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RESUMEN



De acuerdo con las observaciones realizadas puede decirse que a las 24 hs de la
inoculacion hay abundante desarrollo sobre todo entre los granos de polen en las dos
variedades Alos 6 dias hay invasion de los tejidos de las anteras, en la variedad
susceptible ademas hay desarrollo en los tejidos de la corola A los 12 dias hay
penetracion y desarrollo en el estigma, estilo y corola de las dos variedades, siendo
mayor en la variedad susceptible En esta ultima el patogeno llega a la parte superior del
ovario

En la variedad tolerante se observa el colapso celular en los tejidos de la corola y
el estilo En la variedad susceptible también hay cierto colapso en el estilo, pero éste no
impide el desarrollo del patogeno. Justamente a traveés de su crecimiento a través del
estilo alcanza a colonizar el ovario. Por otra parte en la variedad tolerante los tejidos de
la corola sobre todo y del estilo, aunque en grado menor, se colorean de rojo, es decir
toman con safranina. Esta reaccion se presenta solo frente al patogeno y constituiria una
respuesta inducida por éste lo mismo que el colapso celular.

El ACP muestra la segregacion de las dos variables en el tercer muetreo, estando
caracterizada la variedad susceptible por la presencia del patogeno en la porcion inferior
de los filamentos, dentro de los tejidos del estilo y del ovario.

Las mayores diferencias entre variedades se presenta a los 12 dias. La presencia
de nectarios en la base del estilo, podria favorecer el desarrollo en la variedad
susceptible. Los tejidos de la corola y del estilo de la variedad tolerante, al colapsarse y
por su reaccion que determina que las paredes celulares tomen con safranina lo mismo
que, en ciertas zonas, su contenido, impedirian el avance del patogeno.

Las especies fungicas aisladas tanto de variedades tolerantes como susceptibles
fueron Alternaria alternata, A. citri, A. clamydospora, A. raphani, Cladosporium
cladosporioides, Epicoccum purpurascens, Fusarium sambucinum, Penicillium spp. y
varias especies de levaduras. Se aislaron solo de variedades tolerantes A. cheiranti, A.
radicimi, C. sphaerospermum, Drechslera indica, Fusarium graminearum y Phoma
glomerata. Solo de variedades susceptibles se aislo Cladosporium cucumerinum.

La “antosfera” de las variedades tolerantes tiene 50-76.59 % de especies
antagonicas, mientras que las variedades susceptibles 18-35.29 %. Presentaron mayor

actividad antagonica aislamientos pertenecientes a las siguientes especies: a) 4. citri, A.



radicini, F. graminearum y varias especies de levaduras con grado de reaccion de tipo
DS, b) E. purpurascens, A. alternata, A.citri y A. clamydospora con grado de reaccion
de tipo D3 y c) F. graminearum y F. sambucinum con grado de reaccion de tipo D2++
La mavoria de ellos aislados a partir de variedades tolerantes

La poblacion fingica antagonista contribuiria en las variedades tolerantes a
retrasar el ataque del patogeno y actuaria como uno de los factorres junto con la
reaccion de los tejidos que determinan el comportamiento diferencial de las variedades

frente al patogeno.



INTRODUCCION



El girasol, uno de los principales cultivos oleaginosos en Argentina, es una planta
oriunda del SE de EE UU y del N de Méjico

Su cultivo en nuestro pais se lleva a cabo desde hace unos 150 afios, pero
adquirio fundamental importancia a partir de 1930 Desde hace unos afios la Argentina
figura entre los primeros paises productores

Es uno de los 4 cultivos mas utilizados junto con la soja, el mani y la colza, para
la obtencion de aceite comestible En Argentina constituye la fuente basica de
produccion de aceite comestible destinado al consumo humano, desde hace mas de 30
anos (Bazzalo, 1986).

El marchitamiento y podredumbre del tallo y capitulo del girasol son causados
por el patogeno Sclerotinia sclerotiorum Se identifico originalmente sobre este
hospedante en 1861, desde entonces ha sido citado en todas las regiones del mundo
donde se cultiva girasol (Gulya et al, 1997) También produce el ataque de yemas
terminales (Tourvielle et al, 1992).

El patogeno prevalece con temperaturas tanto de regiones tropicales como
subtropicales (Gulya et al, 1997)) Se ha observado que con temperaturas cercanas a los
0°C o bien superiores a 32°C, S. sclerotiorum es menos activo (Tourvielle et al, 1992).

Las perdidas causadas por este organismo son realmente significativas en todas
las regiones del mundo. El impacto sobre la produccion de grano depende del estado de
crecimiento en el que se encuentran las plantas infectadas.

La infeccion sobre la base del tallo y las raices puede empezar tempranamente en
plantulas jovenes y matarlas antes de que se produzca la floracion, por lo tanto en estos
casos la produccion es nula. Sin embargo, la mayoria de las plantas son infectadas
durante la antesis y el desarrollo de las semillas, de modo que se puede reducir en forma
considerable la produccion y la calidad de las mismas (Gulya et al, 1997).

De acuerdo con Purdy (1979) el ataque causado por S. sclerotiorum puede
causar perdidas de hasta el 100%. Estas se calculan en millones de dolares anuales ya sea
en forma directa por pérdida del hospedante, o en forma indirecta causando disminucion
de la calidad del producto. Otra forma de pérdida lo constituye la disminucion en la
produccion debido al reemplazo de los hospedantes por cultivos menos lucrativos.

El marchitamiento en girasol causado por S. sclerotiorum es la enfermedad mas



importante en Canada y EE. UU . Sin embargo la podredumbre del capitulo es en general
menos importante dadas las condiciones de baja humedad del suelo que disminuyen la
germinacion carpogénica (Gulya et al, 1997)

S. sclerotiorum es el principal causante de enfermedades en especial en areas
donde se practica la rotacion de cultivos empleandose cultivos susceptibles tales como
lechuga, papa, tabaco, etc Si bien no se ha comprobado que produzca toxinas en girasol
las semillas contaminadas con esclerocios no pueden ser consumidas ni por animales ni
por el hombre y llevan la infeccion a nuevos campos al sembrarlas. El laboreo y las
maquinas también pueden llevar esclerocios a campos sin infeccion (Gulya et al, 1997).

En nuestro pais la podredumbre del capitulo es de suma importancia en la zona
sudeste y sur de la provincia de Buenos Aires. Mientras que el ataque en raiz y base del
tallo es mas importante en el norte de la provincia (Pereyra y Bazzalo, 1988).

El ataque sobre capitulo ha sido un gran problema en los afios 80 (Pereyra y
Bazzalo, 1991) De hecho, en los afios 87/88 hubo una reduccion del 50% en el
rendimiento, con una pérdida total de 50.000 Ha. La siembra de girasol ha disminuido en
la zona de mayor ataque que es la banda costera del SE de Bs As y la zona serrana
(Pereyra y Bazzalo, 1991).

La podredumbre de la zona media del tallo, el ataque al “boton floral” y la
podredumbre de hojas jovenes, también causadas por §. sclerofiorum no revisten
demasiada importancia en Argentina (Pereyra & Bazzalo, 1991).

Otra especie perteneciente al mismo género, S. minor también ataca girasol
produciendo podredumbre de raiz y marchitamiento en Australia, Argentina, Uruguay,

Chile y en EE UU -California- (Gulya et al, 1997).
PLANTA HOSPEDANTE:

El girasol pertenece al orden Campanulales, familia Compositae , subfamilia
Tubiflorae, tribu Helianthae, género Helianthus Heiser (1969) agrupa 68 especies
dentro de este genero

Se utiliza la capacidad de hibridarse facilmente de H. annuus, produciendo

hibridos artificiales con diversas especies perennes. Entre ellos puede mencionarse H.



tuberosus que es un hexaploide que exhibe tolerancia a S. sclerotiorum (Orellana, 1975).

H. annuus es una especie anual , que posee crecimiento primario y secundario
tanto en raiz como en tallo (Carter, 1978).

La inflorescencia se caracteriza porque la floracion se produce en forma
centripeta espiralada

Sus flores atraviesan por tres estados fenologicos, el primero se produce al
abrirse la corola, en el segundo se proyectan las anteras y sobrepasan la longitud de la
corola debido al aumento de la turgencia de las células basales de los filamentos, y en el
tercero éstas células pierden turgencia y las anteras descienden quedando expuesto el

estigma (Lamarque, 1984)

AGENTE CAUSAL

Taxonomia

Sclerotinia sclerotiorum pertenece a la clase Ascomycetes, subclase
Euascomycetes, serie Discomycetes, dentro del orden Helotiales familia Sclerotiniaceae
(Khon, 1979(a), Zimmer y Hoes, 1978), constituida de acuerdo con Whetzel (1945) por
discomicetes inoperculados productores de estromas, apotecios estipitados, ascosporas
elipsoidales y espermacios globosos.

El género Sclerotinia fue designado como el género tipo de la familia. Si bien en
algun momento se consideraron sinonimos S. sclerotiorum y S. minor, con la revision de
las especies con importancia economica hecha por Kohn (1979 (a)) se redujo a solo 3 el
numero de especies: S. sclerotiorum, S. minor y S. triflorum. Las tres especies se
diferencian por las caracteristicas morfologicas y anatomicas de sus estructuras de

resistencia o esclerocios y por la morfologia de los apotecios y ascosporas.

Biologia del patogeno

Todas las especies de Sclerotinia poseen un estado asexual caracterizado por la



produccion de micelio y esclerocios y un estado sexual con formacion de apotecios
portadores de ascos y ascosporas (Khon, 1979 a). En particular S. sclerotiorum posee
una relacion largo/ancho de las ascosporas mayor que 2 y son binucleadas Posee micelio
tabicado de color blanco. Como en otros generos de la familia, Sclerotinia produce
microconidios hialinos y globosos producidos superficialmente sobre el micelio aéreo en
el cultivo, sobre la superficie de los apotecios o sobre la superficie de los esclerocios
(Khon, 1979 b)

Su esclerocio es generalmente grande y con forma irregular, algunos pueden
medir entre 1 y 5 cm. Cuando el patogeno ataca el capitulo, sus esclerocios pueden
asemejarse mucho a las semillas, tanto en forma como en tamaiio.

La formacion del esclerocio involucra la acumulacion de hifas que forman una
masa suave de color blanco, que luego de la maduracion, pasa a ser una masa compacta
y dura como consecuencia de la melanizacion de la capa mas externa (Jones, 1970).
Estan constituidos por una corteza de hifas de paredes melanizadas, oscuras y muy
engrosadas y una médula parenquimatosa laxa de elementos globosos (Lamarque, 1976).

Cuando se esta formando el esclerocio el espacio intercelular se llena de un
liquido que es continuo con las gotas de la superficie (Colotelo, 1974). Una vez que esta
maduro, la pared original quitinosa de las hifas internas se cubre con una delgada capa
fibrilar La pared melanizada posee tres células de espesor y la médula de tejido
prosenquimatico esta emebida en la matriz fibrilar. A la madurez consta de una corteza
de aproximadamente tres células de espesor y una médula con tejido prosenquimatico
embebido en la matriz fibrilar (Colotelo, 1974; Saito,1974).

Una vez formado el esclerocio puede permanecer viable varios afios ( Le
Tourneau, 1979). De hecho poseen una viabilidad que puede llegar hasta 5 afos, esto
depende en general de su tamaiio y estado nutritivo, de los factores ambientales y de la
posible presencia de antagonistas o hiperparasitos del hongo (Gulya et al, 1997).

A partir de los esclerocios puede producirse la infeccion del hospedante; ya sea
dando origen a micelio (germinacion miceliogénica) que infecta directamente las raices y
base del tallo del girasol produciendo marchitamiento (Huang y Dueck, 1980; Huang y
Hoes, 1980) o bien formar apotecios (germinacion carpogénica) que daran ascos y

ascosporas, que podran infectar las partes aéreas causando podredumbre del tallo y del



capitulo (Le Torneau, 1979).

Se cree que puede haber germinacion carpogeénica a partir de los esclerocios solo
después de someterlos a un periodo de dormicion en condiciones de humedad y
temperaturas aun no bien determinadas Los factores ambientales que afectan la
incidencia y el desarrollo de la enfermedad asi como la epidemiologia de estos dos tipos
de infecciones pueden ser muy diferentes (Abawi y Grogan, 1974)

Se ha observado que la germinacion del esclerocio depende del grado de
melanizacion, que es modificado por las condiciones ambientales durante la formacion, el
lugar donde quedaron ubicados y la época del afio (Pereyra y Bazzalo, 1991). Aspectos
relacionados con la formacion y germinacion de esta estructura pueden encontrarse en
trabajos de Chet y Henis (1975) y Willets (1978).

Algunos autores consideran que bajo condiciones de baja humedad se produce el
ataque por crecimiento de micelio infectando tallos jovenes directamente.

Los eventos relacionados con la produccion de apotecios han sido estudiados a
traves de microscopio de luz transmitida y microscopio electronico con test
histoquimicos (Steadman & Nickerson, 1975, Kosasih & Willets, 1975, Saito, 1973).

Los apotecios tienen forma de taza, usualmente marron claro, miden ente 2 y 10
mm de diametro y se sostienen por un pie que emerge directamente del esclerocio. Un
solo esclerocio puede producir hasta 8 apotecios. Los estipites son fototropicos y no hay
diferenciacion del disco superior si no recibe luz (De Bary, 1887). Los ascos son
cilindricos y miden entre 90 y 160 um de largo y entre 6 y 10 um de ancho (Gulya et al,
1997)

Una vez maduro, el estipite consta de una capa externa de hifas comprimidas y
una médula de hifas septadas alargadas y ramificadas. El disco posee un excipulo
externo, un excipulo medular, el himenio y el subhimenio (Kosasih & Willets, 1975 ).

Después de la diferenciacion el asco contiene 8 ascosporas (Kosasih & Willets,
1975) que se descargan violentamente. Pueden ser transportadas por corrientes de aire
hasta varios kilometros (Holtzhausen y Van der Westhuisen, 1980), por insectos o bien
por el salpicado de las gotas de lluvia (Gulya et al, 1997). Las esporas son
hialinas,elipsoides, a veces achatadas (Kohn, 1979(b). La produccion de apotecios, de

esporas y la descarga de estas ultimas ocurre entre los 4°C y 32°C, pero la temperatura



optima para la germinacion de las esporas e infeccion en girasol es entre 20°C y 25°C.
Con baja humedad y temperaturas entre 19°C y 24°C las ascosporas permanecen viables
por mas de 5 dias, mientras que a 5°C pueden germinar muchos meses después (Gulya et
al, 1997)

La germinacion miceliogenica de un esclerocio da origen a hifas ( Abawi et al,
1975) que crecen atravesando la pared del esclerocio. En algunos casos se ha podido
observar que este micelio puede originar también nuevos esclerocios. mas pequefios

conocidos como esclerocios secundarios (Steadman y Nickerson, 1975)

CONDICIONES PARA LA INFECCION Y SINTOMATOLOGIA:

Podredumbre de raiz y marchitamiento:

La germinacion miceliogénica se ve favorecida por los exudados de las raices. El
micelio de S. sclerotiorum crece mejor con temperaturas entre 20 y 25°C (Gulya et al,
1997) y puede extenderse de 5 a 30 mm del esclerocio, pero es infectivo solo al ponerse
en contacto con el hospedante (Williams & Western, 1965 Gulya et al, 1997). El micelio
infectivo penetra directamente las raices e hipocotile, invadiendo rapidamente los tejidos.
Generalmente se inicia en las raices secundarias y por contactos de raices infectadas con
raices de plantas sanas (Hoes & Huang, 1976), pero también se ha observado que el
hongo puede invadir en forma indiscriminada todas las raices, tanto principales como
secundarias y en cualquier sitio. La infeccion primaria se da al azar cuando las raices en
crecimiento activo se ponen en contacto con el micelio (Gulya et al, 1997). Se ha
observado que se ve favorecida en presencia de materia organica muerta (Pereyra &
Bazzalo, 1991).

El marchitamiento aparece en cualquier momento entre la emergencia y la
madurez del hospedante (Gulya et al, 1997), pero prevalece en la floracion, cuando el
sistema radicular ha alcanzado su maxima extension y comienza la senescencia.

El marchitamiento subito es el primer sintoma de la planta infectada; ya que es la

consecuencia de que las raices no absorben agua en forma eficiente para abastecer las



demandas de la planta. Tanto en el tallo como en la raiz aparecen manchas cast afio
claro de aspecto humedo y lesiones de consistencia blanda.

A partir del sitio de entrada crece en forma tanto ascendente como descendente,
descompone el tejido parenquimatico y consume la corteza provocando la podredumbre
de la raiz y el marchitamiento de la planta Se desarrolla micelio blanquecino sobre el
tallo en condiciones de alta humedad (Holtzhausen y Van der Westhuisen, 1980)

Las plantas con una infeccion leve o tardia muestran lesiones marrones y micelio
blanco en el area basal del tallo; pero no muestran marchitamiento permanente. Los
esclerocios se producen en alrededor de 10 dias se originan en la superficie de la raiz, la
porcion basal del tallo y dentro de la médula en las areas infectadas. Estas lesiones
pueden extenderse hacia arriba alcanzando de 10cm a 20cm de largo (Gulya et al,
1997)dependiendo de la susceptibilidad del hospedante, las condiciones ambientales y la
virulencia del patogeno (Bazzalo, 1986).

Si bien en ocasiones se ha determinado que existe una alta incidencia de la
enfermedad en poblaciones con alta densidad de siembra y que la baja densidad
disminuye la propagacion de la enfermedad Otros autores observaron que altas
densidades de plantas no tuvieron efecto directo sobre la incidencia de la enfermedad en

girasol (Gulya et al, 1997).

Ataque de yemas terminales:

Se ha observado que el patogeno puede atacar también las hojas (Cuk, 1978) y
las yemas terminales (Peres et al, 1989). Se identifico por primera vez en Francia en el
afio 1980 (Tourvielle et al, 1992) y también causa importantes pérdidas economicas.

La infeccion se inicia a partir de las ascosporas que se depositan en las hojas
jovenes alrededor de las yemas que se decoloran y muestran manchas necroticas. Bajo
condiciones de alta humedad puede llegar al peciolo y al tallo. De acuerdo con las
ultimas investigaciones, la produccion de un exudado en la base de las hojas maduras

favoreceria la infeccion en esa zona (Sedun & Brown, 1987).



Podredumbre de la zona media del vastago:

Esta enfermedad no esta tan difundida en la Argentina (Pereyra & Bazzalo.
1991) La infeccion se inicia luego de la germinacion carpogénica de los esclerocios del
suelo cuando las ascosporas de S. sclerotiorum son liberadas.

Puede ocurrir en cualquier momento del ciclo de vida de la planta, dependiendo
de la presencia de ascosporas y de las condiciones favorables para la infeccion. En
general se produce entre la floracion y la madurez. La lesion es similar a la de la base del
tallo y también se ve degradacion de la médula y formacion de esclerocios. Generalmente
no causa marchitamiento completo ni la muerte de las plantas; pero si provoca la rotura
del tallo en el punto de infeccion causando pérdidas totales en la produccion (Gulya et al,

1997)

Podredumbre del capitulo:

La infeccion se inicia cuando los esclerocios presentes en la superfiie del suelo o
a escasa profundidad, germinan produciendo apotecios. Este proceso se favorece con
alta humedad relativa y baja temperatura -Optimamente 10°C- (Holtzhausen & Van der
Westhuisen, 1980). Los cuerpos fructiferos producen las ascosporas que son llevadas
por el viento y se depositan sobre las distintas partes de las flores, es necesario luego dias
de lluvia o alta humedad relativa y bajas temperaturas. La germinacion dalugar a micelio
que invade las piezas florales (Pereyra & Bazzalo, 1991). De acuerdo con
investigaciones hechas en EE.UU. las ascosporas pueden sobrevivir en condiciones secas
y desfavorables (tales como HR del 50%) y germinar cuando se den las condiciones
favorables (Holtzhausen & Van der Westhuisen, 1980).

Se ha observado que la germinacion de las ascosporas en girasol requiere de agua
libre y una fuente de energia exogena (Abawi & Grogan, 1975; Gulya et al, 1997) ésto se
asocia con la presencia de glandulas productoras de sacarosa en las hojas, peciolos, tallos

y capitulos, que le otorgarian nutrientes esenciales para la germinacion y la infeccion
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(Gulya et al, 1997).

En la época de la floracion el polen muerto y el néctar junto con la presencia de
agua permite el desarrollo de hifas infectivas a partir de las ascosporas (Says Lesage &
Tourvielle, 1988) Ademas. como otros patogenos infecta mas facilmente en tejido
herido o con presencia de materia organica en descomposicion . Los pajaros o insectos
que visitan las flores causan heridas de diversa magnitud y permiten la salida de los
fluidos intercelulares favoreciendo la infeccion, y son ellos los que pueden difundir la
enfermedad llevando micelio de plantas infectadas a plantas sanas (Gulya et al, 1997)

Si las condiciones que siguen a la infeccion son de baja humedad ambiente el
hongo se desarrolla lentamente, lo que le permite a las semillas alcanzar la madurez con
menores pérdidas en la produccion. Si por el contrario las condiciones son de alta
humedad relativa y temperaturas moderadas a frescas, el desarrollo del hongo se ve
favorecido, y en este caso se pueden ver los primeros sintomas de podredumbre en los
capitulos cuando se aproxima el estado de madurez fisiologica del cultivo (Pereyra &
Bazzalo, 1991).

Normalmente las hifas penetran por la parte superior de la inflorescencia y las
manchas caracteristicas se manifiestan en el receptaculo. Estos incluyen areas levemente
hundidas, marron claro y de consistencia blanda que rapidamente aumentan de tamano,
invadiendo todo el capitulo, destruyendo los tejidos y provocando la caida de los granos
o de toda la inflorescencia (Pereyra & Bazzalo, 1991, Holtzhausen y Van der
Westhuisen, 1980). Se produce la destruccion de la capa epidérmica y se exponen los
haces vasculares. Eventualmente solo los haces vasculares deshilachados con algunos
esclerocios adheridos a ellos permanecen en el tallo marchito (Holtzhausen y Van der
Westhuisen, 1980).

