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I. INTRODUCCION

I.1. Problematica general

La Patologia Vegetal agrupa a todos aquellos aspectos de la actividad
bioldgica y cientifica concernientes con la comprension del complejo fené-
meno que es la enfermedad en las plantas.

Bateman (1978) propone un concepto de la enfermedad en términos moder-
nos: "la enfermedad es lz alteracidn perniciosa cde uno o mds de los proce-
sos ordenados de utilizacidén de lea energia, consecuente de la Irritacidn
continua producida por un factor ¢ factores causeles primarios”. Esta de-
finicidén es compatible con una idea muy difundida que sostiene que la enfer-
medad puede ser desencadenada o iniciada tanto por factores bidticos como
abidticos, internos o externos al sistema. Ademas es aplicable a todo el
espectro de sistemas de organizacidn:ecosistemas, poblaciones, individuos,
6rganos, tejidos y células. La consideracidn de la energia y su utilizacidn
hacen que sea posible esta amplia aplicacidn.

La Fisiopatologia Vegetal comprende aquellas especialidades dentro de
la Fitopatologia que se concentran en las actividades fisioldgicas y bioqui-
micas de l1os patégenos y de la planta hospedante , considerados no solo co-
mo componentes individuales sino también como complejos en continua y dina-
mica interaccion.

En el presente existe, por parte de la comunidad cientifica, un reco-
nocimiento cada vez mayor de que solo a través de un conocimiento profundo
y badsico de todos 1os componentes interactuantes de la biota agricola serd
posible aumentar la capacidad de alimentar a una poblacidén mundial en expan-
sién. En este contexto, la Fisiopatologia Vegetal ha asumido una nueva sig-
nificacion en el amplio campo de la Fitopatologia. A pesar de ello son muy

escasos los trabajos realizados en la Argentina en esa Aarea.
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Las poblaciones vegetales estan expuestas a enfermedades en todos los
estadios de sus ciclos de vida. Las presiones que estas ejercen sobre los
sistemas pueden ser devastadoras y llevar directamente a la extincién local
de las especies vegetales atacadas, o al debilitamiento de los individuos
torndndolos mds wvulnerables a presiones subsecuentes. Por ejemplo la pérdi-
da de la capacidad fotosintética debido a la enfermedad disminuye la resis-
tencia al ''stress' de los factores abidticos o a la infeccidn por otros pa-
tégenos, y reduce la habilidad competitiva.

E]l estudio de las causas de las enfermedades no es un tema simple de-
bido a que estas se ven afectadas y moduladas por factores tanto externos
como internos al hospedante. Hasta hace poco tiempo ha existido una fuerte
tendencia a focalizar el patdgeno como la (nica causa de la enfermedad. Es-
to ha llevado a una limitacidon en el conocimiento de los mecanismos causa-
les y ha restringido el tipo de andlisis experimental esencial para la com
prension de la enfermedad como un fendmeno bioldgico. Actualmente los fito-
patdlogos utilizan el *'tridngulo de la enfermedad'" y, mds recientemente,
la pirdmide de la enfermedad (Fig. 1) para ayudar a visualizar el complejo
de factores relacionados con ella (Browning et al., 1977). De este modo,
una etiologia integral deberd considerar los elementos que constituyen di-
cha piramide: el hospedante, el patbgeno, el ambiente y el tiempo. La com-
prensidn de la causalidad, entonces, requerird que los componentes de la
misma sean separados y analizados conceptual y experimentalmente, y los fac-
tores determinantes reacomodados en términos de su ocurrencia espacial y
temporal.

La resistencia al dafo producido por agentes infecciosos es un carac-
ter genético de alto valor adaptativo que confiere, al genotipo que lo posee,
una mayor aptitud bioldgica. La resistencia se basa en la capacidad para
mantener o crear un ambiente desfavorable para los agentes patdgenos. AsT,
los mecanismos bésicos de la resistencia involucran dos aspectos fundamenta-
les: 1) la existencia de barrera fisicas y quimicas que impidan el ingreso
del agente infeccioso al interior del huésped; 2) los mecanismos de respues-
ta que lleven a la inhibicidn de la invasién y a la eliminacién de los pa-

toégenos dentro de la planta. Ambos pueden ser constitutivos en la planta



Figura 1:
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PARASITICA
PERTOFITICA
SAPROF!TICA

RELACIONES HETEROTRCFICAS

~—

\
A.B.CD.... X

A

COMPONENTES DE LAS RELACIONES

Esquema de relaciones heterotrdficas (segin Bateman, 1978) . Los tipos de re-
laciones (A) mutualismo (B) comensalismo (C) patogenismo, y (D) saprofitismo
se muestran en relacidén con los modos de existencia-parasitica, pertofitica

o saprofitica. Del total de componentes (X) en una dada relacién se han deno-
minado A', B', C' y D' a aquellos que determinan que el tipo de relacién sea
un mutual ismo, ccmensalismo, patogenismo o saprofitismo, respectivamente. Se
considera que dichas relaciones son determinadas por los componentes de los

elementos constituyentes de la piradmide: hospedante-par3sito-ambiente-tiempo.
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sana o adaptativos y desarrollarse como consecuencia de la infeccidn.

El conocimiento de los mecanismos de resistencia en las plantas es fun-
damental para el control de sus enfermedades. El desarrollo de métodos mi-
crcanaliticos para la cuantificacidon de sustancias antipatogénicas, involu-
cradas en dichos mecanismos, pueden ser de gran utilidad como herramienta
en programas de seleccion de la resistencia genética a enfermedades. Por
otro lado, el conocimiento de estos mecanismos aporta las bases fisioldgi-
cas para dichos programas. Asimismo, el estudio de la estructura y modo de
accion de estas sustancias contribuye a la bisqueda racional de compuestos
sintéticos bioldgicamente activos (ya sea por su composicidn o accién ana-
loga) Gtiles en Terapéutica Vegetal (Bell, 1981). Una vez conocidas las sus-
tancias inhibidoras se plantea un nuevo interrogante que muy recientemente
ha comenzado a dilucidarse. Esto se refiere al modo en que el patdgeno in-
duce o desencadena el desarrollo, por parte de la planta, de estos mecanis-
mos de defensa. Cabe sefalar que inoculando plantas susceptibles con hongos,
bacterias o virus no virulentos o no patogénicos para esa especie se ha lo-
grado la inmunizacién local y sistémica contra patdégenos virulentos (Kué,
1982). Esto se obtuvo a través de la induccién de la expresidn de la infor-
macidn potencial de la planta. El conocimiento de los metabolitos que indu-
cen estas respuestas facilitaria y haria mds aplicable la inmunizacién vegetal.

Por Gltimo, pero no por ello menos importante, el estudio de los fac-
tores temporales y ambientales predisponentes a las enfermedades como modu-
ladores de los mecanismos de defensa, sean estos histoldgicos, bioquimicos
o fisioldgicos, se hace indispensable para el adecuado control de las enfer-
medades parasitarias (Yarwood, 1959; Johnson y Klisiemicz, 1969). Ademas
estos conocimientos son fundamentales para la blisqueda de materiales resis-

tentes y la confeccién de modelos de prediccidn.



1.2. Objetivos

De los cultivos oleaginosos, el girasol es uno de los principales en
la Argentina, ocupando nuestro pais el segundo lugar como productor mundial.

La esclerotiniosis del girasol, causada por el hongo Sclerotinia sclerotio-

rum (Lib.) De Bary, es una de las enfermedades m3s importantes de este cul-
tivo (VrSnceanu, 1977). Se presenta en dos formas: como podredumbre de la
base del tallo,acompafiada de marchitez total; y como pudricidn total o par-
cial del capitulo.
Otros factores que agravan la situacién son: la presencia del patdgeno
en todas las areas girasoleras del pais, la formacidn por parte del hongo
de cuerpos de resistencia (esclerocios) que permanecen en el suelo y retie-
nen su capacidad infectiva por 3-8 afios, la gran polifagia del hongo lo que
dificulta el control a través de la rotacién del cultivo (Purdy, 1379), vy
el hecho de no contarse hasta el momento con la resistencia absoluta. Sin
embargo, se ha observado la existencia de diferencias en la susceptibilidad
frente a este patbgeno entre ios distintos cultivares e hibridos de girasol
(Dueck et al., 1978). Asi mismo, Auger y Nome (1970) encontraron que, a cam-
po y en invernaculo, la susceptibilidad a la podredumbre basal varia con
el momento del ciclo de vida en que la planta es inoculada con el hongo.
Todas estas evidencias permiten formular la hipStesis sobre la existen-
cia de mecanismos de defensa en girasol determinados genéticamente, cuya
expresion estd influida por el estadio fenoldgico de la planta en el momen-

to de la inoculacion.

Sclerotinia sclerotiorum es un hongo extremadamente polifago (ataca

361 especies vegetales), que ha sido muy estudiado desde el punto de vista
de su sistema enzimdtico, toxinas, condiciones de formacidn y germinacién

de esclerocios y ascosporas, e histopatologia. Sin embargo no se conocen
antecedentes previos a este trabajo sobre los mecanismos de defensa del gi-
rasol frente a este hongo,y se cuenta con escasa informacidon sobre los mis-
mos en otras especies vegetales atacadas por las distintas especies de Scle-

rotinia.



El objetivo principal de este trabajo de Tesis ha sido profundizar en

el conocimiento de la interaccidon Helianthus annuus-Sclerotinia sclerotiorum,

desde un punto de vista fisiopatoldgico. E]l mayor énfasis se ha centraliza-
do en el estudio de los mecanismos de resistencia del girasol frente a ese
hongo. Para ello se utilizd como sistema experimental, diversos estadios
del ciclo de vida del hospedante que presentaron distintas respuestas de
susceptibilidad frente al patdgeno. Los estudios se desarrollaron, en cama-
ra bioclimatica. La investigacion se llevd a cabo a través del desarrollo
de tres lineas principales de trabajo. La primera tuvo como finalidad cono-
cer el estado nutricional del huésped como predisponente a la enfermedad.
Otra se orientd hacia la deteccién de mecanismos de defensa bioqul icos
y la tercera se refirié al estudio de las barreras del tipo mecdnico. En
todos los casos los estudios se realizaron en plantas sanas y enfermas pa-
ra averiguar si los mecanismos eran de tipo preinfeccional o se desarrolla-
ban como consecuencia de la infeccidn; y en las distintas zonas del tallo
para conocer si los mecanismos eran de tipo local o sistémico.

Los resultados parciales obtenidos orientaron la investigacidén a pro-
fundizar en el conocimiento de los mecanismos bioquimicos. Los esfuerzos
se centralizaron en la dilucidacidn del rol de los compuestos fendlicos en
la defensa. Para ello se llev0 a cabo un estudio cuali y cuantitativo de
estos compuestos y se determind su efecto inhibidor sobre el crecimiento
in vitro del patdgeno. Adicionalmente, se los localizd anatémicamente en
los tallos sanos y enfermos para poder interpretar su eventual rol in vivo.

A fin de conocer si los mecanismos hallados estan presentes cuando se
dan las condiciones de cultivo naturales, se realizaron estudios con plantas
cultivadas en el campo.

Con el propbsito de determinar el grado de especificidad de los meca-
nismos, se analizaron los componentes bioquimicos de defensa en una especie

de girasol. Se tratd de Helianthus tuberosus especie que es considerada to-

lerante a esta enfermedad.



1.3 . Antecedentes Bibliogréaficos

1.3 .1 El huésped: Helianthus annuus L.

Dentro de las diversas versiones sobre su origen cabria considerar que
esta oleaginosa es oriunda del sudoeste de Estados Unidos y del norte de
Méjico. Fue cultivada por los aztecas e incas e introducida en Espafia y Fran-
cia a mediados del siglo XVI, pasando posteriormente a Rusia en el siglo
XVITI (Vranceanu, 1977).

El cultivo del girasol en la Argentina se lleva a cabo desde hace unos
150 afos. Su semilla fue traida al pais por los inmigrantes de Europa Orien-
tal, quienes la sembraron para el consumo directo y para la alimentacidn
de las aves. No obstante, a partir de 1930 este cultivo adquiere importan-
cia. A pesar de las considerables oscilaciones anuales, tanto de superficies
sembradas como en rendimiento o produccién total, la Argentina figura siem-
pre entre los primeros paises productores.

Por otra parte, el girasol se encuentra entre los cuatro cultivos mas
utilizados en el mundo para la obtencidén de aceite comestible junto con la
soja, el manT y la colza.

En la Argentina, desde hace mas de 30 afos se constituye en la fuente
bdsica de la produccidon de aceite comestible destinado al consumo humano,
al extremo de representar entre la mitad y los dos tercios del aceite total
consumi do.

El girasol pertenece al Orden Synandrales, Familia Compositae Adans.,
SubFamilia Tubuliflorae DC., Tribu Helianthae Cass., Género Helianthus L.

Heiser (1969) agrupa las 68 especies del género Helianthus en 4 seccio-
nes: Annuus, Divaricati, Ciliares y Fruticosi.

La posibilidad que posee H. annuus de hibridarse facilmente ha permi-
tido la produccidn de hibridos artificiales con diversas especies perennes.
Entre ellas se encuentra H. tuberosus que es un hexaploide perteneciente
a la seccidn Divaricati y que exhibe una tolerancia natural a S. sclerotio-
rum (Orellana, 1975). En tal sentido se la ha utilizado en estudios tendien-
tes a obtener hibridos interespecificos resistentes al mencionado patdgeno

(Orellana, op. cit.).




H. annuus es una especie anual, con vigoroso desarrollo de todos sus

érganos. Tanto el tallo como la raiz poseen crecimiento primario y secunda-

rio (Carter, 1978).

El sistema radical alcanza su mdximo crecimiento en floracién. Normal-

mente la longitud de la raiz principal sobrepasa la altura del

tallo. Este

Gltimo es erecto, vigoroso, cilindrico y macizo. Su superficie externa es

rugosa y vellosa; sin embargo la vellocidad decrece o estd ausente en la

zona basal.

La ontogénesis del girasol ha constituido el objetivo de numerosos es-

tudios. Segin Semihnenko (en Vr3nceanu, 1977), las fases de desarrollo de

una variedad de girasol semitardia son las siguientes:

Fase
1. Germinacidon y emergencia
de semillas

2. Formacidn de hojas

3. Diferenciacidn de los
primordios del receptaculo

4, Crecimiento activo

5. Floracién

6. Formacidén de semillas vy
acumulacidn del aceite

7. Lienado de las semillas y
consecucion de su tamafno
definitivo

Comienzo y fin de la fase

Duracién(dias)

-Desde la siembra hasta la
aparicion de los cotiledones

-Desde la emergencia a 4-5
pares de hojas verdaderas

-De L-5 pares de hojas has-
.ta 7-8 pares.

-De 7-8 pares hasta flora-
cidn

-Principio a fin de la misma

~Desde el fin de la floracidn

hasta el color amarillo-verdoso
de los capitulos

-Del color amarillo-verdoso de
los capitulos hasta el color
amarillo-oscuro

10-30

20-24

14-16
20-25

15-20
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1.3.2. E] patdgeno: Sclerotinia sclerotiorum

1.3.2.1. Taxonomla

El agente causal de la podredumbre basal y del capitulo del girasol

es Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) De Bary, hongo que se caracteriza por

su gran agresividad y polifagia. Pertenece a 1a Clase Ascomycetes, SubCla-
se Euascomycetes, Serie Discomycetes, Orden Helotiales, Familia Sclerotinia-
ceae (Kohn,1979; Zimmer y Hoes, 1978).

1.3.2.2. Distribucién geografica

Su distribucion es mundial, localizandoselo en zonas templadas, tropi-

cales y subtropicales (Zimmer y Hoes, 1978; Purdy, 1979).

