma

natural las evaluaciones visuales se aproximan mejor a los sistemas de medicion

construidos en base a una escala logaritmica (Large, 1966; Sherwood et al., 1983; Mora

Aguilera et al., 2000). En EE.UU. y Brasil es frecuente usar escalas logaritmicas

diagramaticas para cuantificar la severidad de las EFC o de la roya en soja (Lim, 1978,
1980; Eathington et al., 1993; Martins et al., 2004; Godoy et al., 2006).

Desarrollo de escalas de severidad

Para medir la severidad de una enfermedad se pueden utilizar escalas, diagramas

de severidad o ambos. Las escalas se definen por una serie de clases que abarcan el




intervalo que se extiende desde severidad nula hasta severidad maxima, y pueden

clasificarse en escalas cualitativas y cuantitativas (March et al., 2008).

a-Escalas cualitativas:

Se utilizan con frecuencia para calificar el comportamiento de cultivares frente a
enfermedades. Las calificaciones pueden ir desde muy susceptibles o susceptibles hasta
altamente resistentes, o bien excelente, muy bueno, bueno, regular y malo. Este tipo de
escalas no permite una repeticion confiable para el mismo evaluador, ni el analisis
cuantitativo de la informacion. En estas escalas se pueden utilizar nimeros para separar
diferentes categorias de sintomas (cualitativas ordinales). Este tipo de escala se utilizan
para enfermedades virales, flngicas sistémicas e incluso cuando son afectadas las raices
(March et al., 2008).

b-Escalas cuantitativas:

En este caso la severidad se divide en clases, a cada una de las cuales le
corresponde un determinado porcentaje de enfermedad. En muchas de estas escalas no
se fijan los limites minimos y mé&ximos del intervalo de cada clase, o bien los intervalos
se establecen arbitrariamente, lo que hace dificultoso la comparacion de evaluaciones
realizadas por distintos evaluadores. (March et al., 2008). También pueden desarrollarse

escalas con intervalos equivalentes a un mismo porcentaje (escalas aritméticas).

c-Escalas logaritmicas diagramaticas:

Las escalas logaritmicas diagramaticas permiten establecer clases con base en un
sistema logaritmico, con lo que se evita su designacion arbitraria, e incluye ademas un
diagrama para cada clase (March et al., 2008). Los diagramas son una representacion
pictorica de ciertos grados de severidad, y se corresponden con intervalos o clases de
una escala de severidad, por lo que en la practica los diagramas se transforman en
escalas diagramaticas de severidad (Campbell y Madden, 1990; Bergamin Filho y
Amorin, 1996; Mora Aguilera et al., 2000; Michereff et al., 2006 a y b).
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Actualmente las escalas diagramaticas de severidad se han convertido en la
principal herramienta para la medicion de severidad de muchas enfermedades. Tanto las
escalas como los diagramas pueden basarse en intervalos de clases de amplitud variable
o fija, ya sea en la escala original de observacion o en escala logaritmica. La mayoria de
las escalas de severidad se elaboran con clases dadas por intervalos de igual amplitud en
la escala original de medicién, la eficiencia de su uso depende de la experiencia y la
validacion a campo. Sin embargo en epidemiologia se ha propuesto un procedimiento
para la seleccién de clases basado en intervalos de igual amplitud en la escala
logaritmica. Esto resulta mas conveniente, ya que se elimina la designacion arbitraria
de clases o categorias de enfermedad y tienen la ventaja de ser précticas y de facil uso
(Mora Aguilera et al., 2000). Este procedimiento se basa en el principio propuesto por
(Horsfall y Barrat, 1945) basado en la ley del estimulo de Weber-Fechner que establece
que “la agudeza visual es inversamente proporcional al logaritmo del estimulo”, es
decir que se pierde capacidad de resolucion a mayor severidad de enfermedad.
Posteriormente los mismos autores propusieron escalas logaritmicas simétricas al 50%
de severidad. Esto se basa en la existencia de un estimulo visual diferencial, es decir
percepcion de tejido enfermo cuando la severidad es inferior al 50% Yy percepcion del
tejido sano cuando la severidad es superior al 50%. Segun esta hip6tesis la mayor
resolucion se daria en los extremos 0-10% de severidad y de 90-100% de severidad,
cerca del 50% la capacidad discriminatoria entre niveles de enfermedad se reduce

(Osada Velasquez y Mora Aguilera, 1997).

Validacion de las escalas de severidad

Como la medicion de la intensidad de una enfermedad es un requisito
indispensable en estudios epidemioldgicos, es necesario que el sistema de medicion
adoptado para el patosistema en estudio, ademas de ser de aplicacion facil y rapida,
satisfaga las propiedades de precision, exactitud y reproducibilidad (Kranz, 1988;
Campbell y Madden, 1990; Nutter y Schultz, 1995; Mora Aguilera et al., 2000).

Precision: las mediciones realizadas por un mismo evaluador deben tener un

pequefio y similar rango de variacion respecto a n-eventos repetibles. Se estima como la

varianza dentro de cada observador.

13



Exactitud: las mediciones realizadas por el evaluador deben ser lo méas cercanas
al verdadero valor de intensidad de la enfermedad. Se estima como la varianza entre
estimadores.

Reproducibilidad: las mediciones realizadas por distintos evaluadores deben

tener poca variacion.

Las escalas deben validarse, porque sirven de base para la toma de decisiones
como son la evaluacion de tratamientos quimicos 0 comportamiento de cultivares. Para
ello se debe determinar la precision y exactitud de los evaluadores como asi también la
reproducibilidad entre evaluadores (Michereff, et al., 2006a). La validacion se realiza
efectuando un anélisis sobre los valores que se obtienen cuando los evaluadores aplican

las escalas para evaluar la severidad de una determinada enfermedad.

A través de la validacion se pueden detectar niveles no adecuados de precision y
exactitud planteando la necesidad de rehacer la escala logaritmica diagramatica,
teniendo en cuenta aspectos como rango de severidad, numero de clases y lesiones
evaluadas (Michereff et al., 2006b).

Considerando lo mencionado anteriormente, se plantean los objetivos generales

de los cuales se desprenden los objetivos especificos que se detallan a continuacion.
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Objetivos generales

1- Desarrollar escalas logaritmicas diagramaticas de severidad de enfermedades

de fin de ciclo del cultivo de soja para la region semiérida de Cordoba, Argentina.

2- Validar escalas logaritmicas diagramaticas de severidad de enfermedades de

fin de ciclo de soja para la region semiarida de Cordoba, Argentina.
Objetivos especificos

1- Desarrollar escalas logaritmicas diagramaticas de severidad para mancha
marrén causada por Septoria glycines; mancha ojo de rana causada por Cercospora

sojina y mildiu causado por Peronospora manshurica.

2- Evaluar la exactitud, precision y reproducibilidad de las escalas logaritmicas
diagramaticas de mancha marron, mancha ojo de rana y mildiu de la soja en Cordoba.
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CAPITULO 2

DESARROLLO DE ESCALAS LOGARITMICAS
DIAGRAMATICAS DE SEVERIDAD PARA MANCHA
MARRON (Septoria glycines), MANCHA OJO DE RANA

(Cercospora sojina) Y MILDIU (Peronospora manshurica) EN
EL CULTIVO DE SOJA

Introduccion

Existen diversos métodos automatizados para medir intensidad de una
enfermedad, como el uso de videos, sistemas remotos y otros, sin embargo los métodos
visuales y entre ellos las escalas son los méas utilizados por una cuestion de costo y
simpleza (Van Schoonhoven y Pastor Corrales, 1987; Jaraba et al., 1999). Las escalas
logaritmicas diagramaticas se basan en el principio de Weber-Fechner, el cual establece
clases de severidad sobre la base de un sistema logaritmico, eliminando de esta manera
la designacidn de clases en forma arbitraria. Este tipo de escalas se presenta como una
opcidn para disminuir posibles fuentes de error por subjetividad, y ademas a éstas
pueden adicionarse representaciones fotograficas asociadas a las distintas clases para
asistir al evaluador en la medicion de la severidad (Jaraba et al., 1999; Mora Aguilera et
al., 2000). Estos diagramas con valores de severidad asociados, resultan Utiles para
medir la intensidad de una enfermedad a campo, como asi también para entrenar a un
evaluador potencial de la severidad de una enfermedad (Kranz, 1988). En Argentina no
se han desarrollado aun escalas logaritmicas diagramaticas para cuantificar la mancha
marron, la mancha ojo de rana y el mildia de la soja; como asi tampoco se han validado

las escalas ad hoc desarrolladas.

Las escalas diagramaticas se han transformado en una de las principales
herramientas para la evaluacion de enfermedades, por lo que deben ser de facil uso,

aplicables a diferentes condiciones, obtener resultados reproducibles y poseer intervalos
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suficientes como para tener representados todos los estadios de desarrollo de la
enfermedad (Berger, 1980). Una escala diagramética implica asociar representaciones
gréaficas, como fotografias o esquemas a distintas clases de severidad, de tal forma que
a cada una de las clases le corresponde un determinado porcentaje de enfermedad (Mora
Aguilera et al., 2000).

Existen distintos métodos para cuantificar la severidad de una enfermedad,
pueden ser manuales, visuales y digitalizados. Entre los dos primeros se puede
mencionar la comparacion de areas sanas y enfermas conocidas mediante el uso de
cuadriculas, el método gravimétrico, los sistemas remotos con fotografias aéreas, los
videos, la medicién con hoja milimetrada (Mora Aguilera et al., 2000) y los métodos
visuales donde simplemente se define el area afectada por observacién visual o con
una clave pictorica de la sintomatologia (Navarro y Arauz, 1999). La digitalizacién de
imagenes presenta numerosas ventajas que incluyen el rapido procesamiento de las
muestras, eficiente almacenamiento y manejo de datos, y habilidad para discriminar
pequefias diferencias entre area enferma y area libre de enfermedad y determinan la
severidad real en términos de porcentaje (Mora Aguilera et al., 2000). Entre éstos se
encuentran el método integrador de area foliar Licor 3000 y programas como AutoCAD
(Autodesc, 1998) que parten de una plantilla de la hoja a evaluar cuyo contorno y
lesiones son realizadas en papel o plastico transparente, y a partir de aqui se determina
el porcentaje de area foliar afectada. También se han desarrollado programas como el
software Assess (Lamari, 2005) que puede medir area enferma, porcentaje de area
infectada, cantidad de lesiones, longitud de raiz, entre otras variables, a partir de
imagenes digitalizadas. El principio de Assess es simple, se basa en dimensiones de
objetos seleccionados por el usuario, y lo que se muestra en la ventana es el objeto que
sera sujeto de medicion. Tovar-Soto et al., (2002) trabajaron en la elaboracién de una
escala logaritmica diagramatica para mancha negra en chirimoyo, y probaron métodos
de areas conocidas (método de cuadricula) y gravimétricos, los que fueron comparados

con los digitalizados.

En la elaboracion de las escalas deben considerarse algunos aspectos como los
limites inferior y superior de la severidad, que se corresponden con el valor minimo y
maximo de enfermedad encontrado en el campo, como asi también los valores
intermedios (Horsfall y Barrat, 1945; Nutter Jr. y Schultz, 1995). Para ello se debe

22



recolectar material sano y enfermo, siendo preciso que ese material sea variado en
cuanto a tamafio de tejido (hojas grandes y pequefias) y severidad de sintomas (distintos
grados de severidad, lesiones iniciales y lesiones avanzadas). De esta manera se puede
tener representados todos los prototipos de hojas enfermas para la elaboracion de la
escala (Hernandez et al., 1999; Jaraba et al., 1999).