El producto final del ataque lo constituyen los esclerocios, la mayoria de ellos
caen nuevamente al suelo y permiten asi que se reinicie el ciclo.

Otros hongos también atacan el capitulo de girasol causandole enfermedades,
éste es el caso de especies de los géneros Rhizopus, Alternaria o Botrytis, pero las
manchas color té con leche claro, donde el dedo puede hundirse con facilidad son
sintomas tipicos de la presencia de Sclerotinia sp. (Pereyra & Bazzalo, 1991). Ademas

puede observarse abundante micelio blanco algodonoso sobre las flores atacadas.



La enfermedad se produce cuando coinciden presencia de esporas, cultivos en
plena floracion y una pelicula de agua sobre el capitulo, durante por lo menos dos dias.
En los afios de lluvias normales muy pocos cultivos cumplen con estas tres condiciones,
pero aquellos afos con lluvias frecuentes gran cantidad de cultivos pueden alcanzarlas
(Pereyra & Bazzalo, 1991).

Se ha podido concluir que los factores ambientales y, especialmente la humedad y
el estado de desarrollo del capitulo, son los que predispon a la planta para la enfermedad
en el momento de la infeccion. Este hecho impide la comparacion del comportamiento de
distintos genotipos que no hayan florecido simultaneamente y en el mismo lugar

(Tourvielle & Vear, 1986).

HISTOPATOLOGIA DEL ATAQUE:

La capacidad invasiva de Sclerotinia y el modo de penetracion en el tejido
hospedante depende del tipo de inoculo, estado nutritivo del hongo, las propiedades del
hospedante y el efecto de las condiciones ambientales (Lumsden, 1979).

De acuerdo con De Bary (1887) las ascosporas constituyen la fuente primaria de
inoculo Estas al germinar producen un apresorio simple capaz de penetrar al hospedante
(Abawi et al, 1975; Purdy, 1958).

Las ascosporas requieren de nutrientes externos para penetrar al hospedante (De
Bary (1886 y 1887)), en presencia de agua germinan, pero las hifas no son capaces de
formar apresorios sobre el hospedante y luego penetrarlo (Lumsden, 1979).

Si bien se ha visto que S. sclerotiorum puede penetrar a través de estomas
abiertos sobre hojas de papa (Jones, 1976) en la mayoria de los hospedantes se produce a
traves de la cuticula (Abawi et al, 1975, Boyle, 1921, Lumsden & Dow, 1973, Prior &
Owen, 1964, Purdy, 1958).

La infeccion se inicia con la formacion de apresorios que son estrucruras
complejas, mucilaginosas en forma de copa, ese material mucilaginoso oscurece el tejido

que lo rodea (Lumsden & Dow, 1973; Prior & Owen, 1964) La presencia de éstos
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exudados secretados por las esporas estaria involucrada con un fenomeno de
reconocimiento entre el hongo y su hospedante. Este material y la forma de domo
parecen permitir el ingreso del patogeno en forma mecanica (Abawi et al, 1975, Boyle,
1921 y Lumsden & Dow, 1973 ) Este hecho esta apoyado por evidencias tales como: la
ausencia de ablandamento, disolucion y cualquier modificacion de la cuticula previo a la
penetracion (Boyle, 1921). En cambio Prior y Owen (1964) observaron desintegracion
de la cuticula y las células epidérmicas como resultado de la accion enzimatica en hojas
de trébol.

Después de la penetracion de la cuticula del hospedante se desarrolla una vesicula
granular entre la cuticula y la epidermis (Boyle, 1921; Lumsden & Dow, 1973, Purdy,
1958). Las hifas infectivas invaden el tejido del hospedante y crecen intra,
intercelularmente (Abawi et al,1975 y Purdy, 1958) o en ambas formas (De Bary, 1887).
En girasol, las hifas de S. sclerotiorum causan cambios en los tejidos por alteracion y
destruccion de los materiales pécticos de las laminillas medias de las células. Esto ocurre
antes del arribo de las hifas de avance (Lumsden,1979). Después de que se da la
colonizacion extensiva de los tejidos se observa la emergencia de las hifas desde el tejido
hospedante (Lumsden & Dow, 1973, Jones, 1976 y Abawi et al, 1975) y por ultimo se

forman los esclerocios.

BIOQUIMICA DEL ATAQUE:

El desarrollo de la enfermedad, involucra la accion de enzimas que degradan la
pared celular, enzimas capaces de destruir los compuestos celulares y la produccion de
acido oxalico.

Las sustancias pécticas son los principales componentes de la laminilla media, el
“cemento” intercelular que mantiene unidas las células. También constituyen una gran
parte de la pared celular primaria, formando un gel amorfo que llena los espacios entre
las microfibrillas de celulosa. Son polisacaridos formados mayormente por cadenas de

moléculas de acido galacturonico entre los que se encuentran intercalados algunos
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residuos de ramnosas y cortas cadenas laterales de acido galacturonico y otros azucares
(Agrios, 1988).

Las enzimas pectinoliticas producidas por S. sclerotiorum separan los grupos
metoxilo de la pectina y disuelven la laminilla media de las células de la planta (Echandi y
Walker, 1957) Estas enzimas parecen estar reguladas por induccion autocatalitica El
producto formado por ellas provee de nutrientes al patogeno en el tejido infectado y se
cree que son los subproductos de su accion catalitica los que estan involucrados en la
produccion de las oclusiones y tapones del tejido vascular que conducen al
marchitamiento (Agrios, 1988).

Como consecuencia de la accion de las enzimas pectinoliticas hay una maceracion
del tejido de la planta atacada, éste sirve de sustrato para el crecimiento de las hifas,
dando lugar a una pudricion blanda y permite el crecimiento intercelular del patogeno
(Bazzalo, 1986) La muerte de las células se produce ocasionada por el ablandamiento y
los cambios osmoticos que provocan estas enzimas (Agrios, 1988)

Si bien en algunos de los casos la patogénesis de Sclerotinia spp se ha asociado a
las celulasas y hemicelulasas (Barkai-Golan, 1974, Calonge et al, 1969 y Newton, 1972)
el rol de las mismas no esta claro. También se detectd en tejido enfermo de girasol la
actividad de enzimas arabanasas, galactanasas y xilanasas (Bazzalo, 1986). También se
detecto actividad proteolitica responsable de la degradacion del protoplasma hospedante
y de los constituyentes de la pared celular en cultivos de S. sclerotiorum y S. minor
(Khare y Bompeix, 1976) y en tejido infectado (Khare y Bompeix, 1976 y Newton,
1972).

Lumsden (1970) estudio fosfatidasas del patogeno, tanto en cultivo, como en
plantas de poroto infectado, que degradarian lo fosfatidos de las membranas celulares
(Bazzalo, 1986)

En la infeccion causada por Sclerotinia sp, de Bary (1886) asocio la presencia
del hongo con el acido oxalico. Este actiia como una toxina movil que se acumula en el
follaje, produciendo la marchitez, alterando el ph y el equilibrio hidrico, induciendo a la
perdida de agua por parte de las células de la planta (De Bary, 1886; Hancock, 1972(b),
Overell, 1952 y Brown 1936), también puede adjudicarse otras propiedades como la de

quelar sus propiedades de quelar cationes (entre ellos el Ca), sustrayendolos de los



pectatos y permitiendo la accion de las poligalacturonasas (Maxwell y Lumsen, 1970 y
Bateman y Beer, 1965).

FORMAS DE RESISTENCIA ANTE EL ATAQUE DE UN PATOGENO!

Se entiende por resistencia a la enfermedad las condiciones en que las plantas, al
ser atacadas por un patogeno, sufren un dafio pequefio o no sufren dafo. Involucra por
un lado la resistencia a la penetracion y por otro la resistencia al desarrollo y dispersion
de la enfermedad (Kamamura y Ono, 1948) Estos mecanismos comprenden tanto
barreras fisicas, como quimicas y fisiologicas.

La primera incluye toda estructura que se oponga a la entrada del patogeno
mientras que la otra es controlada principalmente por actividad plasmatica de la célula -
resistencia funcional- (Tochiani, 1951) Una barrera a la penetracion,se llama también
mecanismo pasivo preinfeccional o constitutivo. La actividad desempefiada por la célula
para impedir la propagacion de la enfermedad constituye una forma de defensa
plasmatica (Akai, 1959) y aparece en los tejidos después del inicio de la infeccion
(Gauman, 1950), como respuesta a la invasion. También se lo llama mecanismo
posinfeccional o inducido (Horsfall y Dimond, 1959).

-Barreras a la penetracion:

Dentro de las estructuras superficiales que actuan como barrera de penetracion
se incluyen las diversas coberturas. Usualmente se trata de cuticula y epidermis. A veces
la epidermis posee una capa de ceras que varian en cantidad y calidad Sus paredes
celulares pueden tener suberina o lignina que actian como barrera para la penetracion
(Akai, 1959). Tambien se incluyen dentro de ellas el tamafio, localizacion y forma de los
estomas y lenticelas (Agrios, 1988).

Las ceras y los pelos constituyen formas indirectas en la resistencia a la
penetracion, aunque no siempre la dificultan. Las ceras sobre hojas y frutos actuan como
repelente del agua en la que el patogeno podria depositarse y germinar.

Los pelos, que se encuentran en la superficie pueden ejercer un efecto similar
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(Agrios, 1988). De acuerdo a lo observado por Jamaux et al (1995) en la superficie de
las hojas de Brassica sp. donde no se vio ataque, el espesor de la cuticula parece actuar
como una barrera contra la penetracion, esta propiedad seria provista por la cutina
(Koler, 1991) Las ceras epicuticulares pueden impedir la adhesion y “enmascarar™ los
sitios de reconocimiento. Existen algunas citas acerca de las posibles propiedades
antifungicas de las ceras epicuticulares (Blakeman & Sztejnberg, 1973). Otras veces es
importante el ancho y el espesor de la pared celular. Esto se vio en especies de Berberis
sp frente al ataque de Puccimia que causa “herrumbre negra” La hojas de la especies no
susceptibles poseen mayor espesor de la pared externa de la epidermis y de la cuticula
que las altamente susceptibles frente a las altamente susceptibles (Melander & Craigie,
1927). Pero no siempre el grosor de la cuticula esta correlacionada con la resistencia.
Agrios (1988) encontro ciertas variedades de lino resistentes a pesar de tener células
epidérmicas con cuticula delgada, pero las células de la epidermis eran en estos casos
isodiamétricas con epidermis de paredes engrosadas (Sarvelle, 1936). En cultivo de arroz
el ataque por Piricularia oryzae se produce directamente a traves de las células
epidérmicas, ocurre con mayor frecuencia a través de las células motoras del estoma
debido a que éstas tardan mas tiempo en lignificarse que las restantes células de la

epidermis (Yoshii, 1936).

-Barreras al desarrollo:

En la mayoria de las enfermedades no sistémicas de las plantas la infeccion
permanece localizada dando origen a los sintomas caracteristicos (Akai, 1959). Esto
prueba la existencia de una reaccion de defensa antiparasitica autonoma que puede ser
histogénica o de defensa metabdlica.

Las reacciones de defensa histogénica incluyen:

1) Barreras fisicas preinfeccionales:

a) presencia de elementos lignificados y suberificados con diferencias en la abundancia y
distribucion , b) el grado de lignificacion y suberificacion de las células y c) la proporcion
de pectatos de Ca insolubles en la laminilla media y pared celular (Akai y Fukutomi,
1980), d) por formacion de una capa de cicatrizacion, dada por células de absicion,

tilosis, deposicion de gomas o capas de corcho (Akai, 1959) y e) la presencia de areas de
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células de esclerénquima ( Agrios, 1988), que delimitan la zona infectada.

2) Barreras fisicas postinfeccionales:

a) acumulacion de Ca en la pared y laminilla media, b)la sintesis y deposicion de
nuevo material de pared o de otros carbohidratos, c) la formacion de papilas, tilosis y
geles vasculares, la lignificacion, etc (Beckman, 1980, Bell, 1981)

Las reacciones de defensa plasmatica (barreras quimicas o de defensa metabolica), puede

ser dividida en

1) defensa metabolica preexistente:

a) inhibidores liberados al medio: algunos compuestos suelen tener efecto antagonista
contra los patogenos.

b) carencia de reconocimiento entre hospedante y patogeno: ciertas especies O
variedades, carecen en su superficie de factores de reconocimiento y por lo tanto no
son atacadas.

c) carencia de receptores y otros sitios de reconocimiento en el hospedante para las
toxinas responsables de la sintomatologia.

d) carencia de nutrientes esenciales para el patogeno: ciertas especies o variedades por
alguna razon no producen sustancias esenciales para la supervivencia de un patogeno
o para el desarrollo de la enfermedad.

e) inhibidores presentes en las células antes de producirse la infeccion: dado por
compuestos fenolicos y taninos presentes en altas concentraciones en células jovenes.
Muchos son potentes inhibidores de enzimas hidroliticas . Otras veces se trata de
proteinas o de enzimas hidroliticas contenidas en el tejido hospedante, tales como
glucanasas y quitinasas ( Agrios, 1988). También se incluyen lactonas no saturadas,
saponinas, aceites, poliacetilenos, estilbenos, terpenos, etc (Schonbeck y Schlosser,
1976, Overeem, 1976).

2) defensa metabolica inducida por el ataque del patogeno:

Involucran la produccion de sustancias fungitoxicas alrededor del sitio dafiado.
Algunos estan en suficiente concentracion como para inhibir el crecimiento de la mayoria
de los hongos y bacterias. Son compuestos fendlicos como el acido clorogénico y
cafeico, productos de oxidacion de compuestos fenolicos y también fitoalexinas ( Agrios,

1988)



La reaccion necrotica se produce tan pronto como el patogeno penetra la célula.
Se desencadenan una serie de procesos que determinan la degeneracion de las hifas y
muerte de las celulas vegetales. Cuanto mas rapido se da el proceso mas resistente a la
enfermedad sera la célula hospedante ( Agrios, 1988)

Se da en combinaciones incompatibles de planta hospedante y patogeno La
penetracion de la epidermis es la misma en plantas resistentes y susceptibles. Después de
la infeccion las celulas en variedades resistentes pierden turgencia rapidamente, se toman
castafias y mueren, mientras que en las variedades susceptibles sobrevive
considerablemente mas tiempo. Hay cambios fisiologicos muy importantes en las células
de las variedades resistentes que incluyen la pérdida de permeabilidad de la membrana
celular, el aumento de la respiracion, la acumulacion y oxidacion de compuestos
fenolicos y produccion de fitoalexinas. Asi el patogeno queda aislado por tejido

necrotico y rapidamente muere.( Agrios, 1988).

ANTECEDENTES DE ESTUDIOS ANATOMICOS, MORFOLOGICOS Y
BIOQUIMICOS DEL ATAQUE DEL PATOGENO SOBRE GIRASOL:

Lumsden (1979) propone tres tipos generales de mecanismos en los diversos
hospedantes frente a distintas especies de Sclerotinia sp: 1)anatomicos (resistencia del
tejido a la degradacion), 2) compuestos antifingicos preformados y 3) compuestos
antifungicos posinfeccionales.

En el caso del girasol se ha observado que existe un amplio rango de
susceptibilidad (Dueck & Campbell, 1978). , que varia con la edad de la planta en el
momento de la infeccion (Auger y Nome, 1970, -Bazzalo 1982-a-). Bazzalo (1982-a-)
observd que plantas en estado vegetativo o con yemas florales abiertas fueron mas
susceptibles al ataque en tallo que aquellas portadoras de yemas florales cerradas. Estas
diferencias estarian dadas por la velocidad de crecimiento del hongo dentro del
hospedante

Se ha podido observar que la frecuencia de aparicion de enfermedades en
capitulo tiene relacion directa con la inclinacion de la inflorescencia. En aquellos

genotipos que presentan un grado de curvatura elevado del tallo, el capitulo se coloca



mas cercano al follaje y ésto crea un medio ambiente favorable para el desarrollo
intensivo de las enfermedades (Seiler, 1997).

A traves de estudios anatomicos y morfologicos se han podido establecer en
parte, los procesos involucrados en la infeccion por S. sclerotiorum sobre girasol

En particular en el caso de la infeccion en capitulo hay estudios que han
empleado la técnica de microscopia electronica de barrido, para determinar el mecanismo
y los sitios de entrada (Lamarque et al, 1985) Este y otros trabajos previos han
considerado que la floracion es el estado de mayor sensibilidad del girasol al ataque del
capitulo por S. sclerotiorum. Says-Lesage y Tourvielle (1988) estudiaron el ataque en
tres estadios fenologicos de las flores De ellos concluyeron que el estado mas
susceptible es el que se encuentra entre la apertura de las flores y la produccion de polen.

Lamarque et al (1985) han logrado establecer que los elementos de cuticula y la
presencia de pelos pueden jugar un rol desfavorable sobre la germinacion de las
ascosporas. Segun Grogan y Abawi (197%) la supervivencia de las mismas depende de
fuentes nutritivas disponibles en el medio. Por otro lado se considera que la forma y
complejidad del apresorio se relaciona con la dificultad de penetrar en determinado
organo (Tariq y Jeffies, 1984). Ellos han sugerido que §. scleroriorum podria penetrar
superficies blandas sin la presencia de apresorios.

En los estambres se produce una mayor germinacion de las esporas pero el
micelio no logra penetrarlos (Lamarque et al, 1985) Sin embargo Says-Lesage y
Tourvieille (1988) observaron que, con alta humedad relativa, los estambres no solo
tenian mayores indices de germinacion sino también mayor penetracion de ambas
superficies. En corola y en pistilo, si bien se ha observado germinacion no han podido
detectar penetracion. Con baja HR solo vieron germinacion en las piezas florales, si habia
polen presente (Says-Lesage y Tourvieille, 1988).

Se han propuesto dos vias posibles de ataque del parénquima lacunar del
receptaculo: 1) a través de la bractea interna del receptaculo y 2) a través del ovario
(Lamarque et al, 1985). Estos mismos investigadores han observado que el ovario es
susceptible solo cuando es joven, al ataque por hifas provenientes de otras piezas
florales. Las bracteas internas son dificiles de penetrar y se forman ampollas en los tubos

germinativos de las ascosporas. Por lo tanto consideraron que ésta podria ser la causa del
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largo periodo entre la inoculacion y la aparicion de los primeros sintomas, cuando la
infeccion se inicia por bractea

En ciertas variedades “silvestres” de girasol, la presencia de tricomas glandulares
en las anteras se han asociado con la resistencia a insectos en diferentes cultivos (Baker,
1990, Gershenzon et al. 1985) ya que impiden la predacion del polen Estos tricomas
estan relacionados con la produccion de terpenos que son ademas antifungicos y podrian
tener algun papel en la defensa contra ataque de hongos patogenos, tal como S.
Sclerotiorum (Spring & Bienert, 1987)

Ademas existe una relacion bioquimica entre la susceptibilidad y la edad de la
planta (-Bazzalo, 1982 (b)) dado que los compuestos fenolicos se acumulan en forma
abundante cuando la planta resulta resistente al ataque del patogeno (Pridman 1960, Kuc
1964; Kosuge 1969, Byrde y Cutting 1973 y Friend 1977 ). Muchos de éstos
compuestos y sus productos de oxidacion son toxicos tanto para hongos como para
bacterias patogenas.

De acuerdo con estudios hechos por Bazzalo et al (1985) en el ataque de tallo,
los compuestos fenolicos pueden estar relacionados al mecanismo de resistencia en
girasol. Se pudo detectar un significativo incremento en los fenoles totales en plantas
inoculadas frente a plantas control como respuesta al ataque de S.sclerotiorum.

A su vez se observo que las plantas control de diferentes edades tenian también
distintas cantidades de estos compuestos, encontrandose en menor cantidad cuando las
yemas florales estaban abiertas. En las plantas susceptibles la cantidad es menor que en
plantas tolerantes.

El incremento en los fenoles preformados y la aparicion de algunos nuevos,
sugieren que tendria lugar una alteracion en el camino de biosintesis. Por otra parte la
susceptibilidad o tolerancia pueden no residir en la capacidad de sintesis de ciertos
compuestos inhibitorios, sino en la velocidad para sintetizarlos o bien en la velocidad del

patogeno para metabolizarlos (Cruickshank 1963, Kuc, 1976; Bell, 1981).
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FORMAS DE CONTROL:

-Control de las enfermedades causadas por especies del genero Sclerotinia:

La patogenicidad explosiva de S. sclerotiorum, S. minor y S. trifoliorum bajo
condiciones favorables y la capacidad de supervivencia de sus esclerocios, les permite
atacar muchos cultivos Los metodos de control pueden incluir: protectores quimicos,
materiales que inhiben la germinacion o destruyen el esclerocio y practicas culturales
tales como la rotacion de cultivos, saneamiento, irrigacion reducida, etc. Otros menos
empleados son: parasitos de esclerocios, cultivares resistentes o tolerantes vy
modificacion del microclima.

En general los métodos de control de las enfermedades causadas por Sclerotinia
sp dependen del cultivo. En algunos casos el control quimico puede ser efectivo; sin
embargo, el alto costo y el desarrollo de cepas fungicida-resistentes del patogeno,
indican que las practicas culturales o la resistencia deberian ser investigados.