1.3.2.3. Especies vegetales que ataca

Es uno de los patdgenos inespecificos. Ataca 64 familias, 225 géneros
y 361 especies vegetales (Purdy, op.cit.) (Tabla 1).
En la Argentina Sarasola (1942) lo considera un patdgeno importante

para el girasol (Helianthus annuus), causante de la podredumbre basal. Lu-

ciano y Davreaux (1967) lo citan como causante de la podredumbre del capi-

tulo. Marchionatto (1948) lo cita sobre repollo (Brassica oleracea var. ca-

pitata); Feldman y Pontis (1960) lo aislaron de apio (Apium graveolens) vy

lo citan en el aleli (Matthiola incana), caléndula (Calendula officinalis),

dalia (Dahlia sp.), zanahoria (Daucus carota), haba (Vicia faba), lechuga

(Lactuca sativa), mani (Arachis hypogea), papa (Solanum tuberosum), poroto

(Phaseolus vulgaris), pimiento (Capsicum annuun) y tomate (Lycopersicum

sculentum). Campi (1941) lo determind en arvejillas (Lathyrus odoratus) vy

Gloxinia sp.; Muntafiola (1955) en arveja (Pisum sativum); Carranza (1973)

1o aislé del clavel (Dianthus caryophyllus); Mitidieri (1973) de batata

(1pomoea batata), coliflor (Brassica oleracea var. botrytis), frutilla

(Fragaria vesca) y lenteja (Lens culinaris); Pontis y Klingner de perejil

(Petroselinum crispum); Castello (1969) lo cita sobre soja (Glycine) y Ca-

rranza (1975) sobre albahaca (Ocinum basilicum). También ataca Citrus, es-

pecialmente limonero, produciendo la llamada ''gomosis esclerotiniosa''.
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1.3.2.4. Morfologia

El micelio esta constituido por hifas muy ramificadas y tabicadas. Pue-
de desarrollarse tanto en la superficie como en el interior de los &rganos
atacados (Poliakov, 1968). También produce microconidios que surgen como
ramificaciones cortas y laterales desde el micelio o de los extremos de hi-
fas normales (Sarasola y Sarasola, 1975).

Los esclerocios, cuerpos de resistencia, estan constituidos por una
corteza de hifas de paredes melanizadas, oscuras y muy engrosadas; y una
médula parenquimatosa laxa (Lamarque, 1976)de elementos globosos (Kohn, 1979).

Cuando las condiciones ambientales son Gptimas para la germinacidn de
los esclerocios estos producen sobre su superficie estipites, o micelio ve-
getativo. Los estipites llevan en su extremo a los apotecios (cuerpos fruc-
tiferos) dentro de los cuales se ubican los ascos con ascosporas (esporas
de origen sexual).

Cuando las ascosporas, micelio o esclerocios son ubicados sobre un me-
dio de cultivo solido, las hifas crecen sobre su superficie formando una
pelicula delgada. Cuando la colonia alcanza el borde del recipiente, o cuan-
do el crecimiento se ve restringido, la mata micelial se engrosa y da ori-
gen a esclerocios. Los esclerocios por lo general se disponen en una serie
de circulos concéntricos o algin otro patrdn regular (Le Torneau, 1979).

Las hifas vegetativas contienen varias organelas y un Gnico septo per-

forado simple.

i.,.2.5. Ciclo de vida

Consta de una fase asexual y una sexual que tienen como nexo de unidn
a los esclerocios. Estos permanecen en el suelo, o en los restos de cosecha
(Figura 2).

Cuando las condiciones ambientales son favorables, el esclerocio germi-
na produciendo micelio (germinacidén miceliogénica). Este micelio necesita
invadir materia organica muerta, para poder luego infectar a la planta hués-

ped (Puidy, 1958). Asi se da comienzo a la fase asexual del ciclo de vida.



El hongo pasa el invier
noc en el suelo y en los
rastrojos.
Plan
chi

Con la cosecha los escle-
rocios caen al suelo,com-
pletando el ciclo
o —————
* e

La enfermedad dis
minuye los rendi-
mientos e incremen
ta el indculo en

infeccion
podredumbre
en raices vy
base del
tallo

Siembra en primavera

R

Esclerocios en el suelo

Contacto del micelio proveniente
del esclerocio aerminado,con las

el suelo rElees Las ascospore e-
Podredumbre del gan a! capitule v ¢
capitulo Ascosporas proceden T et S S
tes de Otros campos ‘ plantas y germinaran
Podredumbre en ' { se daw las .congi- Con buena humedad,
las zonas medias CHOneS. el honao que estd
del tallo en el suelo desa-
rrolla para dar
Ascosporas apotecios
producidas

por los
apotecios

Figura 2: Ciclo de vida de Sclerctinia sclerotiorum, y las enfermedades
que provoca en girasol (esquema extraido de Cooperative Exten-
sion Service, North Dakota State Universitv. Ext. 1984) (B. Nel-
son y H.A. Lemey).




La penetracidén tiene lugar a través de las raices o por la base del
tallo (Dueck y Campbell, 1978; Huang, 1978; Carter, 1978). Esta germinacidn
puede ocurrir durante todas las fases del crecimiento del girasol causando
podredumbre de raices y de la base del tallo, y severa marchitez foliar.
Cuando las condiciones son favorables y 1a enfermedad prospera se desarro-
11a externamente sobre la planta enferma, e internamente en la médula y en-
tre los diversos tejidos del tallo un micelio blanco algodonoso y abundante.
Subsequentemente se forman esclierocios los que reiniciaradn el ciclo al in-
corporarse al suelo con la caida del Grgano enfermo, o en los restos de co-
secha.

En otras condiciones el esclerocio produce de 1 a 8 estipites (germi-
nacién carpogénica) portando cada uno 1 apotecio. Aqui se inicial@ fase se-
xual del ciclo de vida. Una vez maduras las ascosporas son liberadas y trans-
portadas por el viento hasta la superficie del capitulo y, en ocasiones,del
tallo en su parte media. Como consecuencia se produce la pudricidon parcial
o total del 6rgano atacado. El ciclo se cierra con la formacidn de nuevos

esclerocios sobre la superficie o en el interior de los 6rganos atacados.

1.3.2.6. Fisiologia

a) Formacién y composicidén de los esclerocios (Le Tourneau, 1979).

Los resultados de determinaciones quimicas y andlisis histoquimicos
demuestran diferencias en la composicion de los esclerocios formados in vi-
tro respecto a la de aquellos coleccionados a campo. En estos Gltimos, ob-
tenidos del poroto y la arveja, las grasas constituyeron menos del 2%, las
cenizas entre el 3,5y 5% y las proteinas del 20-25% del! peso seco. Una con-
siderable proporcién fue soluble en metanol (20-25%). En contraste con es-
to, los esclerocios crecidos sobre medio sintético poseyeron una menor pro-
porcidén de grasas, material soluble en metanol y proteinas.

Los carbohidratos consituyen la mayor proporcién del esclerocio maduro,
un 25% de estos se halla en forma de g-glucano. Métodos histoquimicos de-
mostraron la presencia de los polisacaridos, quitina y glicigeno. Los prin-

cipales carbohidratos de bajo peso molecular son la trehalosa y el manitol.



Generalmente también se detectan monosacaridos como glucosa o fructosa. La
presencia de otros azlcares depende de la fuente carbonada del medio.

La formacidn de los esclerocios comienza con la anastomosis de largas
hifas primarias que constituyen monticulos de micelio blanco. Cuando el hon-
go es cultivado en un medio 1iquido (pH 6-7), el pH del filtrado del culti-
vo cae a 3-4 y luego tiende a incrementarse levemente. Esta disminucién coin-
cide con el momento de maxima produccidn de acidos orgdnicos y de la alta
actividad de las enzimas del Ciclo de Krebs. La iniciacidn del esclerocio
tiende a coincidir con la caida del pH. En caso de medio de cultivo sélido,
la formacién de esclerocios se relaciona con cambios en la disponibilidad
de los nutrientes. '

La supresidn de la glicGlisis y del Ciclo de Krebs, y la estimulacidn
del ciclo de las pentosas fosfato se relacionan con la compactacién y madu-
racidn de los esclerocios.

Se han detectado enzimas de la oxidacidn de fenoles en los esclerocios;
y esto sugiere su relacion con la formacion de la corteza coloreada de di-

chas estructuras.

b) Factores que afectan la formacidon de los esclerocios y el crecimiento
micelial in vitro (Le Torneau, 1979).

Factores nutricionales:

Fuentes carbonadas: Sclerotinia sp utiliza diversos compuestos organi-
cos para su crecimiento micelial (CM) y formacidn de esclerocios. La treha-
losa, azlcares-alcoholes y acidos orgadnicos producidos por el hongo y pre-
sentes en €l son fuentes pobres de carbono. La mezcla de dos fuentes pobres
seria mas eficiente para el crecimiento que igual cantidad de una Gnica fuen-
te. La incapacidad para utilizar fuentes de carbono endbgeno normalmente
presentes en el esclerocio para el crecimiento micelial, podria ser parte
de un mecanismo de control relacionado con la germinacién miceliogénica
y carpogénica.

Fuentes nitrogenadas: utiliza compuestos orgdnicos e inorgédnicos, por

ejemplo aminodcidos relacionados con los acidos organicos del ciclo de Krebs.



La relacién C/N y las formas de N en relacidén con la misma pueden también
afectar la formacidn de los esclerocios.

Macronutrientes inorganicos: la formacidén de los esclerocios solo se
produce en medios con P, K, Mgy S, y se aumenta con la adicién de mezclas

de micronutrientes inorganicos (Purdy y Grogan, 1954).

Factores no nutricionales:

Luz: Marukawa et al. (en Le Torneau, 1979) encontraron que la luz re-
duce el nimero y peso seco total de esclerocios. Por otro lado se encontrd
que la luz U.V. y azul son mas efectivas que las demds longitudes de onda
en promover el ndmero de esclerocios.

Temperatura: este patdgeno crece y produce esclerocios dentro de un
amplio rango de temperaturas que va de 0 a 30°C, con un Sptimo entre los
20 y 25°C.

pH: el hongo crece y produce esclerocios en medios con pH inicial de
2,9 a 9. El pH del medio de cultivo disminuye durante el ciclo de crecimien-

to, debido a la produccidén por parte del hongo de &cidos organicos.

c) Factores que afectan la supervivencia de los esclerocios en el suelo (Adams
y Ayers, 1979).

El principal factor es el bioldgico. Ma3s de 30 especies de hongos vy

bacterias son antagonistas de Sclerotinia sp in vitro: Aspergillus, Penici-

1lium, Trichoderma, Coniothyrium, etc. Huang y Hoes (1976) han realizado

estudios con el fin de utilizar a Coniothyrium en planes de control biolé-

gico de esta enfermedad.

d) Factores que afectan la germinacidn e infeccién por esclerocios

En presencia de materia organica muerta, el esclerocio germina dando
un micelio infectivo (Purdy, 1958). Otro factor importante para la infeccidn
es la cercania del esclerocio al hospedante. E] micelio crece poco en el
suelo, en suelo estéril la extensidn del! micelio no excede nunca los 30 mm,
y en suelo no estéril el crecimiento es menor de 5 mm (Williams y Western,

1965) .



e) Factores que afectan la germinacién e infeccidén ascospérica.

Abawi y Grogan (1979) han determinado que son necesarias de 48 a 72
hs de humedad continua sobre la superficie del hospedante para que la ger-
minacidn ascospdrica tenga lugar. Purdy (1958) determiné que es necesaria

la presencia de nutrientes externos para que se produzca la infeccidn.

1.3.3. La interaccidn huésped-patSgeno

1.3.3.1. Aspectos conceptuales: parasitismo y patogenismo

Segin Bateman (1978), el término parasitismo se refiere a "la relacidn
o0 asociacidn entre organismos, generalmente provenientes de especies dife-
rentes en la cual una parte, el pardsito, se beneficia de la otra, el hués-
ped". Es incorrecta entonces la idea de que la relacidn parasitica es nece-
sariamente perjudicial. El parasitismo y la enfermedad son de hecho fenéme-
nos bioldgicos diferentes.

La lucha por la existencia entre los organismos vivos lleva a dos ti-
pos principales de relaciones nutricionales heterotroficas: la predacidn
y el parasitismo. Dentro de este Gltimo tipo Bateman (op.cit.) incluye di-
ferentes modalidades en las cuales la interaccidn huésped-parasito resulta
en un mutuo beneficio de los asociados (mutualistica); aquellas en las cua-
les solo uno de los asociados, yeneralmente el parasito, se beneficia sin
efectuar dafio al otro componente (comensalistica); o relaciones en las cua-
les el hospedante o ambos asociados se dafan o mueren (patogenistica).

Es importante tener en claro que no todos los pardsitos son patdgenos
y viceversa. Los patdgenos pueden ser de naturaleza bidtica o abidtica.

El saprofitismo, incluye a aquellos individuos que colonizan y obtie-

nen su alimento de organismos muertos. Por Gltimo, el pertofitismo se refie-

re a un tipointermedio de relacidén nutricional en la que el patdgeno mata
las células del hospedante antes de que ellas sean colonizadas (Figura 1).
Este enfoque resulta novedoso ya que enriquece la comprensién del parasitis-
mo en cuanto a las formas que puede adquirir segin el balance final de la

interaccién. Sin embargo el empleo de términos ya utilizados para definir



relaciones diferentes del parasitismo (comensalismo, mutualismo), puede di-

ficultar la comprensidn.

1.3.3.2. Hipdtesis involucradas en las relaciones parasiticas y patogénicas.

No es muy amplio el cuerpo conceptual del que dispone la Fitopatologia.
Actualmente se ha adquirido conciencia de la necesidad de contar con una
estructura tedrica que guie o delinee las futuras investigaciones en este
campo. En tal sentido Bateman (1978) realizd una revision de las hipdtesis
principales que intentan explicar el establecimiento de las relaciones pa-
rasiticas y patogenisticas. Estos conceptos han ido evolucionando a lo lar-
go del tiempo, a medida que nuevos conocimientos aportaron aspectos diferen-

tes de estas complejas interacciones.

a. Hipdtesis nutricional del parasitismo

"La hipStesis nutricional del parasitismo considera que un parasito
crece en un hospedante particular, debido a que este le ofrece la cantidad
y calidad de alimentos necesarios para su vida. En hospedantes resistentes
los mencionados factores no se presentan o son insuficientes. Los distintos
balances nutricionales, sumados a la capacidad del parésito para responder
diferencialmente frente a los mismo explican los grados de resistencia y
susceptibilidad, no explicables en otros términos" (en Lewis, 1953).

Bateman (op.cit.) considera que esta hipdtesis contempla aspectos ra-
zonables pero que es incompleta desde un variado ndmero de perspectivas,
siendo la primera la comprobacién. Las razones a las que alude son: a) la
dificultad aparente de determinar la compleja nutricién de algunos pardsi-
tos; b) la falta de correlacién entre parasitismo y complejidad nutricional;
c) la similitud de los requerimientos nutricionales in vitro de algunos pa-
rasitos que presentan rangos de hospedantes muy diferentes; d) la idea de
que el andlisis del huésped no proveerad una verdadera visién de los nutrien-
tes disponibles para el patégeno y e) el conocimiento de mecanismos activos
de defensa tanto en animales como en plantas.