Dentro de la escala, cada clase tiene un limite minimo, uno méximo y un punto
medio de severidad, y en la representacion grafica se pueden usar los dos primeros o
simplemente el valor medio. Estos limites pueden ser designados arbitrariamente, o
teniendo en cuenta el principio éptico de Weber-Fechner modificado por Horsfall y
Barrat (1945) (Mora Aguilera et al., 2000). El principio propuesto por Weber-Fechner
establece que la agudeza visual del dafio es proporcional al logaritmo del estimulo.
Gréaficamente se genera una relacién curvilinea de tipo exponencial entre severidad y
niveles de dafio o clases. La agudeza visual se va perdiendo con la magnitud de la
severidad por lo que los rangos para los valores mas altos de severidad deberian ser
mayores. Una modificacion al principio de Weber-Fechner fue propuesta por Horsfall y
Barrat (1945) sugiriendo que la agudeza visual sigue este principio hasta el 50% de la
severidad, y a partir de este valor la relacion es inversamente proporcional con base al
logaritmo del estimulo ocasionado por la cantidad de tejido sano remanente. Esto resulta
en una funcion sigmoidal simétrica en 50% de la severidad, cuando el valor madximo se
aproxima a 100%. De acuerdo con esta modificacion la mayor agudeza visual se obtiene
al estimar los valores de menor y mayor severidad mientras que en valores cercanos a
50% la capacidad de discriminar entre niveles de enfermedad se reduce (Mora Aguilera
et al., 2000). Por ello los rangos de una escala serdn de menor amplitud para valores
bajos y altos de severidad, y de mayor amplitud para valores medios de severidad.
Aunque ain no se conoce si los sistemas de medicion logaritmicos superan a los
lineales, arbitrarios o no logaritmicos, existen evidencias experimentales de que las
evaluaciones visuales son de alguna manera logaritmicas en forma natural (Large, 1966;
Sherwood et al., 1983).

Otro aspecto de importancia para obtener la escala es la definicion del nimero
de clases, que depende del objetivo que tenga el sistema de medicion y de la capacidad
discriminatoria entre clases. Si el objetivo es caracterizar temporalmente una epidemia,

5 a 7 clases son suficientes, para estudios de determinacion de pérdidas se emplea un
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numero mayor de clases, de 7 a 10; en el extremo opuesto, si se opta por un nimero
reducido de clases, como por ejemplo 3, se puede afectar la resolucion de la evaluacion
(Zadoks y Schein, 1979).

Debido a la necesidad de contar con un sistema de medicion automatizado en
estudios epidemioldgicos, se ha desarrollado un programa denominado 2 LOG ver 1.0.
que permite estimar escalas logaritmicas sobre la base de ese principio Optico y permite
definir automaticamente el numero de clases (Osada-Veldzquez y Mora Aguilera,
1997).

De acuerdo con lo descripto se plantea como objetivos:

1) Evaluar la severidad de mancha marrén, mancha ojo de rana y mildiu en
foliolos de soja.

2) Obtener una escala de severidad para mancha marrén, mancha ojo de rana y

mildit en soja, mediante representaciones graficas de foliolos afectados.

Materiales y métodos

Evaluacion de la severidad de mancha marron, mancha ojo de rana y mildid
en foliolos de soja

Se muestrearon foliolos de soja durante las campafias agricolas 2007-2008 y
2008-2009 en 50 lotes de los departamentos Rio Cuarto ubicado al sur de la provincia
de Cordoba (latitud 33° 07" y longitud 64° 56°) y Rio Primero al norte de la provincia de
Cordoba (latitud 31° 19" y longitud 63° 377). En el primer departamento se trabajé en las
variedades Don Mario 4800, A 4613 y TJ 2055 y Don Mario 4800 en el departamento
Rio Primero. Con la finalidad de detectar la presencia de mancha marrén, mancha ojo
de rana y mildiu se realizaron monitoreos semanales a partir del estadio vegetativo V8
y concluyeron en el estadio reproductivo R7-R8, momento en que comenzo la
senescencia natural de las hojas, indicado por el cambio de su color a amarillo (Fehr and
Caviness, 1977). En cada monitoreo los lotes se recorrieron siguiendo la diagonal méas
larga y se realiz6 un namero variable de estaciones en la bisqueda de foliolos con

distintos grado de severidad.
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La recoleccion del material se inicio en los primeros estadios reproductivos, y se
incremento particularmente de R5 a R7, en los que las tres enfermedades alcanzaron su
méaxima incidencia y severidad. Se recolectaron en total 1200 foliolos con la finalidad
de generar una muestra representativa de los diferentes grados de severidad y se
determind el valor maximo de severidad para cada una de las enfermedades. Se

colectaron también foliolos sanos.

Medicion de severidad: La severidad de las tres enfermedades se midié en
condiciones de laboratorio utilizando el programa digital Assess (Lamari, 2005). Para
poder trabajar con el programa se necesita una superficie de tamafio conocido que sirva
como referencia en la medicién dado que el programa trabaja con pixeles, por lo que es
necesario hacer la conversion a unidades fisicas. Para generar las imagenes los foliolos
se escanearon individualmente, sin peciolo, sobre fondo azul en un escaner HP Scanjet
8350 con 200 dpi de resolucién y se generd un archivo jpg para cada uno de ellos. En
cada archivo las variables que se estimaron fueron el &rea total del foliolo (AT), el area
enferma (AE) y a partir de la relacion entre ambas se estimo la severidad expresada

como porcentaje de area afectada por foliolo segun: severidad=AE/AT*100 (Fig. 2.1).

Del total de foliolos recolectados se escanearon 610 de las tres variedades, los
que fueron seleccionados teniendo en cuenta la presencia de una sola de las
enfermedades y la definicion clasica de los sintomas correspondientes. Los foliolos
provenian de los departamentos Rio Cuarto y Rio Primero, en las dos campafias
agricolas. En la evaluacion de la severidad, el programa marca las zonas enfermas del
foliolo que son consideradas para el calculo, las que pueden precisarse mediante el uso
de una barra donde se seleccionan los diferentes colores de las manchas. De esta forma

se aumenta la cantidad de foliolos escaneados susceptibles a ser medidos.
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Fig. 2.1. Ventana de software Assess para medir area foliar total, area foliar enferma y
severidad expresada como porcentaje de area foliar afectada para evaluar la severidad
de mancha marrén (Septoria glycines), mancha ojo de rana (Cercospora sojina) y
mildiG (Peronospora manshurica).

En el caso del mildid se emple6 ademas, el método de la hoja milimetrada, para
lo cual se coloco la impresion de una hoja milimetrada transparente sobre la figura
escaneada e impresa de cada foliolo (Fig. 2.2). Se evalu6 manualmente el total de
milimetros cuadrados de cada foliolo (AT) y la cantidad de milimetros cuadrados
afectados por el mildit de la soja (AE) y a partir de ellos se calcul6 la severidad como
porcentaje de area afectada segun severidad= AE/AT*100. Debido a que esta operacion
requeria mucho tiempo, se midié ademas el tiempo promedio requerido para evaluar la

severidad de cada hoja.
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Fig. 2.2. Hoja milimetrada utilizada para la medicién de area foliar de mildid
(Peronospora manshurica) en foliolos de soja.

Elaboracion de una escala de severidad para mancha marron, mancha ojo
de rana y mildid en soja, mediante representaciones graficas de foliolos
afectados

Se utilizé el programa 2.LOG ver. 1.0 (Mora Aguilera, 2000); para lo que se
identifico el valor méximo de porcentaje de severidad real y ese valor se introdujo en el
programa como limite maximo de la escala de severidad con el objeto de restringir la
distribucion de clases dentro del rango que abarcO entre severidad nula y maxima
observable en el campo. Para la obtencion del numero de clases se utilizé la opcion
Horsfall y Barrat ajustado en el programa, y para cada una de las tres enfermedades se
probaron escalas con 4, 5, 6, 7 y 8 clases. Se selecciond la opcién de Horsfall y Barrat
ajustado, dado que corresponde a la aproximacion matematica correcta de la propuesta
original de Horsfall y Barrat, aunque para los fines practicos, entre Horsfall y Barrat y
Horsfall y Barrat ajustado las diferencias de calculo pueden no ser significativas (Tovar
Soto et al., 2002)

El programa 2.LOG ver. 1.0 (Fig. 2.3) calcula los valores de limite superior

(L.S.), limite inferior (L.I1.) y punto medio (P.M.) de cada clase, a partir del valor de

severidad méaxima real obtenido por el medidor de area foliar, y del nimero de clases

27



seleccionado. También genera un grafico utilizando la transformacion logaritmica de los

datos de severidad en funcién del nimero de clases seleccionado.

Para incluir los diagramas en la escala, se seleccionaron foliolos cuya severidad

estaba mas proxima a los puntos medios de cada clase.

Severidad
maxima

Namero de
clases

_____ T R,
- e —— %
Clase LL < PM. <LS,
000 000 A
I R R

0.00 193 268
266 373 518 e ]
518 7.20 10.00 e o) e
1000 1389 1931

Escala por el metodo Horsfall-Barratt.

& | Horsfall Bamatt B ajustad
Slakr F; 7 i i 7
L :‘ﬁ CRAFICH | Clases

(A) (B)
Fig. 2.3. Ventanas del programa 2.LOG ver 1.0 para el célculo de una escala

logaritmica.
A) Ventana de especificacion de severidad méaxima, nimero de clases y valores de clase

obtenidos con el método Horsfall-Barratt ajustado.
B) Gréfico generado mediante la linearizacion logaritmica de la severidad y su division

en clases.
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Resultados

Evaluacién de la severidad real de mancha marron, mancha ojo de rana y
mildid en foliolos de soja

Del total de los 610 foliolos escaneados, 92 presentaron sintomas caracteristicos
y bien definidos de mancha marron (Septoria glycines). Todos los foliolos utilizados
eran de un cultivo comercial de la variedad Don Mario 4800 sembrado en el

departamento Rio Cuarto.

En 79 foliolos se midieron sin dificultad el area foliar y el area afectada, y a
partir de estas se calculd la severidad mediante el programa Assess en 79 foliolos. En
los restantes foliolos con esta enfermedad, la presencia de gamas de un mismo color en
los foliolos, por ejemplo el amarillo, impidié abarcar con precision el area lesionada en
forma completa, incluso ajustando la barra de colores del programa. El valor maximo de
severidad encontrado fue de 99, 41% (Tabla 2.1).
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Tabla 2.1. NGmero de foliolos de soja var. Don Mario 4800 y severidad' de mancha
marron (Septoria glycines). Departamento Rio Cuarto, Cordoba, 2007-2008.

Foliolo | Severidad Foliolo | Severidad Foliolo | Severidad
1 32,3 28 3,10 55 75,0
2 36,4 29 7,00 56 14,9
3 75,3 30 27,3 57 53,1
4 40,0 31 26,3 58 33,7
5 9,95 32 49,3 59 65,8
6 7,57 33 36,1 60 20,9
7 79,3 34 38,3 61 91,8
8 22,0 35 88.3 62 99,4
9 52,4 36 41,6 63 51,2

10 69,9 37 19,9 64 46,6
11 56,4 38 11,0 65 56,6
12 14,2 39 8,40 66 34,2
13 40,9 40 31,4 67 63,8
14 12,9 41 11,2 68 82,6
15 16,9 42 51,2 69 16,6
16 20,6 43 54,1 70 39,9
17 16,1 44 45,4 71 79,8
18 94,7 45 17,8 72 99,3
19 427 46 68,4 73 17,0
20 37,8 47 28,1 74 16,9
21 57,6 48 743 75 13,0
22 30,4 49 35,7 76 37,1
23 32,5 50 68,9 77 97,3
24 8,90 51 28,1 78 81,2
25 42 4 52 27,4 79 66,0
26 5,02 53 29,6

27 11,1 54 13,7

1 Porcentaje de area foliar afectada medida por el programa Assess para mancha marron.

En el caso de mancha ojo de rana (Cercospora sojina) se midieron el area foliar
y afectada por la enfermedad en 476 foliolos de la variedad Don Mario 4800
recolectados en las dos campafias del estudio, en los departamentos Rio Cuarto y Rio
Primero. Se logré seleccionar 265 foliolos de la variedad Don Mario 4800 por la
homogeneidad de su forma y tamafo, recolectados en 2007-2008 ya que los de 2008-

2009 no aportaron aumentos en los niveles de severidad.
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En esta enfermedad, el color castafio de los bordes de las lesiones y su definicion
nitida no ocasionaron dificultad para la medicion con el programa Assess. La severidad
méaxima obtenida fue de 11,55 %. (Tabla 2.2).

Tabla 2.2. Ntimero de foliolos de soja var. Don Mario 4800 y severidad® de mancha ojo
de rana (Cercospora sojina). Departamento Rio Cuarto, Cérdoba, 2007-2008.