La modificacion de las practicas culturales puede reducir la enfermedad en la
mayoria de los cultivos, pero frecuentemente no son compatibles con la alta produccion

de semillas (Pereyra et al, 1991)

-Control de las enfermedades causadas por S. sclerotiorum sobre girasol:

En particular, el control de la podredumbre del capitulo de girasol causada por
S. sclerotiorum es problematico debido a varios factores entre los que se destacan la
formacion de esclerocios y su permanencia en el suelo con capacidad infectiva por un
importante numero de afios (Adams y Ayers,1979), la ineficacia del control quimico
(Peres et al, 1986) y la falta de informacion acerca del comportamiento de los hibridos y
variedades ofrecidos para la siembra. Por otra parte, es importante tener en cuenta el
efecto que tienen los factores ambientales (en especial la humedad) y el estado de

desarrollo del capitulo en el momento de la infeccion (Tourvielle y Vear,1986).
-Control quimico
Se han ensayado fungicidas que inhiben la germinacion de los esclerocios, pero

sin buenos resultados. Sin embargo cuando los fungicidas, tales como bromuro de metilo
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y de formaldehido, se aplican antes de la siembra, se logran destruir los esclerocios del
suelo (Alabouvette y Louvet, 1973).
-Practicas culturales

a) siembra de cultivos susceptibles solamente en suelos bien drenados, colocando
las plantas no demasiado cerca unas de otras para favorecer el secado por aire y
conservar el suelo libre de malezas entre cultivos.

b) alternancia de cultivos hospedantes con no hospedantes, en el caso de §.
sclerotiorum, debido al amplio rango de hospedantes, ésta practica parece no ser una
buena alternativa para el control Los trabajos de arado de la tierra aseguran la
reaparicion de los esclerocios sobre la superficie del suelo de un ciclo de cultivo al otro
Teniendo en cuenta la viabilidad de los esclerocios resulta util alternar los cultivos
susceptibles con cultivos no susceptibles tales como maiz durante la cantidad de afios
necesaria para la pérdida de viabilidad, antes de sembrar nuevamente el cultivo capaz de
ser atacado por Sclerotinia sp (Agrios, 1988).

La rotacion puede ser mas efectiva contra la infeccion causada por los esclerocios
(base del tallo, hoja, etc) que contra la infeccion sobre capitulo causada por ascosporas
(Steadman, 1979)

¢) otra practica frecuente ha sido, eliminar las plantas, quemarlas y remover del
campo la mayor cantidad posible de esclerocios
-Control genético:

La resistencia genética de S.sclerotiorum fue observada por primera vez por
Anton de Bary en 1887 cuando encontré que Phaseolus multiflorus (P.coccineus) era
menos atacado que P.vulgaris

Se han encontrado en muchos sistemas hospedante-patogeno genes que otorgan
resistencia. En girasol se han citado diferencias de susceptibilidad entre los distinto
cultivares (Gulya et al, 1989, Pereyra y Bazzalo, 1991). Ha habido una intensa busqueda
de genes que otorguen resistencia contra S. sclerotiorum. Pero no se ha encontrado
inmunidad absoluta en girasoles cultivados.

Sin embargo, se han citado diferentes genotipos de girasol con baja
susceptibilidad o marcada resistencia ya desde 1950. En otros casos se ha informado de

hibridos con baja frecuencia de marchitamiento. Se observé que estos hibridos no eran
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los mismos que tenian baja frecuencia de ataque en capitulo, lo que indicaria que hay
diferentes factores geneéticos involucrados (Gulya et al, 1997)

La resistencia a la enfermedad es monogenética y recesiva en algunas lineas, pero
en otras era mas compleja con efecto variable de genes de aditividad y dominancia entre
infecciones en capitulo y raiz De esta manera no podria predecirse la capacidad de
resistencia al ataque, segun la respuesta de las lineas parentales (Gulya et al, 1997). La
agresividad de las cepas ha sido poco estudiada en nuestro pais. De acuerdo con trabajos
de Thuault y Tourvielle (1988) la resistencia de un determinado genotipo no depende
solo de la cepa fungica utilizada. Mesterhazy y Gulya (1988) hallaron una fuerte
interaccion cepa-cultivar (Martinez et al, 1992).

Se ha citado el “escape™ a la infeccion en girasol debido al tipo de habitat de
crecimiento (Le Clercq, 1973) La tolerancia a veces puede ser atribuida la lignificacion
del tejido hospedante en respuesta a tratamiento de dia largo en tallo (Steadman, 1979).

La obtencion de lineas y de hibridos resistentes por mejoramiento e ingenieria

genética ha sido una de las estrategias mas altamente investigada.

-Control biologico:
A) aspectos generales:

Durante los ultimos afios han habido numerosas investigaciones en relacion con
potenciales antagonistas de patogenos vegetales. Esta es una interesante alternativa para
el control de las enfermedades debido a las consecuencias que puede traer el uso de
agentes quimicos de forma indiscriminada, que involucran contaminacion y alteracion del
equilibrio del sistema agronomico

Un organismo antagonista es aquel capaz de interferir en la vida de un patogeno
en cualquier estadio y en cualquier nivel. El biocontrol puede ejercerse indirectamente, a
través de las practicas culturales, incluyendo rotacion de cultivos, inundaciones,
agregado de materia organica, etc lo que de algun modo tendria relacion con el aumento
directo de la densidad poblacional de los antagonistas residentes (Chet y Baker,1980), o
bien puede realizarse directamente a través de la incorporacion de antagonistas que estan
la mayor parte o todo el ciclo de vida en el interior del hospedante, determinando una

resistencia inducida. El control se da dentro de la planta. Otra estrategia para la
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incorporacion de un antagonista a un cultivo es aplicarlo sobre la superficie de la planta

o del suelo En este caso la interaccion entre patogeno-antagonista se da en el sitio de la

infeccion o en los alrededores, fuera de la planta o bien incorporandolos junto con

pesticidas quimicos en dosis reducidas (Chet, 1987) (control integrado)

Los mecanismos de las interacciones entre el antagonista y el patogeno pueden

involucrar (Cook y Baker, 1983):

a) Antibiosis por produccion de metabolitos de bajo peso molecular capaces de difundir,
y que actuan inhibiendo el crecimiento de otro microorganismo.

b) Competicion por nutrientes, cuando el microorganismo biocontrolador contribuye a la
disminucion de una sustancia limitante para el crecimiento del patogeno.

¢) Resistencia inducida en un hospedante frente a determinado patogeno dado, por la
presencia de otro microorganismo capaz de colonizar el tejido de la planta
(Smedegaard- Peterson, 1985)

d) Micoparasitismo destructivo o necrotrofico, en donde el contacto directo entre dos
organismos tiene como resultado la muerte de uno de ellos seguida por la utilizacion

de los nutrientes por parte del otro (Lumsden, 1992)

B) estrategias implementadas:

Los microrganismos pueden provenir de la poblacion natural de organismos que
habitan en los organos atacados, o bien de otros habitats, en este caso es de esperar que
estéen menos adaptados al medio ambiente que los pobladores naturales (Blakeman,
1985)

Encontrar un microorganismo antagonista dentro de los pobladores comunes
resulta dificil, muchas veces son aquellos hongos que no son frecuentes

Una estrategia a tener en cuenta es el incremento artificial de la poblacion en la
epoca del afio en la que éstos grupos constituyen un componente dominante de la
micoflora - Muchos hongos filamentosos pueden no ser efectivos, especialmente si el
periodo de dominancia coincide con el comienzo de la senescencia en donde poco
necesario restringir el desarrollo del patogeno. En estos casos puede actuar previniendo
la dispersion sobre otras partes sanas de las plantas (Blakeman, 1985).

Por otro lado pueden hacerse observaciones de antagonistas en condiciones de
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cultivo in vitro que no contemplan todas las variables y los resultados en condiciones
naturales no son los mismos.

El uso de hiperparasitos para controlar en forma especifica una enfermedad
puede resultar una medida efectiva para reducir el inoculo del patogeno Kranz (1981) ha
realizado revisiones sobre el uso de hiperparasitos en el control biologico de patogenos
foliares

En el caso del uso de microorganismos que son antagonistas potenciales y que no
forman parte de la poblacion natural, algunos autores consideran mejor emplearlos en
aquellos momentos en que grupos taxonomicos similares predominan en la poblacion
Ademas, debido a que probablemente estaran menos adaptados para el crecimiento y
supervivencia en la superficie de la planta, sera de utilidad realizar repetidas aplicaciones
del mismo (Blakeman, 1985).

En algunos casos se ha empleado bacterias del suelo (Thomson et al, 1976), pero
los organismos foraneos mas utilizados para el control biologico son los hongos
filamentoso aislados del suelo (Blakeman, 1985).

La eleccion de la especie o cepa antagonista depende de muchos factores, pero
uno de los mas importantes es la naturaleza del patogeno a ser controlado. Esto ayudara
a seleccionar el mecanismo apropiado para su control, aunque las propiedades ideales del
antagonista pueden no encontrarse en un unico organismo. Un objetivo a largo plazo
seria incorporar tales propiedades en un organismo por ingenieria genética (Blakeman,
1985).

Antecedentes del control biologico sobre S. sclerotiorum:

En los ultimos afios, mas de 30 especies de hongos, bacterias, insectos y otros
organismos han sido utilizados para parasitar o interferir con el crecimiento de este
patogeno. Alentadores resultados de control biologico de las enfermedades causadas por
especies de Sclerotinia en algunos cultivos han sido obtenidos por incorporacion en el
suelo de hongos micoparasitoos tales como Coniothyrium minitans, Gliocladium
roseum, G.virens, Sporodesmium sclerotiorum y Trichoderma viride. Los micoparasitos
destruyen los esclerocios existentes o inhiben la formacion de otros nuevos y asi reducen

marcadamente la poblacion del suelo.



Algunos investigadores sugieren que la dinamica de la poblacion de &.
sclerotiorum y de sus hiperparasitos puede ser influenciado por el tipo de cultivo,
hospedante o no hospedante y el tipo de cosecha, si es monocultivo o si hay rotacion
(Huang y Kozub, 1991)

En nuestro pais, en laboratorio, Andreoli et al (1990) realizaron ensayos en
laboratorio para establecer la capacidad antagonica de diferentes cepas de Pseudomonas
Sfluorescens para el control del ataque en girasol

En experiencias de campo, Escande y colaboradores (1994) realizaron pruebas
empleando conidios de 7richoderma mezclados con harina de maiz y utilizaron a las
abejas como agentes de dispersion del biocontrolador A través de éste método lograron
disminuir la incidencia de la enfermedad durante el periodo de evaluacion del

experimento



OBJETIVOS



PARTE [

Estudiar el ataque de de S. sclerotiorum en las piezas florales de las variedades
HA 302 y HA 89 mediante cortes histologicos en tres tiempos posteriores a la
inoculacion, determinando en cada muestreo las diferencias entre las mismas con el fin de

entender su comportamiento diferencial frente al patogeno

Analizar, utilizando el metodo de analisis de componentes principales (ACP) el
ataque de las piezas florales en las dos variedades y en los tres tiempos con el fin de
establecer cual de dichas piezas permite diferenciar a las variedades por su aporte a cada

componente.

PARTE IL

Obtener aislamientos de hongos a partir de diferentes piezas florales de H.
annuus, realizar su identificacion taxonomica y determinar la frecuencia de las mismas
para cada pieza floral y para cada variedad.

Evaluar la capacidad antagonica de las cepas fungicas obtenidas, mediante cultivo
“in vitro” frente al patogeno (cultivos duales)

Comparar las frecuencias de cepas antagonistas en variedades tolerantes (VT) y
variedades susceptibles (VS) estableciendo relaciones con los distintos comportamientos
frente al patogeno.

Seleccionar cepas antagonistas con el fin de realizar pruebas para el control

biologico de la enfermedad



MATERIALES Y METODOS



LUGAR DE MUESTREO:

Las plantas fueron sembradas, inoculadas y cosechadas en el Campo Experimental
de la Empresa ZENECA S A I C ; ubicado en la ciudad de Balcarce, Provincia de

Buenos Aires

PARTE [:

1. ESTUDIOS DEL ATAQUE SOBRE LAS PIEZAS FLORALES:

1.1-PLANTA HOSPEDANTE

Las experiencias se realizaron sobre plantas de girasol (Helianthus annuus) de
diferentes variedades. En base a pruebas realizadas por investigadores de la empresa
Zeneca se evaluo la produccion de semillas de cada una de ellas y se observo una
respuesta diferencial de las mismas frente al patogeno. De acuerdo con ésto se
categorizo a estas variedades en dos grupos. -tolerantes aquellas que tienen un menor
porcentaje de pérdidas ante el ataque del patogeno y sensibles las que presentaron un
porcentaje mayor.

Las variedades con las que se trabajo fueron las siguientes:

-Tolerantes: Susceptibles:
Z AV-8410 HA 300

Z 20018 Z 20028

Z 30358 Z 20303

Z 30629 HA 89

HA 302 Z 30154

SD

Prefijo Z: indica que la variedad pertenece a la Empresa Zeneca.

Se realizaron en forma paralela experiencias a campo y en invernaculo. Para el

primer caso se sembraron entre 12 y 25 plantas y 6 en invernaculo de cada variedad.
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Estas fueron distribuidas al azar en dos grupos, uno destinado a la inoculacion del
patogeno y el otro para utilizar como testigo (plantas no inoculadas). Dentro de cada
uno de ellos las plantas se disribuyeron aleatoriamente en los tres tiempos de cosecha que
se consideraron.

Las variedades SD y Z 20028 se sembraron solo a campo.

1.2-HONGO PATOGENO:

Se trabajo con una “poblacion™ patogena, aislada de Balcarce, del hongo
Sclerotinia sclerotiorum obtenida a partir de esclerocios que fueron inducidos en
condiciones de laboratorio a germinar carpogénicamente. Para ello se colocaron en
frezeer a -20°C y luego en camara humeda (bandejas con tierra estéril o perlita himeda
estéril) durante 1 a 3 meses. Con posterioridad se cosecharon las esporas en flujo laminar

y se conservaron secas en cajas de Petri a -20°C.

1.2-1 INOCULACION:

1.2.1.1 Condiciones para la inoculacion:

Los estudios de Says-Lesage y Tourvieille (1988) demostraron que el ataque se ve
favorecido en el momento de la floraciéon. Es por ello que una vez que se completo la
apertura de las flores (antesis) de las dos hileras mas externas del capitulo se realizo la
inoculacion de los mismos.

Las plantas se revisaron periodicamente para registrar el momento de la floracion.

1.2.1.2 Preparacion del in6culo:

Se empleo una suspension de esporas en solucion acuosa con agua destilada estéril
y unas gotas de detergente. Luego de su agitacion para una distribucion homogénea se
ajusto su concentracion en 5000 esporas/ml Posteriormente mediante el uso de un

rociador, se realizo la inoculacion por aspersion.
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1.2.1.3 En el campo y en invernaculo:

Los capitulos inoculados se cubrieron con bolsas de papel con el fin de evitar la
contaminacion de las inflorescencias vecinas y mantener una alta humedad relativa para
favorecer la infeccion

Las plantas testigo se inocularon solo con agua destilada y tambien se cubrieron
con bolsas de papel De este modo la unica diferencia entre las plantas inoculadas y
testigos fue la presencia de las ascosporas del patogeno en la solucion acuosa, ambas

continuaron su desarrollo en forma similar.

1.3 COSECHA DEL MATERIAL:

Se procedio a la cosecha de los capitulos de girasol retirandolos de la planta. Para
ello se obtuvieron muestras en tres tiempos (tl, t2, t3 ) posteriores al momento de la
inoculacion:

- tl: al dia siguiente (24hs)
- t2: alos 6 dias
-t3: alos 12 dias

Se tomo una porcion del capitulo (aproximadamente 1/6) en corte radial
incluyendo tanto las flores como el receptaculo.

El material fue fijado en F.A A. (formol:acético:alcohol) y se practicaron pequefios
cortes en la base del receptaculo para una mas facil penetracion del mismo.

Este procedimiento se realizo sobre las plantas inoculadas y los testigos de las

distintas variedades, tanto de invernaculo como de campo.

1.4 REAISLAMIENTO DEL PATOGENO:

Con parte de los capitulos inoculados tanto de invernaculo como de campo, se
procedio a reaislar al patogeno. Para ésto se tomaron distintas piezas: bracteas, corola,
estilo, antera y ovario, los que fueron sometidos a esterilizacion superficial por medio de

los siguientes pasos:



1) etanol 70% durante 1minuto.
2) hipoclorito de sodio 1/100 2 minutos
Las plantas usadas para realizar los reaislamientos fueron tomadas al azar de entre
las variedades empleadas, se tomaron en total 24 capitulos de plantas inoculadas
Finalmente las piezas se sembraron en APG (Anexo I) en condiciones de esterilidad
y se incubaron en camara con alternancia de 12hs de luz y 12hs de oscunidad y una

temperatura entre 22°C y 26°C

1.5 PREPARACION DE LOS BLOQUES DE PARAFINA (D’ Ambrogio
de Argiieso, 1986)):

1.5.1 Pruebas preliminares:

1) Se tomaron porciones del receptaculo de aproximadamente lcm® de base de la
zona mas externa del capitulo portando dos flores completas. Esto se llevo a cabo con
plantas inoculadas y testigos de la variedad HA 89 y en los tiempos t1 (24 hs) y t3 (12
dias). Se realizaron cortes longitudinales (CL) con el fin de reconocer la morfologia y la
anatomia de las flores, asi como también determinar el grado de avance del patogeno en

las distintas piezas.

2) Una 2° prueba se realizo con flores completas sin receptaculo de la variedad HA
89 de material inoculado en los tres tiempos. Se practicaron tanto cortes longitudinales
(CL) como transversales (CT). De este modo se evaluo la informacion brindada por cada

tipo de corte.

1.5.2 Cortes definitivos:

Se tomaron muestras al azar de plantas inoculadas y testigos, de las variedades HA
302 y HA 89 sembradas a campo. Se procesaron tres plantas para cada tiempo
seleccionando las flores de la parte periférica del capitulo, como se detalla en el siguiente

cuadro:
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VARIEDAD

TRATAMIENTO

PLANTA

HA 302

INOCULADAS

tl

1 (6336-23)

2 (6336-24)

3 (6336-25)

(=)

1 (6336-2)

2 (6336-6)

3 (6336-9)

1 (63364)

2 (6336-7)

3 (6336-12)

TESTIGOS

tl

1 (6336-8)

2 (6336-20)

3 (6336-13)

1 (6336-16)

2 (6336-18)

3 (6336-21)

1 (6336-3)

2 (6336 -17)

3 (6336-19)

HA 89

INOCULADAS

tl

1 (63384)

2 (6338-12)

3 (6338-13)

1(6338-2)

2 (6338-8)

3 (6338-17)

1(6338-6)

2 (6338-10)

3 (6338-15)

TESTIGOS

tl

1 (6338-3)

2 (6338-11)

3 (6338-16)

1 (6338-1)

2 (6338-9)

3 (6338-18)

1 (6338-5)

2 (6338-7)

3 (6338-14)
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1.5.3 Deshidratacién y clarificacion:

A partir del material fijado en FAA se procedi6 a su deshidratacion en serie
ascendente de alcoholes y clarificacion con mezclas de alcohol-xilol y xilol puro, segun

los siguientes tiempos

Tiempo en Hs
Tratamiento solucién material material
con receptaculo | sin recepticulo

Deshidratacion alcohol 70° 3 2
alcohol 96° 12 6
alcohol 96° 24 8
alcohol 100° 12 2

alcohol 100° 12 12-16
Clarificacion alcohol 100°-xilol (1:1) 12 12
xilol 6 6
xilol 12 12

xilol parafina (1:1) 12-16 12-16
Inclusion (en estufa - parafina pura 24 24

60°C)

parafina pura 2 2

Se emplearon frascos color caramelo para los sucesivos cambios.

1.5.4 Inclusion:

Se retiraron los frascos de la estufa con el material ya infiltrado. Se volco el
contenido del mismo en una cajita de papel. El material se orienté adecuadamente en la
misma mediante aguja calentada a la llama, trabajando sobre una superficie horizontal Al
comenzar a enfriarse, se coloco la caja en agua con hielo para una rapida solidificacion
de la parafina evitando, asi cristalizaciones.

Por Gltimo se retiro el papel, y se corto el exceso de parafina para obtener bloques
mas pequefios. Cada uno de ellos se coloco en un taco de madera de 2cm’
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aproximadamente y se orient0 segun el tipo de corte a realizar. Finalmente se tallo el

mismo con una hoja de afeitar.

1.6 CORTES:

Se realizaron cortes transversales (CT) seriados del material incluido en parafina
mediante microtomo rotatorio. El espesor de los mismos fue de 15 um.

Una vez obtenidas las tiras correspondientes se procedi6 a su adhesion en
portaobjetos limpios y desengrasados con alcohol 96°. Para ello las tiras se cortaron en
otras de menor tamaiio, segun el cubreobjetos empleado. Los portaobjetos se cubrieron
con una delgada capa de albumina de Meyer y se les volco unas gotas de agua destilada.
Sobre en ellos se colocaron las tiras y se plancharon colocando los portaobjetos sobre
plancha térmica a 40°C. Luego que el material y la parafina quedaron bien extendidos y
lisos se colocaron en cajas con papel de filtro en el fondo y se llevaron a estufa (35-

40°C) para su secado durante 24 hs como minimo.

1.7 DESPARAFINADO Y COLORACION DE CORTES:

Los cortes pegados a los portaobjetos y secados en estufa fueron colocados en
cajas de Koplin para proceder al desparafinado. Tanto para las pruebas preliminares

como para los cortes definitivos se procedio de la siguiente forma:

PROCEDIMIENTO SOLUCION TIEMPO
Desparafinado xilol I 15
xilol I1 s
Coloracion alcohol 100° }5"
alcohol 96° 15"
fast green 30°
alcohol 100° 15"
xilol indefinido
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Los cortes se mantuvieron en xilol hasta su montaje en balsamo de Canada artificial.

Con esta tincion los tejidos con paredes secundarias lignificadas se colorean en la
gama del rojo (a veces puede ser oscuro). Los tejidos con paredes primarias o
secundarias no lignificadas se colorean de celeste verdoso. Las hifas se colorean de
celeste intenso

Parte de los cortes en las pruebas preliminares de la variedad 1-20002 se

colorearon con azul de algodon al lactofenol y montados en gelatina glicerina

1.8. OBSERVACIONES:

Se realizaron observaciones de todos los cortes con microscopio optico de luz

transmitida.