Sin embargo existen ejemplos como el aportado por Boone (1971) al es-

tudiar mutantes nutricionales de Venturia inaequalis patdgeno que produce
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la sarna del manzano, en los cuales esta hipOtesis explica en gran medida

la interaccidn hospedante-patdgeno.

b. La hipdtesis del balance en parasitismo

Lewis (1953) enuncid la siguiente hipStesis: "Entre los metabolitos
del hospedante disponibles para un parasito potencial existen sustancias
que pueden favorecerlo y otras que pueden impedir su crecimiento. Esas sus-
tancias son vitaminas, aminodcidos, &cidos orgdnicos, etc. Son metabolitos
comunes a muchas especies diferentes. El tipo y concentracidén de los mismos
varian en la planta con el cambio en las condiciones ambientales. Esa varia-
cidén en sustancias capaces de alterar el crecimiento del parasito pueden
explicar los cambios en resistencia y susceptibilidad que a veces ocurren
dentro de un mismo hospedante. Las variaciones en concentracién y tipos de
metabolitos entre los distintos hospedantes, sumado a las diferentes respues-
tas de los distintos patdgenos pueden explicar el complejo de patrones de
resistencia y susceptibilidad. La inmunidad innata est&@ determinada por la
presencia de metabolitos normales del huésped, desfavorables para el creci-
miento del pardsito, o la ausencia parcial o completa de sustancias esencia-
les para dicho organismo, o por la combinacidn de ambas. La inmunidad de
este tipo no estd@ determinada por mecanismos especiales. Los metabolitos
del hospedante susceptible favorecen el crecimiento del parasito. Existe,
finalmente, un balance entre las sustancias que inhiben y las que promueven
dicho crecimiento. Este balance podra inclinarse hacia la resistencia por
un lado, hacia la susceptibilidad por el otro, o permanecer entre ambos
extremos" .

La hipétesis formulada busca explicar el parasitismo selectivo y/o re-
sistencia del hospedante sin tener en cuenta a sus mecanismos de defensa.
Sin embargo, esta formulacidon parece proveer vias para la comprensidn de
problemas de parasitismo obligado y susceptibilidad varietal y especifica
en complejos en los cuales estd involucrado un muy delicado balance entre
los dos organismos interactuantes. Luego de un muy cuidadoso andlisis debe
concluirse-dice Bateman (op. cit.) que los principales fundamentos de esta
hipOlesis no son demostrables de un modo definito, a pesar de cuan eviden-

tes sean los conceptos generales.
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c. Hipdtesis de la nutricidn-inhibicidon en la patogenicidad

Garber (1956) formuld esta hipStesis que comprende elementos de la
hipotesis del balance, pero agrega un componente significativo que es el
concepto de la defensa por parte del hospedante.

"La hipdtesis de la nutricidn-inhibicidén involucra dos ambientes den-
tro del huésped los que afectan directamente el destino del invasor: un am-
biente nutricional y un ambiente inhibidor.

Si el ambiente nutricional es inadecuado, el pardsito no podrd ni pro-
liferar ni metabolizar extensamente los tejidos y, por lo tanto, no seré
virulento. Si, por el contrario, el ambiente nutricional es adecuado el pa-
résito poseerd esas capacidades pero alm podrad no ser virulento. Un ambien-
te inhibidor efectivo puede también estar o no presente. En ausencia del
mismo, un pardsito con un ambiente nutricional adecuado generalmente sera
virulento. En su presencia no lo serad ain cuando el ambiente nutricional
le sea favorable. En conclusidén, de las 4 combinaciocnes posibles entre los
mencionados ambientes, solo cuando la nutricién sea adecuada y la inhibicidn
inefectiva resultaré la virulencia y en las otras, la avirulencia'.

Bateman (op. cit.) considera que esta hipdtesis ain no contempla la
totalidad del problema, ya que las caracteristicas toxigénicas, antigénicas,
morfolégicas, y enzimiticas de los parasitos complican los esfuerzos por
comprender las relaciones patogénicas en términos de ambientes nutriciona-
les en la planta. Sin embaréo reconoce que las tres hipdotesis propuestas
representan esfuerzos significativos tendientes a aumentar la comprensidn,
organizar el actual conocimiento, y aportar a la formulacién de mds vias
adecuadas de investigacion. En tal sentido este autor ofrece la hipétesis

de los componentes miltiples que se presentard a continuacion.

d. Hip6tesis de los componentes miltiples para la patogenicidad y el para-
sitismo (Bateman, 1978).

La patogenicidad, la susceptibilidad, la resistencia y la patogénesis
son todos procesos o atributos gobernados por las caracteristicas genéticas
de los sistemas vivientes, el ambiente fisico en el cual ellos operan, y

el tiempo. Esta hipOtesis centra la atencidn sobre la naturaleza de los
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componentes interactuantes como factores determinantes de las relaciones
parasiticas o patogénicas. Se afirma sobre la consideracién de la naturale-
za compleja y dindmica de la vida, la existencia de barreras tanto fisicas
como quimicas en los sistemas vivos, y el principio de que tanto el pardsi-
to como el hospedante contienen ciertos factores que son potencialmente
favorables y otros potencialmente desfavorables.

Los principales conceptos que comprende esta hipotesis son los siguientes:

d.1. La naturaleza multicompuesta de la vida

Todos los procesos bioldgicos estan sujetos a regulacidn a través de
factores que los estimulan o inhiben. En la mayoria de los casos los contro-
les son miltiples y es esto lo que les provee la enorme flexibilidad que
poseen. La velocidad con que se desarrolla un determinado proceso bioldgi-
co estd influida por componentes miltiples, y es la suma de todos aquellos

promotores e inhibidores la que la determina.

d.2. Barreras fisicas o fisiol6gicas en los sistemas hospedante-parasito.

El establecimiento de las relaciones hospedante-parasito involucra el
trasponer dos tipos de barreras. Las barreras fisicas separan al hospedante
del parasito evitando el contacto intimo, o la colonizacién de la planta
por este. Los parésitos pueden penetrarlas pasivamente a través de heridas
o aberturas naturales, o poseer un medio activo de penetracién. Ciertos pa-
résitos son patogénicos solo dentro del hospedante, ya que son capaces de
superar las barreras fisicas.

Una vez superadas estas barreras fisicas, el éxito o fracaso del para-
sito potencial depende de que este supere las barreras fisiolbégicas del hos-
pedante potencial. Los miltiples factores, provenientes de ambos organismos,
determinan la forma en la cual una barrera determinada serd o no superada.
Estos factores estan regulados por los potenciales genéticos de ambos orga-
nismos, sujetos a distintos grados de expresion de acuerdo con el ambiente
fisico particular y a las modificaciones que surjan de la interaccidn de

los distintos componentes.
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d.3. El concepto del ambiente del hospedante y del parasito

Un pardsito y un hospedante potenciales pueden ofrecerse mutuamente
dos tipos de ambientes: favorable y desfavorable. Un ambiente determinado
esta compuesto de numerosos y diversos componentes algunos morfoldgicos vy
otros bioquimicos. En consecuencia es posible postular que exisfen 4 combi-
naciones potenciales en un complejo hospedante-parisito dado. Si este com-
plejo es mutualistico predominan los ambientes favorables. Si la relacién
es comensalistica, el ambiente favorable ofrecido por uno de los miembros
favorece al otro, en tanto que los ambientes desfavorables de los dos y el
favorable del otro miembro no son suficientemente operativos como para ser
significativos. Cuando la relacion es patogenistica el ambiente desfavora-
ble de uno o ambos miembros predomina. Si lo hace el amhiente ofrecido por
el hospedante, este sera resistente. De lo contrario serd susceptible.

Esta hipotesis pretende proveer una estructura tedrica que contenga
las miltiples facetas de las interacciones hospedante-parasito, sea cual
fuere el tipo de relacidon involucrada. En la Figura 3 se presentan grafica-
mente los principales elementos de la misma.

En 1a mayorifa de las interacciones los 4 ambientes potenciales son ope-
rativos. De esta forma es el balance de los mismos incluyendo sus interaccio-
nes, los que determinaran el €xito o fracaso del parasitismo asi como el
tipo de asociacidn.

En una relacidn patogenistica, el ambiente desfavorable del patégeno
estard constituido por sus toxinas, enzimas, exceso de produccidn de regu-
ladores de crecimiento, etc. El ambiente favorable del patdgeno podra estar
dado por su capacidad de liberar glicésidos del hospedante a sus formas t6-
xicas y la capacidad de inducir las defensas activas de la planta. El ambien-
te favorable del hospedante incluir3d la disponibilidad de nutrientes, pH
adecuado, y otros factores necesarios para el crecimiento y reproduccién
del patégeno. Finalmente, el ambiente desfavorable del hospedante podra in-
cluir barreras fisicas, compuestos antibidticos preinfeccionales y fitoale-
xinas.

Ciertos componentes de un ambiente determinado pueden ser constituti-
vos y otros inductivos. En el caso de los inductivos (fitoalexinas, enzimas
adaptativas del patdgeno), el componente en cuestidn es inducido luego del

intercambio de mensajes quimicos entre los organismos interactuantes. En
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"Hipdtesis de los componentes miltipies' (Bateman, 1978). Las relaciones para-
sfticas y patogénicas resultan de la sumatoriae interaccién de los miltiples
componentes que constituyen los ambientes ''favorable'' y ''cesfavorable', que
ambos organismos interactuantes se ofrecen mutuamente. Del total de componen-
tes Y se ha designado como A", B'" y C'" a aquellos que determinan que la rela-
cién sea un mutualismo, comensalismo a patogenismo, respectivamente.
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algunos casos, el ambiente favorable del hospedante es creado, al menos en
parte, por componentes del ambiente desfavorable del patégeno. Es decir,
que los distintos ambientes se afectan y modulan entre si. Generalmente,
la diferencia entre susceptibilidad y resistencia dentro de una misma espe-
cie vegetal no reside en diferencias cualitativas en el ambiente desfavora-

ble del hospedante sino en la velocidad o intensidad de reaccidon del mismo.

1.3.3.3. La_interaccion H. annuus-S. sclerotiorum

1.3.3.3.1. Sintomatologia

Podredumbre basal: esta enfermedad surge aisladamente al comienzo, lue-
go en grupos de dos o mas plantas y se extiende en forma de manchones o por
hileras ya que el contagio se produce por contacto de raices.

Se forma primero una lesidn de color castano claro, con ligera exuda-
cion, que se va extendiendo. La longitud de las lesiones puede variar de
unos pocos a mas de 50 cm; esto depende de la susceptibilidad del hospedan-
te, condiciones ambientales y la virulencia del patégeno. Si la planta es
tolerante puede no marchitarse. En caso de podredumbre avanzada, se produce
una severa y total marchitez foliar. El tallo se seca y desfibra, la médu-
la queda totalmente hueca y la planta se vuelca.

Podredumbre del capitulo: el hongo ataca la zona de insercién del ca-
pitulo con el tallo y este puede desprenderse y caer al suelo como consecuen-
cia de la pérdida de resistencia de los tejidos. En la parte inferior del
6rgano atacado aparecen al principio manchas descoloridas, después de color
castafo, que crecen y se extienden hacia el margen. Los tejidos pierden su

turgencia, se vuelven flaccidos, y toman una consistencia gelatinosa.

1.3.3.3.2. Impacto

De acuerdo con los informes obtenidcs, las pérdidas atribuibles a S.

sclerotiorum constituyen del 0 al 100% de la produccién (Purdy, 1979). De

las numerosas conversaciones mantenidas con los Ings. Agrs. F. Nome; E. Tey-
ssandier; V. Pereyra y otros profesionales, es posible concluir que las po-

dredumbres basal y del capitulo son enfermedades de importancia en la Argentina.
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Sin embargo no existen relevamientos sistemadticos acerca de las pérdidas
que este patdgeno provoca en nuestro pais.

La podredumbre basal seria de incidencia anual en Argentina pero pro-
duciria menores pérdidas en la cosecha que la podredumbre del capitulo. Sin
embargo esta Gltima enfermedad se daria con menos frecuencia, debido a que
la condicion de tan alta humedad requerida para la infeccién carpogénica
no se da muy cominmente en las areas girasoleras.

El ataque a la base del tallo serTa mads grave en la regidn girasolera
que comprende a las provincias de C6érdoba, San Luis y parte de La Pampa,
en la cual el girasol se siembra a continuacién de la soja, quien es también
hospedante de S. sclerotiorum. Esto incrementaria el indculo en el suelo.

La podredumbre del capitulo es potencialmente importante en la zona
Sur. de Bs. As. siendo un problema potencialmente grave en especial para las

siembras tardias (Pereyra comunicacién personal).

1.3.3.3.3. Histopatologia

La informacién acerca de este tema ha sido recopilada por Lumsden (1979).

Penetracion

La capacidad y el modo de penetracidn del patdgeno a los tejidos vege-
tales dependen del -tipo de indculo, del estado de nutricidn del hongo, de
las propiedades del huésped y de los factores del ambiente.

El micelio que surge a partir de esclerocios germinantes, penetra a
través de la cuticula o de heridas en raices o base del tallo.

El micelio en contacto con la planta produce apresorios que generalmen-
te son estructuras complejas, mucilaginosas, en forma de copa. La penetra-
cidn, segin algunas teorias, puede ser solo mecdnica o una combinacidn de

accién quimica y mecanica.
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Primeros estadios de la infeccidn

Apenas producida la penetracidn, el hongo forma una vesicula granular,
inflada, entre la cuticula y la epidermis. Esta dard origen a las ''hifas
de infeccidon'', anchas y granuladas que invaden los tejidos en forma radial
principalmente intercelular. La regidn subcuticular parece ofrecer una me-
nor resistencia a la invasion, por lo cual esta es mis r3pida hacia abajo
y arriba que hacia el interior del 6rgano atacado. Las hifas de infeccidn
son las responsables de la destruccién de las defensas del hospedante, de
la colonizacién inicial de los tejidos, y de los cambios que en ellos se
producen. Dichos cambios son la alteracidon y destruccidn de los materiales
pécticos de las laminillas medias de las células (al parecer esta accién
se produce con anterioridad al arribo de las hifas de avance), muerte celu-
lar, copiosa acumulacién de agua en los margenes de infeccidn y cambios en

la permeabilidad celular.

Ultimos estadios de la infeccidn

Luego de la colonizacién de los tejidos (12-24 hs después de la pene-
tracién) se desarrollan ramas hifales de pequefio didmetro, muy ramificadas,
que invaden los tejidos muertos intra e intercelularmente. Estas hifas pe-
netran las paredes celulares y son responsables de la destruccidon de sus
estructuras cristalinas. Dichas hifas invaden también los vasos y regiones
interfasciculares y taponan el tejido vascular conjuntamente con cristales
de oxalato de Ca. Esto es una de las causas del marchitamiento foliar (Pawlos-
ki y Hawn, 1964).

Luego de una extensa colinizacién de los tejidos, las hifas ramifica-
das emergen a la superficie del hospedante y dan origen a esclerocios en

las lesiones maduras.

1.3.3.3.4. Enzimas y toxinas fdngicas

Enzimas

Hancock (1966) determind actividad de pectinmetilesterasa (PME) y endo

y exo poligalacturonasas (PG) en tejidos de girasol y tomate infectados con
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S. sclerotiorum. Dichas enzimas se relacionan con la disminucidn de las sus-

tancias pécticas en las laminillas medias. La PME posee la funcidn de deme-
tilar la pectina, la endoPG hidroliza al azar al acido poligalacturdnico
en diversas fracciones y la exoPG lleva a continuacidon estos productos a
unidades de acido galactourdnico. E1 pH Gptimo de estas enzimas fingicas
es 4,5-5. Se las detectd muy tempranamente en los margenes de avance de las
lesiones.

Hancock (1967) y Lumsden (1969) estudiaron las enzimas celulasas y he-
‘micelulasas en girasol y poroto respectivamente. Dichos investigadores en-

contraron que S. sclerotiorum posee un sistema completo de celulasas capaz

de utilizar celulosa nativa como fuente de energia. También se detectd en
tejidos enfermos de girasol la actividad de las enzimas arabanasas, galac-
tanasas y xilanasas.