Foliolo | Severidad Foliolo | Severidad Foliolo | Severidad
1 1,70 20 2,40 39 2,55
2 7,50 21 1,37 40 0,92
3 6,20 22 2,16 41 0,89
4 4,30 23 0,51 42 1,81
5 2,10 24 1,12 43 1,05
6 2,90 25 1,91 44 1,02
7 10,6 26 1,58 45 0,80
8 1,12 27 0,33 46 0,33
9 3,60 28 1,13 47 0,87
10 3,01 29 1,06 48 0,56
11 2,27 30 0,53 49 151
12 1,08 31 0,27 50 1,72
13 7,54 32 1,44 51 0,56
14 0,66 33 2,49 52 0,87
15 7,43 34 1,01 53 0,60
16 1,02 35 1,45 54 1,01
17 1,31 36 1,38 55 1,08
18 11,5 37 0,93 56 1,86
19 2,16 38 151 57 1,36

1 Porcentaje de area foliar afectada medida por el programa Assess para mancha ojo de rana

En el mildiu (Peronospora manshurica), si bien se intentd medir el area foliar y
afectada de 42 foliolos de la variedad don Mario 4800, esta Gltima no se pudo evaluar
con el programa Assess. Esta dificultad se debid al tamafio pequefio de las lesiones y a
que su color verde palido a amarillento se confundio con el color de las nervaduras y de
la propia ldamina foliar, principalmente en los primeros estados de la enfermedad; lo que
motivo que esas areas sanas se sumaran a las afectadas. Este inconveniente no se pudo
solucionar aun ajustando la barra de colores del programa. Por el contrario, el uso del

método de la hoja milimetrada transparente permitié cuantificar el area foliar de todas
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las lesiones y en todos los foliolos, obteniendose un valor maximo de severidad de
13,4% (Tabla 2.3).

No obstante la posibilidad de medir el area afectada por mildiu mediante la hoja
transparente milimetrada, la implementacion de esta metodologia insumié mayor
tiempo que la digitalizada. Asi, cuando se usé el papel milimetrado se necesitaron entre
18 y 25 minutos por hoja para obtener evaluaciones precisas; mientras que con el
método digitalizado sumado al computarizado, en las otras dos enfermedades que
pudieron ser medidas, se necesitd solamente entre 30 segundos a un minuto y medio por

hoja.

Tabla 2.3. NGmero de foliolos de soja var. Don Mario 4800 y severidad® de mildit
(Peronospora manshurica). Departamento Rio Cuarto, Cérdoba, 2007-2008.

Foliolo Severidad Foliolo Severidad
1 2,24 11 3,16
2 1,44 12 2,07
3 2,11 13 6,42
4 7,46 14 2,04
5 5,82 15 13,4
6 6,16 16 12
7 2,15 17 7
8 2,87 18 3,34
9 2,34 19 6,68
10 411

1 Porcentaje de area foliar afectada medida por el programa Assess para mildid.

Obtencion de una escala de severidad para mancha marron, mancha ojo de
rana y mildid en soja, mediante representaciones graficas de foliolos
afectados

Para mancha marron se obtuvo una escala de seis clases (Tabla 2.4). La amplitud
de clases fue mayor que para mancha ojo de rana y para mildit debido a que en mancha
marron se obtuvieron los valores mas altos de severidad. La clase de mayor frecuencia
fue la clase nimero 2 con 43 foliolos con 13,11% a 52.8% de la superficie foliar
afectada y las de menor frecuencia las clases 0, 4 y 5 con 1, 3 y 2 foliolos
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respectivamente (Fig. 2.4). En los diagramas obtenidos para esta escala se observan las
areas afectadas donde las lesiones marrones son definidas y las areas cloréticas son mas
difusas, sin embargo en los foliolos seleccionados esta caracteristica no impidi¢ al
programa captarlas y diferenciarlas de las areas sanas. Cada una de las clases fue

definida por sus limites inferior, superior y punto medio (Fig. 2.5).

Tabla 2.4. Limite inferior, punto medio y limite superior de la escala logaritmica de
severidad para mancha marrén (Septoria glycines), con seis clases y 99,41% de
severidad maxima. Variedad Don Mario 4800, departamento Rio Cuarto, Cérdoba,
2007-2008.

Clases L. Inferior (%) P. Medio (%) L. Superior (%)

0 0 0 0
1 0 5,25 13,11
2 13,11 29,14 52,85
3 52,85 75,33 89,27
4 89,27 95,78 98,41
5 98,41 99,41
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Fig. 2.4. Distribucion de frecuencias de severidad de 79 foliolos de soja var. Don Mario
4800 en seis clases de una escala logaritmica diagramatica de severidad para mancha
marron (Septoria glycines). Departamento Rio Cuarto, Cordoba, 2007-2008.
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Clase 0 (0) Clase 1 (5,02) Clase 2 (29,63)
(0% - 0% (0-13,11) (13,11 - 52,85)

Clase 3 (75,31) Clase 4 (95,78) Clase 5 (99,41)
(52,85 — 89,27) (89,27 — 98,41) (98,41- 99,41)

Fig. 2.5. Escala logaritmica diagramatica de severidad para mancha marrén (Septoria
glycines) en foliolos de soja de la variedad Don Mario 4800. Departamento Rio Cuarto,
Cérdoba, 2007-2008.

1: Punto medio de clase, 2: Limite inferior de clase, 3: Limite superior de clase.

Para mancha ojo de rana se obtuvo también una escala de seis clases (Tabla 2.5).
La clase de mayor frecuencia fue la clase nimero 1 donde se registraron 36 foliolos con
severidad entre 1,3% y 1,73%, seguida por la clase 2 con 13 foliolos; en las restantes
clases sélo se encontraron entre 1 y 4 foliolos (Fig. 2.6). En los diagramas obtenidos
para esta escala se observan las areas afectadas como lesiones claramente definidas por

sus bordes y las variaciones que se reflejan en las mediciones de esas areas estan dadas
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por su tamafio. El programa pudo captarlas y diferenciarlas sin inconvenientes y sin

necesidad de implementar variaciones en la barra de colores (Fig. 2.6).

Tabla 2.5. Limite inferior, punto medio y limite superior de la escala logaritmica de
severidad para mancha ojo de rana (Cercospora sojina) con seis clases y 11,55 % de
severidad maxima Variedad Don Mario 4800, departamento Rio Cuarto, Cordoba,
2007-2008.

FRECUENCIA

2 3
CLASES

Fig. 2.6. Distribucion de frecuencias de severidad de 57 foliolos de soja variedad Don
Mario 4800 en seis clases de una escala logaritmica diagramatica de severidad para
mancha ojo de rana (Cercospora sojina). Departamento Rio Cuarto, Cérdoba, 2007-
2008.
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Clase 0 (0)* Clase 1 (1,31) Clase 2 (2,16)

(0*-0° (0-1,73) (1,73 -3,03)
Clase 3 (4,27) Clase 4 (7,43) Clase 5 (11,55)
(3,03 -5,24) (5,24 - 8,93) (8,93 -11,55)

Fig. 2.7. Escala logaritmica diagramatica de severidad para mancha ojo de rana
(Cercospora sojina) en foliolos de soja de variedad Don Mario 4800. Departamento Rio
Cuarto, Cérdoba, 2007-2008.

1: Punto medio de clase, 2: Limite inferior de clase, 3: Limite superior de clase.

Para mildiG se obtuvo también una escala de seis clases (Tabla 2.6), en la que la
clase de mayor frecuencia fue la nimero 2 con 8 foliolos entre 1,82 y 3,49% de
severidad, seguida por la clase 4 con 5 foliolos; mientras que en las restantes clases se

encontraron entre 1y 3 foliolos (Fig. 2.8).

En los diagramas obtenidos para esta escala se observan las areas afectadas

como lesiones pequefias, numerosas, agrupadas y poco definidas por el color. Para su
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medicion el programa no pudo captarlas y diferenciarlas aun implementando
variaciones en la barra de colores; la escala se confeccioné con las imagenes escaneadas

y el &rea foliar se pudo medir con el método de la hoja milimetrada (Fig. 2.9).

Tabla 2.6. Limite inferior, punto medio y limite superior de la escala logaritmica de
severidad para mildii (Peronospora manshurica) con seis clases y 13,42 % de
severidad maxima, Variedad Don Mario 4800, departamento Rio Cuarto, Cordoba,
2007-2008.

FRECUENCIA
© = N W R GO N B ©

2 3
CLASES

Fig. 2.8. Distribucion de frecuencias de severidad de 19 foliolos de soja var. Don Mario
4800 en seis clases de una escala logaritmica diagramatica de severidad para mildiu
(Peronospora manshurica). Departamento Rio Cuarto, Cérdoba, 2007-2008.
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Clase 0 (0)l Clase 1 (1,44) Clase 2 (2,34)
(0-1,82) (1,82 — 3,49)
Clase 3 (4,11) Clase 4 (7,43) Clase 5 (13,42)
(3,49 — 5,87) (5,87 — 10,27) (10,27 — 13,42)

Fig. 2.9. Escala logaritmica diagramatica de severidad para mildiu (Peronospora
manshurica) en foliolos de soja de variedad Don Mario 4800. Departamento Rio
Cuarto, Cordoba, 2007-2008.

1: Punto medio de clase, 2: Limite inferior de clase, 3: Limite superior de clase.
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Discusion

La utilizacion del método digitalizado mediante el uso del software Assess,
permitié medir la severidad de la mancha marron y mancha ojo de rana en foliolos de
soja; sin embargo, no fue posible evaluar la severidad de mildiu a través de esta
tecnologia. Para esta enfermedad fue necesario utilizar el método de la hoja

milimetrada.

La digitalizacion de imégenes permite un procesamiento rapido de muestras y
mayor capacidad para discriminar entre area sana y enferma (Tovar-Soto et al, 2002).
Estos autores observaron ademas mayor precision en los métodos digitalizados que en
los métodos gravimétricos y de areas conocidas para realizar una escala diagramatica
para mancha negra en chirimoyo. En el presente trabajo, la discriminacion entre el area
sana y enferma mediante el uso del programa Assess, pudo concretarse con mayor
claridad en la evaluacién de la severidad de mancha ojo de rana cuyas lesiones
presentan colores bien diferenciados y de bordes definidos (Vallone y Giorda, 1997;
Vallone, 2003; Carmona et al., 2004). En la mancha marrén, si bien las &reas afectadas
son de mayor tamafio y su coloracion va desde el amarillo en la parte externa de las
lesiones al marrén en la parte interna (Vallone y Giorda, 1997), también se pudo
discriminar entre areas sanas y enfermas, aunque se necesitd mayor regulacion en la
barra de colores del programa y s6lo en algunos foliolos no pudo medirse con precision
el area afectada. A pesar de ello y de acuerdo con Tovar-Soto et al., (2002), en ambas
enfermedades se pudo realizar un procesamiento rapido de las muestras, confirmando
que la digitalizacion de imagenes y el uso del programa Assess, permite una evaluacion
precisa y rapida de la severidad de mancha marrén y mancha ojo de rana en foliolos de

soja.

Al contrario de los resultados obtenidos con mancha marrén y mancha ojo de
rana, en el caso de mildiu no fue posible para el programa Assess discriminar
adecuadamente entre areas sanas y enfermas, por lo que fue necesario recurrir al método
de la hoja milimetrada que insumid un tiempo considerablemente mayor. Este método,
de acuerdo con lo observado por Kranz, (1988), puede estar sujeto a errores en el conteo

de las cuadriculas que contienen las lesiones de mildia, debido a que son muy pequefias
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y dispersas en toda la hoja, y haber disminuido en consecuencia la precision de las
mediciones. Sin embargo, este hecho se minimiz6 volviendo a evaluar algunos foliolos
aunque con un aumento considerable del tiempo de evaluacion. Si bien estos
procedimientos convierten el método en poco practico y engorroso, principalmente si
hay que evaluar muchas muestras, resulta una alternativa viable y valiosa cuando los
sintomas de la enfermedad no permiten el uso de los métodos digitalizados sumado a
los métodos computarizados. Si bien la digitalizacion de imagenes presenta ventajas
(Bock et al., 2010), para ponerla en uso, se debe contar con equipamiento y programas
que, segun lo observado en este trabajo, resultan en una metodologia de mayor costo;
mientras que con el uso del método de la hoja milimetrada, el Gnico costo elevado fue la

impresion de las iméagenes digitalizadas.