1.9. ESTADISTICA:

Para el analisis de los datos se aplicO un método de ordenamiento de datos
mulivariados como es el analisis de componentes principales (ACP). Este método resume
las principales tendencias en la variacion de los datos (Kenkel y Booth, 1992) Los
métodos de ordenacion se basan en la idea de que un espacio de p dimensiones puede ser
representado en menos dimensiones, ya que las p variables estan mas o menos
correlacionadas.

En los cortes seriados de cada flor (muestra) se hicieron observaciones cada 15
cortes, se determin® al azar el comienzo de las mismas entre los 10 primeros
correspondientes a cada flor. Los sitios en los que se observo y registro la presencia del
patogeno fueron (se detalla al lado del nombre de la pieza floral el nimero -en

promedio-de cortes que involucra cada una de las porciones).
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COROLA: (c/porcion= 100 cortes)
porcion 1:superficie abaxial (C 1° int)
porcion 1 interior de los tejidos (C 1°d)
porcion 1:superficie adaxial (C1° ext)
porcion 2 superficie abaxial (C 2° int)
porcion 2 interior de los tejidos (C2° d)
porcion 2 superficie adaxial (C 2° ext)
porcion 3 superficie abaxial (C 3° int)
porcion 3 interior de los tejidos (C 3° d)
porcion 3:superficie adaxial (C 3° ext)
porcion 4 superficie abaxial (C 4° int)
porcion 4: interior de los tejidos (C 4° d)
porcion 4:superficie adaxial (C 4° ext)
porcion 5:superficie abaxial (C 5° int)
porcion 5: interior de los tejidos (C5° d)
porcion 5 superficie adaxial (C 5° ext)
PAPUS:

superficie de la pieza (P ext)

interior de la pieza (Pint)

ANTERA. (porcion= 65 cortes)
porcion 1:superficie externa (A1° ext)
porcion 1: interior (A 1°d)

porcion 1: superficie interna (A 1° int)
porcion 2 superficie externa (A 2° ext)
porcion 2 interior ( A 2° d)

porcion 2: superficie interna (A 2° int)
porcion 3: superficie externa (A 3° ext)
porcion 3: interior (A 3° d)

porcion 3: superficie interna (A 3° int)
porcion 4: superficie externa (A 4° ext)
porcion 4:interior (A 4° d)

porcion 4: superficie interna (A 4° int)

ESTIGMA: (porcion= 75 cortes)
superficie (Est ext)

interior (Est int)

ESTILO: (porcion=85 cortes)
porcion 1: superficie (est 1° ext)
porcion 1: interior (est 1° int)
porcion 2: superficie (est 2° ext)
porcion 2. interior (est 2° int)
porcion 3: superficie ( est 3° ext)
porcion 3: interior (est 3° int)
porcion 4: superficie (est 4° ext)
porcion 4: interior (est 4° int9
porcion 5: superficie (est 5° ext)
porcion 5. interior (est 5° int)
OVARIO:

superficie (Ov -ext)

interior (Ov-int)

FILAMENTOS: (porcion= 50 cortes)
porcion 1: superficie (Fil 1° ext)
porcion 1: interior (Fil 1° int)
porcion 2: superficie (Fil 2° ext)

porcion 2: interior (Fil 27 int



Se construyd una matriz basica de datos en la que las variables fueron los sitios
observados que fueron en total 47 y los casos las variedades, los tratamientos y los

tiempos, asignandose el valor 1 a la presencia de micelio y 0, a la ausencia del mismo.

PARTE II:

2. OBTENCION DE CEPAS FUNGICAS A PARTIR DE
ANTOSFERA. SELECCION DE ANTAGONISTAS DEL
PATOGENO

2.1. Aislamiento a partir del material lavado:

Para determinar la posible presencia de especies flingicas antagonistas de
Sclerotinia sclerotiorum presentes en la “antosfera” de Helianthus annuus se hicieron
aislamientos a partir de material fresco.

Las plantas con las que se trabajo fueron aquellas cuya cosecha se habia realizado
dentro de los dos dias previos al regreso desde el campo experimental, para que se
encuentren bien conservadas. Ademas se mantuvo en heladera (4°C) hasta su
procesamiento

Se emplearon flores completas de los capitulos correspondientes a plantas testigo
en los dos ultimos tiempos mencionados. En el siguiente cuadro se detallan las

variedades empleadas y el nimero de plantas usadas en cada caso:

TOLERANTES Variedad unidades
HA 302 3
Z-AV-8410 3
Z-20018 1
Z-30629 3
SENSIBLES HA 300 2
Z-20028 2
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El procesamiento del material consistio en el lavado de las flores con el aparato de
lavado de Parkinson (Parkinson y Williams, 1961) empleando agua estéril.

El objetivo de este trabajo es obtener las especies fingicas activas en la superficie
de las distintas piezas florales. Esta técnica se aplico en trabajos de suelo por Parkinson y
Williams (1961). Las especies que se aislan estan en estado vegetativo eliminando las
esporas depositadas al azar sobre la superficie y los propagulos de las especies altamente
esporuladoras

El aparato utilizado consta de una serie de cilindros de acrilico, de 5cm de
diametro por 35cm de largo, cerrado en su parte inferior y provisto de tres aberturas, dos
para la entrada y salida de agua y la tercera para la entrada de aire. En la parte superior
posee una tapa con orificio para la salida de gases, que mantiene la presion atmosférica
en el sistema mientras se desagota el aparato. En el interior de cada cilindro se colocan
tres tamices con tamaiio de poro arbitrario para los objetivos de este trabajo, separados
aproximadamente 10cm entre si.

Entre la fuente de aire comprimido y la entrada al aparato se intercala un filtro de
aire, para evitar la contaminacion proveniente del aire. El aparato de lavado se esteriliza
llenando cada uno de los cilindros con sus respectivos tamices con una solucion de
hipoclorito de sodio al 10% durante las 24hs previas a la utilizacion y el filtro de aire se
esteriliza en autoclave durante 20" a 1,5 atm. de presion . Antes de realizarse el lavado
de las muestras se elimina a fondo la solucion de hipoclorito mediante sucesivos lavados
con agua estéril. Esta se obtiene mediante un equipo de filtrado Millipore conectado con
la red de agua potable.

Previamente se realiza una curva de lavado, colocando las flores sobre el tamiz
inferior de los cilindros, se llena la columna hasta la mitad de su volumen con agua
estéril, se cierra el paso de agua y se abre la entrada de aire, se hace burbujear durante
dos minutos, luego se cierra el paso de aire y se desgota el aparato recogiéndose
alicuotas de 1ml cada una del agua de lavado y se siembra en sendas cajas de Petri con
agar malta. Se incuba a temperatura ambiente. Se repite este procedimiento renovando el
agua 40 veces, recogiéndo y sembrando 3 alicuotas de 1ml cada 5 lavados. Se cuenta el
numero de colonias en cada caja y se grafica el nimero promedio de colonias por ml de
agua para los lavados testeados. Del estudio de las curvas de lasvado se concluye que el
numero de lavados necesarios para eliminar la poblacion esporuladora y las esporas es de
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Luego se recogieron las flores en cajas de Petri con papel de filtro estériles. Con
posterioridad se procedio a la diseccion de las flores en completa esterilidad, mediante el
uso de agujas y bisturi estériles en flujo laminar. Se tomaron porciones de las distintas

piezas florales como se detalla:

pieza floral porcion
palea extremo apical
papus una pieza completa
corola 2 a 3 dientes del extremo apical

porcion suculenta basal

antera apices de 2 a 3 anteras

estigma extremo apical de una de las
ramas

ovario completo

Estas porciones se sembraron en agar malta con antibioticos (Anexo I), colocando
5 de ellas por caja de Petri en forma equidistante. Se dejo crecer a temperatura ambiente
y se repicaron las cepas flngicas obtenidas en tubos con agar-malta en pico de flauta Se

conservaron en heladera (4°C).

2.2. Aislamiento de endofitos:

Con el fin de aislar posibles endofitos de ovario se procedio a la esterilizacion

superficial de los mismos.

Se realizo la diseccion de parte de las flores lavadas con agua estéril para tomar
solo el ovario. Sobre ellos se practico una esterilizacion superficial. En una primera etapa
se trabajo con las variedades HA 302 (3 capitulos) y HA 300 (1 capitulo). En una
segunda etapa se trabajo con las variedades Z 30629 (3 capitulos) Z 20018 (1 capitulo)
HA 300 (1 capitulo) Z AV-8410 (3 capitulos) y Z 20028 (2 capitulos)

Para la esterilizacion luego de la diseccion de los mismos se realizo el pasaje por

alcohol e hipoclorito de sodio como se detalla:
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1° caso: a) alcohol 50% durante un minuto.
b) hipoclorito de sodio 2:1 - 2 minutos para ovarios jovenes.
- 3 minutos para ovarios maduros.

¢) enjuague con agua destilada estéril.

2° caso (se siguieron los pasos segun la bibliografia consultada- Petrini 1986-)

a) un minuto en alcohol 96°

b) 3 minutos en hipoclorito de sodio 1:5

¢) 30 segundos en alcohol 96°.

d) enjuague con agua destilada estéril.

Luego de la esterilizacion superficial de las piezas florales se sembraron en cajas de

Petri con medio (agar-malta), colocando 5 piezas por cada una de ellas en forma
equidistante. Se incubo a temperatura ambiente y luego de realizaron repiques en tubos

con agar malta en picos de flauta.

2.3 Identificacion taxonomica de las cepas fingicas aisladas :

Las cepas aisladas fueron gradualmente sembradas en cajas de Petri con diferentes
medios para su estudio e identificacion. Los medios utilizados fueron: APG, AGAR-
MALTA y Gorodkwa'’s agar (Anexo I).

Para la identificacion taxonomica se consulto entre otros a: Ellis (1971, 1976),
Carmichael et al (1980), Hughes (1951), Nelson & Toussoun(1983), Booth (1977),
Rapper y Fennell (1965) y Sutton (1980).

Para la determinacion de los aislamientos levaduriformes se procedio al sembrado

en medio de Gorodkwa y se realizo microcultivo con APG en portaobjetos excavado.

2.4, Determinacion de la frecuencia de las cepas fungicas:

Con el objeto de saber cuales son las especies mas importantes por su frecuencia
en cada pieza floral, se obtuvo la frecuencia de las especies aisladas de variedades
tolerantes y susceptibles de dos tiempos (t, y t;). Para ello luego de la identificacion

taxonomica se calculo para cada especie y para cada pieza :
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F= frecuencia de aparicion de cada especie

F=n° de veces que aparece una especie  x 100
n"total de trozos de la pieza considerada

2.5 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTAGONICA:

Luego de realizar el aislamiento e identificacion taxonomica de las cepas fungicas
obtenidas, se procedio a la evaluacion de la capacidad antagonista de cada una de ellas
frente a Sclerotinia sclerotiorum. Dicha evaluacion se realizo mediante enfrentamientos
“in vitro™ de las mismas con el patogeno, conocido como cultivos duales.

Las interacciones patogeno-cepa se estudiaron en cajas de Petri de 9 cm de
diametro, conteniendo agar-malta. Para ello se colocaron los inoculos en forma opuesta
separados por 4 cm ente si de acuerdo con la bibliografia consultada, para la siembra de
los inoculos fue tenida en cuenta la velocidad diferencial de crecimiento de la cepa y del
patogeno.

En la mayoria de los casos, las cepas aisladas poseerian una velocidad menor, por
lo tanto, se sembraron con anterioridad a S. sclerotiorum. Se dejo que la colonia alcance
2-3 cm de diametro y luego se enfrenté al patogeno. Las cepas pertenecientes a los
geéneros Fusarium sp y Circinella sp tienen una tasa de crecimiento semejante al
patogeno, en estos casos se sembraron ambos el mismo dia o cuando la colonia del
aislamiento tenia 1 cm de diametro. Los inoculos se enfrentaron separados por 4 cm, y se
dejo crecer a temperatura ambiente (15-23°C) y con alternacia de periodos de luz-
oscuridad 12 hs:12hs. Para cada par enfrentado, se sembraron también cajas control, una
con el patogeno y otra con la cepa en estudio.

Para medir la inhibicion del crecimiento se tomo el radio de crecimiento de las
colonias enfrentadas y testigo y se calculd el porcentaje de inhibicion radial (%ICR)

como se detalla

%ICR=(rl-r2) x 100 donde: r2= radio de la colonia del lado
rl enfrentado

r1= radio de la colonia testigo

El radio de la colonia fue medido en la linea que une el centro de las dos colonias.
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La siembra de las cajas testigo se realizd no solo para evaluar el radio de
crecimiento sin interaccion, sino también con el fin de establecer posibles cambios en el
aspecto de las colonias, tales como cambios de color de la colonia o de la zona de
contacto de las mismas, cambios en su forma, densidad del micelio aéreo, etc

También se midio, en determinados casos la distancia (d) a la que se detiene el
crecimiento (halo de inhibicion).

Se realizaron enfrentamientos con cepas obtenidas tanto de variedades susceptibles
como tolerantes con el fin de evaluar ademas de la posible diferencia en las poblaciones

fungicas en ambas variedades , la diferencia en la capacidad antagonista de las mismas.



MEDIOS Y SOLUCIONES EMPLEADOS:

APG: Agar papa glucosado:

papas 200 gr
Agar 15 gr
Agua 1000 ml
Glucosa 20 gr

G: Gorodkwa’s agar

Glucosa lgr
Neopeptona 10gr
Cloruro de Sodio Sgr
Agar 30gr

Agua destilada hasta 1 000 ml

AGAR MALTA:
Agar 15gr
Malta 20gr
Glucosa 20gr
Peptona 2gr

Agua destilada 1000ml

AGAR MALTA con antibioticos:

Solucion de Antbioticos 1ml ¢/100ml de agar-malta.
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SOLUCION DE ANTIBIOTICOS:

Estreptomycina 0,5gr
Chlorotetracyclina 0,25gr
Agua destilada 100 ml

F.A A.: solucion fijadora (100 ml)

Alcohol 50 ml
Acido Acético Sml
Formol 10 ml

Agua destilada 35ml



RESULTADOS



PARTE I
ESTUDIO DEL ATAQUE SOBRE LAS PIEZAS FLORALES

1 1 Caracteres morfologicos y sintomatologia de las inflorescencias

A continuacion se describen las observaciones de algunos caracteres
morfologicos y de la sintomatologia de las inflorescencias en las variedades empleadas en
los estudios anatomicos:

1. 1.1 Variedad HA 302:

La inflorescencia se caracteriza por poseer forma convexa: grado 3 -escala
Knoules- (Seiler, 1997) con bracteas abrazadoras hasta el 50% de su longitud y luego
abiertas La corola tubular es relativamente mas abierta que la presentada por la otra
variedad En el tiempo t3 puede observarse melanizacion en parte de los aquenios

Con respecto a la sintomatologia, en t2 puede observarse algunas de las flores
con manchas acuosas en la corola y otras algo necrosadas. Hay desarrollo de micelio
blanco en la superficie. En el t3 se observa gran cantidad de micelio blanco. Hay gran
cantidad de corolas necrosadas. También se ve en algunas flores que la necrosis llega al

ovario pero solo si no esta melanizado

1.1.2 Variedad HA 89:

Esta variedad presenta receptaculo de tipo plano concavo, grado 2 (escala
Knoules) con bracteas involucrales muy abrazadoras quedando solo el 1/3 apical libre,
pero éstas junto con la ligulas de las flores periféricas cubren parcialmente la
inflorescencia . La corola, también tubular es relativamente mas cerrada que la que
presentan las flores de la otra variedad.

En relacion con la sintomatologia en t2 puede verse escaso micelio en la
periferia del capitulo. En t3 se ven algunas manchas acuosas blandas en las bracteas,
también hay abundante micelio no solo en las flores de la periferia sino también en las
ligulas Hay abundante desarrollo sobre todo en las anteras y manchas necroticas en las

corolas. Se observo escaso desarrollo de micelio en la zona central.
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1.2 Reaislamiento del patégeno:

Esta tarea se realizo en parte del material inoculado, realizando un muestreo al
azar En el caso de las variedades empleadas los porcentajes de reaislamiento (% R)
fueron los siguientes: HA 302 en t2 26 67 %, en t3° 48% y HA 89 ent2: 30 % y en t3
70% (Tabla 1.1)

El reaislamiento permite comprobar la eficiencia del método de inoculacion, ésto
unido al hecho de que se observa la sintomatologia caracteristica de la podredumbre del
capitulo causada por S. sclerotiorum, permite cumplir con los postulados de Koch

(Fernandez Valiela, 1978)

Variedad HA 302 Variedad HA 89

t2 t3 t2 t3
pieza %R %R %R %R
Bractea |0 20 25 50
Corola 3333 60 50 100
Antera 66.67 80 50 100
Estigma |33.33 40 50 50
Ovario 0 20 0 50
Total 26.67 48 30 70

Tabla 1.1: porcentajes de reaislamientos (%R) para las difeferentes
piezas en las dos vanedades

Por otra parte es interesante notar que las anteras son las piezas florales con
mayores porcentajes de reaislamiento en los dos tiempos considerados en la variedad HA
302 y también para la variedad HA 89 En esta ultima la corola presenta los mismos

porcentajes que las anteras en ambos tiempos

1.3 PRUEBAS PRELIMINARES:
1) Como ya fue detallado se tomaron las flores mas externas incluyendo la parte basal
de las bracteas internas del capitulo y se realizaron cortes longitudinales. En base a lo

observado se pudo establecer que el patogeno se desplaza a lo largo de las flores en
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2)

sentido longitudinal fundamentalmente, hasta alcanzar el ovario y sin crecimiento a
traves de la zona de las bracteas. dado que existen dos posibles vias de ataque del
parénquima lacunar del receptaculo 1) a través de las bracteas internas y 2) a través
del ovario ( Lamarque, 1985), de este modo éstas pruebas permitieron descartar la
primera de ellas. Por otra parte dado que solo habia ataque hasta la porcion superior
del ovario, sin invasion del receptaculo se decidio la inclusion en parafina solo de las
flores y de este modo acortar los tiempos de infiltracion del material.

La segunda de las pruebas permitio evaluar la informacion brindada por los dos tipos
de cortes (CL y CT). Se opto por el segundo de ellos con el fin de realizar un
seguimiento del avance del patogeno en sentido longitudinal a traves de las distintas
piezas florales registrando adecuadamente la presencia del mismo en cada una de
ellas para su posterior procesamiento por el analisis de componentes principales
Como se menciono, parte de los cortes fueron colocados en azul de algodon. En este
caso los resultados obtenidos no fueron satisfactorios, los tejidos no se colorearon y
si bien las hifas se colorean de azul no permitia realizar buenas observaciones del

ataque por lo que quedo descartado

Con respecto a la anatomia se corroboraron las caracteristicas de los tejidos

descriptas por Seiler (1997).

1.4 DESCRIPCION DEL ATAQUE DE 8. SCLEROTIORUM EN LAS DISTINTAS
PIEZAS FLORALES EN LAS DOS VARIEDADES:

1.4.1 VARIEDAD HA 302:

TIEMPO 1.

COROLA.

El micelio observado en este tiempo ha sido en general muy escaso, en

particular en esta pieza floral. No se ha detectado presencia de esporas en la superficie ni

micelio dentro de los tejidos.

En la superficie externa el micelio es escaso y esta a veces asociado a la
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presencia de polen Hay cierta coloracion rojiza en la células epidérmicas de la corola en
presencia de hifas Estas células se ven mas achatadas que aquellas del mismo tejido sin
presencia de micelio

En la superficie interna el desarrollo de micelio fue considerablemente
mayor que en la superficie externa y muchas veces esta relacionado con la presencia de
polen, también se observa coloracion rojiza en las paredes de las células epidérmicas en

presencia de hifas (Figura 1.3 A)

PAPUS

No se observo presencia de micelio sobre ni dentro de esta pieza floral

ESTIGMA

Se observan hifas cortas sobre la superficie. Estas se encuentran asociadas
a las papilas de la superficie, disponiéndose entre ellas, a veces acompafiando granos de
polen (Fig. 14 AyB).

En el interior de los tejidos no se observo proliferacion de micelio. Sin
embargo en una de las flores observadas sus células se encuentran algo colapsadas y con
coloracion rojiza en las paredes, lo que no se observa en otras flores (Fig 1.2 B-C). El
colapso de las celulas en ciertas zonas es considerable y no permite determinar, la
presencia de micelio dentro de los tejidos. Donde no hay colapso no se ve micelio en el

interior

ESTILO

Esta parte del gineceo presenta desarrollo de micelio en superficie,
muchas veces relacionado con la presencia de polen. También se puede ver la coloracion
rojiza mencionada en estigma, pero no en forma generalizada y s6lo en una de las flores,
que es la que presenta mayor proliferacion de micelio. Esta abarca todos los tejidos en la
parte superior de esta pieza, pero luego queda reducida al tejido parenquimatico que
rodea al tejido vascular y el canal estilar. Se ve micelio en superficie hasta el cuarto
superior de esta pieza, donde esta asociado con la presencia de granos de polen .

Dentro de la porcion donde se observa micelio en superficie, el colapso
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presente en las células, no permite determinar si hay micelio en el interior de dichas
células. A partir de alli el colapso es menor y luego las células van adquiriendo las
caracteristicas tipicas que presentan las flores sin ataque, donde puede afirmarse que no
hay micelio Ademas, quizas apoyando la idea de que el colapso en los tejidos se
relacione con la presencia del patogeno se ve que el estilo presenta aspecto asimeétrico
con colapso del tejido solo donde se observa presencia de hifas en superficie y asociado a
granos de polen

En este tiempo (24 hs después de la inoculacion) hay cierta diferencia
entre las flores muestreadas, una de ellas (florl) mayor desarrollo de micelio, pero
siempre solo en la superficie, lo cual podria estar ligado a las condiciones ambientales

posteriores a la inoculacion.

OVARIO

No se detecto presencia del patogeno.