Lumsden (1970) estudié las fosfatidasas del patdSgeno producidas tanto
en cultivo como en poroto infectado. Poseerian la funcidn de degradar los
fosfatidos de las membranas celulares. Son enzimas adaptativas, extracelu-
lares y activadas por Ca; su pH Sptimo es 4.

Finalmente también se cita la produccidén de enzimas proteoliticas en

medios de cultivo y tejidos enfermos (Lumsden, 1979).

Toxinas

S. sclerotiorum produce acido oxdlico el cual actGa como una toxina

movil de distribucion sistémica.

1.3.3.3.5. Fisiologia del desarrollo de la enfermedad.

Colonizacidn

Las enzimas PME y endoPG actdan conjuntamente; lisan las laminillas

medidas 1o que permite el crecimiento intercelular del patdgeno.
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Nutricion durante la patogénesis

Las celulasas, hemicelulasas, exoPG, fosfatidasas y enzimas proteoli-
ticas tendrian una funcidn nutricional. Su accidn sobre la pared y el con-
tenido celular proveeria al patdgeno de fuentes carbonadas y nitrogenadas.
Las celulasas y hemicelulasas actdan tardiamente en el proceso de la pato-
génesis. Estarian relacionadas con el crecimiento intracelular de las hifas
muy ramificadas que se originan de las hifas de infeccidn, detras de los

extremos de las hifas de avance.

Cambios en la permeabilidad celular

Thatcher (1939) encontrd, en peciolos cortados de Apium graveolens in-

fectado por S. sclerotiorum,un aumento de la permeabilidad en los tejidos

adyacentes a las lesiones. Sugirié que dichos cambios permitirian la nutri-
cion del hongo durante el periodo inicial de la infeccidn, previo a la hi-

drolisis de paredes y muerte celular, y serian responsables del tipo de po-
dredumbre acuosa.

Por el contrario, Hancock (1972) demostrd la disminucién de la permea-
bilidad en tejidos adyacentes a lesiones en tallos intactos de girasol in-
fectados . Este autor considera que los resul tados obtenidos por el primero
se deben mas al efecto de senescencia de los tejidos cortados que al de la

enfe rmedad.

Efectos del acido oxalico

En estadios tempranos el acido oxadlico actda sinérgicamente con las
enzimas pectinoliticas. Este efecto se da a través de su fuerte accién co-
mo quelante de Ca y otros cationes. Se liga a estos sustrayéndolos de los
pectatos y permite de esta forma la accién de las PG (Maxwell y Lumsden,
1970; Bateman y Beer, 1965). También tendria 1a funcidon de disminuir el pH
de los tejidos atacados, y favorecer de esta manera la accién de las enzimas
fdngicas. Este cambio drastico de pH, acompafiado de la quelacidn de cationes
y destruccidn de sustancias pécticas seria el causante de la muerte celular.

Ademas, el acido ox3lico actuaria como una toxina mévil de distribucidn
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sistémica. Se acumularfa en el follaje siendo responsable de la marchitez
foliar (Noyes y Hancock, 1980). El taponamiento de los vasos por cristales
de oxalato contribuiria en la produccién de dicho efecto.

Muy recientemente Marciano_gﬁ_gl. (1983) encontraron que esta toxina

exhibe una accidén inhibidora de las polifenoloxidasés del hospedante a pH 4.

1.3.3.3.6. Virulencia y resistencia

1. Virulencia

Los datos con los que se cuenta son contradictorios. Algunos trabajos
(Held, 1955; Lumsden, 1976; Khare y Bompeix, 1976) demuestran una correla-
cién positiva entre algunas enzimas (endoPG y proteasas) y metabolitos té-
xicos, y la virulencia de ciertos aislamientos de Sclerotinia. Por el con-
trario, ciertos autores encuentran ausencia de correlacidon con la virulencia
de fosfatidasas, protopectinasas, PME y PG (Lumsden, 1970; Newton, 1972).
Marciano et al. (1983) no hallaron relacién positiva entre las enzimas de-
gradadoras de la pared celular (PG, celulasas y lignanasas) y la virulencia,

entre s entre la magnitud de la produccién del &cido oxalico y la misma.

2. Resistencia

2a. Conceptos y mecanismos generales

De acuerdo con la hipotesis de los componentes miltiples formulada por
Bateman (1978), el huésped ofrece un ambiente ''desfavorable'' al patdgeno
potencial el cual incluye los diversos tipos de mecanismos de defensa.

Estos mecanismos comprenden tanto barreras fisicas como quimicas y fi-
sioldgicas. Estas a su vez pueden ser clasificadas como barreras a la pene-
tracién y al desarrollo segin el nivel al cual actdan. Cuando el mecanismo
es operativo antes de la infeccidn se lo denomina pasivo, preinfeccional
o constitutivo. De lo contrario es activo, postinfeccional o inducido (Hors-
fall y Dimond, 1959). Una categoria intermedia podria considerarse como se-

miconstitutiva (lngham, 1973).
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2a.1l. Barreras a la penetracidn

Royle (1976), Campbell et al. (1980) y Bell (1981) ofrecen recopilacio-
nes sobre las investigaciones realizadas en este campo.

Las defensas a la penetracidn involucran dos estrategias bdsicas: 1) man-
tener a los invasores potenciales fuera del area de ataque y 2) presentar
barreras protectoras en caso de que el invasor acceda a la superficie del
hospedante.

Dentro de el primer tipo pueden incluirse la presencia de pelos o tri-
comas, o la produccién de olores desagradables que mantengan alejados a los
insectos vectores de fitopatégenos. Asimismo, la cuticula, al ser una super-
ficie hidrofébica evita 1a acumulacion de agua adquiriendo caracterfisticas
no apropiadas para la fijacion y germinacidn de ciertos patdgenos.

El segundo tipo de estrategias incluye las caracteristicas de la cuti-
cula que la hacen impenetrable o dificil de degradar como grosor, dureza,
composicidn quimica y presencia de inhibidores. De igual modo, la presencia,
nGmero y localizacidon de espinas, pelos, estomas, lenticelas, etc estan re-
lacionados con una mayor o menor facilidad en la penetracién. La calidad
y grosor de las paredes de la epi y peridermis también pueden estar involu-

cradas en este tipo de defensa.

2a. 2.Barreras al desarrollo

2a.2.1. Barreras preformadas

2a.2.1.1. Barreras fisicas

Una vez que el patdgeno ha penetrado en el interior del hospedante pue-
de encontrar barreras fisicas preformadas que impidan su penetracidn mas
alld de las capas superficiales y limiten su diseminacién,

Este tema ha recibido poca atencidon y los t;abajos con los que se cuen-
ta son escasos y antiguos. Esto se debe al concepto del factor-dnico en la
resistencia. El hecho indudable que estas barreras por si solas no explican
la resistencia que ha llevado a su subestimacion. Por el contrario, pueden
constituir elementos complementarios importantes, que actden conjuntamente
con las barreras quimicas preinfeccionales, permitiendo al hospedante desa-

rrollar a tiempo sus defensas postinfeccionales.
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Las principales caracteristicas que pueden estar relacionadas con es-
te tipo de mecanismos son: la abundancia y distribucién de elementos ligni-
ficados y suberificados; el grado de lignificacidn y suberificacién de los
mismos; y la proporcidn de pectatos de Ca insolubles en la laminilla media

y pared celular (Akai y Fukutomi, 1980).

2a.2.1.2. Barreras quimicas

Entre las barreras quimicas preinfeccionales el factor mas generaliza-
do consiste en la presencia de compuestos téxicos. Estos incluyen a saponi-
nas, lactonas no saturadas, aceites, glicosidos fendlicos y cianogénicos,
aminodcidos, alcaloides, polienos, poliacetilenos, estilbenos,terpenos, etc.
(Schénbeck y Schltsser, 1976; Overeem, 1976).

Los antibidticos constitutivos pueden estar completamente sintetizados
(en su forma activa) y almacenados en vacuolas, glandulas lisigenas, conduc-
tos, duramen y peridermis. Se encuentran en concentraciones apropiadas para
producir efectos téxicos y solo requieren ser liberados de sus reservorios
para entrar en contacto con el patSgeno (preinhibidores). Otro tipo de an-
tibiotico constitutivo es aquél que se encuentra en forma de precursor me-
nos toxico y se almacena en vacuolas. El antibiético final se forma rapida-
mente por la accidén de oxidasas o/y hidrolasas localizadas en otras partes
de las células (inhibidores). Un tercer tipo de antibiético es aquel que
se encuentra en forma activa pero en baja concentracién en la planta sana.
Debe sufrir una acumulacidn postinfeccional para alcanzar los umbrales inhi-
bitorios (postinhibidores). A este Gltimo tipo se lo clasifica como barre-
ra semiconstitutivas (lngham, 1973).

Las células vegetales producen enzimas hidroliticas las que se almace-
nan en vacuolas o esferosomas. En el curso de la patogénesis, la alteracidn
de las estructuras de membrana lleva a su liberacién hacia el interior de
las células y espacios intercelulares. Esto puede contribuir a la creacion
de un ""ambiente desfavorable' para el patdgeno. La lisis hifal se ha atri-
buido a 1a presencia de quitinasas y 1-3 glucanasas producidas por el hos-
pedante{Bell, 1981).

La ausencia de factores primarios de ''reconocimiento'' entre los organis-

mos,que permiten el establecimiento de la interaccidn; o de receptores de



toxinas especificas pueden relacionarse con la resistencia/susceptibilidad

en algunas interacciones (Schl&sser, 1980).

2a.2.2. Barreras postinfeccionales

2a.2.2.1. Barreras fisicas (Beckman, 1980; Bell, 1981).

Dentro de este tipo de barreras se pueden citar: la acumulacién de cal-
cio en pared y laminilla media; la sintesis y deposicidn de nuevo material
de pared; la aposicion de carbohidratos; la formacidn de papilas, tilosis

y geles vasculares; la lignificaciodn, etc.

2a.2.2.2. Barreras quimicas

Las revisiones realizadas por Cruickshank (1963, 1980), Kué (1972, 1976)
y Bell (1981) aportan una informacidén muy completa sobre las barreras qui-
micas postinfeccionales.

Este tipo de barrera comprende a las fitoalexinas. Algunos autores tam-
bién incluyen a compuestos preinfeccionales que se acumulan como consecuen-
cia de la infeccién (lngham, 1973).

Muiler et al. (en Cruickshank, 1963) formularon en 1941 la Teoria de
las Fitoalexinas basada en sus estudios con papa y diversas razas fisiolo-

gicas de Phytophthora infestans. Dichos compuestos postinfeccionales debe-

rian cumplir con los siguientes postulados:

a) "El principio que inhibe el desarrollo fingico en un tejido hipersensi-
ble, denominado fitoalexina, es formado o activado solo cuando las célu-

las del hospedante toman contacto con el pardsito".
b) "La accidn de defensa solo ocurre en células vivas'.

c) "El material inhibidor es una sustancia quimica que puede considerarse

como un producto de la necrobiosis celular".

d) "La fitoalexina no es especifica en su toxicidad hacia los hongos, sin
embargo las especies flngicas pueden ser diferencialmente sensibles a

la misma'".



e) "La respuesta bisica que ocurre en hospedantes susceptibles y tolerantes
es similar. La base de la diferenciacién es la velocidad de sintesis de

las fitoalexinas".

f) "La reaccién de defensa estd confinada al tejido colonizado y a su inme-

diata vecindad".

g) "El estado de resistencia no es hederable. Se desarrolla despuds de la
penetracién fingica. La sensibilidad de la célula del hospedante, que
determina la velocidad de la reaccidn, es especifica y estd genotipica-

mente determinada'.

Mieller et al. (op. cit.) no lograron demostrar la existencia de una
sustancia discreta que poseyeré las caracteristicas tedricas por ellos pro-
puestas. Fue luego de 20 afos cuando Cruickshank y Perrin (1960) fueron ca-
paces de aislar e identificar la primera fitoalexina que se denominé pisa-

tina, la cual provenia de Pisum sativum infectado con Sclerotinia fructicola.

Desde entonces se han descripto un gran ndmero de fitoalexinas. Su natura-
leza es casi completamente especifica para cada familia por lo que poseen
interés taxondémico adicional. Incluyen gran variedad de productos: isofla-
vonoides, flavonoides, dehidrofenantrenos, estilbenos, cumarinas, isocumari-
nas, terpenoides, furanoacetilenos, poliacetilenos y polienos. Para la fami-
lia Compositae,las fitoalexinas descriptas provienen del grupo de los poliace-
tilenos (derivados de &cidos grasos). Thomas y Allen (1970) estudiaron las

fitoalexinas producidas por Carthamus tinctorius en respuesta a la infeccion

de Phytophthora drechsleri (podredumbre de la base del hipocdtile).

Las fitoalexinas también son inducidas por factores abidticos tales
como la luz U.V., shocks térmicos, heridas y tratamientos con sales inorga-
nicas. Esto hace pensar que dichos compuestos forman parte de un mecanismo
general de reparacidn y defensa, ya que pueden ser inducidos por una amplia
gama de agentes.

En cuanto a la relacidn estructural entre los diversos tipos de fitoale-
xinas, no es posible vislumbrar relaciones claras entre sus estructuras y
fungitoxicidad. La dnica propiedad general que poseen es un cierto grado
de solubilidad lipidica. Esta propiedad seria un requerimiento necesario
para su toxicidad si la sustancia poseyera la funcion de interferir, atacar,

o bloquear la permeabilidad de las membranas fdngicas.



-34-

Patogenos necrotréficos tanto virulentos como avirulentos y sapréfi-
tos son capaces de metabolizar las fitoalexinas en una variedad de formas.
En algunos casos el producto es tan o mids toxico que el anterior, y en
otros ocurre lo contrario. De esta forma, 1a susceptibilidad podria rela-
cionarse con una menor velocidad de sintesis por el hospedante, o por una
mayor capacidad de detoxificacidn por parte del patSgeno.

Con respecto a los mecanismos de induccion de las fitoalexi 3as por
parte de los patégenos, se han aislado glucanos, proteinas y glicoprotef-
nas microbianas con capacidad inductiva.

Existen numerosas hipGtesis tendientes a explicar el rol de estos
inductores a nivel molecular (Cruickshank, 1980). Dentro de ellas se des-
taca la "induccidn mutua' postulada por Metlitskii (en Cruickshank, 1980)

para la interaccion papa-Phytophthora infestans. Este investigador propo-

ne que la reaccion de la enfermedad est3d determinada por cuatro factores:

un metabolito de la planta que interactia con un receptor especifico lo-

calizado sobre la membrana del parasito, causando la secrecién de un .in-

ductor de fitoalexinas quien penetra a las células del huésped estimulan-

do la sintesis de fitoalexinas.

Cruickshank (1980) postula: 1) los metabolitos de la planta, en go-
tas de infeccidn y durante el curso de la misma, afectan tanto cuali co-
mo cuantitativamente los inductores secretados durante la germinacidn es-
poral e infeccidén y-2) los inductores desencadenan y regulan la biosinte-
sis de fitoalexinas ya sea, via sintesis de novo de enzimas por la acti-
vacién de enzimas existentes en la planta. Esta '"hipdtesis de induccidn
doble' se representa graficamente en la Figura 4. Debe enfatizarse que
se trata de procesos metabdlicos en los cuales estdn involucrados numero-
sos pasos. Cada uno puede estar sujeto a controles secundarios, diferen-
tes a los pasos primarios de control, y podran influir en la acumulacidn

neta de fitoalexinas durante el curso de la infecciédn.
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Figura 4: Hipbotesis de la induccién doble (Cruickshank,
1980). Para que !a induccion de los mecanismos
de defensa se produzca, es necesaria la interac
cion del hospedante y del patégeno. Metabolitos
producidos por 1a planta durante el curso de la
infeccion (1), afectan cuali y cuantitativamente
a los inductores secretados por el patSgeno (2).
Dichos induciores desencadenan y regulan la sin-
tesis de fitoalexinas, por parte del hospedante

(3).




