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Avances y perspectivas parael manejo
de ramulariosis en cebada en Uruguay

Foto: Cintia Palladino

La ramulariosis o salpicado necrético, causada por Ramu-
laria collo-cygni, se ha constituido en uno de los principales
factores de restriccion que enfrenta la produccion de cebada en
Uruguay en los ultimos afos. Esta enfermedad se caracteriza
por causar lesiones necroéticas, pequefias, de forma mayor-
mente rectangular, con halo clorético. A su vez, el hongo tiene
la capacidad de producir toxinas (rubelinas), que al reaccionar
con la radiacion solar producen un manchado fisioldgico de
tono cobrizo-rojizo producto de la oxidacion (Havis et al., 2015;
Kaczmarek et al., 2016, Walters et al., 2008).

La enfermedad provoca una senescencia acelerada de las
hojas, resultando en una reduccion de la duracion del area foliar
(DAF) fotosintéticamente activa, limitando el llenado de los gra-
nos y, por lo tanto, la concrecion del potencial de rendimiento.
Las pérdidas maximas estimadas en nuestro pais alcanzan al
70 %. A esto se suma los efectos negativos sobre la calidad
del grano cosechado, con limitantes en el tamafio del grano
(maximas pérdidas estimadas en el rendimiento de 12+22 del
90 %) (Pereyra 2013; Pereyra et al., 2014).

La ramulariosis presenta una serie de caracteristicas que
la diferencian del resto de las manchas foliares que afectan a
la cebada, por ejemplo:

« La eficiencia de la deteccion del patégeno en la semilla
mediante los métodos convencionales usados para otros pa-
tégenos (ejemplo Blotter test, o medios de cultivos selectivos),
es extremadamente baja siendo, por lo tanto, necesario recurrir
a técnicas moleculares.
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« La enfermedad presenta una fase asintomatica, invisible
a los ojos del técnico, por lo cual su monitoreo en el campo
basado en la observacién de la presencia de sintomas, podria
resultar en una subestimacion de los niveles de infeccion reales.

* En el cultivo es comun observar un desarrollo acelerado de
los sintomas. Esto esta asociado a la fase asintomatica antes
mencionada y al hecho de que el hongo incrementa su desa-
rrollo y expresion del sintoma cuando la planta queda expuesta
a condiciones de estrés.

* La subestimacion de la enfermedad y el desarrollo explosi-
vo de epifitias imposibilitan el uso de niveles criticos para definir
el momento de aplicacion de fungicidas foliares para el manejo
de esta enfermedad.

« La ramulariosis se ve favorecida en cultivos estresados, lo
cual no necesariamente significa que sean de bajo potencial.
En muchos casos, los cultivos de alto potencial son los mas
afectados cuando ocurre una condicion de estrés como puede
ser un exceso o déficit hidrico, desbalance nutricional, etcétera.
Por esta razodn, el bienestar vegetal es un componente funda-
mental de la interaccion planta-patdgeno en este patosistema.

« Esta enfermedad requiere de fungicidas especificos. En tér-
minos generales, las mezclas de triazoles con estrobilurinas se
han vuelto de uso comun para el control de otras enfermedades
foliares en cereales de invierno; sin embargo, para el caso de la
ramulariosis es necesario utilizar triazoles especificos, solos o
en mezclas con clorotalonil o carboxamidas, para poder lograr
un control satisfactorio.

En definitiva, varios factores hacen que la ramulariosis re-
quiera de un manejo especifico y complementario al resto de
las enfermedades que pueden afectar al cultivo. En Uruguay
se ha avanzado en la generacion del conocimiento sobre esta
enfermedad pero aun se deben profundizar aspectos de la
epidemiologia y del manejo para hacer €ficiente y viabilizar el
control de la ramulariosis. El presente articulo busca describir la
situacion actual y las herramientas disponibles para su manejo,
a la vez que busca indicar las estrategias que estan siendo
investigadas para aportar a un manejo sustentable de esta en-
fermedad. Un manejo eficiente de la enfermedad requiere de un
exhaustivo conocimiento de la epidemiologia de la ramulariosis
en nuestros sistemas de produccion y debe considerar el efecto
de los componentes del triangulo de la enfermedad (patégeno,
cultivo y ambiente), asi como sus interacciones.