ANTERAS:
En este tiempo el desarrollo de micelio es mayor en una de las flores (flor

1) y se pone mas en evidencia en esta pieza floral.

El crecimiento fue escaso detectandose presencia del patogeno en ambas superficies y
siempre ligada a la presencia de granos de polen. Sin embargo la flor antes mencionada
(flor 1) presenta mayor proliferacion del micelio en las dos superficies de las anteras, a

veces asociado con polen. En promedio se observa crecimiento en superficie hasta el

cuarto superior (1/4) .

FILAMENTOS DE LOS ESTAMBRES

Las flores con menor proliferacion carecen de micelio sobre y dentro de

los filamentos.
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TIEMPO 2:

COROLA

La proliferacion de micelio es considerablemente mayor a la observada en
el tiempo anterior Sin embargo no ha habido penetracion en los tejidos de la corola.

En la superficie externa el micelio es muy escaso, en algunos de estos
sitios esta asociado a granos de polen, llegando a observarse hasta el cuarto superior de
esta pieza.

En la superficie interna el crecimiento del micelio es muy importante. Lo
que se ha podido observar es que el desarrollo se da fundamentalmente casi hasta la zona
media de la corola El micelio se adhiere a la superficie sin llegar a entrar en los tejidos.
A veces puede observarse desorganizacion de los mismos asociada a dicha proliferacion.
También en este caso hay cierto colapso en las células epidérmicas con coloracion rojiza

en las paredes de las mismas.

PAPUS
En este tiempo no se observo desarrollo del micelio en ninguna de sus

superficies ni en el interior de los tejidos.

ESTIGMA:

El desarrollo se da solo en la superficie, no se detecto la invasion de los
tejidos. El micelio crece en forma muy abundante entre las papilas del estigma Es
interesante destacar que los tejidos se colorean de rojizo en las flores atacadas (como ya
se menciond). En ciertas zonas del estigma se ha observado que las papilas estan
colapsadas y coloreadas de rojo. Esta coloracion se observa en el estigma por zonas,
aparentemente como reaccion frente al patogeno. Esta no se presenta en las flores sin

ataque (testigo) y se observa en todas las flores inoculadas

ESTILO:

El desarrollo de micelio a lo largo del estilo se da fundamentalmente en la
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superficie. Hay proliferacion hasta el tercio superior de esta pieza. En muchos casos
ligado a la presencia de polen.

En algunos sectores del estilo se puede observar el colapso de los tejidos,
en estos casos no puede determinarse con certeza si hay micelio en el interior Este
colapso es especialmente mas intenso en una de las flores En las zonas del estilo que no
presentan dicho colapso, puede asegurarse que no hay desarrollo de micelio dentro de

los tejidos

OVARIO

No se observo desarrollo de micelio ni en la superficie ni en el interior

ANTERAS

La proliferacion del micelio del patogeno es muy importante en esta pieza
floral, es considerablemente mayor a la observada en el tiempo anterior Hay profuso
desarrollo en torno a los granos de polen, tanto dentro del tubo formado por las anteras
como fuera de €l.

En la superficie externa es muy importante el desarrollo de hifas;, en
especial en la zona del conectivo, ademas en presencia de hifas se observa la rotura de la
epidermis y del tejido parenquimatico junto con la desorganizacion de las células Las
hifas se mantienen adheridas a la superficie, y la entrada se produce a través de las
cuticula e intercelularmente. A veces puede verse la separacion de la cuticula del resto
del tejido relacionada con la presencia del patogeno que crece entre la cuticula y la
epidermis.

Superficie interna: también el desarrollo es muy importante; pero alcanza
una densidad menor que en la superficie externa.

Interior: muchas veces puede observarse el tejido del conectivo roto en

presencia de hifas sobre la superficie, pero no puede asegurarse que haya penetracion en
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este caso. También es posible observar la presencia de micelio intracelular en el interior
de la epidermis en el cuarto superior de esta pieza.

La entrada de las hifas se produce a través de la cuticula como fue citado
en la bibliografia (Abawi et al, 1975, Boyle, 1921, Lumsden & Dow, 1973 Purdy, 1958);
a veces se observa el desprendimiento de la misma con micelio dispuesto entre ella y el
tejido
Generalmente el ingreso se da en el espacio intercelular para luego ingresar dentro de las

células en algunos casos, permaneciendo intercelularmente otras veces.

FILAMENTOS DE LOS ESTAMBRES:

No hay desarrollo de micelio .

TIEMPO 3

COROLA:

En este tiempo el ataque en esta pieza floral es notablemente mas
importante que en los anteriores.

En la superficie externa hay importante desarrollo de micelio; muchas
veces en presencia de granos de polen. Hay desarrollo de micelio aproximadamente hasta
la cuarta parte de esta pieza, en forma discontinua.

En la superficie interna: la proliferacion del micelio del patogeno es mayor
a la observada en la superficie externa. El desarrollo se produce en forma continua, sobre
toda la superficie. A veces relacionados con la presencia de granos de polen; pero esta
asociacion no es tan importante como en los primeros tiempos. El avance se da hasta la
mitad de la superficie interna de la corola.

Hay desarrollo de micelio en el interior de los tejidos, dentro. Si bien en
las distintas flores muestreadas el ingreso de las hifas es en diferentes zonas de la corola,
su desarrollo alcanza aproximadamente un tercio del largo total, pero no se observa en

forma continua en toda la pieza floral

En los cortes de las flores de esta variedad es comun reconocer la
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coloracion rojiza (coloracion con safranina) en los tejidos de la corola, esta coloracion no
es continua, ciertas zonas de la corola se ven en color celeste (fast green). La coloracion
rojiza puede relacionarse con la presencia de hifas. De hecho en algunos cortes solo se ve
dicha coloracion en las paredes de las células y también un deposito rojizo, cuando hay
micelio y no cuando éste no se presenta

En otros cortes se ve la coloracion mencionada en ausencia de micelio,
dentro de los tejidos, €éstos se encuentran en superficie o se trata de zonas cercanas a
aquellas invadidas por el patogeno. Ademas de esta coloracion la corola presenta muchas
veces las células colapsadas o deshidratadas y tiene un espesor menor al que presentan

las flores testigo, y una marcada desorganizacion de los tejidos (Fig. 1 3 By C)

PAPUS:
Parte de las flores no conservan esta pieza, pero en ninguno de los casos

pudo observarse presencia de hifas.

ESTIGMA
La proliferacion del micelio es muy importante. Hay desarrollo tanto en
superficie como en el interior de los tejidos , inclusive puede observarse dentro del canal
estigmatico (Fig. 1.4 D).
El crecimiento de micelio se produce entre las células. Estas hifas son mas
gruesas a las observadas en tiempos anteriores y a aquellas que se desarrollan fuera de
los tejidos. Las células del estigma presentan una coloracion rosada intensa a rojiza (Fig.

14 C).

ESTILO:

En todos los casos hay desarrollo de micelio a lo largo de la superficie del
estilo, abarcando 1/2 de la longitud total. Dos de las flores presentan crecimiento dentro
de los tejidos, en estos casos se ve micelio dentro del tercio superior. Hay colapso en los
tejidos hasta la mitad de esta pieza. Inclusive en una de las flores se observa por debajo

de la zona con mayor colapso que el estilo se ve asimétrico, probablemente debido a la
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Fig. 1.2 A-C Fotomicrografia de ramas estigmaticas en CT
de la V HA 302 (VT) ¢/ MO: A, testigo en tl. B, tI
presencia de hifas en superficie, colapso celular. C, tl
importante colapso y oscurecimiento del tejido estigmatico
que se colorea con safranina (rojo), presencia de micelio en
superficie h: hifa; p:polen. Esc. 60 pm
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presencia de micelio, contrariamente a lo observado en las flores testigo. La zona con
ataque del patogeno presenta sus células mas colapsadas y oscurecidas

En ciertas zonas del estilo no puede determinarse si hay hifas presentes
debido al colapso de sus tejidos y el oscurecimiento del contenido celular que
nuevamente se colorea en rojo, esta reaccion se puede observar aproximadamente hasta

la mitad del estilo.

OVARIO:

El avance del patogeno no alcanza en este tiempo los tejidos de esta

pieza.

ANTERAS:

El desarrollo de micelio abarca tanto la superficie interna como externa y
el crecimiento dentro de los tejidos en forma continua a lo largo de las paredes de
las anteras. Siendo mucho mas denso y abundante en la zona del conectivo. A
veces éste se ve notablemente desorganizado. El desarrollo en el interior abarca

toda la longitud de las anteras.

FILAMENTOS DE LOS ESTAMBRES:

Hay proliferacion de micelio hasta casi la mitad del largo total de los
filamentos en la superficie y también se puede observar dentro de los tejidos. Hay hifas
dentro de la epidermis y del tejido parenquimatico. No siempre puede verse en el tejido
vascular; pero a veces la zona ocupada por este tejido se observa vacia y con presencia

de hifas.
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Fig. 1.3 A-C Fotomicrografia de la corola de la V HA 302
(VT) en CT ¢/ MO: A, tl se observa el oscurecimiento y
ligero colapso en las células de la superficie en presencia de
hifas. B-C, t3 notable colapso y oscurecimiento del tejido
que toma con safranina (rojo): B, presencia de hifas en
superficie C, presencia de hifas en superficie y en células
epidérmicas con menor colapso que las restantes (flecha)
h: hifa. Esc: 60 um
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1.42 VARIEDAD HA 89:
TIEMPO 1

COROLA

Hay proliferacion de micelio en ambas superficies, pero no dentro de los
tejidos de la corola, en promedio abarca hasta el % superior.

En la superficie externa hay desarrollo de micelio pero es relativamente
escaso, muchas veces se encuentra asociado con granos de polen y se presenta dentro del
cuarto superior. Se detectan escasas esporas del patogeno.

En la superficie interna: el crecimiento del patogeno es mayor que en la
superficie externa, es decir presenta desarrollo mas denso. En algunos casos se ha visto
el ligero colapso de las papilas epidérmicas tal como fue descripto por Sedun y Brown

(1987).

PAPUS:

No se detecto micelio ni esporas del patogeno.

ESTIGMA.
Hay proliferacion de las hifas del patogeno solo sobre la superficie. Estas
se disponen entre las papilas y sobre los granos de polen que se encuentran en la

superficie

ESTILO:
El desarrollo de micelio es muy escaso, solamente se ha visto en presencia
de granos de polen y sobre la superficie. No se observo crecimiento dentro de los tejidos.
A diferencia de lo observado en la otra variedad no se ha visto ni colapso ni coloracion

rojiza en los tejidos. Hay desarrollo hasta el cuarto superior de esta pieza.

OVARIO:

No hay desarrollo de micelio.
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ANTERAS

Hay una marcada proliferacion de micelio asociado con la presencia de
granos de polen que se encuentran tanto dentro del tubo formado por las anteras como
fuera de €l, siendo mayor en el interior, tal vez relacionado con el hecho de presentar
mayor cantidad de polen El desarrollo mas denso se observa en el primer cuarto de esta
pieza, pero alcanza la mitad de la superficie de las anteras

En la superficie exterior: el desarrollo es mas abundante en el cuarto
superior, pero alcanza hasta la mitad de la corola, siendo menos denso en esta zona de
las anteras.

En la superficie interior: la proliferacion es mayor a la observada en el
exterior y esta intimamente ligado con la presencia de granos de polen. A diferencia de lo
observado en la superficie externa, aqui el crecimiento es continuo.y en forma mas densa
y homogeénea, abarcando la mitad del largo total.

En ninguna de las flores observadas se ha producido la penetracion de los

tejidos de las anteras.

FILAMENTOS DE LOS ESTAMBRES:

No se ha producido suficiente proliferacion de micelio como para alcanzar

a desarrollarse en esta region.

TIEMPO 2

COROLA
El desarrollo de micelio se produce en ambas superficies y también se ha
visto la proliferacion dentro de los tejidos.
El desarrollo en la superficie exterior no es mucho mayor en cuanto a la
porcion de la corola abarcada por el micelio al observado en el tl. Se observo
crecimiento hasta la porcion superior.. En este caso el desarrollo es mucho mas denso y

en muchos casos se encuentra asociado a la presencia de polen.



Fig. 1.4 A-D Fotomicrografia ¢/ MO: A, vista longitudinal de rama estigmatica en la
V HA 302 (VT) en tl, con incipiente desarrollo del patogeno. B, detalle. C, CL de
rama estigmatica de v HA 302 (VT) enn t3. Desarrollo de hifas (flecha) en su interior
con coloracion rosada en los tejidos del estigma y del micelio. D, CL de rama
estigmatica de V HA 302 (VT) en t3. Micelio en superficie y en el interior de los
tejidos, se puede observar hifa atravesando el canal estigmatico. La misma se colorea
rosada, el tejido del estigma se colorea de rojo (safranina). h: hifa; p: polen. Esc
60um
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En cuanto a la superficie interior el crecimiento es mayor al observado en
el tiempo 1, encontrandose desarrollo abundante de micelio, alcanzando 2/3 de su
longitud, sin embargo el crecimiento sobre esta superficie no es continuo.

En una de las flores muestreadas puede observarse el desarrollo de micelio dentro
de los tejidos, en este caso es muy escaso y provoca la rotura de las células. Ademas en
las células que rodean la zona atacada hay una ligera coloracion rojiza-violacea, a

diferencia del resto que se colorea de celeste.

PAPUS:

No se detecto presencia del patogeno.

ESTIGMA:

El desarrollo de micelio se observa solo sobre la superficie y en muchos
casos también en presencia de granos de polen. Se observaron algunas células coloreadas
de rojo , pero ésta coloracion no es generalizada, se observa fundamentalmente en las
células que rodean el canal estigmatico. En algunos casos puede observarse cierto
colapso en las papilas, pero en éstos casos , a diferrencia de la V HA 302, se colorean de

color celeste.

ESTILO:

El crecimiento de micelio alcanza las 2/3 partes en la superficie. En dos de
las flores puede observarse el colapso en los tejidos en la porcion superior del estilo, por
debajo de la zona con colapso se puede observar la invasion de los tejidos. En estos
casos no hay colapso marcado de los tejidos sino que es escaso y no homogéneo, de
modo que queda clara la presencia de hifas dentro de los tejidos, solo en las porciones no

colapsadas. La proliferacion alcanza a la mitad de esta pieza.

OVARIO:

No hay desarrollo de micelio en esta pieza floral.
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ANTERAS:

El desarrollo de micelio es muy marcado, encontrandose invasion de los

tejidos.

Superficie externa: hay abundante micelio sobre todo entre los granos de
polen y a lo largo de toda la superficie El desarrollo es mayor fundamentalmente sobre
la zona del conectivo, encontrandose hifas asociadas con la desorganizacion de esta zona
de las anteras. El crecimiento alcanza hasta las % partes de su longitud.

Superficie interna: también hay abundante desarrollo de hifas del patogeno
, sin embargo la superficie abarcada es menor a la observada en la superficie externa y no
se da en forma continua.

Dentro de los tejidos como se menciono anteriormente hay desarrollo de
micelio. Este se produce abarcando el cuarto superior, en este caso abarca la epidermis
de las anteras (Fig. 1.1 A) y en una de las flores también hay invasion de los restos del
endotecio. También crece dentro de la epidermis en la zona del conectivo y en algunas

porciones este tejido se encuentra roto en presencia de micelio.

FILAMENTOS DE LOS ESTAMBRES:

Se observa el desarrollo en superficie solamente y en una de las flores en

el interior alcanzando el 1/3 superior.

TIEMPO 3:

COROLA:

El desarrollo de micelio del patogeno es muy profuso. Si bien puede
observarse su presencia en superficie, el desarrollo en el interior de esta pieza floral es

muy importante.
Superficie externa: el desarrollo de hifas del patogeno se observa casi en

la mitad superior de esta pieza en forma continua, por debajo de ellas se observa

escasamente.
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Fig. 1.5 A-D Fotomicrografia ¢/ MO: A, CT de estilo de la V HA 89 (VS) en t3
(testigo). B, CT de corola y estilo de V HA 89 (VS). Desarrollo profuso de micelio
con oscurecimiento y colapso principalmente en la zona central y degradacion del
tejido. C, detalle. D, CT de estilo en su parte media de V HA 89 (VS) notablemente
invadido por micelio sobre todo en el tejido periférico. Colapso y oscurecimiento en la
zona central. e: estilo; ¢: corola, h: hifa; m: micelio. Flecha: indico presencia de hifa.
Esc.. 60um
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Superficie interna. el desarrollo es mayor que en la externa , abarcando
casi la totalidad de su longitud y en forma continua.

En el interior el desarrollo es muy importante, encontrandose crecimiento
sobre todo entre las células y posiblemente dentro de ellas, alcanzando mas de las %
partes Estas hifas se caracterizan por poseer mayor diametro y con el contenido
citoplasmatico mas denso que las que crecen en superficie. Puede llegar a observarse el
colapso de algunas células; pero que se colorean con fast green (celeste) y si bien puede
verse algo de coloracion rojiza o bien algo violacea asociada con algunas hifas, ésta es
escasa, no presenta mayores diferencias con respecto a la planta testigo, ya que
mayormente la coloracion de los mismos es celeste ( Fig. 1.6 B). Es interesante notar la
presencia de cristales de tipo drusas. También asociada con ellos se observan hifas (Fig.
1.6 D).

En algunos de los cortes se observd que en presencia de hifas en
superficie hay colapso de las papilas y coloracion oscura en los tejidos adyacentes.

Hay invasion de los tejidos parenquimaticos (Fig 1.6 C y E), pero
también abarcando el tejido vascular, en ciertos sectores, donde ademas se pueden

observar los cristales antes mencionados.

ESTIGMA.

El crecimiento de micelio es abundante en la superficie y también hay
desarrollo dentro de los tejidos; en este caso también como en la VT puede observarse el
colapso de algunos de los sectorse de esta pieza con el oscurecimiento del contenido
celular. También se observa presencia de cristales, pero en mucha menor proporcion que

en corola.

ESTILO:

En la porcion superior se detecta el colapso de los tejidos abarcando la
mitad superior, este es suficientemente importante y no se puede determinar si hay o no
hifas en su interior, por debajo de esta porcion el tejido presenta menor grado de colapso

y se ve la presencia de micelio en su interior, no asi en ciertos sectores donde el colapso



es mayor. El crecimiento de micelio alcanza practicamente todo el estilo (Fig. 1.5 B-D),
llegando hasta la zona de insersion con el ovario en una de ellas. Ademas a veces puede

verse obstruccion de los elementos de vaso del xilema, que se colorea de rojo.

OVARIO
Se observa el crecimiento de micelio en la porcion superior del ovario de

una de las flores observadas, abarcando aproximadamente 1/8 de su longitud total.

ANTERAS:
El desarrollo de micelio es muy abundante, tanto en la superficie como en
el interior de las células de la epidermis, como en el endotecio y conectivo, abarcando
toda la longitud de esta pieza floral (Fig. 1.1 B). También puede observarse presencia de

critales en el interior de los tejidos, como los observados en las otras piezas florales.

FILAMENTOS DE LOS ESTAMBRES
También se observa abundante micelio tanto en superficie como en el
interior, abarcando la totalidad de los mismos en 2 de ellas. La 3° no presenta desarrollo
en la mitad inferior de esta pieza a veces se observa el colapso de los tejidos pero en
forma discontinua y sin cambio en la coloracion con respecto a las flores testigo.

También hay cristales, pero en menor proporcion.

Las observaciones se resumen en la tabla 1.2.

En el primer tiempo de muestreo, si bien hay poco desarrollo de micelio, éste esta
intimammente ligado a los granos de polen. En la corola la coloracion rojiza en presencia
de hifas, solo puede ser observada en la VT. De la misma manera si bien el crecimiento
en pistilo es sobre la superficie, en una de las flores de VT se detecta el colapso de las
células y la tincion roja ya mencionada. En cuanto a las anteras hay un desarrollo
semejante en las dos variedades, estando el mismo muy asociado con la presencia de
granos de polen

En cuanto al segundo tiempo de muestreo en la corola la superficie abarcada por

el micelio es mayor en la VS, donde ademas se produce el ingreso dentro de los tejidos,
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solo en la periferia de la zona atacada hay algo de coloracion rojiza. En cuanto al estigma

hay colapso de las papilas con coloracion celeste en la VS y rojiza en la VT, en el estilo

el colapso es notable en la VT, sin embargo también puede presentarse en la VS, pero

abarcando un sector mas pequefio y con mucha menor magnitud de modo que inclusive

permite detectar micelio en el interior de los tejidos. En las anteras el desarrollo es

notablemente mayor en el segundo tiempo que en el primero en las dos variedades; pero

superior en la VS, hay a veces roturas de los tejidos relacionadas con la presencia de

hifas en superficie, pero hay escaso desarrollo intratisular, encontrandose sobre todo en

la epidermis.
Variedad HA 302 Variedad HA 89
tl 2 13 tl 2 t3
Corola Escaso, solo | Crecimiento | Crecimiento | Escaso, s6lo | Crecimiento | Desarrollo
en superficie. solo en hasta % en | en superficie, | en superficie | hasta la Yz en
Asociacion superficie. superficie y enel Y dentro del ¥4 | la superficie
con granos de | Superficie | 1/3 dentro de | superior. Con | superior, pero | externay %
polen. interna 1/2 los tejidos. desarrollo | en forma mas | partesen la
Coloracion superior. mayor en el | densa que en superficie
rojizaen las | Superficie interior. tl. Desarrollo | internay en
celulasen | externa hasta en el interior | el interior.
presencia de | el % superior. hasta el 2/3 Colapso
hifas superior. menor y con
coloraciéon
celeste.
Estigma Desarrollo en Solo en Desarrollo en | Desarrollo en | Crecimiento | Desarrollo en
superficie y superficie. superficiey | superficie y solo en superficie e
asociada con Hay en el interior | asociado con | superficie, | interior. Algo
polen. coloracion | de los tejidos. | granos de hay colapso de
rojiza con Coloracion polen. en las oscurecimient
cierto colapso rojiza. papilas. con |en las paredes
de las coloracion | de las células
papilas celeste y presencia
de cristales.
Estilo Crecimiento | Desarrollo en | Desarrollo | Crecimiento | Crecimiento | Colapso hasta
en superficie | la 1/3 parte hastala 'z | en superficie, | en superficie la 172,.
en la ¥ parte | en superficie. | superior y hasta el % |abarcando 2/3| Desarrollo
superior, Colapso en | también enel | superior. No de su dentro de los
muchas veces | ciertas zonas. | interior (1/3). | se ve colapso | longitud. Dos tejidos
con polen. | Crecimiento | Colapso en la | ni coloracion | de las flores abarcando
mas denso en | Y2 superior. rojiza. con practicamente
una de las penetracion. | todo el estilo.
flores. Desarrollo
hasta la mitad
de la pieza.