2b. Mecanismos de defensa en interacciones que involucran la accién pato-
génica de diversas especies de Sclerotinia.

Lumsden (1979) revisdé la escasa informacién existente sobre este te-
ma para las distintas especies de Sclerotinia, en diversos hospedantes.
Concluye que existirian tres tipos generales de mecanismos: 1) Anatdmicos
(resistencia del tejido a 1a degradacidn); 2) Compuestos antifldngicos pre-

formados y 3) compuestos antifingicos postinfeccionales.

1.3.3.3.7 Control

Los métodos empleados son de naturaleza quimica y manejo del cultivo;
sin embargo no existen resultados totalmente eficientes (Steadman, 1979;
Zimmer y Hoes, 1978). Se trabaja actualmente en el desarrollo del control
biolégico (Huang y Hoes, 1976; Huang, 1978) y la bisqueda de resistencia
genética (Putt, 1958;Le Clerq, 1973; Huang y Dorrel, 1978; Thompson et

al., 1978), pero sin resultados satisfactorios.

1.3.3.3.8 Predisposicidn

La predisposicion puede ser definida como la tendencia de condicio-
nes no genéticas (extrinsicas e intrinsecas) que actian antes de la infec-
cién y afectan la susceptibilidad de las plantas a las enfermedades (Yarwood,

1959).

1.3.3.3.8.1. Efecto de la edad del hospedante en su predisposicidn al pa-

tégeno

Con respecto a la predisposicién ontogénica es importante distinguir
entre la edad de la planta entera y 1a del 6rgano atacado.
Yarwood (op.cit.) reconoce cuatro patrones basicos de la variacion

de la susceptibilidad a 1o largo del ciclo de vida del hospedante:
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1) Susceptibilidad juvenil y resistencia adulta
2) Resistencia juvenil y susceptibilidad adulta

3) Susceptibilidad en 1a juventud y adultez, y resistencia en el pe-
riodo intermedio.

L) Resistencia juvenil y adulta con susceptibilidad en el perfodo
intermedio
Bell (1980) en su reciente revisién sobre el tema considera los mis-
mos patrones basicos que Yarwood (SE:EEE:) pero confiriéndoles un mayor
dinamismo:
1) Ea defensa se incrementa al aumentar la edad de la planta o del
6érgano.
2) Las defensas disminuyen con la edad del hospedante
3) La defensa es ciclica a lo largo del transcurso de vida del hos-
pedante
Son escasos los trabajos sobre la predisposicidn ontogénica de los
diversos hospedantes frente a Sclerotinia sp. Wade (1955), estudid la pu-
dricién de frutos producida por S. fructicola en duraznero y observo que
este hongo puede penetrar el fruto cuando adn estd verde. Permance en es-
tado de latencia hasta que el fruto madura y se hace apto para el creci-
miento flngico. Fajardo (1965) considerd prematuro extraer conclusiones
sobre 1a susceptibilidad de la lechuga, en los distintos estadios de de-
sarrollo, al ataque de Sclerotinia. Segin Putt (1958) y Pawloski y Hawn
(1964), los girasoles en el campo son mds susceptibles a S. sclerotiorum
en el estadio de floracién que en el de plantula. Auger y Nome (1970) rea-
lizaron, a campo y en invernaculo, una curva de susceptibilidad del gira-

sol de acuerdo con la edad en que era inoculado con S. sclerotiorum; en-

contraron dos momentos de maxima susceptibilidad: botén floral y flor fe-

cundada.

1.2.3.3.8.2. Efecto de los factores extrinsicos en la predisposicién

Yarwood, en sus dos revisiones sobre este tema (1959 y 1976) desta-
ca la importancia de los diversos factores extrinsicos sobre la predispo-
sicion a las enfermedades parasitarias. Los principales factores son: tem-

peratura, humedad, luz, presidn atmosférica, nutricién mineral y pH. Otros



-38-

aspectos no menos importantes tienen que ver con el manejo de los culti-
vos por parte del hombre: densidad y profundidad de la siembra, poda, la-
bores culturales, etc. Finalmente se destacan también el efecto de enfer-
medades previas, infeccién por nematodes y dafos o heridas producidas por
frio o calor.

Un incremento en la fertilizacion nitrogenada aumenta la susceptibi-
lidad del girasol a la podredumbre basal (Heber et al., 1985). Lo mismo
ocurre al aumentar la densidad de siembra (Hoes, 1975), y al disminuir
el fotoperiodo (Orellana, 1975).

1.3.4. Conclusiones

El estado actual del conocimiento acerca de las diversas enfermeda-
des producidas por Sclerotinia sp. ofrece una idea bastante completa so-
bre distintas etapas de la patogénesis, y aporta una vision general res-
pecto a los mecanismos ofensivos del patdgeno.

Sin embargo es muy escasa la informacién disponible acerca de los
mecanismos de defensa de los distintos huéspedes frente a las especies
de este género, careciéndose de antecedentes previos en el caso del girasol.

Las distintas hipGtesis acerca de los factores que afectan el esta-
blecimiento de las interacciones huésped-patSgeno (1.3.3.2.) resultaron
provechosas para orientar los pasos preliminares de este trabajo. Esto
condujo a abordar el problema desde distintas lineas de investigacidn vy
permitié contar con un panorama general de la influencia de la edad (I11.
1) y el estado nutricional del huésped (111.2.2. y 111.2.3) sobre la pre-
disppsicién a la podredumbre basal, asi como sobre la presencia de meca-
nismos de defensa bioquimicos (111.2.4.) y anatémicos (111.4.) pre y post-
infeccionales.

Como resultado de todas las evidencias obtenidas a partir de este
estudio integrado del tema se estimd de interés profundizar en los aspec-

tos bioquimicos, por haber sido considerados los de mayor relevancia (I11.

3.).
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Los sucesivos avances en el conocimiento de este sistema llevaron
a la reafirmacion del criterio actual sobre la multiplicidad y dinamismo
de los factores determinantes de la tolerancia/susceptibilidad en las plan-
tas. Es por eso que en el capitulo V se presentan esquemas hipotéticos

integradores de los diversos mecanismos que se proponen.
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Il. MATERIALES Y METODOS

1.1 Materiales

I1.1.1, Material Vegetal

Los ensayos preliminares realizados con el objeto de conocer las me-
jores condiciones de cultivo de las plantas y de poner a punto diversas me-
todologias se realizaron con el hibrido comercial de girasol (Helianthus
annuus L.) de ciclo largo Super 500 de Cargill. Luego, se decidid continuar
el trabajo con la 1Tnea isogénica N°33107 de la mencionada firma. Esta de-
cisién obedecid al hecho de que al realizar los estudios en camara biocli-
matica -con el consecuente bajo nimero de individuos disponibles por ensayo-
fue necesario disminuir la variabilidad genotipica del material empleado.

Para corroborar si los mecanismos de defensa encontrados en las plan-
tas cultivadas en condiciones ambientales controladas eran similares a los
presentes en plantas cultivadas a campo, se estudi6é también material de po-
blaciones de girasol que estaban siendo mejoradas por seleccidn recurrente
para resistencia a esta enfermedad por Cargill, en su campo experimental de
Pergamino.

A fines comparativos se realizaron algunos estudios con Helianthus
tuberosus, especie silvestre aparentemente tolerante a esta enfermedad. El

material vegetal empleado se mencionard en cada caso.

I1.1.2. Material fdngico

En todos los ensayos se utilizd la cepa altamente virulenta de Sclero-

tinia sclerotiorum N°16, mantenida en el Centro de Ecofisiologia Vegetal.

Dicha cepa fue aislada por E. Teyssandier, de la firma antedicha. El hongo
fue repicado regularmente y se mantuvo sobre granos de arroz himedo, previa-

mente esterilizados.
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11.1.3. Material de laboratorio

Para los analisis el material vegetal fue homogeneizado en un homobe -
neizador Sorval. Todos los estudios analiticos se llevaron a cabo por cro-
matografia, ya sea sobre papel Whatman N°3 MM (46 x 57 cm) o en placas del-
gadas de celulosa Schleider and Schill. Todos los cromatogramas fueron co-
rridos en cubas de vidrio y se observaron una vez secos, bajo luz U.V. de
longitud de onda larga, empleando una lampara Gallenkamp. Los espectros de
las sustancias aisladas fueron leidos en un espectrofotémetro Beckman M 36.

En todos los casos se utilizaron drogas pro-analisis.

Los estudios de microscopia de fluorescencia se realizaron en un mi-
croscopio Zeiss (lampara de mercurio HB200, G365-FT395 LP420).

11.2. Métodos

11.2.1. Cultivo del hongo

a) Medios de cultivo para ensayos de crecimiento in vitro del patdgeno.

El medio de cultivo ensayado fue agar extracto de malta en distintas
concentraciones (AM) (Nobles, 1948).

Para su preparacion las cantidades necesarias de extracto de malta
(0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 1,0; 2,0 y 3,0 gr) se disolvieron en 100 ml de
‘agua destilada agregando luego 2,0 gr de agar en polvo. Para cada tratamien-
to se prepararon 8 cajas de Petri con 20 ml de medio de cultivo, previamen-
te esterilizado en autoclave, a 100°C y | atmbésfera de presidn durante 20°'.

Las cajas eran inoculadas en forma estéril, con el patdgeno que habia
crecido durante 7 dias sobre medio agar papa glucosado (APG). Luego se las
incubd a 24°C, durante 10 dfias.

Se efectuaron mediciones diarias de los radios de las colonias hasta
el 7°dia después de la inoculacién. Se determind también el nimero y peso

seco de los esclerocios formados al 10°dia.
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b) Medio de cultivo para los ensayos bioldgicos

Se emplearon dos tipos de medios: agar-extracto de malta al 0,1% y
medio mineral definido de Hancok (1966). La composicién de este Gltimo me-

dio se describe en la Tabla I1.

11.2.2. Cultivo de las plantas

Los aquenios de girasol se ubicaron en cajas germinadoras que contenian una
capa de algodon cubierta por papel de filtro humedecido con agua desminera-
lizada. Dichas cajas se colocaron en camaras incubadoras a 26°C. Una vez
germinadas, las plantitas se transfirieron a macetas pequefias y ubicaron

en la camara bioclimatica bajo las condiciones de cultivo estandard que se
determinaran mas abajo. A la semana de crecimiento se selecciond a las plan-
tulas mas vigorosas y homogéneas para su trasplante definitivo a macetas
plasticas de un litro de capacidad que contenian tierra adicionada con tur-
ba en una proporcién 1:1 (vol./vol.).

Las condiciones de cultivo de las plantas fueron:

-Termoperiodo: 22 + 2°C durante el dia y 20 + 2°C durante la noche.
-Humedad Relativa: 73-85%.

-FotoperTodo: se utilizaron dos: 12 hs luz/12 hs oscuridad, y
16 hs 1uz/8 hs oscuridad.

-Radiacién fotosintéticamente activa (400 a 700 mm): 900 uE.m-2
seg~1 al nivel de las hojas superiores.

-Fuentes de luz: la camara estuvo provista de 5 lamparas HPLN
de 400 W y 4 incandescentes de 75 W.

-Riego: las plantas se regaron diariamente con agua desminerali-
zada y dos veces por semana con solucién nutritiva de Hoagland(Tab.l11).

-Rotacidn: las plantas fueron cambiadas de posicién dentro de
la cdmara diariamente a fin de evitar eventuales efectos de gra-
dientes ambientales que pudieran existir dentro de la misma.

Con el objeto de comparar los resultados parciales obtenidos con las
plantas crecidas en camara bioclimatica con otros provenientes de plantas
cultivadas bajo condiciones naturales, se realizaron estudios similares con
estas Gltimas plantas a fin de detectar similitudes o diferencias entre los

distintas mecanismos de defensa encontrados. Se analizaron individuos
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Tabla Il: Medio mineral definido (Hancock, 1966).
Agua destilada 1000 ml
KH, PO, 1,36 gr
NaZCO3 1,06 gr
MgSOh 0,50 gr
Pectina 5,00 gr
Asparagina 1,00 gr

El pH de los medios fue ajustado a 5,6 con HCl o NaOH 0,1 N.
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Tabla |11: Medio nutritivo de Hoagland.

Sol. madre
(gr/1 de agua dest.)

Solucidén final
(m1/1 de agua dest.)

-KH,PO,
-KNo3

—(NHA)HZPOA
-Ca (NO
-Mg SOh

302

-Micronutrientes;

H3303
Mn CIZ.MHZO
ZnSOA.7H20
CuSOh.SHZO
-FeEDTA
Na EDTA

SOhFe.7H20

136,00
101,10
115,04
164,10
120,39

2,86
1,81
0,22
0,08

7,45
5,57

N




inoculados experimentalmente, cultivadas en el campo experimental de la
empresa Cargill, que estaban siendo mejorados por E. Teyssandier para resis-

tencia a S. sclerotiorum en las campafas: 80-81; 81-82 y 83-84 y del mismo

material sembrado en Oran (Salta) en el invierno de 1981.

11.2.3. Métodos y zonas de inoculacidn

11.2.3.1. Métodos de inoculacidn

i) Se colocaron 10 gr de arroz y 10 ml de agua desmineralizada en erlenme-
yers de 125 ml. Luego de esterilizarlos en autoclave a una atmbésfera de
presion, durante 25 minutos, se los inoculé con un disco de 5 mm de dia-

metro de medio AM 1% infectado con S. sclerotiorum. El1 indculo se ubicé

en el centro de la capa de arroz. El hongo habia crecido previamente so-
bre el medio de inoculacidn durante 7 dfias a 26°C. Luego de igual perio-
do de incubacidn el arroz infectado se depositd sobre una caja de Petri

y homogeneiz6. Cada tallo de girasol fue inoculado ubicando un grano de
arroz sobre la base de cada epicotile, al nivel de la superficie del sue-
lo. El indculo se mantuvo unido al tallo con una bandita de PVC,

que ademads tuvo la funcidn de evitar su desecacidn. Los tallos testigo

fueron inoculados de igual modo con granos de arroz estériles.

ii) Se obtuvo un gran numero de esclerocios de plantas de girasol infecta-
das artificialmente a campo con la cepa utilizada en este trabajo. Se
selecciond un nimero adecuado, de tamafio homogéneo. Los esclerocios fue-
ron esterilizados superficialmente durante 1 minuto con hipoclorito de
sodio (5%). Se ubicé un esclerocio en la base del epicStile de cada ta-
1lo, a la altura de la superficie del suelo. El inbculo se mantuvo uni-

do al tallo por medio de una pelicula delgada de PVC.

11.2.3.2. Zonas de inoculacion

En los ensayos realizados bajo condiciones controladas se inoculd siem-
pre-en la base del epicotile, sobre la superfice del suelo. En condiciones

de campo se compard 1a inoculacién en el epicotile e hipocotile en un hibrido
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comercial (Super 400, Cargill) y una 17nea (madre del mencionado hibrido).
En ambos casos se evalué la susceptibilidad al ser inoculados con el paté-
geno. El ensayo fue disefiado y llevado a cabo por E. Teyssandier en el cam-
po experimental de la firma Cargill, en Pergamino, y evaluado en nuestro
laboratorio. Las plantas fueron inoculadas en la primera semana de floracidn
(estadio de maXima susceptibilidad). Para cada material vegetal y zona se
inocularon 20 plantas. Los paradmetros evaluados fueron: longitud de las le-

siones, color de las mismas y estado del tallo (hueco o firme).