Las escalas desarrolladas para las tres enfermedades, mancha marrén, mancha
ojo de rana y mildid, tienen seis clases incluyendo la clase de severidad nula. La
seleccion del nimero de clases de una escala diagramatica de severidad, depende segln
Tovar-Soto et al. (2002) de los objetivos del sistema de medicion como asi también de
la capacidad discriminatoria entre clases, que surge de la combinacion del nimero de
clases y la severidad méxima. Una de las razones para considerar seis clases fue la
finalidad del presente trabajo, en el que se pretende la comprobacion del método de
desarrollo y validacion de escalas y la elaboracién de una escala, sin el proposito
particular de estimar pérdidas o caracterizar epidemias, donde segun Mora Aguilera et
al. (2000) se necesitan entre 7 y 10 clases en el primer caso y de 5a 7 en el segundo. La
otra raz6n para la seleccion del nimero de clases respondi6 a la capacidad
discriminatoria de cada una de ellas, lo que significa que su amplitud permite al

evaluador ubicar facilmente cada foliolo observado en su respectiva clase.

Después de hacer algunas pruebas preliminares con diferentes numeros de
clases, se observo gque el numero seleccionado permitia discriminar adecuadamente en
el momento de evaluar la severidad para las tres enfermedades. Teniendo en cuenta que
una escala debe tener un namero suficiente de clases como para poder diferenciar los
distintos grados de severidad (Campbell y Madden, 1990), un nimero menor a seis
clases no permitia una correcta discriminacion entre foliolos afectados, dado que la
amplitud de cada una de ellas resultaba excesiva y generaba una alta concentracion de

muestras en pocas clases. Por el contrario, no se selecciond un mayor namero de clases,
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porque de acuerdo con lo observado por Tovar-Soto et al. (2002), no solo resulta poco
préactico y confuso su uso, sino que también, implica poca amplitud de cada una de las

clases, y dificulta la tarea de evaluacion.

Por otra parte, al analizar los resultados obtenidos en este trabajo y por otros
autores en el desarrollo de escalas similares, surge que la mayoria de las escalas
propuestas para evaluar severidad de enfermedades en hojas de vid, girasol, lechuga,
pimiento, frutilla y chirimoyo entre otras, tienen también entre cinco y siete clases, y
logran evaluar exitosamente la enfermedad correspondiente (Leite et al., 2002; Tovar-
Soto et al., 2002; Nita et al., 2003; Gomes et al., 2004; Nascimento et al., 2005;
Michereff et al., 2006). Particularmente en soja, (Martins et al. 2004) usaron una escala
con cinco clases para evaluar la severidad de macha marrén y tizén de la hoja y mancha
purpura de la soja, sin incluir la clase correspondiente a severidad nula, a diferencia de
este trabajo, donde si es incluida. Posiblemente, este nimero de clases seleccionado esté
relacionado con el valor maximo de severidad alcanzado por las enfermedades que fue
de 66.6 %. Para la roya de la soja (Phakopsora pachyrhizi) también se desarroll6 una
escala de seis clases (Godoy et al., 2006), con un valor maximo de severidad de 78,5%
y tampoco, como en el caso de las escalas desarrolladas por Martins et al. (2004); se
incluyd la clase de severidad nula. Si bien la severidad maxima de mancha ojo de rana
y mildid en este trabajé fue menor a las encontradas por estos autores en soja en las
enfermedades sefialadas. Se estim6 que seria posible trabajar con un menor nimero de
clases. Es importante destacar que se trabajé con seis clases considerando que el
porcentaje de defoliacion que provoca disminuciones en los rendimientos es bajo, por lo
gue se necesitan mayor numero de clases para poder discriminar eficientemente los
distintos grados de severidad. Por otra parte, es comun trabajar con escalas de severidad
entre cinco y siete clases, aun con valores bajos de severidad, como lo describen Mora
Aguilera et al. (2000) en una revision que agrupa distintas escalas desarrolladas por
diferentes autores.

Considerando lo analizado, se estima que el nimero de clases seleccionado en

este trabajo fue adecuado.
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Conclusiones

* La medicion precisa de la severidad de mancha marrén, mancha ojo de rana y

mildiu en foliolos de soja depende del tipo de sintomas que presenta cada enfermedad.

 La forma, color y tamafio de las lesiones son las principales caracteristicas a

tener en cuenta para la seleccién del método para cuantificar la severidad.

« La digitalizacion de imagenes y el programa Assess permitieron una
evaluacion precisa y rapida de la severidad de mancha marrén y mancha ojo de rana en
foliolos de soja, ya que pueden diferenciar claramente el area foliar afectada por las

enfermedades de la sana.

* El programa Assess no fue eficiente para evaluar la severidad de mildid en

foliolos de soja.

* El uso del método de la hoja milimetrada permitié la evaluacion precisa de la
severidad del mildid en foliolos de soja, aunque fue mas lento y dificultoso que el

programa computarizado.
« El nimero de clases seleccionadas para las escalas de las tres enfermedades,

mancha marrén, mancha ojo de rana y mildid, en foliolos de soja permitié discriminar

correctamente entre distintos grados de severidad.
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CAPITULO 3

VALIDACION DE ESCALAS LOGARITMICAS
DIAGRAMATICAS DE SEVERIDAD PARA MANCHA
MARRON (Septoria glycines), MANCHA OJO DE RANA

(Cercospora sojina) y MILDIU (Peronospora manshurica) EN
EL CULTIVO DE SOJA

Introduccion

Las escalas para evaluacion de severidad deben ser validadas antes de ser
propuestas como un meétodo de cuantificacion de enfermedades, y en caso que los
resultados sean insatisfactorios, deberan ser corregidas (Martins et al., 2004). Las
escalas de severidad de EFC de la soja usadas en Argentina son escalas ad hoc,
desarrolladas con un objetivo especifico, evaluar el comportamiento de cultivares,
monitoreos o cuantificar la eficiencia de fungicidas (Formento 2001; Astegiano et al.,
2002; Cabrera et al., 2004; Pérez Fernandez et al., 2005; lvancovich y Botta, 2006;
Pérez Fernandez et al., 2005; Vallone et al., 2002, 2006) pero nunca extendidas a un
uso general o incluso validadas formalmente. Esto dificulta marcadamente las
comparaciones entre estudios similares efectuados por el mismo o distintos
investigadores e incluso por el mismo investigador. No se han desarrollado en
Argentina escalas de severidad para las EFC de soja que hayan sido validadas por la

concurrencia de grupos de evaluadores.

Ademas de la correcta elaboracion de las escalas, es importante tener en cuenta
que la utilizacion de las mismas depende de la experiencia y de la percepcion visual de
cada evaluador, por lo que la precision y la exactitud variaran con cada evaluador. Por
este motivo, las evaluaciones pueden estar sujetas a cierto grado de subjetividad, que

puede ser minimizado con el entrenamiento de los evaluadores (James y Teng, 1979).
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Una manera de disminuir el grado de subjetividad, es seleccionando un sistema de
medicion que permita aproximar el valor de severidad estimada al valor de severidad
real (Mora Aguilera et al., 2000). La severidad real es aquella que se obtiene mediante
métodos digitalizados o visuales, que determinan la relacion exacta entre area enfermay
area total, y se expresa como porcentaje. La severidad estimada es aquella que obtienen
los evaluadores mediante el andlisis de imégenes o foliolos vivos con o sin el auxilio de

una escala.

Para que una escala sea validada, se deben considerar tres parametros, exactitud,
precision y reproducibilidad. La exactitud implica que las estimaciones realizadas por el
evaluador deben ser lo més cercanas al valor verdadero de intensidad de la enfermedad.
La precision hace referencia a que las estimaciones efectuadas por un mismo evaluador
deben tener un pequefio y similar rango de variacion respecto a un nimero repetible de
eventos. La reproducibilidad significa que las mediciones realizadas por distintos
evaluadores deben tener poca variacion (Campbell y Madden, 1990). Para poder evaluar
estas tres propiedades se recurre a la regresion lineal, que proporciona un poderoso
método para cuantificar el grado de error debido a los evaluadores o al propio método
de valoracion. El anlisis de la regresion lineal, se utiliza para determinar la precision y

exactitud relativa de una valoracion visual (Nutter et al., 1993)

Mediante el uso de la severidad real y estimada por distintos métodos, diversos
autores han elaborado y validado escalas en girasol (Leite, 2002), chirimoyo (Tovar-
Soto et al., 2002), frutilla (Nita et al., 2003), soja (Martins et al., 2004), lechuga
(Gomes et al., 2004), vid (Nascimento et al., 2005) y pimiento (Michereff et al., 2006),
que han sido empleadas con éxito para evaluacion de cultivares, pérdidas de cosecha y

evaluacion de fungicidas.

De acuerdo con lo expresado, en este trabajo se plante6 como objetivo validar
las escalas diagramaticas de severidad para mancha marron (Septoria glycines), mancha
0jo de rana (Cercospora sojina) y mildia (Peronospora manshurica) de la soja,

mediante la valoracion de la exactitud, precisiony reproducibilidad de los evaluadores.
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Materiales y métodos

Validacion de escalas logaritmicas diagramaticas de severidad para mancha
marron, mancha ojo de rana y mildid

Para validar las escalas se selecciond un grupo de 10 evaluadores, algunos de
los cuales tenian experiencia en la utilizacion de escalas, aunque no especificamente de
las tres enfermedades en estudio. Los evaluadores estimaron visualmente la severidad
de las tres enfermedades, a partir de imagenes individuales y coloridas de foliolos donde

se mostraban los sintomas de cada enfermedad, con distintos grados de severidad real.

Severidad real: se utilizaron los datos de la severidad real de cada foliolo
medida con el programa Assess (Lamari, 2005), en el caso de mancha marron y mancha

ojo de rana, y con el método de la hoja milimetrada en el caso de mildiu (ver Capitulo

).

Se usaron las imagenes de 49 foliolos para mancha marrén y mancha ojo de rana
y de 19 foliolos para mildid, cuyos valores de severidad real figuran en las Tablas 2.1,
2.2 y 2.3 respectivamente.

Severidad estimada sin escala: Para obtener estos datos, se usaron las
imagenes de los foliolos con severidad real conocida, pero oculta para los evaluadores.
Cada imagen se proyectd individual y sucesivamente sobre una pantalla ubicada en
frente de los evaluadores. Cada uno de ellos realizé entonces una primera estimacion sin

el auxilio de la escala, adjudicandole un valor de severidad a cada foliolo.

Severidad estimada con escala: A continuacion de la evaluacion sin escala, a
cada evaluador se le entregd una copia de la escala de mancha marrén y se proyectaron
nuevamente las imagenes de foliolos con esa enfermedad y el evaluador estimé6 la
primera evaluacion con escala. El mismo procedimiento se siguio para las restantes

enfermedades.
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La segunda evaluacion con escala se realizé a los cinco meses de la primera 'y a
cada evaluador se les entreg6 una copia de cada escala dos dias antes para que pudieran
observarla detenidamente y familiarizarse con los distintos grados de severidad.

Una vez obtenidos los valores de severidad real y estimada se determind la
exactitud, precision y reproducibilidad de cada evaluador mediante el uso de regresiones
lineales simples, metodologia propuesta por distintos investigadores (Nutter y Schultz,
1995; Mora Aguilera et al., 2000; Gomes et al., 2004; Michereff et al., 2006). El
modelo de relacidn lineal se expresa como Y= a+bx, donde Y es la variable dependiente,
en este caso representada por la severidad estimada; x es la variable independiente,
representada por la severidad real. Los pardmetros a, b y el coeficiente R? de la
regresion lineal son utilizados para comparar los métodos de evaluacion y los

evaluadores.