Ovario - - E B - Sélo en el
interior en
una de las

flores (1/8 de
su longitud)

Papus - - - B - -

Anteras Solo en Abundante Totalmente | Desarrollo en | Desarrollo en | Abundante

superficie en | desarrollo. atacadas. ambas ambas desarrollo
el Yasupenior. | masen la Crecimiento | superficies. superficies lanlo en
superficie | en el interior | mayor en la | siendo mayor | superficie
exterior. yen interna. en la externa. | como en el
Conectivo superficie. | Asociado con | En el interior | interior a lo
roto asociado granos de el largo de toda
con hifas. polen. Abarca | crecimiento | su longitud
Desarrollo de el Y superior no es
hifas en la en forma continuo.
epidermis mas densa, | Abundante en
dentro del % llegando la zona del
superior. hasta la mitad | conectivo..
de ella Desarrollo en
superficie
(3/4 partes) y
en el interior
(1/4)
Filamento - - Crecimiento - Desarrolloen | Desarrollo
en superficie superficie. en | tanto fuera
venecl una dc las | como dentro
interior flores hay | alolargo de
alcanzando desarrollo en toda su
hasta la mitad el interior longitud.
de las pieza. dentro del 1/3 | excepto una
superior. de las flores
que no tiene
desarrollo en
la mitad
inferior.

Tabla 1.2. Desarrollo del micelio del patogeno en las piezas florales para las dos variedades v en los tres

tiempos.

En el tercer tiempo ambas variedades tienen considerable desarrollo de micelio. En la

corola el crecimiento en ambas superficies es mayor en la VS y en ella también hay

mayor desarrollo dentro de los tejidos ya que abarca % partes de su longitud total. En la

VS también se observa la formacion de cristales en las flores atacadas que no se ve en la

VT, donde la corola se caracteriza por colorearse de rojo en su mayor parte, incluso muy

intenso en ciertas zonas y presenta un marcado colapso y necrosis de sus tejidos. En

estilo hay desarrollo del patogeno en las dos variedades y también colapso de los tejidos,

pero que es mayor en la VT en la que la porcion de tejido atacada es menor a la de la

VS. En ella si bien se produce algo de colapso de los tejidos éste abarca solo la parte
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superior y el patoégeno se desarrolla por debajo de ella.

1

I Analisis de componentes principales J
‘ C2vsC3
|

Cc3

Grif. 1.1- Distribucion de las muestras analizadas en el espacio de los
componentes C2 y C3.

1.5 ANALISIS ESTADISTICO:

En el analisis de componentes principales (ACP), los primeros 5 componentes
derivados del analisis afactuado sobre la matriz de presencia-ausencia del patogeno (48
variables x 18 muestras) explicaron el 79.10 % de la variacion entre las muestras en
relacion a la presencia-ausencia en los diferentes sitios observados (variables). Las
contribuciones de los espacios puede observarse en la Tabla 1.3.

El componente 1 muestra la segregacion de 9 muestras, 5 de ellas corresponden
al t3 (3 de la variedad tolerante y 2 de la susceptible), 3 muestras de t2 (2 de la variedad
tolerante y 1 de la susceptible) y 1 muestra de tl tolerante; estas muestras estan
localizadas sobre el extremo positivo del componente 1 y se caracterizan por la presencia
del patogeno en: Est 1° ext, A3° int, A 4° ext, A 4° int.

El componente 2 muestra la segregacion de 7 muestras, 5 de ellas corresponden
al t3 (3 de la variedad susceptible y 2 de la tolerante), 2 de t1. Estas muestras estan
ubicadas en el extremo positivo del componente 2 y estan caracterizadas por la presencia
del patogeno dentro de los tejidos de distintos sectores de la corola (C 1° d, C2° d, C3°
d, C 4° d) A 2° d y Est. int. En el extremo negativo de este componente se ubican 10
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Grif. 1.2- Distribucion de las muestras analizadas en el espacio de los
componentes C1 y C3

muestras correspondientes a t1 y t2 de las 2 variedades. Estos tiempos se caracterizan
por la ausencia del patogeno dentro de los tejidos de la corola.

El componente 3 (Graf. 1.1 y 1.2) segrega claramente dos muestras del t3 de la
HA 89 (VS). Dichas muestras se ubican en el extremo positivo del componente y estan
caracterizadas por la presencia del patogeno en: estilo 2° interior, filamento 2° exterior,
filamento 2° interior, estilo 5° interior y ovario interior. De manera que, tal como se
describio las principales diferencias en el comportamiento de las variedades se observan
en el t3, en donde el avance del patogeno es notablemente mayor en VS, llegando a
colonizar las porciones inferiores de los filamentos y del estilo (también de la corola

aunque esta no tiene tanto aporte como las porciones mencionadas en este componente).

69



Fig. 1.6 A-E Fotomicrografia ¢/ MO: A, CT de corola de testigo en t3. B, CT de corola de V HA 89 (VS)
con ligero colapso y desarrollo de hifas en su interior. C, CT de corola de V HA 89 (VS) con abundante
crecimiento de hifas en su interior y degradacion del tajido. D, CT de corola de V HA 89 (VS) con
desarrollo profuso de micelio en su interior. Hay ligero colapso celular y presencia de cristales. E, CT de
corola de V HA 89 (VS) con abundante desarrolio de micelio y degradacion de los tajidos. En todos los
casos los tejidos y el micelio se colorean con fast green (tonos azules). h: hifa; p: polen; c: cristales. m
micelio. Esc: 60um
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Vanable Componente | | Componente 2 | Componente 3 | Componente 4 | Componente 5
Est ext 0436 0.152 0.093 0.157 0.718
Est int 0373 0727 0393 0236 0.097
Est 1° ext 0904 0139 0072 0224 <0152
Est 1°1nt 0 480 0610 0012 -0 206 0 166
Est 2° ext 0.760 0015 0274 0410 0070
Est 2° int 0216 0132 0.945 0030 0.089
Est 3° ext 0 489 0231 0.343 0.583 0220
Est 3°int 0.357 0213 0.702 0.137 0.446
Est 4° ext 0251 0421 0.690 0.250 -0 004
Est 4° int 0.206 0.254 0161 0915 0.046
Est 5° int 0.029 0.225 0716 0.329 0.063
Ov 1nt 0029 0225 0716 0329 0 063
A 1°ext 0.250 0.101 0173 0.711 0.207
Al°d 0.532 0.500 0.229 0.432 0242
Al°int 0449 0.236 0.027 0.228 0.697
A 2°ext 0.460 0 288 0.121 0314 0622
A2°d 0.503 0.720 0.293 0.141 0.182
A 2°int 0.773 0.032 0.259 0.061 0 142
A 3°%ext 0625 0.109 0.006 0.170 0.567
A3i°d 0.649 0.252 0.054 0.187 0.585
A3°int 0.904 0.139 0072 0.224. 0.152
A 4°ext 0.823 0154 0.031 0.273 0.195
Ad°d 0.649 0 585 0.252 0.054 0.187
A 47 int 0.823 0.154 0.031 0.273 0.195
Fil 1% ext 0.774 0.448 0.227 £.010 0.034
Fil 1° int 0.503 0.720 0.293 0.141 0.182
Fil 2° ext 0216 0.132 0.030 0.089 0.945
Fil 2° int 0.132 0945 0.030 0.089 0.216
C 1°ext 0.098 0659 -0.143 0.211 0.098
Ccl1°d 0.129 0810 0.199 0.256 -0.080
C 1°int 029 0.643 0.232 =) 009 0402
C 2° ext -0.004 -0.125 0.521 0.235 0.456
c2°d 0.129 0.810 0.199 0.256 -0.080
C 2°int 0.766 0.370 0.221 -0.061 -0.088
C 3%ext 0.242 0.670 0.377 0.132 0.265
C.3%d 0.104 0413 0.003 0.222 0.808
C 3°int 0.739 0.384 0.131 - 108 0.073
C 4° ext -0.153 0.460 0.367 0.0384 0.292
Cc4°d 0.373 0.727 0.393 0.236 0.097
C 4°int 0.430 0.645 0.270 0214 -0.039
C 5° ext 0.196 0297 -() 282 0251 -0 291
Cs°d 0.206 0.254 0.161 0915 0.046
C5° int 0.357 0213 0.446 0.702 0.137
%VC 10.249 9.002 6.255 5243 3267

Tabla 1.3. Aporte de las variables para cada uno de los componentes v el porcentaje de la varianza (%V)
que explica cada uno de ellos
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PARTE I1
OBTENCION DE CEPAS FUNGICAS AISLADAS A PARTIR DE ANTOSFERA

SELECION DE ANTAGONISTAS.

2 1 Identificacion de las cepas y determinacion de sus frecuencias

Las unicas especies presentes en las dos variedades son: a) Alternaria alternata
cuya frecuencia en variedades susceptibles (VS) y en variedades tolerantes (VT) es
significativamente diferente siendo 2,86 y 7,71 respectivamente. En variedades
susceptibles se ha encontrado en anteras y también en estigma de solo una de ellas,
mientras que en variedades tolerantes se hallo en papus, corola (C1), estigma, antera y
ovario y b) Cladosporium cladosporioides también tiene frecuencias muy diferentes
siendo tres veces mayor en VS, donde tiene 18,57%, contra 6,17% en VT. En variedades
susceptibles tanto como en variedades tolerantes fue aislado desde todas las piezas
florales. En la tabla 2.1 se detallan las especies fungicas aisladas a partir de las variedades
susceptibles y tolerantes con sus respectivas frecuencias totales.

El numero de especies fungicas obtenidas en VS es de solo 10 y
corresponden a 42 cepas aisladas a partir de 140 trozos de piezas totales sembradas. En
variedades tolerantes se han obtenido 118 cepas pertenecientes a 29 especies fungicas, y
que han sido aisladas a partir de un total de 350 trozos de piezas sembrados. Con lo que
el nimero de cepas obtenidas por pieza floral corresponde a 0.30 cepas/ trozo en VS y
034 cepas/ trozo en VI. De modo que tanto el grado de colonizacion como la
variabilidad especifica (23.8 en VS y 24 5 en VT) es similar en VT y VS,

Las especies como: C. cucumerinum, levadura MC, Penicillium sp 1y
Penicillium sp 2 constituyen pobladores exclusivos de VS con frecuencias muy bajas:
0,71%, en todos los casos, por otro lado la levadura MC, Penicillium sp 1 solo fue
encontrado en la variedad HA 300, mientras que Penicillium sp 2 y C. cucumerinum fue

encontrado solo en la variedad Z 20028
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Variedades Susceptibles Variedades Tolerantes

Especie fungica ;Ao 720028 | Total | Z alzu Z20018 | Z30629 | HA302 | Total
Altermana. alternata 143 429 286 4.76 5.71 12.38 6.67 7.71
Altermana cherranti 0 0 0 0 0 0 095 0.29
Altemana citn 0 429 214 286 0 6.67 476 429
Altermana. clamydospora 0 0 0 1.9 0 571 0.95 2.57
Alternaria. radicini 0 0 0 0 0 0.95 0 029
Alternaria raphani 0 286 143 0 2.86 0.95 0.95 0.86
Cladosporium cladosporioides 17.14 | 2143 | 1857 571 571 4.76 9.52 6.57
Cladosporium. cucumerinum 0 143 0.71 0 0 0 0 0

Cladosporium sphaerospermun 0 0 0 0.95 0 0 0 0.29
Dreschlera indica 0 0 0 0 0 0 0.95 0.29
Epicoccum purpurascens 2.86 0 1.43 0 0 5.7 0 1.71
Fusarium graminearum 0 0 0 4.76 0 3.81 0.95 2.57
Fusarium. nivale 0 0 0 0 8.57 0 0 0.86
Fusarium sambucinum 0 143 0.71 0.95 0 2.86 0 1.14
Indeterminada I 0 0 0 0 0 0 0.95 029
Indeterminada II 0 0 0 0 0 0 0.95 0.29
Indeterminada [T 0 0 0 0 0 0.95 0 0.29
Levadura AB 0 0 0 0 0 095 0 0.29
Levadura AC 0 0 0 0 0 0 0.95 0.29
Levadura ACIl 0 0 0 0 0 0.95 0 0.29
Levadura AM 0 0 0 0 0 0 0.95 0.29
Levadura C 0 0 0 0.95 0 0 0 0.29
Levadura M 0 0 0 0 0 0 0.95 0.29
Levadura MC 1.43 0 0.71 0 0 0 0 0

Penicillium sp | 1.43 0 0.71 0 0 0 0 0

Penicillium sp 2 0 1.43 0.71 0 0 0 0 0

Penicillium sp 3 0 0 0 0.95 0 0 0 0.29
Penicillium sp 4 0 0 0 0.95 0 0 0 0.29
Penicillium sp 5 0 0 0 0.95 0 0 0 0.29
Penicillium sp 6 0 0 0 0.95 0 0 0 0.29
Penicillium sp 7 0 0 0 0.95 0 0 0 029
Penicillium sp 8 0 0 0 0 0 0 0.95 0.29
Phoma glomerata 0 0 0 0.95 0 0 0 0.29

TABLA 2.1- Frecuencias totales de las especies fungicas aisladas por el método de lavado de la
“antosfera”



Fueron encontradas como especies exclusivas de VT A. cheiranti, A.
clamydospora, A. radicini, C. sphaerospermun, D. indica, F. graminearum, F. nivale,
P. glomerata, varias especies de levaduras y 3 especies pertenecientes a especies
indeterminadas = Entre ellos las mayores frecuencias las presentan: A. clamydospora y F.
graminearum con frecuencias del 2,57% Ambas especies encontradas en todas las VT
con excepcion de la variedad Z 20028

Dentro de las VS solo A. alternata y C. cladosporioides fueron aislados en
ambas variedades Las restantes especies fueron aisladas solo de una de ellas.

Dentro de las VT A. citri, A. clamydospora, A. raphani y F. graminearum se

encontraron en tres de ellas.

Por otra parte la mayoria las especies de Penicillium fueron aisladas de la V Z
AV84-10 y a partir de todas las piezas florales con excepcion de la corola (C1) y de

nectario mientras que Penicillium sp 8 obtenido a partir de antera de V HA 302.

La mayoria de las especies de levaduras y de Penicillium sp provienen de VT. Se
obtuvieron 6 especies de levaduras en VT y 1 de VS y de Penicillium se aislaron 6
especies de VT y 2 de VS obtenidas desde las diferentes variedades. Las especies de
levaduras se encuentran en 1,71 % en VS y 1,74 % en VT Penicillium sp se encontro

con una frecuencia de 1.74% en VT y en VS de 1.42%.
22 FRECUENCIA DE LAS ESPECIES FUNGICAS DISCRIMINADA POR
VARIEDAD Y POR PIEZA FLORAL.
221 VARIEDADES SUSCEPTIBLES (VS):
En la variedad HA 300 se encontraron un total de 17 cepas de hongos

pertenecientes a 5 especies, mencionadas en la tabla 2 2.

La especie mas frecuente fue C. cladosporioides con un 17.14% superando
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enormemente a las restantes. Este hongo ha sido aislado a partir de todas las piezas
florales muestreadas, encontrandose mas frecuentemente en antera (30%), en estigma

(20%) y en palea (20%)

% de
Especie fungica P Pap. |C1 (C2 |E A o N Total | antagonistas
A. alternata 0 0 0 0 0 10 0 0 143 0

C. cladosporioides | 20 10 10 10 |20 |30 10 10 17.1 3333
E. purpurascens 0 0 0 0 20 |0 0 0 2.86 100

Penicillium sp 1 0 0 0 0 10 |0 0 0 1.43 0
Levadura MC 0 0 0 0 0 0 10 (0 143 |0
Microorg. totales 20 10 |10 (10 |50 (40 |20 |10 35.29

Tabla 2.2: frecuencias de las especies fungicas aisladas a partir de la variedad HA 300 (VS). en las
distintas piezas florales y el porcentaje de cepas antagonistas de cada una de ellas. P: palea. Pap: papus
C1 y C2: corola. A: antera. O: ovario. N: nectario.

Por otra parte, con respecto a las piezas florales el estigma de esta variedad es la
que presenta mayor frecuencia de microorganismos, con un 50% de presencia y es

seguida por la antera con un 40%.

% de
Especie fungica P Pap. 1€1 |€2 |E A O N Total | antagonistas
A. alternata 10 (0 0 0 10 10 |0 0 4.29 [66.67
A citri 0 0 20 |0 0 10 |0 0 429 166.67
A. raphani 10 10 |0 0 0 0 0 0 2.86 |50
C. cladosporioides |10 |20 (30 |0 30 (30 10 20 |21.4 |6.67
C. cucumerinum 0 0 10 (0 0 0 0 0 143 (0
F. sambucinum 0 0 0 0 0 10 0 0 1.43 [ 100
Penicillium sp 2 0 0 0 0 0 0 10 |0 1.43 | 100
Microorg. totales 30 |30 (50 (O 40 |60 (20 |20 28

Tabla 2.3: frecuencias de las especies fungicas aisladas a partir de la variedad Z 20028 (VS). en las
distintas piezas florales v el porcentaje de cepas antagonistas de cada una de ellas. P: palea. Pap: papus
C1 v C2: corola. A: antera. O: ovano. N: nectario.

En la variedad Z 20028 se obtuvo un total de 25 cepas fungicas que pertenecen a
7 especies de hongos. La especie con mayor frecuencia fue C. cladosporioides, cuyo

valor llega al 21.43% superando ampliamente a las restantes. Esta ha sido aislada a partir
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de todas las piezas florales como se indica en la Tabla 2.3; con excepcion de corola (C2)
que no fue sembrada en esta variedad Las mayores frecuencias se encuentran en corola
(C1): 30%, estigma: 30% y antera: 30%

Otras especies destacadas son A4. alternata que presenta una frecuencia de
429% vy fue aislada tanto de palea como de estigma y antera. A. citri con la misma
frecuencia total 4 29% y que fue aislado desde corola (C1) y antera. Las restantes
especies se encuentran en menor frecuencia

Con respecto a las piezas florales, las que presentan mayor porcentaje de especies
fungicas son las anteras con un 60%, seguidas por la corola (C1) con un 50% y estigma

con 40%

222 VARIEDADES TOLERANTES (VT):

La variedad Z AV84-10 presenta un mayor numero de especies fungicas aisladas
en relacion con las otras variedades. Se obtuvieron 30 cepas pertenecientes a 14
especies, que estan indicadas en la tabla 2 4.

C. cladosporioides presenta mayor frecuencia alcanzando el 5.71%, presente mas
frecuentemente en la corola donde alcanza el 20%, también fue aislado desde estigma
(13.33%) y antera (6.67%).

F. graminearum y A. alternata poseen una frecuencia total del 4.76%. En el caso
de A. alternata fue aislado desde estigma con una frecuencia del 20%, antera (6.67%) y
ovario (6.67%), mientras que F. graminearum se obtuvo solo desde estigma (13.3%) y

antera (20%). Las especies restantes se encuentran en frecuencias mucho menores.
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Especie fungica P Pap. |C1 |C2 |E A 0 N Total | % de
antagonistas

A. alternata 0 0 0 0 20 |6.67 (667 |0 476 |80

A atn 667 |0 667 |0 667 |0 0 0 286 100

A. clamydospora 0 0 667 |0 0 6.67 0 19 0

C. cladosporioides |0 0 20 |0 133 |0 667 |0 571 50

C sphaerospermun |0 0 667 |0 0 0 0 0 095 |0

F. graminearum 0 0 0 0 133 {20 |0 0 476 |40

F. sambucinum 0 0 0 0 0 667 |0 0 0.95 100

Levadura C 0 0 0 0 0 0 0 667 |095 |0

Penicillium sp 3 0 6.67 |0 0 0 0 0 0 0.95 100

Penicillium sp 4 6.67 |0 0 0 0 0 0 0 0.95 0

Penicillium sp 5 0 0 0 0 0 0 667 |0 0.95 100

Penicillium sp 6 0 0 0 0 0 667 |0 0 095 |0

Penicillium sp 7 0 0 0 0 0 6.67 |0 0 0.95 100

Phoma glomerata |0 0 0 0 667 |0 0 0 095 |0

Totales 20 1667 |266 |0 533 |46.7 (20 |6.67 50

Tabla 2.4: [recuencias de las especies [ungicas aisladas a partir de la variedad Z AV84-10 (VT), en las
disuntas piezas florales y el porcentaje de cepas anlagonistas de cada una de ellas. P: palea. Pap. papus
C1y C2: corola. A antera. O: ovano. N: neclario.

Las piezas florales con mayor porcentaje de especies fungicas son: estigma con
un 53 34%, encontrandose 4. alternata, A. citri, C. cladosporioides, F. graminearum y
P. glomerata; seguida por la antera cuyo porcentaje es 46.7% que también presenta
entre sus pobladores a: A. alternata, A. clamydospora y F. graminearum, ademas de F.
sambucinum y 2 especies de Penicillium.

Nectario y papus son las piezas que presentan menores frecuencias. En esta

variedad no se ha realizado siembra de trozos de C2.