11.2.3. Edades de inoculacidn

En la Tabla IV se describen las caracteristicas de los estadios estudiados.

11.2.4, Evaluacién de la susceptibilidad

Segin lo expresa Populer (1978), un mayor grado de susceptibilidad a
una determinada enfermedad fingica puede manifestarse a través de uno o mas
de los cuatro componentes de susceptibilidad que se mencionan a continuacién:
1) Un mayor nimero de infecciones resultantes de una determinada cantidad
de indculo. Por ejemplo mayor nimero de manchas foliares.
2) Lesiones mas grandes o que se agrandan mas r&pidamente.

3) Periodos de latencia mas cortos. Por ejemplo menor tiempo desde la infec-
cién hasta la esporulaciodn.

L) Una mayor produccidn de esporas por unidad de tejido o lesidn.

Con respecto a la podredumbre basal en particular, otros autores utili-
zan, en general, un Tndice de severidad de marchitez expresado.del siguien-
te modo:

I (grado de intensidad) X (N°de plantas infectadas por grado)

N°total de plantas inoculadas

As?, Orellana (1975) establece 5 grados, desde 0: plantas sin sintomas
a 5: plantas muertas. Por el contrario Marciano et al. (1983) establecen

100 grados entre los mismos extremos. Ninguno de los autores citados define
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Tabla IV: Caracteristicas promedio de las plantas en los estadios inoculados,
cultivadas en camara bioclimitica.

Estadio Edad N°de hojas Altura del Botén floral
(dTas) expandi das tallo (cm) (diam. en cm)
I: Vegetativo 30 10 18 ausente
Il: Botdn floral
cerrado 37 12 25 visible
I11: Botén floral
cerrado Ly 14 L2 0,6

IV: Botdn floral
abierto 51 27 50 2,2
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los sintomas en los que basa los grados de severidad intermedios entre los
extremos. Por otro lado Auger y Nome (1970) consideran, Gnicamente, el ni-
mero de plantas muertas al 15°d7a después de la inoculacién.

El empleo de un Gnico Tndice parece incompleto, pues no permite refle-
jar los distintos componentes de la susceptibilidad expresados mas arriba.
Por ello se creyd aconsejable incorporar el mayor nimero de caracteres sin-
tomaticos que presenta esta enfermedad, a fin de lograr una evaluacidn in-

tegral.

Las plantas se evaluaron hasta el dia de la cosecha (5°dia después de

la inoculacién) a través de los siguientes parametros:

a) El porcentaje de plantas enfermas
b) La velocidad de aparicidén de lesiones visibles

c) La velocidad de desarrollo de las lesiones: se midid la longitud de las
mismas desde su margen inferior al superior a partir de su dia de apari-
cién y hasta el dia de la cosecha.

d) El porcentaje de lesiones limitadas y de aquellas que rodeaban la totali-
dad del tallo, al 5°dfa. Esta observacidn sirve para indicar el grado
de resistencia al desarrollo lateral (Fig. 5).

e) El porcentaje de tallos huecos y la velocidad de aparicién de este sintoma.

f) La velocidad de aparicién de la marchitez, as?T como su tipo y grado..-Con
respecto al tipo se determinaron arbitrariamente -dos grandes clases: in-
cipiente (hojas levemente flaccidas) y permanente (hojas totalmente flac-
cidas, y en ocasiones hasta necrosadas). Sobre la base de la presencia
de la marchitez y del porcentaje de hojas con los distintos tipos de la
misma por planta,. se establecieron 5 grados,::a saber:

0: plantas sin sintomas de marchitez
1: plantas con 1-50% de hojas con marchitez incipiente
2: plantas con 51-100% de hojas con marchitez incipiente
3: plantas con 1-50% de marchitez permanente
L: plantas con 51-100% de marchitez permanente
El indice de marchitez (IM) se calculd segin la férmula descripta al co-
mienzo de este punto.

g) De 1a combinacidn de los sintomas tallo hueco y 100% de hojas con marchi-
tez permanente surge el criterio de 'planta muerta'. Se determind el por-
centaje de muertes acontecidas al dia de la cosecha y la velocidad de
aparicion de las mismas.
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h) Por Gltimo, y como consecuencia de la observacidn de los sintomas propios
de esta enfermedad se determind el porcentaje de plantas con las siguien-
tes caracteristicas opuestas: ''mancha hdmeda'' y ''mancha seca'; ''lesiones
claras'" y '"lesiones oscuras' (o de bordes oscuros); y por Gltimo '"lesio-
nes con bordes definidos' y ''lesiones con bordes difusos''.

11.2.5. Métodos para el estudio de los distintos componentes de la defensa

11.2.5.1. Estado nutricional del hospedante

11.2.5.1.1.Contenido de azicares solubles totales

El contenido de azicares totales de los extractos acuosos obtenidos de
las lesiones de tallos inoculados y de tejidos similares de tallos testigo
de las distintas edades se determind segiin el método que se describira
a continuacion. Las plantas habian creci-do err cidmara hioclimatica, con
16 hs de periodo luminico.

Para la cuantificacidn de azicares totales se utilizé el método colori-
métrico del fenol sulfirico (Dubois et al., 1956). Alicuotas de los mencio-
nados extractos (aproximadamente 5ul) se agregaron a 0,8 ml de agua desti-
lada. Luego se agregd 0,05 ml de fenol al 80% (sol. acuosa) y por dltimo
2 ml de acido sulfdrico concentrado. Las muestras se agitaron y calentaron
10' en bafno de Maria a 100°C. Una vez retiradas se las dejd reposar durante
30' y se determind su absorbancia a 490 nm. La cantidad de azlicares solubles

se determind a partir de una curva patron-de glucosa.

11.2.5.1.2. Contenido de aminoacidos libres

Se los determind en los extractos acuosos obtenidos segin el método des-
criptoen el 11.2.5.2.1.2. (Hara y Matsubara, 1980). Se analizaron las
lesiones de tallos inoculados y tejidos si ilares de tallos testigo de dis-
tintas edades, cultivadas en camara bioclimdtica con 16 hs de periodo luminico.

El método empleado para cuantificacidon consistid en agregar 1 ml de so-

lucién de ninhydrina (0,4% de ninhydrina, 0,008% SnCl 15% de metilicelosol-

2’
ve), y 0,4 M de buffer acetato de sodio, pH 5,5 a alicuotas del extracto
.en cuestidn. La mezcla se calentd durante 15' en bafio de agua a 100°C. EIl

color de la reaccidon se leyo luego a 570 nm. La cantidad de aminoacidos
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libres en las alicuotas se determind a partir de una curva patrén de B ala-
nina comercial. Diversas alicuotas de una solucidon madre del mencionado

aminodcido (10-50 pg) se procesaron como se indicé precedentemente.

11.2.5.1.3. Contenido de Calcio

La concentracidn total de calcio en los tejidos se determind por

medio del método utilizado por Bateman y Lumsden (1965).

11.2.5.2. Mecanismos bioquimicos de defensa

11.2.5.2.1. Obtencién de extractos vegetales

11.2.5.2.1.1. Extractos acuosos obtenidos en frio

El tejido proveniente de la zona del tallo a estudiar (4-8 plantas
por extracto) fue molido y luego se lo homogeneizd en buffer tris HCl 1 mM
(pH 7), en un homogeneizador. Se utilizé aproximadamente 50 ml de buffer
por cada 20 gr de tejido fresco. Luego de 5', el extracto se filtré y ultra-
centrifugd a 10.000 xg. El precipitado se descarté. El contenido de materia
seca de los sobrenadantes se determind gravimétricamente. Este extracto acuo-
so finalmente obtenido se separd en dos volimenes que se emplearon en bio-
ensayos. A uno se lo esterilizé en autoclave durante 25', a una atmésfera
de presidn, y al otro por medio de un filtro Sartorius con poro de 0,2 um

de diametro.

11.2.5.2.1.2. Extraccidén con el sistema agua-etanol-cloroformo

Las muestras a ser extraidas se conservaron a -20°C. La humedad de
las mismas se determind tomando una alicuota que se llevé a peso seco cons-
tante en estufa a 75°C. Para cada edad se agruparon los trozos de tallos
obtenidos de la zona de avance del patdgeno de todos los individuos, los
que se agruparon en una muestra unica (8-12 plantas por edad), con el fin
de contar con el material necesario para anadlisis posteriores. lgualmente

se€ estudiaron tejidos similares de plantas testigo.
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El material molido (5-15 gr de peso fresco de acuerdo con la edad
en estudio) se extrajo cuantitativamente con agua. El residuo fue luego ex-
traido con etanol absoluto y finalmente con cloroformo. En todos los casos
las extracciones se realizaron durante 12 horas; en Soxhlet a la temperatu-
ra de ebullicién del solvente correspondiente. Los extractos cloroférmico
y etanblico se llevaron a sequedad en un evaporador rotatorio con vacio,

a 35°C, y se resuspendieron en agua para realizar los correspondientes en-
sayos biolégicos. El experimento completo se repitid dos veces. El esquema

de las extracciones se resume en la Fig. 6.

11.2.5.2.1.3. Extractos metandlicos

Se siguié la metodologia descripta er 11.2.5.2.2.1.

11.2.5.2.2. Compuestos fendlicos

11.2.5.2.2.1. Extraccién

Un aspecto importante a considerar para la extraccién de los compues-
tos fendlicos es la posibilidad de que estos sufran alteraciones durante
dicho proceso. Las células vegetales contienen numerosas enzimas diferentes
que pueden modificar los mencionados compuestos. Entre ellas se destacan
las polifenoloxidasas y glucosidasas. A fin de evitar posibles alteraciones
el material a analizar se conservdo a -20°C, hasta el momento en que se lo
analizé. )

Se tomé una cantidad medida de material (0,5-5 gr de peso fresco)
la que inmediatamente se transfirié a metanol 80% en ebullicidén a fin de
inactivar las mencionadas enzimas. £] material fue luego cortado con bistu-
ri en trozos pequefios y macerado con metanol 80% en un homogeneizador. El
método se basé en la técnica general para el estudio de estos compuestos
(Ribereau-Gayon, 1972) que consiste en extracciones metandlicas sucesivas.
La mezcla vegetal se hirvio suavemente sobre una placa caliente y luego se
filtré en vacio. Para la puesta a punto del método se ensayaron extraccio-
nes sucesivas, con distintos-tiempos .de duracidn. Al finalizar cada una,

el extracto se filtré y guardd para la posterior cuantificacién de fenoles
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en el mismo (confrontar el método en el punto 11.2.5.2.2.2). Los compuestos
fenblicos se extrajeron, cuantificaron y analizaron en las distintas zonas
de tallos testigos e inoculados de las tres edades cultivadas en cdmara bio-
climitica, en plantas cultivadas a campo y en H. tuberosus. En todos los

casos se excluyd la médula.

11.2.5.2.2.2. Cuantificacién

a) Método colorimétrico para la cuantificacién de fenoles totales solubles
en agua o metanol (Kritzman y Chet, 1989), o compuestos fendlicos aisla-
dos individuales o en mezclas.

Se analizdé individualmente el contenido de fenoles totales en las
zonas de las lesiones (L), ''sanas adyacentes" (SA) (segmentos de tallo de
1 cm de longitud a partir del margen superior en la lesidén) (Fig. 5) y del
‘'primer nudo'" (P) (segmentos de tallo de 1 cm de longitud por encima del
primer nudo verdadero).

Alfcuotas del extracto a estudiar (20-50 ul) se llevaron a 0,1
ml con agua destilada. Luego se les agregé 1 ml de C03NHa saturado y agité
durante 3'. Finalmente, a cada muestra se le adiciond 3 ml de una mezcla
consistente de 50 partes de una solucidn compuesta por 20 gr de NaCO3 y 4
gr de tartrato de Na y K en un litro de agua destilada, y una parte de otra
con 5 gr de CuSOh.SHZO en un litro de agua destilada. Luego de incubar a
37°C durante 7'; se agregdé 0,1 ml de reactivo de Folin-Ciocalteu (1 N). La
muestra se dejé reposar durante 30' y se determind luego la absorbancia
a 650 nm. La cantidad de fenoles tptales en la muestra se calculd sobre la
base de una curva standard de acido clorogénico. Para esto se prepard una
solucién madre del mencionado compuesto, de la cual se extrajeron alicuotas

que contuvieron 5, 10, 15 y 20 yg del mismo.

b) Método espectrofotométrico para la cuantificacién de compuestos individuales.

Las concentraciones de los &cidos clorogénico e isoclorogénico, elui-
dos de los cromatogramas de extractos provenientes de tallos sanos y enfer-
mos de los distintos estadios estudiados, se determinaron a partir de sus

espectros de absorcién a la luz ultravioleta. Para ello se aceptd que sus
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coeficientes de extincién milimoleculares para 328 nm son 20 y 40 respecti-
vamente (Corse et al., 1965).

En el caso de compuestos fendlicos no identificados, se quiso conocer
si sus concentraciones relativas variaban de acuerdo con la edad o estado
sanitario del hospedante. Para ello se compararon los picos de absorcién ma-
xima de los compuestos supuestamente iguales aislados en alicuotas provenien-

tes de idénticas cantidades de peso fresco de tejido inicial extraido.

c) Método para la correccidn del cdlculo de las concentraciones in vivo de
los compuestos fendlicos.

Las superficies de los tejidos xilemadticos y ''cortical' (corteza, pa-
rénquima interfascicular y floema) se calcularon a partir de los pesos de
los dibujos de cada tejido en cortes transversales de tallos. Los dibujos
se realizaron con la camara clara de un microscopio Sptico, sobre papel de
calco vegetal. Dado que las proporciones de cada tejido varian con las dis-
tintas alturas del tallo se considerd que su volumen podria asemejarse al
que corresponde a un cono circular recto truncado. A fin de calcularlo se

aplicd la siguiente férmula:
e
3 -

h: longitud promedio de las lesiones de tallos de cada edad

2
7 . h.(R, + R,xR

V: 1 1 2)

R]: radio promedio de la seccidn transversal del tallo correspondiente al 17-
mite superior promedio de las lesiones.

R,: radio promedio de la seccién transversal del tallo correspondiente a la
base de las lesiones.

Se supuso que los pesos especificos de los tejidos tanto xilematicos
como no xilematicos eran similares, de tal forma que sus volUmenes relativos
eran equivalentes a sus pesos relativos. Una vez estimado el peso de cada te-
jido se sustrajo, del peso inicial de tejidos extraidos, el peso del xilema
que no contiene fenoles. De esta forma fue posible referir la concentracidn

de fenoles respecto al peso fresco de tejidos que los acumulan.



d) Calculo del porcentaje de recuperacién de acido clorogénico comercial su-
jeto a cuantificacidn espectrofotométrica.

Con el objeto de conocer la eficiencia del método empleado se sembrd
una cantidad ajustada de acido clorogénico comercial en papel de cromatogra-
fia Whatman N°3 MM. El cromatograma se desarrolld mediante técnica unidimen-
sional descendente, en B:Ac:A (Tabla V). Luego de secado, la localizacién
del compuesto se determind bajo luz U.V. La mancha fluorescente fue recorta-
da y eluida segin se describe en 11.2.5.2.2.3. La absorbancia de una
al fcuota adecuada fue determinada en el espectrofotémetro, a 325 nm. E1 con-
tenido de &cido clorogénico en la misma se calculé a través de su coeficien-
te de extincidén milimolecular (20, valor para Corse et al., 1965). Se cal-
culd el porcentaje de pérdida respecto a la cantidad inicial utilizado del

compues to.