En cuanto al patégeno resulta fundamental conocer: donde
sobrevive, cuales son las fuentes de inéculo del mismo y qué
importancia relativa tiene cada una.

Ramularia collo-cygni (Rcc) puede sobrevivir en la semilla,
en el rastrojo, en plantas “guachas” de cebada, y en hospederos
secundarios (trigo, Agropyron sp., Elymus sp.; Avena fatua,
Dactylis glomerata) (Havis et al., 2015; Kaczmarek et al., 2016,
Walters et al., 2008). Pese a la escasa informacién nacional, la
ocurrencia de epifitias en chacras sin rastrojo de cebada, y sin
cultivos vecinos, hacen pensar que el indculo en la semillaes la
principal fuente de inoculo de esta enfermedad a nivel nacional.
Dada laimportancia del indculo en la semilla sobre el desarrollo
de epifitias, en Europa se han definido niveles limites de con-
centracion de ADN de Rcc en la semilla (1 pg ADN de Rcc/100
ng de ADN total) y todo lote que supere dicha concentracion
no es aceptado para su uso como semilla (Havis et al., 2015).

En un trabajo conjunto del Instituto Nacional de Investigacion
Agropecuaria (INIA) con el Scotland’s Rural College (SRUC-
Escocia), se logré cuantificar el inéculo mediante la técnica
de qPCR en distintos lotes de semilla de varios cultivares y

provenientes de distintas localidades, cosechados en la zafra
epidémica de 2012 (Cuadro 1). Esta técnica permite amplificar
y cuantificar el ADN del microorganismo objetivo, cuando el
mismo esta presente. De este modo, es posible estimar el
nivel de infeccion existente en las semillas, ya que, una mayor
cantidad de ADN del microorganismo patdgeno se correlaciona
positivamente con la presencia de mayores niveles de infeccion.
Los resultados indicaron la presencia de Rcc en la totalidad de
los lotes analizados, con concentraciones variables de ADN,
lo cual indica niveles variables de infeccion. Solo un 25 % de
los lotes analizados presentaron niveles por debajo del limite
aceptable en Europa (Figura 1). Los resultados obtenidos
muestran la necesidad de realizar andlisis a las semillas antes
de sembrarlas, ya que para los lotes analizados en ese estudio
solo una cuarta parte de la misma podria ser utilizada.

Cuantificacion de ADN de Ramularia collo-cygni (Rcc)
en 40 lotes de semilla de cebada de la zafra 2012 en Uruguay.
Se presentan los mayores valores observados para cada cultivar.

pg ADN Rcee/ 100

Cultivar ng ADN total
Arcadia 2,04
Conchita 2,14
Danielle 4,81
INIA Arrayan 9,62
INIA Ceibo 3,66
Irupe 9.16
KWS Bambina 1,47
MOSA/10/505 12,56
MUSA 19 0,31
Traveler 0,76
Umbrella 0,92

pg: picogramo; ng: nanogramo

i

1-5 pg ADN Rcc
48%

Proporcién de lotes de semilla cosechada en la zafra
2012 de Uruguay segun los niveles de riesgo por su contenido de
Ramularia collo-cygni (Rcc): bajo: < 1 pg ADN de Rcc/100 ng de
ADN total; intermedio: 1-5 pg ADN de Rcc/100 ng de ADN total;
alto: > 5 pg ADN de Rcc/100 ng de ADN total (Pereyra et al., 2015).
Pg: picogramo; ng: nanogramo.
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En Uruguay, el INIA ha realizado el ajuste de la deteccion
de Rcc mediante PCR con primers especificos. Esta técnica
permite obtener resultados cualitativos (positivo/negativo) de
presencia o ausencia del hongo en las muestras de hojas o
semilla. En otras palabras, si se somete la muestra y se logra
amplificar el ADN del hongo, significa que el hongo esta presen-
te; sin embargo no permite determinar su abundancia o el nivel
de infeccién, como silo hace el gPCR. Pese a esta limitante, la
técnica representa una herramienta fundamental para detectar
la presencia del hongo en lotes de semilla y principalmente su
presencia en tejidos vegetales (hojas por ejemplo) en plantas
asintomaticas, resolviendo una de las limitantes de esta enfer-
medad: su deteccion temprana. En sintesis, hoy se ha ajustado
a nivel nacional la deteccion de Rcc en tejido vegetal mediante
PCR. Esto representa un gran paso para la investigacion na-
cional, aunque a nivel productivo presenta la limitante de los
altos costos de este analisis.