En la variedad Z 20018 (Tabla 2.5)se obtuvieron 8 cepas pertenecientes a 4
especies. /. nivale es la que se encuentra con mayor frecuencia con un porcentaje total
del 8 57% y que fue aislada desde la antera en un porcentaje del 40% y de ovario con el

20%.

o



Con respecto a las restantes piezas florales no se obtuvo ningun aislamiento a
partir de papus y de nectario (cabe aclarar que en esta variedad no se sembro la pieza
C2). Las que presentan porcentajes mayores son: corola (C1), estigma y antera en todos

los casos con el 40%

Especies fungicas | P Pap. |C1 [C2 |E A (0] N Total | % de
antagonistas

A. alternata 0 0 0 0 40 |0 0 0 571 100

A. raphani 0 0 20 |0 0 0 0 0 2.86 100

C. cladosporioides |20 |0 20 |0 0 0 0 0 571 0

F. nivale 0 0 0 0 0 40 |20 |0 857 3333

Totales 20 |0 40 (0 40 |40 (20 |O 50

Tabla 2.5: frecuencias de las especies fungicas aisladas a partir de la variedad Z 20018 (VT). en las
distintas piezas florales y el porcentaje de cepas antagonistas de cada una de ellas. P- palea Pap: papus
C1 y C2: corola. A: antera. O: ovario. N: nectario.

En la variedad Z 30629 (tabla 2.6) se obtuvieron un total de 47 cepas
pertenecientes a 12 especies, entre las mismas, la de mayor frecuencia es A. alternata
con un 12 38%. Esta especie fue aislada de papus (6.67%), corola (26.67%), estigma
(20%), antera (20%) y ovario (13.33%). No fue aislada de palea ni de nectario.

A. citri es la especie que le sigue de mayor frecuencia y fue aislada a partir de
antera donde presenta la mayor frecuencia (20%), desde corola y estigma. Su frecuencia

total alcanza el 6.67%.

Con una frecuencia del 571% se encuentran A. clamydospora, aislada desde
corola (C1), antera y ovario y E. Purpurascens, aislado desde todas las piezas florales,
excepto estigma.

Por otro lado los porcentajes totales de cada especie fungica por pieza floral
hallados en esta variedad son los mayores entre todas las variedades. Todas las piezas
florales tienen valores totales que superan el 13%, siendo superiores las de antera
(86.68%), corola (66.67%) y ovario (53.33%).

La pieza C2 no fue sembrada en esta variedad.
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Especie fungica P Pap. [C1 |C2 (E A o N Total | % de
antagonistas
A. alternata 0 667 (267 |0 20 |20 133 |0 124 4615
A am 0 0 133 |0 133 |20 |0 0 667 (8571
A. clamydospora 0 0 133 |0 0 667 (20 |0 571 83.33
A radicini 0 0 0 0 6.67 |0 0 0 0.95 100
A. raphani 0 0 0 0 0 667 (0 0 0.95 100
C. cladosporioides 16.67 |6.67 |0 0 0 0 13.3 16.67 [4.76 100
E. purpurascens 6.67 1667 |6.67 |0 0 6.67 |6.67 |6.67 |5.71 83.33
F. graminearum 0 0 0 0 133 |6.67 |0 0 3.81 100
F. sambucinum 0 0 667 |0 0 133 |0 0 2.86 100
Indeterminada III |0 0 0 0 6.67 |0 0 0 0.95 100
Levadura AB 0 667 |0 0 0 0 0 095 |0
Levadura ACII 6.67 |0 0 0 0 0 0 0 0.95 100
20 [26.7 |66.7 |0 60 (867 |533 |133 76.59

Tabla 2.6: frecuencias de las especies fungicas aisladas a partir de la variedad Z 30629 (VT). en las
distintas piezas florales y el porcentaje de cepas antagonistas de cada una de ellas P palea Pap: papus
C1y C2: corola. A: antera. O: ovario. N: nectario.

A partir de la variedad HA 302 (Tabla 2.7) se aislaron 33 cepas que pertenecen a
14 especies fungicas. Entre ellas C. cladosporioides, es la que presenta mayor frecuencia
total: 9.52 % y fue aislado desde palea, corola (Cly C2) y estigma, en esta ultima pieza
se presenta con mayor frecuencia: 40%. Le sigue A. alternata con frecuencia del 6.67%
y se encuentra mas frecuentemente en palea (20%) y A. citri con 4.76% de frecuencia
total y, cuya mayor frecuencia (20%) corresponde a la se hallo en palea. Las demas
especies se encuentran con frecuencias mucho menores (0.95%).

Con referencia a las piezas florales, las mayores frecuencias fueron encontradas
en estigma con el 66.68% y en palea con el 60%. Mientras que no se obtuvieron

aislamientos desde ovario ni desde nectario.



Especie fungica P Pap. ([C1 (C2 |E A 0 N Total | % de
antagonistas

A alternata 20 |6.67 |0 0 667 (133 |0 0 6.67 |[85.71
A cheirann 0 0 667 [0 0 0 0 0 095 |0
A ctri 20 |0 0 0 667 1667 |0 0 476 |60
A. clamydospora 6.67 |0 0 0 0 0 0 0 0.95 100
A. raphani 0 0 0 0 667 |0 0 0 0.95 100
C. cladosporioides |6.67 |0 667 |133 (40 (O 0 0 952 |60
D. indica 6.67 |0 0 0 0 0 0 0 0.95 100
F. graminearum 0 0 0 0 0 6.67 |0 0 0.95 100
Levadura AC 0 0 6.67 |0 0 0 0 0 095 (100
Levadura AM 0 0 0 0 667 |0 0 0 0.95 100
Levadura M 0 0 6.67 |0 0 0 0 0 095 |[100
Indeterminada I 0 6.67 (0 0 0 0 0 0 0.95 100
Indeterminada II 0 6.67 |0 0 0 0 0 0 095 |0
Penicillium sp 8 0 0 0 0 0 667 |0 0 0.95 100

60 |20 267 |133 |66.7 |333 (0 0 75.76

Tabla 2.7: [recuencias de las especies [ungicas aisladas a partir de la variedad HA 302 (VT), en las
disuntas pieczas [lorales y el porcentaje de cepas antagonisias de cada una de ellas. P: palea. Pap: papus
Cly C2 corola. A anlera. O: ovario. N. neclario.

2.3 SELECCION DE ANTAGONISTAS:

Con el fin de establecer el antagonismo potencial hacia el patogeno S.
sclerotiorum de las especies fungicas aisladas de la antosfera, se realizaron cultivos
duales en agar-malta, como se indica en 2.4.

Se consideraron los siguientes grados de reaccion ( Gr R) de los diferentes pares
cepa- S. Sclerotiorum, en base a la morfologia y crecimiento en caja de Petri (Faifer &
Bertoni, 1988):

D1 crecimiento de las colonias hasta ponerse en contacto con formacion de una linea de
demarcacion recta y mezcla de micelios en la zona de interaccion.
D2: crecimiento de una de las colonias rodeando a la otra con contacto entre las hifas.

D2++: crecimiento de una de las colonias rodeando a la otra y creciendo posteriormente
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por encima de ella.

D3 crecimiento de una de las colonias rodeando a la otra sin contacto entre las hifas y

d< 2 mm.

D4 Inhibicion mutua a una distancia < 2 mm con linea de interaccion recta entre las

colonias

D35 Inhibicion unilateral a una distancia > 2 mm.

Abreviatura empleada:

F: frecuencia de aparicion para la especie mencionada.

Como puede observarse en las tablas 2.2, 2.3, 24, 2.5, 2.6 y 2.7 el porcentaje de

cepas antagonistas encontradas en variedades susceptibles es menor que en variedades

tolerantes. Esto se resume en la tabla 2.1.1.

% de antagonistas

Variedades susceptibles

Variedades tolerantes

HA 300

Z 20028

Z AV 84-10

Z 20018

Z 30629

HA 302

3529%

28%

50 %

50%

76.59 %

75.76 %

Tabla 2.1.1: % de cepas antagonistas presentes en las variedades

Del estudio de antagonismo en las variedades estudiadas pudo observarse lo

siguiente (donde se indica D2 , salvo cuando se aclara, la colonia del aislamiento es

rodeada por la del patogeno):

2.3.1 VARIEDADES SUSCEPTIBLES:

Variedad HA 300:

Ninguna de las cepas pertenecientes a A. alternata, Penicillium sp

y levaduras resulto ser antagonista del patogeno. Por otro lado, el 33.33% de las cepas

pertenecientes a C. cladosporioides mostraron antagonismo frente al patogeno. Mientras
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que todas las cepas de E. purpurascens fueron antagonistas. El grado de reaccion y otras

observaciones se detallan en la tabla 2 8

Tabla 2.8: detalle del comportamiento de las especies antagonistas aislados de la Variedad HA 300

Especie fungica Aisl. | Pieza floral |Gr R|%ICR Observaciones

C. cladosporioides 104 | Corola(Cl) | D2 | 3333 B

192 Estigma D2 20 B

181 Palea D2 | 46.67 La base de la colonia de 181 se aclara al
enfrentarse al patégeno

42 Antera D2 |:22:22 -

E. purpurascens 102 Estigma D2 | 455 -

193 | Estigma | D3 | 25 g

Variedad Z 20028:

La unica especie con 0% de cepas antagonistas resulto ser C.
cucumerinum, que fue encontrado en muy baja frecuencia. Las mayores cantidades
relativas de cepas antagonistas se presentaron en F. sambucinum (100%) y Penicillium
sp 2 (100%) que se encuentran en baja frecuencia (1.43%). 4. alternata junto con A.
citri poseen un 66.67% de antagonistas y frecuencia del 4.29%. A. raphani con una
frecuencia del 2 86% tiene 50% de antagonistas.

La especie que tiene mayor frecuencia (21.43%), C.
cladosporioides presenta junto con C. cucumerinum, los menores porcentajes de cepas

antagonistas. Esto se detalla en la tabla 2.9.

De los aislamientos obtenidos resulta interesante el grado de
antagonismo del aislamiento 131 (4. citri) que tiene grado de reaccion (Gr R) D3, lo que
esta indicando que dicho aislamiento esta produciendo algin inhibidor del crecimiento
del patogeno. También se destaca el aislamiento 122 (4. raphani) causando un % ICR

del 64.44%.
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Tabla 2.9. detalle del comportamiento de las especies anlagonistas aisladas de la Variedad Z 20028

[Especie fungica Aisl. | Pieza floral | GrR|%ICR Observaciones
1. alternata 133 Estigma D2 | 31.11 -
126 Palea D2 | 3089 -
4. citm 131 Antera D3 | 4222 | Formacion de halo de inhibicion con d= 2mm

128 | Corola (C1) | D2 | 20 -

1. raphani 122 Palea D2 | 6444 -

C. cladosporioides | 186 Palea D2 | 25 -

F. sambucinum 79 Estigma D2 | 20 |Halo necrotico en 79 la zona de contacto con el
patdgeno

|Penicillium sp2 134 Ovario D2 | 26.67

232 VARIEDADES TOLERANTES:

Variedad Z AV84-10:

Los mayores porcentajes de cepas antagonistas (100%) se
presentan en A. citri cuya frecuencia es del 2.86%, F. sambucinum, Penicillium sp 3,
Penicillium sp 5y Penicillium sp 7 todos ellos con una frecuencia del 0.95%. Ver tabla
2.4 Luego son seguidos por A. alternata cuya f es del 4.76% cuyo porcentaje de
antagonistas es del 80%. C. cladosporioides con 5.71% y tiene solo el 50% de
antagonistas y F. graminearum con 4.76% de frecuencia posee un 40% de antagonistas,
entre ellos se encuentran cepas que demostraron crecimiento de hifas sobre el micelio del

patogeno, es decir grado D2++, Esto se detalla en la tabla 2.10
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Foto 2.1. Cultivo dual del aislamiento 51 (F. graminearum) frente
al patogeno. Grado de reaccion: D2++. Vista superior.

Foto 2.2. Cultivo dual del aislamiento 51 (<. graminearum) frente
al patogeno. Grado de reaccion: D2++. Vista inferior
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Tabla 2.10. detalle del comportamiento de las especies antagonistas aisladas de la Variedad Z AV84-10.

|Especie fungica Aisl. | Pieza floral | Gr R |% ICR |Observaciones
4. alternata 87 Ovario D2 | 4222 B
45 Antera D2 | 5111 -
47 Estigma D2 60 |47 posee muicelio mas denso en presencia del
patogeno
58 Estigma D2 | 57.78 [El patogeno es menos denso a Imm del borde
de la colonia de 58.
4. citri 88 | Corola (Cl) | D2 | 48.89 (El patogeno no llega a rodearlo totalmente.
48 Estigma D2 | 53.33 -
97 Palea D2 | 46.67 -
C. cladosporioides | 91 | Corola (C1) [ D2 | 30.7 |91 posee el borde de la colonia mds oscuro en
presencia del patogeno.
92 Estima D2 | 25.55 -
95 Estigma D2 | 4667 -
F. graminearum 51 Antera |D2++| 68 89 -
54 Estigma |D2++| 77.78 -
53 Estigma D5 | 28.89 |Formacion de halo de inhibicion con d= 7mm
|F. sambucinum 52 Antera |D2++| 91.11 -
enicillium sp 3 174 Papus D2 12222 -
Penicillium sp 5 176 Ovario D2 | 55.56 -
\Penicillium sp 7 96 Antera D2 60 -

Entre los aislamientos obtenidos se destacan los aislamientos 51 (Fotos:

21 y 22) y 54 (ambos pertenecientes a la especie F. graminearum) y 52 (F.

sambucinum) por presentar grado D2++, demostrando crecimiento sobre el patogeno,

sin embargo sin llegar a cubrirlo totalmente. Estos aislamientos ocasionan un %ICR del

65.89%, 77.78% y 91.11% respectivamente. De modo que puede considerarselos como

buenos antagonistas del patogeno. También se destacan el aislamiento 53 (F.

graminearum) ya que determina la inhibicion del crecimiento del patogeno dando origen

a un halo de inhibicion con d= 7mm, por lo tanto esta cepa produce un metabolito que

actua como antibiotico frente al patogeno. El aislamiento 188 (4. citri) si bien da un GrR

de tipo D2 no llega a ser rodeado completamente por el patogeno (Foto 2.9).
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Foto 2.3. Cultivo dual del aislamiento 75 (4. radicini) frente al
patogeno. Grado de reaccion: D5.

Foto 2.4. Cultivo dual del aislamiento 188 (Levadura ACII) frente
al patogeno. Grado de reaccion: DS.
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Foto 2.5. Cultivo dual del aislamiento 36 (Levadura AM) frente al
patogeno. Grado de reaccion: D5.

Foto 2.6. Cultivo dual del aislamiento 34 (Levadura M) frente al
patogeno. Grado de reaccion: D5. Notar el el borde con necrosis
en la colonia de S. sclerotiorum
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Variedad Z 20018:

Los mayores porcentajes de antagonistas (100%) los presentan las
especies de A. alternata y A. raphani. Ninguna de las cepas de C. cladosporioides
presenta antagonismo frente al patogeno Respecto de F. nivale que es la especie con
mayor frecuencia (8.57%), solo el 33 33% de sus cepas resultaron antagonistas del
patogeno (Tabla 2.5).

Entre las cepas obtenidas se destaca el aislamiento 64 (4. alternata) con

GrR. D3 que origina un halo de inhibicion con d= Imm.

Tabla 2.11: detalle del comportamiento de las especies antagonistas aisladas de la Variedad Z 20018.

Especie fungica Aisl. | Pieza floral | GrR |% ICR |Observaciones

4. alternata 64 | Corola (C1) | D3 | 33.33 |Formacién de halo con d= lmm
172 | Estigma D2 | 61.10 -

L{ raphani 111 | Corola (Cl) | D2 | 38.89 -

. nivale 60 Antera D2 | 51.11 -

61 Antera D2 25 |[Hay una zona de 9 mm de espesor donde el
patogeno es menos denso y a partir de donde
hay formacion de esclerocios. Oscurecimiento

en la periferia de la colonia de 61

Variedad Z 30629:

Las especies con mayor porcentaje de antagonistas (100%)
son C. cladosporioides con f. 4.76 %, F. graminearum con F: 3 .81 %, F. sambucinum
con F: 2.86% y A. radicini, A. raphani, Levadura ACII e indeterminada III, cuyas F son
las menores encontradas: 0.95% (Tabla 2.6).

A. alternata que resulto ser la especie mas frecuente, solo
presento el 46.15% de cepas antagonistas. También se destacan A. citri con 85.71% de
antagonistas y baja F (6.67 %), A. clamydospora y E. purpurascens ambos con 83.33%
de antagonistas y F=5.71 % (Tabla 2 6).

Entre las cepas se destacan (Tabla 2.12): 1) el aislamiento 166 (4. citri)

con GrR D5, que ocasiona la inhibicion del crecimiento del patogeno, dando origen a un
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halo de inhibicion con d= 3mm y %ICR= 43.33% y 2) el aislamiento 75 (4. radicini)
también con GrR D5 y d=3mm, en este caso el %ICR es del 41.11% (Foto 2.3).

Tabla 2.12: detalle del comportamiento de las especies antagonistas aisladas de la Variedad Z 30629

Especie fungica Aisl. | Pieza floral | GrR |% ICR |Observaciones

L{. alternata 68 Corola D2 40 |Escaso micelio aéreo del patégeno.

121 Ovarno D2 | 48.89 -

185 Ovano D2 | 31.11 -

65 Papus D2 | 55.55 -

158 Corola D2 | 3488 -

164 Estigma D2 | 55.56 .

4. citri 166 Estigma D5 | 43.33 |Halo de inhibicion con d= 3 mm,
crecimiento de micelio del patogeno a través
del agar con incipiente necrosis del mismo.

70b Antera D3- | 46.67 [Halo de inhibicion con d=2 mm; pero luego

D2 llegan a ponerse en contacto.

119 Corola D2 50 -

78 Estigma D2 | 3556 -

142 Antera D2 | 37.78 |Oscurecimiento del medio de cultivo en la
zona de contacto entre los micelios.

156 Corola D2 | 44 .44 |El patogeno no forma sus esclerocios cerca
de 156, sino sobre todo en los bordes de la
caja.

4. clamydospora 72 Antera D2 | 48.89 |El patogeno da abundante micelio aéreo:
pero es menor en la zona de contacto.

118 Corola D3 | 33.33 |Halo con d= 2mm. con lupa puede
observarse algo de necrosis en el micelio del
patogeno.

152 Ovario D2 | 33.33 |El patogeno crece menos en una banda de 2
mm de espesor alrededor del borde de la
colonia de 152.

168 Ovario D2 | 40 -

169 Ovario D2 | 46.67 -

4. radicini 75 Estigma D5 | 41.11 [Halo de inhibicion con d= 3 mm

4. raphani 160 Antera D2 20 -
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C. cladosporioides 191 Ovario D2 | 26.67 |Durante 4 dias se mantuvo un halo de
inhibicién con d= Imm.
201 Nectario D2 40 |201 posee la base de la colonia mas clara en
la zona de enfrentamiento
200b Papus D2 | 5778 -
190 Ovario D2 | 2889 -
189 Palea D2 | 20 -
E. purpurascens 116 Palea D2 | 46.67 -
157 Corola D2 | 65.25 -
154 Papus D2 | 33.33 [Necrosis del micelio del patdgeno en la zona|
de contacto entre las colonias.
167 Nectario D2 133.33 -
162 Antera D2 | 67.78 |El patogeno da escaso micelio aéreo.
. graminearum 151 Estigma D2 20 -
141 Antera  |D2++| 85 (141 colorea el medio marrén oscuro al
crecer sobre el patogeno.
170 Estigma |D2++| 53.33 -
sambucinum 145 Antera D2 | 25.56 -
147 Antera D2 | 43 -
Undeterm. 1] 74 Estigma D2 | 15.56 (El patdgeno no llega a rodear
completamente a 74.
Levadura ACII 188 Palea D5 | 25.56 |Oscurecimiento del micelio del patogeno
alrededor del halo de inhibicion con d= 5
mm.
Variedad HA 302:

cheiranti, que se encuentran en baja frecuencia, tienen 0% de antagonistas, las restantes

Como puede observarse en la tabla 2.7 solo indeterminada II y 4.

especies tienen porcentajes de antagonistas superiores al 60%.

de antagonistas, 4. alternata, la especie que le sigue en frecuencia (F=6.67%), tiene un

C. cladosporioides, la especie de mayor frecuencia posee un 60%

85.71% de antagonistas y A. citri (F=4.76 %) tiene 60% de antagonistas.

Las restantes especies tienen bajas frecuencias; pero alcanzan un

100% de antagonistas.



Foto 2.7. Cultivo dual del aislamiento 116 (E. purpurascens)
frente al patogeno. Grado de reaccion: D2.

Foto 2.8. Cultivo dual del aislamiento 65 (4. alternata) frente al
patogeno. Grado de reaccion: D2

\)l



Tabla 2.13: detalle del comportamiento de las especies anlagonistas aisladas de la Variedad HA 302

Especie fungica Aisl. | Pieza floral |Gr R |% ICR [Observaciones

L1 alternata 13 Palea D2 | 444 |El micelio del patdgeno es menos denso
alrededor de la colonia de 13.

16 Palea D2 40  |Menor crecimiento de micelio del patogeno
alrededor de 16, con necrosis del mismo
21 Palea D2 | 40 -
2(2) Antera D2 | 37.78 |Abundante desarrrollo de micelio aéreo de
ambas colonias.
2(3) Antera D2 | 55.56 -
2(7) Estigma D2 | 31.11 -
14 citri 26 Estigma D5 | 46.67 |Halo de inhibicién con d= 2.5 mm.
19 Palea D2 | 2285 -
3a Palea D2 | 36.67 -

1. clamydospora 20 Palea D2 | 3333 -

Especie fungica Aisl. | Pieza floral | GrR |% ICR |Observaciones

1. raphani 30 Estigma D2 | 5111 -

C. cladosporioides 12 Estigma D2 | 35.56 (La base de la colonia de 12 se aclara frente
al patogeno.

35 Corola (C2) | D2 | 31.11 |Oscurecimiento de la colonia de 35 en la
zona de contacto.

37 Estigma D2 | 25.56 |Micelio del patégeno mas laxo en zona de
contacto.

11 Corola D2 | 17.78 |Algo de micelio del patogeno llego a crecer
sobre 11, pero no prospero.

5 Estigma D2 | 33.33 -

2(5) Estigma D2 | 33.33 |Abundante micelio aéreo del patogeno. pero

lejos de 2(5).