11.2.5.2.2.3. Estudios cualitatives

a) Estudios generales en extractos no hidrolizados

La separacidn y caracterizacién de los compuestos fendlicos presentes
en los extractos acuosos y metandlicos se llevé a cabo por medio de métodos
cromatogrédficos, analitocos y espectrofotométricos estandard (Ribereau-Gayon,
1972).

Los extractos fueron concentrados en un evaporador rotatorio, bajo
vacio, a L0°C. Alicuotas de los concentrados fueron sembrados sobre papel
de cromatografia para su analisis. Se empled una técnica bidimensional des-
cendente. Los sistemas .de solventes empleados fueron: en la 1°direccidn B:
Ac:A y en la 2°Ac. al 2% (Tabla V). Una vez secos, los cromatogramas fueron
observados bajo luz U.V. Los criterios utilizados para su caracterizacién
fueron:

- el color de la fluorescencia a la luz U.V. (366 nm) antes y después de la
exposicidén a los vapores de una solucién de OHNHh.

- la comparacidén de los Rf obtenidos en diversos solventes con aquellos indi-
cados en la bibliografia. Debido a que estos datos pueden variar ligeramen-
te de una experiencia a otra, se realizdé una confirmacién suplementaria
a través de la cromatografia simul tanea de los compuestos aislados y adqui-
ridos comercialmente.

- coloraciones obtenidas a partir de la utilizacién de diversos reveladores.
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Tabla V: Lista de los solventes cromatograficos usados en este trabajo.

Abreviaturas Formula
B:Ac:A butanol :4c.acético:agua
6 1 2
2% Ac. 2 m! 3c. acético en 95 ml de agua
Be:Ac:A Benceno:4dc. acético:agua (fase superior)
6 7 3
OHNa: Fo: A hidroxico de sodio 1 N: ac.férmico:agua
150 8 L2
B:Fo:A butanol:3c. férmico:agua

10 3 10



-58-

Se emplearon los siguientes reactivos: C13Fe 1%; p-nitroanilina dia-

zotizada; AICI Folin-Ciocalteu (Ribereau-Gayon, 1972) y el test de Hoepfner-

3’
Vorsatz o del acido nitroso (Reeve, 1951) (Tabla VI).

b) Andlisis de los compuestos fendlicos en extractos hidrolizados.

Los compuestos fenblicos raramente se hallan en forma libre en los
tejidos vegetales. Practicamente siempre se los encuentra en forma conjuga-
da como ésteres o glucdsidos.

La determinacidn de las moléculas constitutivas de los derivados hi-
droxicinamicos asi como el tipo de unidén existente entre ellos puede ser rea-

lizado a través de la hidrdlisis de esos compuestos.

Hidrélisis bdsica: alicuotas de los extractos acuosos y metandlicos

completos se evaporaron a sequedad y redisolvieron en un mismo volumen de
agua. En vacio, en un evaporador rotatorio se agregd dos ml de NaOH 2 N a
la solucién y se dejd actuar a temperatura ambiente durante 3 horas. Después
de transcurrido ese tiempo, la solucién se acidificd hasta pH 3 con HCI con-

centrado.

Hidrélisis acida: se efectud en un bafio Maria a 100°C, en presencia
de HC1 2 N, durante 1 h.

Los compuestos aromdticos, liberados de sus formas combinadas fueron

extraidos de los hidrolizados por particién con eter etilico. Se realizaron

3 extracciones sucesivas.

Identificacidén de acidos fendlicos libres

Los acidos fendlicos libres, presentes en las fases etéreas se sepa-
raron por cromatografia en capa delgada de celulosa. El extracto etéreo reu-
nido y concentrado se sembrd, y desarroll6 por medio de una técnica bidimen-
sional ascedente. Los sistemas de solventes empleados fueron: en la 1°direc-
cién Be:Ac:A y en la 2°0HNa:Fo:A (Tabla V).

Los acidos fendlicos libres se detectaron observando las placas bajo
luz U.V. (366 nm) y revelandolas con el reactivo del &cido sulfanilico (Ta-

bla VI). Las caracteristicas de posicidén en la placa, coloracién de
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Tabla VI: Lista de reveladores utilizados en este trabajo.

- p-nitroanilina diazotizada:

ml 0,5% p-nitroanilina (0,5% a/v en 24/HC1)
1 ml 5% nitrato de sodio

ml 2 M carbonato de sodio

ml de agua

’

1
0
5
5

- Folin Ciocalteu:

preparacidn comercial en agua (1:5)

- Reactivo del Acido sulfanilico:

a) Ac. sulfanilico 9 mg
HC1 concentrado 90 ml
Agua 900 mi

b) Nitrato de sodio 5% en agua

c) Carbonato de sodio 10% en agua

Al momento de usar se mezclan 1 vol. de a), 1 vol. de b) y 2 vol. de c)

- Reactivo del ac. nitroso o de Hoepfner-Vorzat

a) nitrito de Na 1% en ac. acético 10%
b) hidréxido de potasio 5% en agua
Rociar primero con a), dejar secar y aplicar b)

- Tricloruro de aluminio: solucién alcohdlica de AlCl_al 1%

3

- Cloruro férrico: 1% en agua

- Bromo cresol verde (reactivo para &cidos orgdnicos)

3) Bromo cresol verde 75 mg
Gromo fenol azul 25 mg
Ztanol 100 ml

b) Permanganato de potasio 250 mg
Carbonato de sodio 500 mg
Agua 100 ml

Se mezclan 9 vol. de a) y 1 vol. de b)
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fluorescencia y reaccién con el revelador se contrastaron con aquellas de
Scidos fendlicos comerciales. Como marcadores estandard de los acidos cina-
micos se emplearon los acidos cumadrico, cafeico, feriGlico y sinapico; y de
acidos benzoicos los acidos p-hidroxibenzoico, protocateico, vanilico y si-

ringico. Para estructuras ver la Figura 7.

c) ldentificacién de compuestos fendlicos aislados

Los compuestos principales fueron localizados en el papel por fluores-
cencia y sus manchas recartadas se extrajeron con metanol 80% , en oscuridad,
a temperatura ambiente. Alicuotas de estos compuestos aislados fueron anali-
zados espectrofotométricamente. Se las ubicé en microceldillas de cuarzo de
1 cm de abertura. En todos los casos se usé como blanco, metanol 80%. Los
espectros de absorcidén fueron determinados entre 440-250 nm. Los derivados
hidroxicinamicos absorben la luz U.V. y el estudio de los espectros de absor-
cién de un determinado compuestos aporta indicaciones interesantes de su es-
tructura. As7, Jurd (1957), Sutherland (1958) y Guern (1965) han estudiado
la influencia de la esterificacidén sobre los espectros de los dcidos fendli-
cos a distintos pH. En consecuencia se estudiaron los espectros en solucio-
nes metandlicas dcidas y alcalinas a fin de conocer la existencia y magnitud
de los desvios batocromicos. A otras alficuotas de los compuestos aislados
se las hidrolizé segin se detallé en : 11.2.5.2.2.3.b. [1 compcnente
fendlico del compuesto se caracterizdé por medio de la metodologia descripta
en el mismo punto.

En el caso de los compuestos inhibidores se estudiaron también los
residuos unidos a la aglicona (azicares, acidos organicos), luego de hidro=
lizar. Para ello es necesario eliminar primero el exceso de alcali. Este se
extrajo utilizando una resina de intercambio catidénico Dowex 50 W-78, 20-50
U.S Smesh (H). La resina hidratada en agua se acidificé con CIH 1 N durante
2 hs. Luego se decantd el &cido y se lavd varias veces con agua destilada
hasta llegar a pH neutro. El extracto hidro:izado se mezcld con el doble de
su volumen de solucidn de resina. Luego de una buena agitacidn se filtrd en
vacio. La resina se lavdé con igual volumen de metanol 80% y se filtrd nueva-

mente. Los filtrados se reunieron y concentraron en un evaporador rotatorio.
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R” kK = R' = H; p-hidroxibenzoico
(A) R = OH, R' = H; protocateico
H
HO coo R = OCHy, R' = H; vainilico
R R=r'-= OCHB; siringico
(B) R R=R'=H, p-cumidrico
HO CH=C H—COOH R = 04, R' = H, cafeico
R = GCHB, R' = H,; ferdlice
R R=R'-= OCH3; sindpico

Figura 7: Estructuras de los &cidos benzoicos (A) y cindmicos (B)
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El material asi obtenido se sembrd en placas de celulosa. Para el estudio
cromatografico se empled una técnica unidimensional ascendente. El sistema
de solventes utilizado fue B:Fo:A (Tabla V).

Una vez concluida la corrida se secaron muy bien las placas con una
corriente de aire caliente a fin de eliminar todos los vestigios de remanen-
tes acidos del solvente. Finalmente se procedi6 a revelar las placas con
un reactivo apropiado para la deteccidon de acidos organicos, que se detalla
en la Tabla VI (Ribereau-Gayon, 1972). A fines comparativos se emplearon

los siguientes marcadores: acidos quinico, citrico y succinico.

11.2.5.2.2. 4. Localizacidn anatdmica

Fijacidn
Se probaron los siguientes fijadores:

1) FAA (formol-3cido acético-alcohol)
2) Alcohol 70%
3) Glutaraldehido 5%

Los dos primeros fijadores son de uso universal. Sin embargo, debido
a su contenido alcohélico solubilizan a los compuestos fendlicos, por lo que
se los perdia en esta primera etapa.

Estudios referidos especificamente a técnicas para el andlisis de fe-
noles en cortes anatdmicos aconsejan el uso del glutaraldehido como medio
de fijacién del material a estudiar (Brisson et al., 1977). En nuestro ca-
so no se obtuvo la eficacia deseable ya que se observd cierta difusidn de
los fenoles al medio. Como conclusidn final se decidid estudiar el material
en fresco. Esto trajo aparejado ciertos inconvenientes dada la necesidad

de realizar todos los estudios el mismo dia en que se obtuvieron las muestras.
Inclusién

En los primeros ensayos se utilizd el método de inclusién en parafi-
na. De inmediato se lo descartd debido a que uno de los pasos incluye el
pasaje del material por una serie de alcoholes a fin de deshidratar el te-

jido.Esto tratia aparejada la extraccidon de los compuestos interesados.
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Consiguientemente, se optd por realizar los cortes a mano alzada.

Montaje y métodos de localizacion

Para la localizacidon de los fenoles en cortes transversales de tallo

se emplearon dos tipos de métodos: a) histoquimicos y b) de autoflorescencia.

a) Los métodos histoquimicos se basan en la reaccién de los compuestos fe-
nélicos con diversos reactivos para dar origen a compuestos coloreados.
Se emplearon los siguientes reactivos:
FeCl
3
Reactivo de Hoepfner y Vortsatz (Reeve, 1951) (Tabla VI).

3% en solucién acuosa (Brisson et al., 1977)

El reactivo de FeCI3 reacciona con compuestos fendlicos produciendo un
color verde grisiceo oscuro, y el reactivo de Heopfner y Vorsatz produ-
ce un color entre amarillo y rojo fuerte de acuerdo con el compuesto con
el que reacciona (Tabla VII).

Si bien las reacciones obtenidas con ambos agentes fueron muy intensas,
la localizacidn exacta de los compuestos se enmascara por su rapida di-
fusion al medio. Para evitar dicha difusidn se intenté inmovilizar los

fenoles mediante el montaje en gelatina glicerinada.

b) Este método de autoflorescencia se basa en la propiedad de una gran par-
te de los compuestos fendlicos, de emitir una fluorescencia de colqr ca-
racteristico al ser expuestos a la luz U.V. en ausencia y presencia de
vapores de amonio (0,1 M de solucidn de hidréxido de amonio, pH 10,3).
Mediante este método fue posible localizar no solo los compuestos solu-
bles sino también los insolubles unidos a las paredes celulares (Koga
et al., 1979; Harris y Hartley, 1976).

Los cortes transversales de los fallos se observaron en un microscopio

de fluorescencia.
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Tabla Vil: Reaccidon de distintos compuestos fendlicos con el reactivo de
Hoepfner-Vorzat (extraido de Reeve, 1951).

Sustancia

Color de la reaccidn

Catecol

Acido clorogénico
Hidroquinona
Orcinol

Parafenildiamina

Fenol
Floroglucinol
Acido pirogallico
Quercetina
Quercitrina
Resorcinol

Rutina

Acido téanico

Vanillina

Rojo oscuro persistiendo mas de una hora

Como con catecol

Rojo-castafio, castafio claro al pasar varios minutos
Castano rojizo muy oscuro

Anaranjado rojizo, haciéndose luego castafio rojize
turbio

Amarillo claro

Amarillo, cambiando a castafo oscuro

Rojo brillante, cambiando a castafio oscuro
Ambar a castafo

Castano rojizo

Anaranjado, cambiando a castafio

Castafo rojizo

Amarillo claro a castafo

Amarillo claro




Hidrdlisis de los compuestos fendlicos unidos a las paredes celulares (Ha-
rris y Hartley, 1976).

Los residuos de acidos fendlicos unidos a ciertas paredes celulares
se liberaron de las mismas mediante la incubacidon de cortes transversales
de tallos con una solucidn de hidréxido de sodio 1,0 M, a 20°C, durante 16
hs. Cortes similares fueron incubados en celulasa comercial cruda (Aspergi-
1lus niger, Sigma 2,5 mg.ml-1 en buffer 0,2 M NaOH-AcOH, a pH 4,8, que con-
tenia NaN3 al 0,02%) a 37°C, durante 16 hs. Los cortes se observaron luego

en un microscopio de fluorescencia.

11.2.5.2.3. Bioensayos

Alicuotas de los distintos extractos obtenidos se concentraron a se-
quedad en un evaporador rotatorio, a 40°C. En caso de tratarse de extractos
cloroformicos se los llevd a sequedad a temperatura ambiente. Los residuos
se disolvieron en agua. A dicha solucién se le agregd luego extracto de mal-
ta al 0,1% y finalmente agar al 2%. Los residuos cloroférmicos en agua es-
tuvieron sujetos a la accién de ultrasonido, a fin de lograr una suspensién
homogénea. En algunos casos, los residuos fueron disueltos en el medio mi-
neral definido de Hancock (confrontar 11.2.1.D). Se probaron concentra-
ciones entre 50 y 300 mg de peso fresco de tejido inicial/ml de medio.

Los compuestos fluorescentes individuales o en mezclas se eluyeron
de los cromatogramas y llevaron a sequedad del modo descripto anteriormen-
te. Los residuos se disolvieron en 10 ml de medio mineral definido (Hancock,
1966; 11.2.1.b., el cual contiene pectina como Gnica fuente carbonada,
de manera de obtener una concentracidn fiﬂal de 300 o 400 mg de peso fres-
co inicial/ml de medio. En el caso de los compuestos identificados com 3-
cido clorogénico e isoclorogénico, y de los acidos fenSlicos comerciales
se utilizaron diferentes concentraciones de cada uno de ellos que fueron
desde 0,1 a 3 mg/ml de medio. En los primeros experimentos se utilizaron
cajas de Petri que contenian 15 ml de medio cada una. Luego el método se
modi ficé empledndose tubos de 9X2 cm que contenian solo 2 ml de medio cada
uno. Esta modificacidn resultd muy conveniente ya que se redujo en gran me-

dida el contenido de medio y por consiguiente de material vegetal inicial,
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especialmente en el caso del estudio de compuestos aislados.

El pH de los medios se ajustd a 5,5 con HC! o OHNa 0,1 N. Luego de
esterilizacion en autoclave, los tubos se dejaron solidificar en posicién
horizontal.