El parametro a representa el intercepto de la regresion lineal, para verificar la
hipétesis nula Ho: a=0; el parametro b que es el coeficiente angular de la recta, para
verificar hipotesis nula Ho: b=1y el coeficiente de determinacion R2 mide la proporcién
de la variacion en los valores de Y que es explicada por su relacion con x y su valor debe
ser lo mas préximo a uno. También se tiene en cuenta como parametro la varianza de
los errores absolutos (severidad estimada-severidad real) (Michereff et al., 2006;
Infostat, 2008). Si los valores de a estan por encima de cero, indican que los
evaluadores tienen tendencia a sobreestimar los valores de severidad real, y si estan por
debajo de cero indican que la tendencia es a subestimar. Si los valores de a difieren
significativamente de cero, implica que los evaluadores estan incurriendo en desvios
constantes (Gomes et al 2004; Nascimento et al., 2005; Michereff et al., 2006). Por otro
lado, si los valores del parametro b difieren de uno, indican sobreestimacion si estan por
encima de dicho valor, y subestimacion si estan por debajo, y que dicho desvio es de
tipo sistematico y en todos los niveles de severidad de la enfermedad (Campbell y
Madden, 1990; Nutter y Schultz, 1995; Michereff et al., 2006). El valor de R? igual a
uno indica que cada valor de severidad estimado por cada evaluador se corresponde
exactamente con el valor de la severidad real. En lo que respecta a los errores absolutos,
expresan la diferencia entre la severidad estimada y la real, estos desvios deben
encontrarse dentro de la franja del 10% para considerar que un evaluador es bueno, y

deben ser menores de 5% para considerarlo excelente (Nutter y Worawitlikit, 1989).
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Para determinar la exactitud de cada evaluador se utilizo el test T aplicado al
coeficiente lineal a, y al coeficiente angular b de la recta de regresion lineal obtenida
entre la severidad real como variable independiente y la severidad estimada como

variable dependiente, para cada evaluador (Infostat, 2008).

La precision de cada evaluador se estimé mediante el coeficiente de
determinacion R2 de la recta de regresion obtenida entre la severidad real y la severidad
estimada, por la varianza de los errores absolutos y por la repetitividad de las
estimaciones. La repetitividad de las estimaciones de cada evaluador se determiné
mediante una regresion lineal entre la severidad estimada por los evaluadores en la
segunda evaluacién con escala en funcion de la primera evaluacion con escala, y
trabajando sobre una misma unidad muestral, es decir sobre un mismo foliolo. Para
medir la repetitividad se utilizé una prueba T aplicada a los coeficiente lineal a y al
coeficiente angular b estimados por la regresion lineal, y el coeficiente de determinacion
R? (Infostat, 2008).

La reproducibilidad entre evaluadores se determind mediante el coeficiente de
determinacion R2 que surgié de las regresiones lineales entre la severidad estimada de
una misma unidad muestral, o foliolo, por los diferentes evaluadores comparados de a
pares. La reproducibilidad se midi6 en las instancias de evaluacion de la severidad sin
escala, primera evaluacion con escala y segunda evaluacion con escala, para mancha

marrén y mancha ojo de rana.
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Resultados

Validacion de escalas logaritmicas diagramaticas de severidad para mancha
marrén

Exactitud: Los valores de a obtenidos para la regresion entre severidad real y severidad
estimada sin escala variaron de 0,86 a 14,46, con un valor promedio de 8,7; el valor de b
vario de 0,59 a 0,96 con un valor promedio de 0,72; los valores de R2 variaron de 0,39 a
0,86 con un valor promedio de 0,68 (Tabla 3.1).

Los valores de a obtenidos en la regresion entre los valores de severidad real y la
primera evaluacion con escala variaron de 26,95 a 6,55 con un valor promedio de 14,9;
los valores de b variaron de 0,94 a 0,72 con un valor medio de 0,82, y los valores de R?2

variaron de 0,69 a 0,85 y el valor promedio 0,77 (Tabla 3.1).

Los valores de a para la segunda evaluacidn con escala variaron de 0,56 a 12,14
con un valor promedio de 6,31, los valores de b variaron de 0,80 a 1,09 con un valor
promedio de 0,97 y R2 vario6 de 0,65 a 0,9 con un promedio de 0,82 (Tabla 3.1).

En los valores del intercepto de la regresion lineal a, entre la severidad real y el
valor de severidad estimada sin escala, se observa que dicho valor fue
significativamente diferente de cero en el 80% de los casos (Tabla 3.1). Dicho patron se
repitié en todos los evaluadores cuando utilizaron la escala en la primera evaluacion,
donde 100% de los casos a fue diferente de cero, mientras que en la segunda
evaluacion con escala, el 60% de los evaluadores obtuvieron valores de a
significativamente distintos de cero. Esto implica una correccion respecto a las dos
evaluaciones anteriores, con valores promedios de a de 8,7; 14,9 y 6,31 para las
evaluaciones sin escala, primera evaluacion con escala y segunda evaluacion con escala,
respectivamente. La mayoria de los evaluadores tuvo una marcada tendencia a
sobreestimar la severidad, fundamentalmente para valores bajos de severidad real,
aunque en algunos casos la tendencia se mantuvo a lo largo de toda la evaluacion.
Muchos evaluadores sobreestimaron hasta el 50% de la severidad y a partir de ese punto
subestimaron los valores de severidad. Solo el evaluador 2 y el 5 subestimaron la

severidad cuando no utilizaron escala (Fig. 3.1).
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Con respecto al valor de coeficiente angular de la recta b, en el 100% de los
casos y para las tres evaluaciones, sin escala y con escala primera y segunda evaluacion,
dicho coeficiente no difirié significativamente de uno, se advirtio6 ademas una
correccion cuando las evaluaciones fueron realizadas con escala, con valores medios de
0,82 y 0,97 para la primera y segunda evaluacion respectivamente, comparada con la
evaluacion sin escala, que tuvo un valor promedio de 0,72 (Tabla 3.1).

Precision: El coeficiente de determinacion de la regresion lineal, R2, mostré que
en las evaluaciones sin escala, 40% de los evaluadores alcanzaron valores superiores al
75%, en la primera evaluacion con escala 60% de ellos lo superaron y en la segunda
evaluacion 80% de los evaluadores superé dicho valor. Los valores promedio para dicho
coeficiente fueron 0,68, 0,77 y 0,82; respectivamente, para cada una de las evaluaciones
(Tabla 3.1). Estos resultados indican el mejor comportamiento de los evaluadores en las

sucesivas evaluaciones al utilizar la escala como herramienta de evaluacion.

Tabla 3.1. Intercepto (a), coeficiente angular (b) y coeficiente de determinacion (R?) de
ecuaciones de regresion lineal simples obtenidas a partir de la estimacion visual de 10
evaluadores sin y con el auxilio de la escala diagramatica de severidad para la mancha
marron (Septoria glycines) en foliolos de soja.

Sin Escala Con Escala
12 Evaluacion 22 Evaluacién
Evaluador a b R2 a b R2 a b R2
1 8,01* | 0,96 | 0,85 | 26,27* | 091 | 0,74 | 3,46 | 1,07 | 0,88
2 0,86 | 0,60 | 0,83 | 6,55 | 0,70 | 0,80 | 6,10* | 0,92 | 0,9
3 7,61* | 0,77 | 0,82 | 11,14* | 0,81 | 0,85 | 12,0* | 0,93 | 0,85
4 14,46* | 0,63 | 0,39 | 26,95* | 0,94 | 0,70 2,76 1,09 | 0,88
5 2,08 |080|0,72 | 14,35* | 0,75 | 0,69 | 11,87* | 0,85 | 0,76
6 9,71 | 0,56 | 0,59 | 8,24* | 0,80 | 0,81 | 12,14* | 1,04 | 0,85
7 10,05 | 0,64 | 0,61 | 15,5* | 0,87 | 0,81 2,55 1,08 | 0,87
8 14,21* | 0,83 | 0,86 | 15,09* | 0,72 | 0,79 | 8,35* | 0,91 | 0,87
9 10,37 | 0,59 | 0,43 | 9,19* | 0,81 | 0,81 | 10,0* | 0,96 | 0,72
10 9,27 | 0,87 | 0,65 | 1584* | 0,91 | 0,70 | 0,56 | 0,80 | 0,65
Media 8,70 | 0,72 | 0,68 14,9 0,82 | 0,77 6,31 0,97 | 0,82

* Representa situaciones donde la hipotesis nula (Ho: a=0 o Hy: b=1) fueron rechazadas por el test T (p=0,05)

Los graficos a continuacién muestran los resultados de las regresiones lineales
entre la severidad real como variable independiente y la severidad estimada como

variable dependiente con linea continua, representandose con linea discontinua la
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situacion ideal, es decir con un valor de a=0 y un valor de b=1, para las tres instancias
de evaluacion (Fig. 3.1, 3.2, 3.3, 3.4).
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Fig. 3.1. Regresiones lineales entre la severidad estimada sin escala (12 columna) y con
el auxilio de la escala diagramatica de severidad (2% y 32 columna) en funcion de la
severidad real (linea continua) de 2 de los 10 evaluadores, para mancha marrén
(Septoria glycines) en foliolos de soja. Linea discontinua representa la situacion ideal.
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Fig. 3.2. Regresiones lineales entre la severidad estimada sin escala (1% columna) y con
el auxilio de la escala diagramética de severidad (22 y 32 columna) en funcion de la
severidad real (linea continua) de 3 de los 10 evaluadores, para mancha marrén
(Septoria glycines) en foliolos de soja. Linea discontinua representa la situacion ideal.
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Fig. 3.3. Regresiones lineales entre la severidad estimada sin escala (1# columna) y con
el auxilio de la escala diagramatica de severidad (22 y 32 columna) en funcién de la
severidad real (linea continua) de 3 de los 10 evaluadores,
(Septoria glycines) en foliolos de soja. Linea discontinua representa la situacion ideal.

54

para mancha marron



Evaluador 9 Evaluador 9
1001 ; 1001 o 1001

Evaluador 9

754 - 754 754

50+ 50+ 50+

Sev Estimada SE
Sev Estimada CE
Sev Estimada CE

254 254 254

o
o

T T T 1 T T T 1 T T T 1
0 25 50 75 100! 0 25 50 75 100 0 25 50 75 100
Sev Real Sev Real Sev Real

Evaluador 10 Evaluador 10 Evaluador 10

1007 - 1007 L] 1001 ]

754 754 754

50+ 50+ 50+

Sev Estimada SE
Sev Estimada CE
Sev Estimada CE

25+ 25+ 25+

T T T 1 T T T 1 - T T T 1
0 25 50 75 100! 0 25 50 75 100 0 25 50 75 100
Sev Real Sev Real Sev Real

Fig. 3.4. Regresiones lineales entre la severidad estimada sin escala (13%columna) y con
el auxilio de la escala diagramética de severidad (22 y 32 columna) en funcion de la
severidad real (linea continua) de 2 de los 10 evaluadores para mancha marrén
(Septoria glycines) en foliolos de soja. Linea discontinua representa la situacion ideal.

En lo referido a la repetitividad de los evaluadores, los valores de a variaron
entre -11,14 y 8,99, con un valor medio de 5,55; los valores de b variaron entre 0,58 y
1,12 con un valor medio de 0,90. Los valores de R? variaron entre 0,41 y 0,85, con un
valor promedio de 0,63 (Tabla 3.2). Teniendo en cuenta estos resultados, los
evaluadores no evidenciaron buena repetitividad en las evaluaciones con escala, sin
embargo, 90% de los evaluadores obtuvieron valores de a que no difirieron

significativamente de cero y 100% valores de b que no difirieron de uno.
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Tabla 3.2. Intercepto (a), coeficiente angular (b) y coeficiente de determinacién (R?) de
ecuaciones de regresion lineal simple, relacionando la segunda y primera evaluacion,
por un mismo evaluador con el auxilio de la escala diagramética para mancha marrén
(Septoria glycines) en foliolos de soja.