El INIAy la Facultad de Agronomia (Fagro) estan iniciando
los ajustes de la técnica de qPCR que permita obtener resulta-
dos cuantitativos sobre el nivel de indculo de Rcc en distintos
lotes de semilla de cebada. Esta técnica permitira evaluar la
eficiencia de control de distintos curasemillas, herramienta ésta
que hasta el momento no ha sido posible evaluar debido a la
limitante de la deteccion del indculo en la semilla y la infeccion
asintomatica del patdgeno en la plantula. EI gPCR podra, a su
vez, ser utilizado para determinar la poblacion de Rcc en el
rastrojo de cebada y estimar su importancia epidemioldgica,
dado que la literatura internacional considera que el rastrojo
es una fuente de indculo de escasa importancia (Havis et al.,
2015; Kaczmarek et al., 2016, Walters et al., 2008).
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anfo sin problemas mayores) y se plante6 como pregunta: ;qué
condiciones favorecieron la ocurrencia de epifitias en el 2012y
no en el 20157 Para ello se compararon las lluvias ocurridas en
ambos afos en las localidades de Colonia y Paysandu (Figura
2). Se analizo el diferencial del volumen de las precipitaciones
mensuales, lo cual representa la diferencia del agua caida de
ese mes, con el promedio historico de lluvias para esa locali-
dad en el periodo 2000-2015. Un diferencial positivo significa
que llovié mas que el promedio, mientras que un diferencial
negativo significa una lluvia menor que el promedio.

Al comparar ambos afios se observa que la mayor diferen-
cia en lluvias ocurrié en los meses de setiembre y octubre en
ambas localidades. Sobre esta base, los resultados indicarian
que primaveras lluviosas propician el desencadenamiento de
epifitias.

Resulta claro que las lluvias por si solas no predicen
tempranamente la ocurrencia de epifitias. La literatura cita
la gran importancia de la alternancia de periodos de mojado/
secado y alta luminosidad para la ocurrencia de epifitias en
los meses de setiembre/octubre (Havis et al., 2015; Walters
et al., 2008).

A su vez, el bienestar vegetal es fundamental en este tipo
de enfermedades, donde el adecuado balance nutricional (no
solo de N), la estructura del suelo (historia de la chacra), la
exigencia metabdlica del cultivo (potencial de rendimiento), la
ocurrencia de exceso hidrico (anegamiento) y su interaccion
con heladas, son elementos a considerar para estimar el riesgo
de epifita en el cultivo (Pereyra 2013; Pereyra et al., 2014).
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Lluvias mensuales relativas al promedio 2000-2015 para dos afios de epidemias contrastantes (2012:

epidemia severa y 2015: bajo nivel de ramulariosis).

El ambiente (en el sentido amplio) juega un rol fundamental
sobre Rcc, pero también sobre el cultivo. ¢ Es posible desarrollar
un sistema de prediccién que monitoree condiciones climaticas
y nos indique alguna alerta?

Durante los ultimos afos se han analizado las condiciones
ambientales ocurridas durante el ciclo del cultivo y se ha estu-
diado su asociacion con el desarrollo de epifitias de ramulariosis.
Esta claro que esto requiere de un analisis multivariado y que
debe considerar varios eventos en simultaneo. Las condiciones
ambientales deben favorecer la expresion del sintoma de las
infecciones asintomaticas, favorecer la esporulacion, la ocu-
rrencia de nuevas infecciones y afectar el bienestar del cultivo
para que la epifitia se desarrolle.