D. indica l4g Palea D2 | 82.22 -

F. graminearum 2(1) Antera  |[D2++| 85 |Deposito rosado (pigmento?) sobre los
restos del micelio del patoégeno y bordeando
el frente de avance y necrosis en la zona de
contacto.

ndeterm. | 10 Corola Dl | 22.22 -

Levadura AC 38 Corola D5 | 30.56 |Halo de inhibicién con d=7 mm.

evadura AM 36 Estigma D5 | 45.13 [Halo de inhibicién de 10 mm.
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Levadura M 34 Corola D5 | 33.33 [Halo de inhibicion de 12 mm, importante
necrosis en el micelio del patégeno. 34 al
igual que en la caja testigo oscurece el
medio de cultivo.

Penicillium sp8 M Antera D2 | 51.11 |El micelio de 2M se aclara en contacto con

el patégeno.

Entre las cepas obtenidas se destacan (Tabla 2.13):

a) con GrR de tipo DS5: aislamiento 26 (4. citri), que ocasiona un %ICR del
46.67% y un halo de inhibicion con d=2.5 mm; aislamiento 38 (levadura AC) cuyo halo
de inhibicion posee un d= 7 mm (Foto 2.4), aislamiento 36 (levadura AM) con halo de
inhibicion con d= 10 mm (Foto 2.5), aislamiento 34 (levadura M) que origina un halo de
inhibicion con d= 12 mm y un % ICR del 33.33%. Es muy interesante notar que este
aislamiento originaria un metabolito, quizas el involucrado en la inhibicion del
crecimiento del patogeno, que oscurece el madio de cultivo y es producido ain cuando el
patogeno no esta presente (testigo), ademas causa una importanbte necrosis en el micelio
del patogeno (Foto 2.6).

b) con GrR de tipo D2++ el aislamiento 2(1), que origina un %ICR del 85%.
Este, ademas de crecer sobre el patogeno produce un pigmento rosado que bordea el
frente de avance, depositandose sobre el micelio del patogeno y que tal vez esté

involucrado en la necrosis del mismo en la zona de contacto.

Foto 2.9. Cultivo dual del aislamiento 3(a) (4. citri) frente al
patogeno. Grado de reaccion: D2. @



En el caso de las VT, las variedades Z AV 84-10 y Z 20018, tienen un 50% de
especies antagonistas siendo este valor superior al hallado en las VS (HA 300: 3529% y
Z 20028: 28%), mientras que las VT Z 30629 y HA 302 poseen valores

significativamente mayores, siendo del 76 19% y 75 76%, respectivamente.

De acuerdo con los resultados obtenidos puede observarse que muchas especies
tales como A. citri (26) y (166), A. radicini (75) y F. graminearum (53) y especies de
levaduras, como: Lev. AC (38), Lev. AM (36), Lev. M (34), Lev. ACII (188), que
presentan un grado de reaccion de tipo D5, dan origen a halos de inhibicion con d>2
mm, lo que estaria indicando la liberacion al medio de metabolitos secundarios que
actuan inhibiendo el crecimiento del patogeno. Si bien estas cepas fueron aisladas a partir
de variedades tolerantes, lo que explicaria en parte su comportamiento, las mismas se
encuentran en frecuencias muy bajas con respecto a las restantes.

Otras cepas tienen grado de tipo D3, es decir que causan la inhibicion del
crecimiento del patogeno, dando origen a halos de inhibicion con d<2 mm, entre ellos se
encuentran E. purpurascens(193), A. alternata (64), A. ciri(70b) y (131), A.
clamydospora(118), en éste caso solo los aislamientos (193) y (131) pertenecen a
variedades susceptibles.

Por otra parte, cepas pertenecientes a las especies F. graminearum y F.
sambucinum han demostrado cierta capacidad de crecimiento a expensas del patogeno,
lo que indicaria algun grado de micoparasitismo. Entre ellos se encuentran los siguientes
aislamientos: F graminearum (51), (54), (170), (141), (2(1)), F. sambucinum (52).
Todos ellos también fueron obtenidos a partir de variedades tolerantes.

Los cepas restantes presentan grado de reaccion de tipo D2, lo que indicaria que
son capaces de impedir el crecimiento del patogeno, pero sin liberacion de metabolitos y
sin llegar a crecer sobre él. Tal es el caso por ejemplo de los aislamientos 116 (E.

purpurascens), (Foto 2.7) y el aislamiento 65 (4. alternata) (Foto 2.8).

2.4 AISLAMIENTO DE ENDOFITOS A PARTIR DE OVARIO.

El resultado de la siembra de ovarios en agar-malta luego de la esterilizacion
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superficial dejo como saldo un total de 18 cepas de hongos, todas ellas con una
frecuencia del 20%.

En la variedad HA 300 se obtuvieron 3 aislamientos una cepa perteneciente a la
especie Circinella linderi, una a la especie Aspergillus niger y por ultimo una
perteneciente al genero Penicillium (Penicillium sp a).

A partir de la variedad HA302 se obtuvieron 2 cepas , una perteneciente a
Aspergillus niger y la restante al género Penicillium (Penicillium sp b).

De la variedad Z 30629 se obtuvieron: una cepa de la especie C. linderi y una
especie de levadura y por altimo, a partir de la variedad Z AV 84-10 se obtuvo una cepa
perteneciente a la especie C. /inderi.

Ademas se logro aislar otras 10 cepas pertenecientes a cepas de levaduras, pero

que no se logro recuperar luego de colocadas en heladera.

Tabla 2.14 grado de reaccion (GrR) y %ICR presentados por los aislamientos obtenidos mediante
esterilizacion superficial.

Especie fungica Aislamiento Variedad Grado de reaccion | %ICR
A. niger VII HA 302 (T) D2 60

VIII HA 300 (S) D2 55
C. linden 11 HA 300 (S) D2 50

II Z 30629 (T) - -

I z AV 84-10 (T) D2 60
Levadura DI A% Z 30629 (T) D2 28.89
Penicillium sp a Y HA 302 (T) - -
Penicillium sp b Vv HA 300 (S) - -

Como puede observarse en la tabla 214, salvo los aislamientos II, IV y V,
todos los demas demuestran GrR de tipo D2 y los mayores %ICR se obtuvieron de la

variedad HA 302 y Z AV 84-10, ambas variedades tolerantes.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES



Consideramos que la respuesta que presenta H. annuus frente al aque de S
sclerotiorum en capitulo, es la resultante de una serie de factores que en mayor o menor
medida tendran influencia en el comportamiento diferencial que presentan las variedades
estudiadas ante el patogeno

La resistencia a la enfermedad que incluye resistencia a la penetracion vy
resistencia al desarrollo y dispersion de la enfermedad (Kamamura y Ono, 1948).

La primera de ellas incluye cualquier estructura que impide la entrada del
patogeno, no se presenta en ninguna de las piezas florales de las variedades estudiadas
En este caso incluimos a corola, antera y pistilo (estigma y estilo) de las dos variedades
que son las que reciben el inoculo en el método empleado. El papus y el ovario por su
cercania al receptaculo, se cree que no son alcanzados por las scosporas y su invasion se
daria por el pasaje desde las otras piezas. Estos resultados coinciden con los encontrados
por Lamarque et al (1985). El ovario solo es alcanzado en una de las muestras de las VS
y en VT ni siquiera hay desarrollo en las porciones basales de las otras piezas.

Sin embargo la penetracion de cada una de las partes de la flor es diferente, tal es
el caso de la corola que es colonizada en t2 en VS y recién en t3 en VT. Esto podria
estar indicando que existiria una mayor resistencia a la penetracion en la VT que no se
presenta en la VS; pero que de todos modos no impide la penetracion sino que la retrasa

El estudio de los factores relacionados con este aspecto, tales como espesor de
cuticula, presencia de pelos, ceras o bien algiin componente de la pared de las células
epidérmicas, etc, requiere del empleo de la microscopia electronica de barrido (MEB) y
de técnicas microquimicas Por lo tanto la metodologia empleada en este trabajo no
permite evaluar si la cuticula y los pelos, dificultan la germinacion de las ascosporas, tal
como lo observaron Lamarque et al (1985) en la corola de las variedades FORSOL vy
BOLERO.

Lo que se ha observado en ambas variedades es la importante correlacion
existente entre el crecimiento de micelio y la presencia de granos de polen. Abawi &
Grogan (1975) y Gulya et al (1997) establecieron que el desarrollo del patogeno requiere

no solo de agua sino también de una fuente de energia exdgena. Ademas en la época de



floracion el polen permite el desarrollo de las hifas infectivas a partir de las ascosporas
(Says-Lesage & Tourvieille, 1988)

La marcada relacion del crecimiento del patogeno con los granos de polen se ha
encontrado en las dos variedades, establecer si en el caso de la VS éste favorece el
desarrollo debera ser evaluado mas exahustivamente. Los estudios realizados por
Bazzalo (com. personal) han demostrado que “in vitro™” el polen proveniente de
diferentes variedades de girasol, incluyendo HA 302 y HA 89 que son las estudiadas en
este trabajo, promovio el desarrollo de micelio. Sin embargo no observo diferencias
significativas entre los efectos promotores del polen de las variedades estudiadas.

Por lo tanto podemos decir que en los dos primeros tiempos (24 hs y 6 dias) y
sobre todo en el primero la presencia de los granos de polen o, bien algun compuesto
depositado en su pared, entre las espinulas de la superficie que favoresca el desarrollo del
patogeno. Con posterioridad hay un denso desarrollo en superficie y finalmente se
produce la penetracion de los tejidos

Lamarque et al (1985) encontraron que en los estambres se producia un alto
porcentaje de germinacion de ascosporas sin penetracion en las variedades FORSOL y
BOLERO, en nuestros estudios ,sin embargo las anteras constituyeron las piezas con
mayor ataque. Estos resultados coinciden con los obtenidos por Says-Lesage y
Tourvielle (1988) quienes observaron en el hibrido experimental CR2, altos indices de
germinacion y mayor penetracion en la superficie de los estambres en relacion con las
demas piezas. En este caso trabajaron con alta humedad relativa, que es como se
mantuvieron las plantas en el campo en nuestro ensayo.

En las variedades HA 302 y HA 89 estudiadas, tanto pistilo como corola fueron
penetrados aunque en diferente grado, en cambio en el hibrido CR2 Says-Lesage &
Tourvielle (1988) no encontraron este fenomeno, solo la presencia de polen permitio la
penetracion.

En anteras, la existencia de terpenos en los tricomas glandulares como fue
observado en variedades “silvestres” de girasol se han asociado con la resistencia a
insectos (Gershenzon et al, 1985) y estos compuestos tendrian también propiedades
antifungicas. Esta hipotesis queda descartada en las dos variedades en estudio. Las

anteras y precisamente la porcion apical de las mismas, donde se encuentran estos
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tricomas estan densamente colonizadas por el patogeno, lo que descarta esta hipotesis y
por lo tanto la evaluacion de los compuestos presentes en estos tricomas.

La resistencia al desarrollo y dispersion de la enfermedad, creemos que es la
principal causa en la respuesta diferencial entre las variedades. Por lo tanto puede decirse
que habna un mecanismo de tipo posinfeccional o inducido (Horsfall & Dimond, 1959)

Las observaciones realizadas en el estilo en las dos variedades y de corola de la
VT, muestran colapso de los tejidos y coloracion de los mismos con safranina (color
rojo) a diferencia de las flores testigo donde no solo no hay colapso sino que su
coloracion es celeste (fast green) lo que es de esperar debido a que se trata de células
vivas con pared primaria. De manera que se producen cambios en la respuesta de los
tejidos frente a la tincion convencional en presencia del hongo. Este altera los tejidos en
forma local y lo que se observa es que éstos toman con safranina, sobretodo sus paredes,
pero también en algunos casos su contenido. Esta coloracion en flores atacadas podria
constituir una barrera de tipo fisica postinfeccional que involucra la sintesis y deposicion
de nuevo material o de otros carbohidratos en la pared celular que impiden el desarrollo
del patogeno. Bazzalo (1986) encontré cambios en las paredes de las celulas de los
tallos, que incluian la esterificacion de acidos fendlicas que dificultarian o impedirian el
paso del patogeno. Muchas investigaciones han descripto alteraciones de las paredes
celulares relacionadas con la resistencia a enfermedades tales como deposicion de
polimeros de fenoles oxidados, lignificacion impregnacion de las paredes con acidos
fenolicos, etc. Para determinar tales cambios sera necesario realizar estudios
microquimicos ( por ejemplo test de taninos) y analiticos.

El colapso celular se observa en corola y estilo de VT y en menor grado y podria
considerarse una reaccion de defensa metabolica inducida por el patogeno, ya que no se
observa en flores testigo de la misma edad. Entre los sintomas observados en el campo
en la VT se encontro la necrosis de las corolas. Esta observaciones estan correlacionadas
con las realizadas microscopicamente en la misma variedad.

La respuesta es mas evidente cuanto mas tiempo transcurre desde la inoculacion.
En los primeros tiempos en la VT se insinia y, si bien no hay penetracion en la corola
puede observarse que hay achatamiento en las células epidérmicas de la misma

acompaiiada por una la ligera coloracion rojiza en presencia de micelio en la superficie,
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ademas como se ha observado en Brassica sp (Jamaux et al, 1995) las papilas en
presencia de esporas del patogeno se notan colapsadas. Sin embargo esta respuesta es
parcial, no tan generalizada en el caso de las variedades de girasol del presente trabajo y
no se observo en las variedades FORSOL y BOLERO vy el hibrido experimental CR2
(Says-Lesage & Tourvielle, 1988, Lamarque et al, 1985) A diferencia de esto, en la VS
no se observa nunca esta reaccion en los primeros tiempos. En t2 donde ya hay
penetracion en la corola, con cierto colapso y oscurecimiento en los tejidos, pero dentro
de la coloracion celeste-azulado.

En el caso del colapso del estilo en presencia de micelio, en la VT esta presente
en los primeros dos tiempos, en tl en una de las flores muestreadas y en t2 en todas. Sin
embargo en t3 puede observarse que las hifas penetran y pueden crecer, segun creemos
intercelularmente. Este desarrollo se presenta hasta el tercio superior, a partir de alli el
colapso es muy importante y detendria su avance. Este colapso se observa hasta la mitad
de la pieza mientras que debajo de esta zona ya no hay colapso ni micelio.

El estilo y la corola, presentan las mayores diferencias en el t3, no solo en cuanto
al avance del patogeno sino también en relacion con la respuesta de los tejidos que
causarian las diferencias en el ataque.

En el caso de la VS el colapso en estilo también se presenta siendo mayor en la
mitad superior del mismo; abarcando menor proporcion de tejidos. Es mayor en la zona
central. En la parte inferior es menor presentandose sobre todo en la zona central, y esta
claro que hay abundante desarrollo de hifas infectivas en su interior.

Por lo tanto, en el estilo, la respuesta se presenta en las dos variedades, siendo
mas efectiva en la VT, ya sea por ser mas rapida o por ser mas generalizada. De este
modo y a través del estilo se produce la colonizacion del ovario. Esta infeccion no se
observa en todas las flores de las VS, por no haber tenido el tiempo suficiente ya que el
micelio se desarrolla libremente en la porcion basal de esta pieza. Del mismo modo en las
flores muestreadas en t3 de la VS, hay un notable avance del patogeno en la porcion
basal de la corola. Por lo tanto el ovario podra alcanzarse también a traveés de ella.

De acuerdo con lo observado en corola y siempre en t3, la respuesta de colapso
celular, solo se presenta en la VT y ademas se correlaciona con la necrosis observada en

esta pieza floral en el campo al realizar la cosecha.
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Esta respuesta en VT es muy evidente e involucraria la deshidratacion de las
celulas que es mas marcada en ciertas zonas y que se visualiza como un oscurecimiento
de los tejidos. Sin embargo la reaccion no es generalizada, ya que en algunos grupos de
celulas es menor y permite el desarrollo escaso de hifas, que se caracterizan por poseer
menor diametro que en las observadas dentro de la corola en la VS Se colorean muchas
veces de rojo (safranina). En la VS siempre se colorean de celeste (fast-green).

En las zonas con menor grado de colapso puede notarse que las células, algo
deshidratadas, poseen algo de contenido que también se colorea de rojo, lo que indicaria
la producion de algun compuesto antifungico.

En el caso de la VS en corola hay poco colapso y del mismo modo que en flores
testigo las células se colorean de celeste. Al no producirse tal respuesta, el desarrollo del
micelio es muy profuso, el patogeno crece libremente, colonizando rapido y degradando
fundamentalmente el tejido parenquimatico. Ademas en esta variedad, se ha observado
cristales en corola, pero también en estilo y en antera que no estan presentes en las flores
testigo Es muy probable que constituidos por oxalato de calcio dado que se encuentran
en las proximidades del patogeno y son de tipo drusas y serian producto de la
precipitacion del acido oxalico que sintetiza el patogeno al combinarse con calcio. En
este caso su presencia puede resultar la consecuencia de la degradacion de las pectinas
con la liberacion de calcio. Lumsden(1979) ha descripto que el acido oxalico tiene un
efecto sinérgico sobre la actividad pectinolitica, a través de su accion quelante de calcio.

Por otro lado dado que el desarrollo en t3 de la VS es muy importante en la
porcion inferior de los filamentos, dentro de los tejidos del estilo y del ovario; la
presencia de nectarios en la base del estilo, podria favorecer el desarrollo en la VS

Constituyendo otro factor que contribuye al comportamiento diferencial.

El analisis de las frecuencias de las diferentes especies fungicas, permite
establecer que hay diferencias en los pobladores de la “antosfera” de variedades
tolerantes y susceptibles. Ciertas especies tales como A. cheiranti, A. clamydospora, A.
radicimi, C. sphaerospermun, D. indica, F. graminearum, F. nivale, P. glomerata,
varias especies de levaduras y 3 especies pertenecientes a micelios indeterminados no se

han encontrado en VS y en VT muchas de ellas se encuentran en baja frecuencia. Se
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caracterizan por presentar fuerte antagonismo, tales como aislamientos pertenecientes a
las especies F. graminearum, A. clamydospora y varias especies de levaduras.
En el estudio del antagonismo se encontro que los aislamiento de estas especies

con baja frecuencia presentan grados de reaccion D2++, D3 y DS

En relacion con los dos estudios realizados en las VT y VS, se determina que
ambos factores: poblacion fungica antagonista y respuesta metabolica inducida por el
patogeno, constituyen dos aspectos entre los multiples relacionados con el
comportamiento diferencial de las variedades. Por otro lado dado el comportamiento
antagonista de los diferentes aislamientos obtenidos, se cree que el mismo influye
determinando una colonizacion menor o por lo menos mas lenta en VT, favoreciendo
este retraso. Esto permite alcanzar la madurez de los aquenios y de este modo no habria
colonizacion de los mismo al estar maduros (Lamarque et al, 1985).

"

Cosson et al (1993) encontraron en especies salvajes de girasol la produccion de
compuestos que parecen ser fitoalexinas y que se detectaron en areas necroticas de estas
especies. Ademas Bazzalo et al (1985), en el ataque en tallo encontraron que la presencia
de compuestos fenodlicos solubles aumentan en plantas de girasol inoculadas con el
patogeno y que estarian involucrados con la resistenciaUn estudio exahustivo, mediante
el empleo de técnicas microquimicas y utilizando material no fijado, dado que muchos
compuestos suelen diluirse al fijarse en FAA y en los suscesivos pasos que involucra la
infiltracion y desparafinado del material (Bazzalo, 1986).

Dado que al t3 (12 dias) el micelio llega al ovario en la VS; pero no en la VT,
otra etapa en la evaluacion sera determinar, mediante el muestreo en dos tiempos
posteriores a t3, si el ovario llega a ser colonizado es decir, si el crecimiento del

patogeno es detenido en VT o si hay algun tipo de respuesta en el mismo.

Control biologico:
Se formula la propuesta de emplear las cepas aisladas para el control biologico de
la enfermedad aumentando la frecuencia de estos microrganismos en el momento de

maxima susceptibilidad (antesis y dias posteriores).
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Sin embargo, coincidiendo con Morris & Dickinson (1981) el estudio del
comportamiento antagonista “in vitro”, en agar, solo constituye un prueba preliminar
para la evaluacion y sera necesario realizarla tanto sobre la planta hospedante y en el
campo. las diferencias fisicas entre cultivos “in vitro” y en condiciones naturales son
considerables. De hecho el crecimiento “in vivo™ es mucho menos profuso y por lo tanto
el antagonismo menos marcado. Si los organismos producen metabolitos solubles su
accion también podria ser diferente (Faifer & Bertoni, 1988). Si bien el estudio en
invernaculo puede brindar parte de la informacion de la interaccion en el hospedante, un
microorganismo puede instalarse en forma adecuada en condiciones de invernaculo; pero
no en el campo (Pieckenstain et al, 1998). la cepa empleada por estos investigadores no
constituia un poblador natural del girasol.

La seleccion realizada en este trabajo es un estudio preliminar, sin embargo los
organismos obtenidos probablemente estén mejor adaptados y puedan colonizar mejor
las inflorescencias a campo.

También es posible el empleo de una mezcla de cepas antagonistas; para evaluar
su accion frente al patogeno, ya que podrian actuar sinérgicamente. Escande et al (1998)
quienes emplearon diferentes aislamientos de 7richoderma spp.determinaron que una

mezcla de tales aislamientos brindo una proteccion mas efectiva frente al patogeno.
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