Evaluador a b R2
1 -7,82 0,61 0,43
2 4,01 1,12 0,8
3 2,89 1,06 0,85
4 8,99 0,81 0,58
5 10,07* 1,07 0,57
6 -11,14 0,79 0,71
7 -3,34 0,96 0,64
8 -0,67 1,02 0,72
9 6,34 1 0,63
10 0,23 0,58 0,41
Media 5,55 0,902 0,634

* Representa situaciones donde la hipétesis nula (Hg: a=0 o Hy: b=1) fueron rechazadas por el test T (p=0,05)

Los errores absolutos o residuos que son la diferencia entre la severidad
estimada y la real, varian de 59,58 a 52,7 con la evaluacion sin escala. En la primera
evaluacion con escala los residuos variaron entre -43,39 y 61,89, y para la segunda
evaluacion entre -55,28 y 61,56 (Fig. 3.5). Se observa ademas que los errores de los
evaluadores en la evaluacion sin escala se concentraron fundamentalmente en la franja
del 30% de los residuos; mientras que en la primera y segunda evaluacién con escala se
advierte una menor dispersion de los residuos, concentrandose principalmente en la

franja del 20% de los residuos.
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Fig. 3.5. Distribucion de los residuos (severidad estimada-severidad real) en funcién de
la severidad real, obtenidos sin el auxilio de la escala diagramatica, y con el auxilio de
la escala diagramética en la primera y segunda evaluacion para mancha marron
(Septoria glycines) en foliolos de soja: A: Evaluacion sin escala. B: 12 Evaluacion con
escala. C: 22 Evaluacion con escala.

Reproducibilidad: Al comparar las estimaciones de severidad entre pares de
evaluadores se obtuvieron valores de R2 que variaron entre 0,38 y 0,87 para la
evaluacion sin escala (Tabla 3.3). En la primera evaluacion con escala los valores de R?
variaron de 0,53 a 0,82 (Tabla 3.4) y en la segunda evaluacion con escala los valores de
R2 variaron de 0,44 a 0,89. So6lo un 16% de las comparaciones presentd valores mayores
de 0,75 sin el uso de la escala (Tabla 3.3), en la primera evaluacion con escala también
un 16% arroj6 valores por encima de 0,75 (Tabla 3.4), por lo que no se evidenciaron
correcciones de este parametro con respecto a la evaluacién realizada sin escala. Sin
embargo en la segunda evaluacion con escala la reproducibilidad aumento y 26% de

evaluadores obtuvieron valores por encima de 0,75. (Tabla 3.5).
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Tabla 3.3. Coeficiente de determinacion (R2) de ecuaciones de regresion simple entre
pares de evaluadores de mancha marrén (Septoria glycines) en foliolos de soja, para
evaluaciones de severidad sin auxilio de la escala diagramatica.

Evaluador 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 0,76 0,78 0,49 0,74 0,6 0,59 0,81 0,42 0,69
2 0,75 0,4 0,67 0,57 0,55 0,73 0,38 0,67
3 0,62 0,67 0,8 0,83 0,74 0,61 0,7
4 0,44 0,57 0,7 0,48 0,58 0,45
5 0,58 0,56 0,66 0,51 0,68
6 0,87 0,6 0,7 0,5
7 0,62 0,73 0,53
8 0,42 0,58
9 0,58

Tabla 3.4. Coeficiente de determinacion (R2) de ecuaciones de regresion simple entre
pares de evaluadores de mancha marrén (Septoria glycines) en foliolos de soja para
evaluaciones de severidad, para la primera evaluacién con auxilio de la escala
diagramatica.

Evaluador 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 0,6 0,67 0,69 0,56 0,6 0,65 0,63 0,66 0,63
2 0,8 0,53 0,62 0,77 0,74 0,73 0,67 0,58
3 0,61 0,71 0,82 0,82 0,72 0,79 0,69
4 0,6 0,61 0,61 0,63 0,72 0,55
5 0,8 0,6 0,73 0,65 0,47
6 0,72 0,64 0,78 0,58
7 0,56 0,7 0,65
8 0,71 0,53
9 0,68
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Tabla 3.5. Coeficiente de determinacion (R?) de ecuaciones de regresion simple entre
pares de evaluadores de mancha marron (Septoria glycines) en foliolos de soja para
evaluaciones de severidad, para la segunda evaluacion, con auxilio de la escala
diagramatica.

Evaluador 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 0,85 0,86 0,81 0,74 0,85 0,82 0,8 0,82 0,65
2 0,86 0,86 0,74 0,84 0,86 0,8 0,72 0,69
3 0,8 0,76 0,85 0,84 0,78 0,81 0,6
4 0,76 0,79 0,89 0,81 0,65 0,75
5 0,79 0,75 0,67 0,61 0,44
6 0,85 0,73 0,7 0,54
7 0,77 0,71 0,71
8 0,71 0,59
9 0,56

Validacion de escalas logaritmicas diagramaticas de severidad para mancha
0jo de rana

Exactitud: En lo relacionado a este pardmetro, y los valores de a para la
evaluacion sin escala, variaron de 0,94 a 4,45 con un valor promedio de 2,2, el valor de
b fue de 0,91 a 3,62 con valor promedio de 2. Para la primera evaluacion con escala los
valores de a variaron entre 0,99 a 1,59 con un valor promedio de 1,3; los valores de b
de 0,77 a 0,90 con un promedio de 0,85. En la segunda evaluacion con escala los
valores de a variaron de 0,83 a 2,66 y un promedio de 1,3, los valores de b variaron de
0,76 a 0,98 con un valor promedio de 0,88. (Tabla 3.6). Al aplicar el test T al intercepto
de la regresion lineal simple a, se encontré que en 90% de los casos el valor de a fue
significativamente distinto de cero cuando no se utiliz6 escala y en la primera y segunda
evaluacion con escala el 100% de los casos a fue significativamente diferente de cero
(Tabla 3.6). Sin embargo, si se comparan las tres evaluaciones y si bien no se cumple la
Ho: a= 0, es posible advertir graficamente que todos los evaluadores a excepcion del
evaluador 2 y 5, mejoraron el valor de a cuando estimaron la severidad con el auxilio de

la escala, acercando los valores del intercepto a cero (Fig. 3.6, 3.7, 3.8, 3.9).
Para el valor de b, cuando no se utilizo escala solo 20% de los evaluadores

lograron valores que no difirieron significativamente de uno (p<0,05), mientras que en

la primera y segunda evaluacion con escala, 90% y 100% de los evaluadores
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respectivamente, obtuvieron valores que no difirieron de uno (p<0,05) (Tabla 3.6). Esto
significa que todos los evaluadores si bien sobrestimaron la severidad en las tres
instancias de evaluacion, cuando emplearon las escalas, dicha tendencia a sobrestimar

se redujo.

Precision: El valor de R2 oscil6 entre 0,47 a 0,84 con un valor promedio de
0,71 para la evaluacion sin escala, aumento a valores entre 0,79 y 0,9 con un promedio
de 0,84 para la primera evaluacién con escala y a valores de 0,53 y 0,91 con un
promedio de 0,80 para la segunda evaluacién con escala (Tabla 3.6). Los resultados
evidencian que los evaluadores aumentaron la precision de las estimaciones de la
severidad mediante la utilizacion de la escala. La mayor diferencia en la precision de las
estimaciones se present6 entre utilizar y no utilizar escala, y no entre las evaluaciones

con escala.

Tabla 3.6. Intercepto (a), coeficiente angular (b) y coeficiente de determinacion (R?) de
ecuaciones de regresion lineal simples obtenidas a partir de la estimacién visual de 10
evaluadores sin y con el auxilio de escala diagramatica de severidad para la mancha ojo
de rana (Cercospora sojina) en foliolos de soja.

Sin Escala Con Escala
12 Evaluacion 22 Evaluacion
Evaluador a b R2 a b R2 a b R2
1 4,45* | 3,62* | 0,47 | 1,55* | 0,84 | 0,81 | 0,90* | 0,87 | 0,87

097 | 091 | 0,63 | 1,27 | 0,84 | 0,79 | 1,00* | 0,90 | 0,83
2,09 | 104 | 0,71 | 1,13* | 0,90 | 0,89 | 1,22* | 0,87 | 0,90
3,64* | 1,98* | 0,60 | 1,53* | 0,82 | 0,84 | 0,94* | 0,95 | 0,89
1,00* | 1,72* | 0,80 | 1,56* | 0,90 | 0,85 | 2,66* | 0,76 | 0,53
441* | 1,56* | 0,61 | 1,59* | 0,77 | 0,80 | 1,71* | 0,86 | 0,73
2,85 | 2,41* | 0,68 | 1,05 | 0,86 | 0,88 | 0,92* | 0,95 | 0,91
0,98* | 1,58* | 0,82 | 1,33* | 0,90 | 0,80 | 1,41* | 0,98 | 0,80
1,74* | 1,96* | 0,76 | 0,99* | 0,89 | 0,90 | 2,07* | 0,76 | 0,58

10 094 | 2,71 | 0,84 | 1,13* | 0,84 | 0,88 | 0,83* | 0,89 | 0,93
Media 2,2 2 071 13 |08 084 | 13 | 0,88 0,80

Ol N|O(O|B|lwW|N

*Representa situaciones donde la hipdtesis nula (HO: a=0 o HO: b=1) fueron rechazadas por el test T (p=0,05)
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Fig. 3.6. Regresiones lineales de la severidad estimada sin escala (1* columna) y con el
auxilio de la escala diagramatica de severidad (22 y 3% columna) en funcion de la
severidad real (linea continua) de 2 de los 10 evaluadores para mancha ojo de rana
(Cercospora sojina) en foliolos de soja. Linea discontinua representa la situacion ideal.
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Fig. 3.7. Regresiones lineales de la severidad estimada sin escala (1* columna) y con el
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severidad real (linea continua) 3 de los 10 evaluadores, para mancha ojo de rana
(Cercospora sojina) en foliolos de soja. Linea discontinua representa la situacién ideal.
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Fig. 3.8. Regresiones lineales de la severidad estimada sin escala (12 columna) y con el
auxilio de la escala diagramatica de severidad (2% y 3% columna) en funcién de la
severidad real (linea continua) 3 de los 10 evaluadores, para mancha ojo de rana
(Cercospora sojina) en foliolos de soja. Linea discontinua representa la situacién ideal.
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Fig. 3.9. Regresiones lineales de la severidad estimada sin escala (12 columna) y con el
auxilio de la escala diagramatica de severidad (2% y 3% columna) en funcién de la
severidad real (linea continua) 2 de los 10 evaluadores, para mancha ojo de rana
(Cercospora sojina) en foliolos de soja. Linea discontinua representa la situacién ideal.

Con relacion a la repetitividad entre la primera y segunda evaluacién se observa
que los valores de a variaron de -0,07 a 0,83 con un valor promedio de 0,367, los de b
de 0,72 a 0,99 con un promedio de 0,84 y los de R2 de 0,61 a 0,94 con un promedio de

0,813 (Tabla 3.7). Estos resultados demuestran que la escala proporcion6é a cada

evaluador tuvo buena repetitividad en las sucesivas estimaciones de mancha ojo de

rana.



Tabla 3.7. Intercepto (a), coeficiente angular (b) y coeficiente de determinacién (R?) de
ecuaciones de regresion lineal simple, relacionando la segunda y primera evaluacion,
por un mismo evaluador con el auxilio de la escala diagramatica para mancha ojo de
rana (Cercospora sojina) en foliolos de soja.

Evaluador a b R?
1 0,81* 0,88 0,86

2 0,47* 0,87 0,84

3 -0,07 0,99 0,94

4 0,83* 0,81 0,86

5 0,26 0,72 0,61

6 0,39* 0,81 0,79

7 0,36* 0,84 0,86

8 0,34 0,81 0,80

9 -0,07 0,77 0,68
10 0,41* 0,90 0,89
Media 0,367 0,84 0,81

* Representa situaciones donde la hipétesis nula (Hg: a=0 0 Hy: b=1) fueron rechazadas por el test T (p=0,05)

Cuando los evaluadores no utilizaron la escala, los valores de los residuos para
C. sojina variaron entre -4,54 y 45,73; en la primera evaluacion con escala los residuos
disminuyeron notablemente a valores entre -2,04 y 4,49 y en la segunda evaluacion
mantuvieron también un rango bajo, entre -2,29 y 5,45 (Fig. 3.10). Analizando
graficamente los resultados se puede ver que en la evaluacion sin escala existe una
mayor dispersion de los puntos, extendiéndose en la franja de 20% de los residuos
(severidad real-severidad estimada), mientras que en las evaluaciones con escala, los

puntos se ubicaron concentrados dentro de la franja del 10% de los residuos.
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Fig. 3.10. Distribucién de los residuos (severidad estimada- severidad real) en funcion
de la severidad real, obtenidos sin el auxilio de la escala diagramatica, y con el auxilio
de la escala diagramética en la primera y segunda evaluacién para mancha ojo de rana
(Cercospora sojina) en foliolos de soja: A: Evaluacion sin escala. B: 1% Evaluacion con
escala. C: 22 Evaluacion con escala.