En una primera aproximacion a este estudio, se tomaron dos
afios contrastantes (2012: severa epifitia de ramulariosis y 2015:

La resistencia genética es una de las herramientas mas
deseadas para el control de las enfermedades en cultivos.
Existen abundantes ejemplos del uso de resistencia efectiva
para el control de distintas enfermedades, una estrategia que
en general es sin costo, facil de utilizar y de escaso o nulo
impacto ambiental. Sin embargo, el principal cuello de botella
de esta alternativa de manejo es la disponibilidad de cultiva-
res que ademas de resistencia a determinada enfermedad,
contemplen los requerimientos agronémicos y de calidad
que requiere un sistema de produccion. En este sentido, los
cultivares de cebada cervecera actualmente disponibles en
Uruguay presentan resistencia deficiente frente a la ramu-
lariosis. Si bien existen diferencias entre los cultivares, aun
el de mejor comportamiento presenta serios problemas con
esta enfermedad (Cuadro 2). Esto resulta en que si bien es
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importante conocer el comportamiento del cultivar, el manejo
de esta enfermedad debe enfocarse principalmente en otras
medidas de manejo hasta que haya disponibilidad de genotipos
de cebada de mejor comportamiento. En Uruguay y en otros
paises, se esta trabajando en el desarrollo de germoplasma

con resistencia a ramulariosis, pero por el momento esta es-
trategia no presenta un impacto significativo sobre el riesgo
de epifitias como si ocurre ante otras enfermedades foliares
(Castro et al., 2016; Havis et al., 2015; Pereyra et al., 2014;
Walters et al., 2008).

Cuadro 2. Comportamiento sanitario de los cultivares de cebada con tres o mas afios de
registrados frente a las distintas enfermedades (modificado de Castro et al., 2016).
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Susceptibilidad: B — baja, | — intermedia, A — alta, RAM: se refiere al comportamiento del

cultivar frente a ramulariosis

a Estanzuela.

Acercamiento de una lesién causada por Ramularia collo-cygni
en hoja de cebada, con abundante esporulacién en superficie.
Las estructuras blanquecinas que se observan sobre la lesién
corresponden a conidiéforos y conidios del hongo emergiendo por
los estomas de la hoja.

MANEJO DE RAMULARIOSIS EN ELCULTIVO:
EL USO-DE FUNGICIDAS FOLIARES COMO MEDIDA DE
MANEJO CORRECTIVA

El manejo de ramulariosis con fungicidas foliares representa
un gran desafio para el sector productivo principalmente porque
cambia las estrategias generalmente utilizadas por los técnicos
para el manejo de enfermedades foliares. Hay dos grandes
cambios cuando se compara el manejo de ramulariosis con
el de otras manchas foliares: la definicién del momento y la
eleccion del fungicida.

DEFINICION DEL MOMENTO DE APLICACION

En general, en cultivos de invierno el manejo de enferme-
dades foliares se realiza mediante monitoreo de los niveles
de infeccidn y la toma de decision generalmente se basa en
niveles criticos. El técnico realiza normalmente el seguimien-
to del cultivo, cuantificando los niveles de enfermedades,
y con determinado nivel de infeccion —dependiendo de la
enfermedad en cuestion—, toma la decision de realizar una
intervencion quimica con fungicidas foliares. Este manejo
es de alto riesgo para ramulariosis, debido a que el hongo
presenta la capacidad de causar infecciones asintomaticas
que limitan la capacidad del técnico de conocer el nivel de
enfermedad real en el cultivo. Esto resulta en que frecuen-
temente se observe el desarrollo de epifitias explosivas,
con cambios drasticos en los niveles de severidad, en muy
corto periodo, condicionando de esta forma la capacidad de
reaccion de los técnicos, lo que resulta, en muchos casos,
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en que la intervencion se realice a destiempo, disminuyendo
de esta forma su eficiencia.

En este sentido, al momento de definir una intervencion
quimica, se debe evitar tanto una aplicacion apresurada (antes
de lo necesario), como una aplicacion tardia (con niveles de
infeccion muy elevados, que limitan la respuesta al tratamiento
y condicionan tanto su eficiencia como residualidad).

Es por esta razén que en el manejo de ramulariosis se debe
ser mas cauteloso que frente al resto de las enfermedades. Para
esto es necesario realizar un monitoreo frecuente del cultivo y
luego de inicios de elongacion del tallo (Z31), la informacion
nacional indica que se requiere de una intervencion quimica
ante la aparicion de los primeros sintomas para lograr la me-
nor interferencia de la enfermedad en la produccion (Pereyra
2013; Pereyra et al., 2014). Incluso en afios en los cuales la
intervencion se deba realizar antes de Z47-49, es probable que
se obtenga respuesta a la doble aplicacion, dado que una apli-
cacion de fungicidas previo a Z47 dificilmente —en condiciones
climaticas promedio— logre una residualidad de control que le
permita completar el llenado.

En definitiva, el momento de la aplicaciéon y el nimero de
aplicaciones necesarias para el manejo de la ramulariosis de-

pendera de la combinacion de los tres componentes del triangulo
de la enfermedad y es importante una completa comprension
de este patosistema para evitar protocolizar la definicién y mi-
nimizar los riesgos de aplicaciones innecesarias o a destiempo.

A modo de ejemplo de la respuesta al control se presentan
los resultados de dos experimentos: uno realizado en el 2013
en la localidad de Tres Esquinas (Colonia) y otro realizado en
2014 en San Pedro (Colonia).

Los resultados obtenidos respecto al momento de aplicacion
evidencian que cuando la deteccion de la enfermedad ocurre a
inicios de elongacion (Z31), las aplicaciones tempranas (Z33)
marcan una diferencia clara en el control de la enfermedad.
Pese a ello, la residualidad del control no permite llegar al fin
del ciclo sin una nueva intervencion, si las condiciones son
favorables para el desarrollo de la enfermedad, como ocurrié
en el experimento de Tres Esquinas en el afio 2013 (Figura 3).
En estos casos, una segunda aplicacion en el estado de aristas
visibles logro los mejores resultados. De esta forma si la de-
teccion de la enfermedad ocurre temprano en el ciclo, se debe
pensar en la posibilidad de realizar una segunda intervencion
en Z47, para asegurar un control de la enfermedad durante el
llenado del grano.

AUDPC REND
90 (kg/ha)
——733 3875
— 80 Z38
S ——Z3I3+Z3I8+Z4T
= 70 747
5 oo —=—733 +738
g 1 Z38 + Z47%
S 50 —u—-Z33 +Z47 %%
Py —e—Testigo s/F 3 /
T 40 1° arlstas 1228 B 4058
- L 4 /
i 640 BCD 4037
230 HB /
a =
g20 | = / .
/ 493D 4568
10 g il i
.__._:ﬁ': =g 427D 4625 %
0 T T T T :?Q r!l‘\l 4951
Z32-33 Z38-HB Z47-AR Grano Acuoso Grano Lech

Severidad de Ramulariosis, cantidad de enfermedad estimada por el area bajo la curva del progreso de
la enfermedad (AUDPC) y rendimiento de grano, segun momento de aplicacion de una mezcla de estrobilurina +

carboxamida. Tres Esquinas (Colonia), afio 2013.

Ramulariosis estimada como el area debajo de la curva de progreso de la enfermedad
(AUDPC) y rendimiento en grano para distintos fungicidas y momentos de aplicacién, en un cultivo
ubicado en San Pedro (Colonia), cv. Danielle, con deteccion de Ramulariosis en Z22, afio 2014.

DOSIS Rend
Tratamiento (cc/hd) il i (kg/ha)

TESTIGO - 1977 a' 3720
Xantho 1200 732 804 b 3803
Xantho 1200 - 1200 Z32+748 316cd 4371
Abacus+Zeta500 (Clorotalonil 500+2000 732+
Xantho ( : 1200 748 246.d 4975
ReflectXtra 400 732 729 be 3974
ReflectXtra 400 - 400 | Z32+748 529 bed 3864
AvatarPro + Zeta 500 50042000 | Z32+748 536 bed 4328
Song + Zeta 500 1000+2000 | Z32+748 270 cd 3924
P>F 0,0001 ns

"Walores seguidos por letras iguales no son difieren
significativamente segtin Tukey a P=0.05

Testigo SF: 80% RAM en grano lechoso
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Cultivo de cebada severamente afectado por ramulariosis, con
severo manchado y senescencia prematura de las hojas. En caso
de epifitias severas las lesiones pueden estar presentes en las
vainas de las hojas.