Reproducibilidad: Cuando los evaluadores trabajaron sin escala el R2 estimado
entre pares vario entre 0,41 y 0,9 y solo el 10% de las comparaciones super6é 0,75
(Tabla 3.8). Cuando emplearon la escala por primera vez, el R? se elevd entre 0,71 y
0,89 y 98 % de los evaluadores superaron 0,75 (Tabla 3.9). En la segunda evaluacién
con escala los valores de R2 variaron entre 0,49 y 0,93 y 60% de los pares de
evaluadores superaron un R2 de 0,75. (Tabla 3.10). Si bien los valores de Rz no variaron
significativamente en las tres evaluaciones, aumento la cantidad de pares de evaluadores

con valores de R2 por encima de 0,75 en las evaluaciones con escala.

Tabla 3.8. Coeficiente de determinacion (R?) de ecuaciones de regresiones simples entre
pares de evaluadores de mancha ojo de rana (Cercospora sojina) en foliolos de soja,
para evaluaciones de severidad, sin auxilio de la escala diagramatica.

Evaluador | 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 0,54 0,59 |0,74|0,70 | 0,53 | 0,66 | 0,41 | 0,45 | 0,52
0,60 | 0,70 | 0,66 | 0,60 | 0,70 | 0,58 | 0,66 | 0,78
0,79 | 0,79 | 0,74 | 0,71 | 0,64 | 0,59 | 0,68
0,79 | 0,76 | 0,79 | 0,58 | 0,61 | 0,69
0,67 | 0,78 | 0,72 | 0,72 | 0,79
0,78 | 0,54 | 0,57 | 0,62
0,56 | 0,62 | 0,72
0,70 | 0,72
0,90

©| 0| N| o g &~ W N
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Tabla 3.9. Estimacién del coeficiente de determinacion (R%) de ecuaciones de
regresiones simples entre pares de evaluadores de mancha ojo de rana (Cercospora
sojina) en foliolos de soja, para evaluaciones de severidad, para la primera evaluacion,
con auxilio de la escala.

Evaluador | 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 085|088 |083|082|087|0,88|0,75|0,84 | 084
0,84 087 (081|085|083]|0,77 | 0,84 | 0,86
0,89 | 0,85 (0,86 | 0,89 | 0,79 | 0,89 | 0,90
0,85 (0,86 | 0,88 | 0,78 | 0,86 | 0,87
0,82 | 0,84 | 0,77 | 0,83 | 0,82
0,83 | 0,71 | 0,84 | 0,82
0,81 | 0,85 | 0,86
0,82 | 0,79
0,86

©| o N o g Bl W N

Tabla 3.10. Estimacion del coeficiente de determinacién (R?) de ecuaciones de
regresiones simples entre pares de evaluadores de mancha ojo de rana (Cercospora
sojina) en foliolos de soja, para evaluaciones de severidad, para la segunda evaluacion,
con auxilio de la escala.

Evaluador 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 0,81]085|089 0,49 | 0,74 | 0,86 | 0,72 | 0,56 | 0,88
0,91 | 0,87 | 0,66 | 0,86 | 0,86 | 0,8 | 0,72 | 0,84
093 | 06 | 085|092 |086| 0,7 | 0,94
0,61 | 0,84 | 0,96 | 0,83 | 0,65 | 0,94
0,68 | 0,56 | 0,66 | 0,66 | 0,55
0,78 | 0,77 | 0,78 | 0,78
0,83 | 0,62 | 0,93
0,64 | 0,8
0,68

©O©| O N o O | W N
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Discusion

La escala para mildiu se desarrolld solo hasta la instancia de la primera
evaluacion con escala, debido a que al analizar los resultados de las estimaciones
realizadas por los evaluadores durante el proceso de validacion, los valores de los
parametros estadisticos R?, a y b, no fueron los que correspondian para validar una
escala de severidad, con valores de Rz que variaron entre 0,05 y 0,73 cuando no se
utiliz6 escala y de 0,0023 a 0,66 cuando se utilizé la escala, mientras que los valores de
a para las evaluaciones sin escala fueron de -3,42 a 5,93 y con escala de -0,82 a 4,28 y
los valores de b variaron de 0,09 a 5,11 en las evaluaciones sin escala y de -0,17 a 0,75

en las evaluaciones con escala.

La sobreestimacion del mildiu efectuada por la mayoria de los evaluadores,
triplico los valores reales de severidad. Esta particularidad de sobreestimar severidad de
una enfermedad es un denominador comun, para distintos patosistemas, inclusive en la

validacién de las escalas de mancha marron y mancha ojo de rana de este trabajo.

Se pudieron desarrollar escalas logaritmicas diagramaticas validadas de acuerdo
a la metodologia recomendada para la mancha marréon (S. glycines) y para la mancha

0jo de rana (C. sojina); no ocurriendo lo mismo para el mildia (P. manshurica).

La no validacion de la escala de severidad desarrollada para el mildi, debido
fundamentalmente a la sobreestimacién de los valores de severidad, puede explicarse
por el hecho de que los sintomas de esta enfermedad fueron poco distinguibles a simple
vista, pues se trata de manchas pequefias y numerosas, de color verde amarillento que se
confunden con los colores propios de la hoja y con los pixeles propios de la fotografia

de los foliolos, lo que dificulta las evaluaciones de los evaluadores.

En general, esta situacion coincide con lo planteado por otros autores como
Shokes et al. (1987) y Kranz, (1988), que establecieron que la calidad de las
estimaciones de los valores de severidad puede ser afectada por varios factores que
incluyen la complejidad de la unidad muestral, la forma, tamafio, color y nimero de

lesiones. Incluso, se afirma que los errores en las estimaciones son mayores cuando las
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lesiones son numerosas y pequefias, y la sobreestimacion disminuye con el incremento
de la intensidad y el decrecimiento del nimero de manchas (Sherwood et al., 1983). En
el caso del mildiu de la soja ocurre exactamente lo primero, la severidad de la

enfermedad maxima (13,4%) estuvo determinada por manchas numerosas y pequerias.

En el caso de la escala para mancha marron, el analisis de la exactitud de los
evaluadores indica que hubo sobreestimacion de la severidad observada en la mayoria
de los evaluadores a traves del coeficiente a, lo cual coincidié con los resultados
encontrados en las EFC para la soja en Brasil (Martins et al., 2004), ya que los
evaluadores también tuvieron una marcada tendencia a sobreestimar. Esta particularidad
de sobreestimar la severidad de las enfermedades también se ha reportado con el uso de
escalas diagramaticas desarrolladas para mancha negra causada por Alternaria helianthi
en girasol (Leite et al., 2002), el tizén de la hoja causada por Phomopsis obscurans en
frutilla (Nita et al., 2003), y roya de la soja causada por Phakopsora pachyrhizi (Godoy
et al., 2006). Estos autores, coinciden en sefialar que esa tendencia se mantiene aun
luego de emplear la escala diagramética, aunque dicha sobreestimacion decrece; los
resultados obtenidos en este trabajo con la escala desarrollada para Septoria glycines
confirman también la disminucion de la sobrestimacion de la severidad de mancha
marrén de la soja. Por el contrario, los resultados del presente trabajo contrastan con los
obtenidos en otros estudios donde se emplean escalas diagramaticas para evaluar
severidad de enfermedades, como es en el caso del cancro bacteriano de la vid
(Nascimento et al., 2005) y la cercosporiosis de la lechuga (Gomes et al., 2004), en los
que todos los evaluadores tuvieron una marcada tendencia a subestimar los valores de
severidad. En este estudio para mancha marrén, sélo dos evaluadores subestimaron la

severidad, particularmente en los valores mas bajos.

En lo que respecta al valor de coeficiente angular de la recta (b), los resultados
indicaron la ausencia de desvios sistematicos en las evaluaciones, dado que en las tres
evaluaciones y en el 100% de los casos, dicho parametro no difirié significativamente
de uno. Resultados semejantes encontraron Halfeld y Nechet (2006) en melén al
desarrollar la escala para evaluar mancha foliar causada por Cercospora citrullina. Sin
embargo, el anlisis de este parametro evidencia que existio sobrestimacion y que esta
tendencia se mantuvo en practicamente todos los evaluadores a lo largo de toda la

evaluacion.
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El coeficiente de determinacién de la recta R?, que permite evaluar la precision
de los evaluadores, debe ser lo mas proximo a uno. Esto ocurrié especialmente cuando
los evaluadores utilizaron la escala diagramatica de severidad desarrollada para la
mancha marrén; en coincidencia con el trabajo de Martins et al. (2004) donde se
desarrollan escalas diagramaticas para mancha marron y tizon de la hoja y mancha
parpura de la soja. Estos autores registraron coeficientes de determinacion cuyos valores
estuvieron entre 0,65 y 0,84; semejantes a los encontrados en este caso donde los
valores variaron en promedio entre 0,68 y 0,82. Estas evidencias indican que,
evaluadores de Argentina y de Brasil tienen una precision similar al evaluar la mancha
marrén de la soja, no obstante usar escalas de severidad formalmente diferentes en

cuanto al rango de la enfermedad, nimero de clases, variedad del cultivo.

Considerando la repetitividad como otra medida de precision, se encontr6 que el
valor promedio de R? fue de 0,63 y los valores promedios de a y b, 5,5y 0,90
respectivamente (Tabla 3.2), y que de los 10 evaluadores nueve (90%) registraron
valores de a que no difirieron significativamente de cero, y todos (100%) valores de b
que no difirieron de uno. Comparando estos resultados con otros trabajos (Gomes et al.,
2004; Nascimento et al., 2005; Michereff et al., 2006) se puede advertir que el valor de
RZ es bajo, ya que estos autores encontraron valores de R2? de 90, 89 y 85,
respectivamente. Sin embargo, comparando los valores de a y b obtenidos en esos
trabajos se encuentra una mayor repetitividad con la escala de S. glycines donde solo el
10% y el 0% de los evaluadores obtuvieron valores que difirieron significativamente de

cero y de uno, respectivamente.

Segln se ha sefialado, los residuos o errores absolutos que representan la
diferencia entre la severidad estimada y la real, deben encontrarse dentro de la franja del
10% para considerar que un evaluador es bueno, y excelente si estan por debajo del 5%
(Nutter y Worawistlikit, 1989). En este trabajo la mayor concentracion de los errores se
ubicé fundamentalmente en la franja del 30%, valores que concuerdan con los
encontrados por Martins et al. (2004) en evaluaciones de EFC. Estos resultados podrian
explicarse por el hecho que en algunos casos los sintomas de la mancha marron no son
marcadamente definidos, ya que en numerosas oportunidades las manchas muestran

zonas de coloracion marrén, rojiza y amarillo de acuerdo a la evolucion de la
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enfermedad; concordando con estos autores en que ello puede confundir al evaluador
con menos experiencia en definir el area enferma. Como la mayoria de los evaluadores
sobreestimd la severidad de esta enfermedad, algunos autores como Nutter y Schultz
(1995) y Godoy et al. (1997), plantean que una solucién a esto y segun sea la magnitud
del error, puede ser corregido mediante el entrenamiento de los evaluadores. Ademas,
Stonehouse (1994) remarca que la presencia de algun nivel de error absoluto en las
evaluaciones puede ser compensada por la rapidez y la estandarizacion que resulta al

utilizar escalas diagramaticas.