En el experimento realizado en San Pedro en el afio 2014
(Cuadro 3) se pudo evaluar el efecto de distintas estrategias
que incluyeron isopyrazam, fluxapyrozad, clorotalonil y protio-
conazol, todos estos principios activos recomendados para el
control de ramulariosis (Pereyra, 2013; Pereyra et al., 2014).

Los resultados experimentales nacionales indican que no
hay una estrategia fija de control y que debe ser ajustada caso
a caso (Pereyra, 2013; Pereyra et al., 2014). En términos gene-
rales, se ha visto una mayor eficiencia de control y residualidad
con las carboxamidas (isopyrazam y fluxapyrosad), un término
medio con protioconazol, y algo menor con clorotalonil. Sin
embargo, sobre la base de que en muchos casos es necesaria
una doble aplicacion de fungicidas, es preciso combinar estas
alternativas para reducir el riesgo de generacion de resistencia
en la poblacion del hongo.

En este sentido, las carboxamidas, el protioconazol (triazol)
y el clorotalonil (cloronitrilo) presentan distintos sitios de accion,
por lo cual su rotacion permite reducir el riesgo de generacion
de genotipos resistentes en la poblacion del hongo.

Dada la importancia del control quimico en el manejo de
la ramulariosis, una linea de investigacion que estan iniciando
conjuntamente el INIA y la Fagro es el estudio de alternativas
de manejo que permitan minimizar los residuos de fungicidas
que pudieran quedar en el grano cosechado, apuntando a la
sustentabilidad de la produccién y minimizando asi la inter-
ferencia de las enfermedades en el cultivo, sin descuidar la
inocuidad del grano.

LOGROS ALCANZADOS ANIVEL
NACIONAL

* Ajuste en los paquetes tecnoldgicos respecto al control
quimico. Se ha generado abundante informacién respecto a

alternativas quimicas y momentos de aplicacion, que permiten
a los técnicos ajustar las decisiones de manejo segun las ca-
racteristicas de las epifitas que ocurren afo a afio.

« Caracterizacion del comportamiento de los cultivares.
Todos los cultivares disponibles en el mercado se encuentran
caracterizados por su comportamiento frente a la ramulariosis,
permitiendo estimar el riesgo de epifitias severas frente a de-
terminadas condiciones, segun la caracterizacion del cultivar.

 Técnicas moleculares ajustadas para la deteccion de Ra-
mularia collo-cygni en tejido vegetal (semilla y/o planta), que
permiten fundamentalmente confirmar la presencia del hongo
en tejido vegetal donde la no esporulacion del mismo podria
llevar a un falso negativo en el diagndstico.

DESAFIOS

* Ajuste de técnicas cuantitativas de diagnoéstico (QPCR, ELI-
SA), de fundamental importancia para estudios epidemioldgicos
(sobrevivencia en rastrojo); diagnostico en chacra; cuantificacion
delinéculo enla semilla'y evaluacion de eficiencia de fungicidas
curasemilla.

* Determinar la importancia epidemioldgica de las distintas
fuentes de indculo. A priori se estima que la principal fuente de
indculo primario es la semilla, sin embargo, es necesario generar
informacion cuantitativa al respecto.

* Mejoramiento genético por resistencia a ramulariosis.
Es necesario incorporar resistencia genética a los cultivares
comerciales que permitan alternativas de manejo tendientes a
eliminar materiales de alta susceptibilidad. A nivel mundial no
existe inmunidad frente a la ramulariosis pero se han detectado
algunos cultivares con niveles de resistencia moderados para
su uso en PMGs nacionales.

* Busqueda de fungicidas curasemilla eficientes que permi-
tan reducir el indculo primario en la semilla. Existen carboxa-
midas actualmente en evaluacion que podrian aportar en este
sentido; sin embargo aun no se ha comprobado su eficiencia.

* Ajustes en el uso de fungicidas foliares que permitan
estrategias acordes al nivel de riesgo de epifitias segun la
combinacion de cultivo-patégeno-ambiente, caso a caso, con
la inclusion en la estrategia del concepto de residuos de fun-
gicidas en grano, buscando el equilibrio entre la minimizacion
de la interferencia de la enfermedad garantizando a su vez la
inocuidad del grano. @
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