La reproducibilidad también puede ser utilizada como parametro indicativo de
precision, porque diferentes evaluadores utilizan la misma escala para evaluar el mismo
material, por lo que deberan estimar los mismos valores o valores semejantes de
severidad (Nutter y Schultz 1995). Las regresiones lineales de la severidad estimada
indicaron que la reproducibilidad entre evaluadores mejord con el uso de la escala ya
que en solo 16% de los pares de evaluadores confrontados los valores de los
coeficientes de determinacion (R2) estuvieron por encima de 0,75 en las evaluaciones
sin escala y la primera evaluacion con escala, y se incrementé a 26% en la segunda
evaluacion con escala. Si bien los valores de R? no variaron significativamente en las
tres evaluaciones, si hubo aumento en el porcentaje de pares de evaluadores con R2 por
encima de 0,75, en la segunda evaluacion con escala respecto a la primera evaluacion
con escala y sin escala, lo que indica un aumento de la precision. A pesar de ello, otros
autores encontraron mayores diferencias entre las evaluaciones sin escala y con escala,
como es el caso de la escala desarrollada por Martins et al., (2004) para EFC, o la escala
desarrollada para vid por Nascimento et al. (2005), donde la severidad estimada por los
diferentes evaluadores estuvo proxima a una concordancia perfecta, indicando esto alta
precision. Esto puede deberse a que en los casos mencionados, los evaluadores
recibieron entrenamiento en el uso de la escala; si bien los evaluadores de la escala
desarrollada recibieron una copia dos dias antes de la segunda evaluacién, este periodo
pudo haber sido insuficiente o pudo haber sido necesario para un mejor entrenamiento

entregar copias de foliolos con distintos grados de severidad, ademas de la escala.

En el caso de la escala para mancha ojo de rana causada por C. sojina, los
evaluadores tendieron a sobreestimar la severidad de la enfermedad ya que se encontro

que de los 10 evaluadores, 9 presentaron valores de a significativamente mayores de

71



cero cuando no se utilizo escala, mientras que en la primera evaluacion con escala los
10 evaluadores obtuvieron valores de a diferentes de cero, ocurriendo lo mismo en la
segunda evaluacion con escala. Estos resultados se oponen a los encontrados por
Martins et al. (2004) para EFC, en que la totalidad de los evaluadores obtuvo valores de
intercepto de la regresion que no difirieron de cero, lo que indica una elevada exactitud
de los evaluadores. Por el contrario en la escala desarrollada para evaluar la roya de la
soja y en concordancia con nuestros resultados, todos los evaluadores, con y sin
experiencia en la utilizacion de la escala, mostraron valores de a diferentes de cero,

tanto en la evaluacion sin y con escala (Godoy et al., 2006).

Estos resultados muestran que el 100% de los evaluadores tuvieron una marcada
tendencia a sobreestimar la severidad en los niveles bajos de severidad, tendencia que se
acentuo en el caso en que no utilizaban escala. Sin embargo, debe destacarse que en
valores promedios y comparando las tres evaluaciones, se advierte que los valores de a
para las dos evaluaciones con escala se aproximaron mas a cero respecto a la evaluacion

sin escala.

Para el valor de b, cuando no se utiliz6 escala sélo el 20% de los evaluadores
obtuvo valores que no difirieron significativamente de uno, mientras que en la primera 'y
segunda evaluacion con escala el 90% y 100% de los evaluadores lograron
respectivamente valores que no difirieron de uno. Estos resultados implicaron un
mejoramiento en las evaluaciones cuando se utiliza la escala, dado que los valores de b
se aproximaron a uno y en consecuencia la severidad estimada se aproximé a la
severidad real. En trabajos donde se desarrollaron escalas para evaluar la cercosporiosis
del pimiento, Michereff et al. (2006) encontraron que al trabajar sin escala
aproximadamente el 50% de los evaluadores obtuvo valores que difirieron de uno, y en
mediciones posteriores con escala, el 100% arrojo valores de b que no difirieron
significativamente de uno. En evaluaciones para la roya de la soja, se encontraron
resultados semejantes, con un 60% de evaluadores que difirieron de uno cuando no
emplearon escala, y un 10% cuando emplearon la escala desarrollada (Godoy et al.,
2006). Estos resultados demuestran que existe un notable mejoramiento en los valores
de b al emplear las escalas, con lo cual se reduce la tendencia a sobreestimar la

severidad y mayor acercamiento a la severidad real.
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En cuanto a la precision, evaluada por el coeficiente de determinacion de la
regresion lineal (R?), fue de 0,71, 0,84, 0,80 como valores medios, para las evaluaciones
sin escala, primera evaluaciébn con escala y segunda evaluacion con escala
respectivamente (Tabla 3.6). Cuando no se utiliz6 escala, vario entre 0,47 y 0,84, en la
primera evaluacion entre 0,79 y 0,90 y en la segunda evaluacion con escala entre 0,53 y
0,93 (Tabla 3.6). Similares resultados se encontraron en escalas desarrolladas para la
roya de la soja (Godoy et al., 2006), con la particularidad que los evaluadores fueron
divididos en dos grupos, con y sin experiencia en el manejo de la escala. Los valores de
R2 de los evaluadores sin experiencia con y sin escala, se asemejan a los obtenidos para
mancha 0jo de rana en este trabajo cuando los evaluadores no utilizaron la escala y en la
primera evaluacion con escala. Los valores de R? en la segunda evaluacion de mancha
0jo de rana con escala son similares a los que obtuvieron los evaluadores con
experiencia al utilizar la escala (Godoy et al., 2006). Estas evidencias demuestran la
importancia que tiene el contacto previo con la escala y con la sintomatologia de la
enfermedad. Solo 2 de los 10 evaluadores no mejoro en la estimacion de la severidad, si
comparamos la evaluacién de la severidad sin escala y la segunda evaluacion con

escala.

En el caso de la mancha ojo de rana, y a diferencia de la evaluaciones de mancha
marron, la repetitividad fue dptima; es decir, que la cantidad de variacion media de la
primera evaluacion explicada por la segunda evaluacion representada por el valor de R2
fue de 81,3% y valores de a y b de 0,367 y 0,84 respectivamente. (Tabla 3.7). De los
diez evaluadores, el 60% mostré valores de a que no difirieron significativamente de
cero, y 100% valores de b que no difirieron significativamente de uno. Estos resultados
son coincidentes con los encontrados por otros autores que desarrollaron escalas para,
frutilla (Nita et al., 2003), lechuga (Gomes et al., 2004) y pimiento (Michereff et al.,
2006) e indican que la mayoria de los evaluadores pueden evaluar con la misma

precision y exactitud en evaluaciones consecutivas.

Los desvios para mancha ojo de rana se ubicaron dentro de la franja del 10%
cuando los evaluadores utilizaron la escala, no asi cuando no la emplearon, ubicandose
los desvios en una franja mucho mas amplia, que fue de 0 al 20%, aunque estos valores
estan dentro de los valores de error aceptables (Nutter y Worawistlikit, 1989). Si

comparamos estos resultados con los obtenidos para mancha marrén en este mismo
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trabajo, se advierte que en este Ultimo caso la franja de error fue mas amplia,
posiblemente como consecuencia del tipo de sintomatologia de una y otra enfermedad.
Los resultados encontrados para la mancha ojo de rana pueden asimilarse a los
obtenidos por Gomes et al. (2004), quién observo en la cercosporiosis de la lechuga,
que los errores al utilizar la escala se concentran fundamentalmente en la franja del
10%, no superando nunca el 15%, o los encontrados por Martins, et al. (2004), quien

afirma que los errores no superan el 10% al utilizar la escala.

Al analizar la reproducibilidad de los evaluadores, podemos observar que
cuando los evaluadores trabajaron sin escala, solo el 10% de las confrontaciones de a
pares generaron valores de R? de 0,75 (Tabla 3.8), mientras que cuando emplearon la
escala por primera vez, 98% de las confrontaciones superaron el valor de 0,75 en el R2
(Tabla 3.9). En la segunda evaluacion con escala; 60% de los evaluadores presentaron
valores de R?2 superiores a 0,75. (Tabla 3.10). En concordancia con los resultados
encontrados por otros autores, la reproducibilidad de las estimaciones de la severidad de
mancha ojo de rana aument6 con la utilizacion de la escala. En escalas desarrolladas
para el cancro bacteriano de la vid (Xanthomonas campestris pv. viticola), cuando no se
utilizo escala s6lo el 8,9% de los valores de R2 estuvo por encima de 0,75, por el
contrario, en las evaluaciones con escala, el 84,4% y el 86,7% de los evaluadores supero
el valor de 0,75 de R2 (Nascimento et al., 2005). Resultados similares se encontraron
con la escala desarrollada para la roya del crisantemo (Puccinia horiana), ya que la
reproducibilidad medida mediante R? fue baja, con solo un 2,2% de evaluadores con
valores de R2 por encima de 0,75, mientras que con la utilizacion de la escala estos
porcentajes aumentaron a un 80% Yy 91% de los evaluadores con coeficientes de
determinacion por encima de 0,75, para la primera y la segunda evaluacion;
respectivamente (Jaraba et al., 1999). Estos resultados son también similares a los
encontrados para otros patosistemas (Godoy et al., 1997; Diaz et al., 2001; Leite et al.,
2002; Martins et al., 2004).

Claramente el uso de escalas diagramaticas favorece las estimaciones de la

intensidad de las enfermedades, mas aun si los evaluadores reciben un adecuado

entrenamiento y son seleccionados a partir de sus capacidades de evaluacion.
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Conclusiones

« Sintomas poco definidos respecto al color de la lamina foliar, como es el caso
del mildiu (Peronospora manshurica) de la soja, dificultan el desarrollo y la validacion

de escalas de severidad.

* Los evaluadores generalmente triplicaron los valores reales de severidad del
mildid, por ser una enfermedad cuya sintomatologia se manifiesta con manchas

pequefias, numerosas Yy con baja intensidad.

« Para mancha marrén (Septoria glycines), las evaluaciones con escala mostraron
un incremento de exactitud, precision y reproducibilidad, aunque este ultimo parametro
es el que evidencidé menor respuesta al uso de la escala

« Las evaluaciones mejoraron con el uso de las escalas.

* Si bien hubo tendencia a la sobreestimacion, este comportamiento se redujo al

utilizar la escala, tanto en la primera como en la segunda evaluacion.

« Para mancha ojo de rana (Cercospora sojina) los evaluadores mostraron

tendencia a sobreestimar la severidad.

« La mayoria de los evaluadores, mostraron mejor respuesta al uso de la escala

en los parametros de exactitud, precision y reproducibilidad.
« La calidad de la validacion fue mayor entre usar y no usar la escala, que entre

las dos evaluaciones con escala, lo que nos sefiala la rapida adaptacion de los

observadores al uso de escalas de severidad sin preparacion previa.
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CAPITULO 4

CONCLUSIONES GENERALES

En el presente trabajo se confirma que es posible utilizar un sistema de medicion
de severidad para enfermedades de la soja en Cordoba, Argentina. Las escalas
logaritmicas diagramaticas de severidad resultaron una herramienta adecuada para
cuantificar la mancha marrén causada por Septoria glycines y en mancha ojo de rana
causada por Cercospora sojina en foliolos de soja. Las escalas construidas para estas
dos enfermedades aumentaron la exactitud y la precision de la severidad estimada y

fueron de rapida y facil implementacion.

Quedd demostrada la necesidad de conocer el sistema a evaluar, la
sintomatologia de la enfermedad, ya que en aquellas donde los sintomas se
diferenciaban poco claramente de las zonas sanas en los foliolos de soja, con manchas
pequefias, numerosas y en baja intensidad como el caso de mildia, resultd imposible la

validacion de la escala.

Todos los evaluadores mostraron una marcada tendencia a la sobreestimacion de
la severidad real en las evaluaciones de mancha marrén y mancha ojo de rana sin escala

y con escala, pero esta conducta se redujo al utilizar la escala.

La precision y la exactitud de una evaluacion dependen del grado de

entrenamiento y de la practica que tenga el evaluador sobre la enfermedad a evaluar.

Los métodos de evaluacion digitalizados sumados a los sistemas computarizados
para determinar severidad, representan una herramienta de utilidad respecto a los
métodos visuales de estimacion de la severidad, aunque cabe destacar, que por las
caracteristicas sintomatologias de algunas enfermedades (tamafio, forma, color de
manchas) no pueden ser puestos en practica, por lo que se hace necesario recurrir a estos

ultimos para estimar eficientemente la severidad.
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Este estudio sirve de base para continuar con lineas de investigacion orientadas

Desarrollar y validar escalas logaritmicas diagramaticas de severidad, tanto para
enfermedades del cultivo de soja como de otros cultivos de importancia econémica para
el pais.

Desarrollar y validar escalas logaritmicas diagraméticas de severidad como
herramienta epidemioldgica para evaluar severidad y que sirvan como base para la
toma de decisiones, disminuyendo la subjetividad en las mediciones y contribuyendo a

una mayor precision en las mediciones de severidad.
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