Cada tubo o caja fue inoculada esterilmente en su extremo con un dis-
co de agar extracto de malta 1% (5 mm de didmetro) cubierto por el micelio
del hongo. Este habia crecido previamente en dicho medio durante 5 dfas,

a 25°C. Las cajas y/o tubos se incubaron a la temperatura indicada. Los
radios de las colonias fingicas fueron medidos diariamente hasta el 7°dia
después de la inoculacidén. Se utilizaron entre 5-10 repeticiones por trata-
miento.

Sobre la base de los crecimientos promedio del hongo al 6°% 7°dfa
se calculd el porcentaje de accidn provocada por el medio con extracto, o
compuesto a probar, respecto al testigo (medio basal sin agregados), de la

siguiente manera:

o
A= —— x 100

r.: radio promedio (cm) de la colonia en el medio con extracto o compuesto.

T
ro radio promedio (cm) de la colonia en el medio basal sin agregados

Si el signo del porcentaje resultante fue positivo, la accién se con-
sideré promotora. De lo contrario, el efecto fue inhibidor.

Otro parametro considerado fue el efecto de los extractos o compues-
tos en los medios sobre el nimero y peso seco de los esclerocios, respecto

al obtenido en el medio testigo.

11.2.5.3. Mecanismos histoldgicos de defensa

Con el fin de detectar eventuales barreras mecanicas de tipo pre
o postinfeccionales se realizaron estudios anatémicos de tallos sanos y en-
fermos de las distintas edades. Se analizaron cortes transversales de dis-
tintas zonas de los tallos enfermos: base, margen de la lesidn y tejidos
sanos adyacentes; y tejidos similares de plantas testigo. Para cada zona
se realizaron 4 cortes. Se estudiaron 4 plantas por tratamiento. El experi-

mento completo se repitidé 3 veces.
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los cortes fueron incluidos en parafina, cortados con micréotomo de
deslizamiento y tefiidos con diversos colorantes: violeta de cresil (Dizeo
de Strittmatter, 1980); fast-green y fucsina basica.

Para los estudios sobre el grado de lignificacion de los tejidos se
emplearon cortes no incluidos. Se utilizéd el método del floroglucinol CIH
(Orellana, 1975). Este se basa en la propiedad del mencionado compuesto de
reaccionar con los aldehidos unidos al polimero de lignina, produciendo un
color rojo profundo. Dado que ciertos polimero de lignina inducidos postin-
fecionalmente pueden diferir de aquellos de las plantas sanas y no reaccio-
nar con dicho reactivo, los cortes también se observaron con un microscopio
de fluorescencia. La lignina, por ser un polimero fendlico formado princi-
palmente por la condensacidn de radicales libres de alcoholes hidroxicina-
milicos, posee la caracteristica de fluorecer al ser expuesto a la luz U.V.

Para la determinacidn de la variacidn del volumen de los distintos
tejidos con la edad de la planta se utilizé el método descripto 11.2.5.2.

2.2.c.

11.2.6. Analisis estadistico

Los promedios de los tratamientos se compararon estadisticamente me-
diante el Analisis de la Varianza (Sokal, 1965). Para los contrastes se uti-
1izd0 el Test de Scheffeé (Sokal op.cit.).En el caso de porcentajes se uti-
1izdé la transformacidn arcoseno. En los casos en que no se cumplieron las
hipbtesis del andlisis de varianza se usd el test no paramétrico de Kruskal-
Wallis (Hollander y Wolfe, 1973). Para el estudio de curvas se empled el
andlisis de regresion, correlaci6n y test de iqualdad de pendientes para
varias lineas de regresidn (Sokal, op.cit.). La independencia se comprobd

con el Test de la G (Sokal op.cit.). .
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I11. RESULTADOS, DISCUSION Y CONCLUSIONES PARCIALES

I11.1. Efecto de la edad del hospedante en la predisposicidn

I11.1.1. Introduccidn

De acuerdo con lo expresado en los antecedentes bibliograficos las
plantas varian con la edad en su susceptibilidad a 1a enfermedad. Esta
también responde a la influencia del cambio de los factores ambientales
a lo largo del ciclo vital de las plantas salvo cuando ellas crecen en
condiciones controladas.

Los estudios sobre el efecto de la edad del huésped en la predispo-
sicién a un determinado patdgeno pueden ser realizados en el campo o en
camara bioclimatica. Los invernaculos ofrecen situaciones intermedias ya
que en ellos es posible controlar el riego y la presencia de pestes y pa-
tGgenos no deseables, pero dificilmente la luz y la temperatura. La cama-
ra bioclimadtica provee del control del ambiente necesario para investigar
los efectos de la edad y de los factores ambientales por separado y/o en
distintas combinaciones, manteniendo constantes aquellos deseados. En cuan-
to a las desventajas, dos son las principales: el limitado ndmero de in-
dividuos estudiados por ensayo; y las diferencias en el crecimiento, res-
pecto a las plantas crecidas bajo condiciones naturales, que se hacen par-
ticularmente evidentes en las edades adultas. Este Gltimo inconveniente
se agudiza en casos como el de girasol por tratarse de una planta de gran
porte y sistema radical muy extendido.

En cuanto a los ensayos a campo, es posible manejar un elevado nime-
ro de repeticiones, aunque en un solo momento del afo. Por otro lado, la
imposibilidad de separar el efecto edad del correspondiente a los facto-
res ambientales que cambian a lo largo del ciclo ontogénico de la planta,
exige la repeticion de los ensayos durante un nimero de afios considerable,
para poder contar con datos valederos.

Un balance de las ventajas y desventajas que los distintos métodos

ofrecian 1levd a la decisidn de encarar esta investigacién por medio del
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estudio de plantas cultivadas en camara bioclimatica; y en forma comple-
mentaria realizar ensayos, a fines comparativos, con materiales crecidos
en condiciones naturales.

Auger y Nome (1970) determinaron, a campo y en invernaculo, una cur-
va de susceptibilidad del girasol en funcién de la edad de inoculacidn.
Teniendo en cuenta el hecho de que los experimentos de campo fueron rea-
lizados en una sola estacion y que no se conocen las condiciones en las
que se efectud el ensayo en el invemaculo, se considerd necesario reali-
zar un estudio preliminar sobre la incidencia de la edad de la planta en

la predisposicién a S. sclerotiorum, en condiciones controladas de creci-

miento. En esta forma se podria contar con un sistema y condiciones de
facil reproducibilidad para realizar estudios sobre los mecanismos de de-
fensa.

A tal fin, se realizaron curvas de susceptibilidad variando unicamen-
te la longitud del fotoperiodo: 12 y 16 horas I11.1.4. No se incluyeron
en el estudio edades muy adultas debido a que en las mismas las desviacio-
nes de crecimiento y desarrollo respecto a las plantas crecidas a campo
se incrementaban. En este capitulo preliminarmente, se describiran los
ensayos realizados a fin de seleccionar el método Il1.1.2y 1a zona de
inoculacidén 111.1.3. Ambos constituyen aspectos basicos para el logro de

los objetivos planteados.

111.1.2. Método de inoculacidn

a) Inoculaciones secuenciales versus simul t3neas

Populer (1978) sugiere que una manera de disminuir la fuente de va-
riacion no explicada por el factor edaqes, adem3s del cultivo bajo condi-
ciones ambientales constantes, la de uniformar el indculo a través de ino-
culaciones simultineas. De este modo es posible evitar eventuales cambios
en la concentracidn e infectividad del patdgeno.

Para lograr este objetivo fue necesario realizar siembras sucesivas
de tal forma de contar con plantas de distintas edades a un mismo tiempo.

Sin embargo, dado las limitaciones de espacio, las plantas mas j6venes,
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y que por lo tanto habian sido sembradas al final del ensayo, crecieron
en condiciones desfavorables. Esto hizo imposible compararlas con las que
no se vieron obstacul izadas en su crecimiento, a pesar de que se las ubi-
c6 a igual distancia de la fuente luminica. Dado que el error introducido
era sin duda mayor que el que se pretendia evitar, se decidié utilizar

el método de las inoculaciones sucesivas.

b) Comparacién de dos tipos de indculo

De acuerdo con lo mencionado en los antecedentes bibliograficos, la
podredumbre basal se produce, en condiciones naturales, a través de la
infeccion por hifas provenientes de esclerocios germinantes presentes en
el suelo o sobre restos de cosechas. Los sitios de infeccidn serian las
raices o el cuello de las plantas.

Los métodos de inoculacidn artificial empleados en trabajos previos

pertenecen a dos tipos principales:

i) Métodos que ubican al inb6culo en el interior del hospedante y que por
lo tanto incluyen la produccién de heridas: ia) Método del mondadien-
tes infectado con micelio (Auger y Nome, 1970); ib) Método del bloque
de medio de cultivo infectado que se ubican en heridas previamente pro-
vocadas con bisturi (Vr8nceanu, 1977), ic) Inyeccién en el tallo de

una suspensidn de esclerocios molidos (Vr&nceanu, op. cit.) etc.

ii) Métodos en los cuales el inSculo se ubica superficialmente en la zona
basal del tallo: iia) Método del bloque de medio de cultivo infecta-
do, cubierto con tierra (Orellana, 1975); iib) Inoculacién por medio
de tejidos susceptibles de otras especies vegetales previamente este-
rilizados e inoculados con el patégeno (Teyssandier, com.pers.);
iic) Combinacién de los anteriores: se ubica sobre el tallo una deter-
minada cantidad de avena arrollada y sobre esta un bloque de medio

de cultivo infectado (Noyes y Hancock 1981).



Desde el comienzo se descartd el primer tipo de método ya que los
mecanismos de defensa contra las enfermedades parasitarias incluyen, en
muchos casos, barreras fisicas y quimicas a la penetracién (cfr. punto
1.3.3.3.6; item 2a.1). Las mencionadas barreras se verian sin duda elimi-
nadas o alteradas con el empleo de métodos de inoculacidén tan drasticos.
Por otro lado, se queria evitar las alteraciones metabGdlicas propias del
dafio celular que es producido al efectuar una herida artificial (Uritani,
1976).

El ensayo que se presenta a continuacién tuvo como objetivo comparar
dos tipos de indculo: a) inoculacién con esclerocios (fuente de indculo
natural) y b) inoculacidn con granos de arroz previamente infectados con
el patSgeno (confrontar 11.2.3.1.). Se quiso conocer la existencia o
no de diferencias en la eficiencia, grado de ataque, y en la velocidad
del crecimiento fingico en el interior del hospedante, de acuerdo con el
tipo de indculo.

El estudio se llevé a cabo con plantas de una linea isogénica en es-
tadio vegetativo, que se inocularon artificialmente con los dos tipos de
indculo. Los distintos parametros se evaluaron al 5°dia de la inoculacién.

No se hallaron diferencias significativas entre los promedios de las
longitudes de las lesiones, ni entre los porcentajes de hojas con marchi-
tez permanente. E1 Tndice de marchitez de sintomas, y el porcentaje de
plantas muertas fue similar para ambos tratamientos. Asimismo, en ambos
casos se obtuvo un 100% de infeccidn. Esto indicaria la no existencia de
barreras a la penetracién (Tabla VIII).

La velocidad del crecimiento fingico en el interior del hospedante
no difirid entre los tratamientos, considerando que no se encontraron di-
ferencias significativas entre los promedios de las longitudes de las le-
siones para ninguno de los dias relevados (Figura 8).

A través de todos los resultados obtenidos es posible concluir que
no existen diferencias a nivel de sintomas, entre los tipos de inoculacidn
ensayados.

La inoculacidn con esclerocios constituye sin duda un método mds na-
tural. Sin embargo, su estandarizacién implicaria contar con esclerocios

de igual origen, edad y tamafo (factor muy variable) en el momento de la
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Tabla VIIl: Evaluacion de la susceptibilidad de una linea isogénica en esta-
dio vegetativo frente a la inoculacidn con esclerocios (E) y con
granos de arroz infectados (A), al 5°dia de la inoculacidn.

Inéculos
A E
% plantas enfermas 100 100
% plantas muertas 14 0
I.Mo* 2,3 2,4
Longi tud media de lesiones (cm) 2,0° 1,8°
% medio de hojas con marchitez permanente 7,1a 2,0a

Valores seguidos por letras distintas indican diferencias significativas. La
comparacidon es valida dentro de cada fila. Los valores con promedio de 15 re-
peticiones. * Indice de marchitez (tr.2:4).
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Figura 8: Efecto del método de ino cul acidn sobre la susceptibilidad. Lon-
gitud de las lesiones en funcion del tiempo. A: inoculacién con
arroz; E: inoculacidn con esclerocios. Los valores son promedio
de 15 repeticiones. ' .
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real izacion de cada ensayo, lo cual es virtualmente imposible.
Dado que su estandarizaci6n es mas sencilla y precisa, se seleccio-
nd el método del grano de arroz para todos los ensayos realizados poste-

riormente.

111.1.3. Zonas de inoculacidn

Los niveles de resistencia a las enfermedades parasitarias para una
edad determinada, varian entre Srganos y tejidos de una misma planta (Bell,
1981). Es por eso que la determinacidn exacta de la zona de inoculacién
se hace indispensable para el estudio de las interacciones hospedante-pa-
tégeno.

De acuerdo con los antecedentes bibliograficos, algunos de los auto-
res que estudiaron la podredumbre basal no consideraron este aspecto. Las
inoculaciones se realizaban en''la base del tallo, sobre la superficie del
suelo" (Putt, 1958; Auger y Nome, 1970; y Dueck y Campbell, 1978). Por
lo contrario, en otros casos existid una mayor atencidn sobre este punto:
"en la base o parte inferior del hipocdtile, sobre la superficie del sue-
10" (Orellana, 1975; Noyes y Hancock, 1981). En cuanto a las inoculacio-
nes artificiales realizadas para el logro del mejoramiento genético fren-
te a esta enfermedad en la Argentina, se realizan en la base del tallo
sobre 1a superficie del suelo pero sin tener en cuenta su exacta locali-
zacién (Teyssandier, com. pers.).

De acuerdo con el manejo de nuestro material, el hipocdtile quedaba
total o parcialmente enterrado. Es por eso que se decididé estandarizar
como zona de inoculacion a la base del epicdtile, a nivel de la superfi-
cie del suelo. Ciertas observaciones indicaron la imﬁortancia de la exac-
ta ubicacidén del inb6culo. En los casos en los que excepcionalmente el hi-
pocotile sobresalia de la superficie del suelo, y que por lo tanto se lo
inoculé, no se observaron sintomas visibles al 5°dia. Esto al parecer o-
curria independientemente de la edad del huésped. Diches individuos nou
fueron incluidos en los resul tados.

Dado que los ensayos de seleccidn de resistencia se llevan a cabo
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sin tener en cuenta este factor, se considerd de fundamental importancia
verificar si en las condiciones de campo la velocidad de ataque era dife-
rente en plantas de una Unica edad, de acuerdo con la zona de inoculacion.

Se evaluaron los resultados de un ensayo efectuado a campo por E.
Teyssandier en la estacidn experimental de Cargill, en Pergamino (Pcia.
de Bs.As.) (cfr. 11.2.3.2.) Yy cosechado en el mes de enero de 1984.

En el caso de la linea madre del hibrido Super 4L0OO (LM), se encontra-
ron grandes diferencias en el tipo de respuesta al patSgeno segin la zona
de inoculacidn (Tabla IX). Las plantas inoculadas en el hipocdtile (H)
fueron significativamente mds tolerantes que las inoculadas en el epicé-
tile (E). Estas Gltimas presentaron lesiones mas largas (P: 0,05). Ademas
se encontrd una dependencia altamente significativa de los sintomas ''ta-
1los huecos'" (P: 0,01) y "lesiones claras'" (P: 0,01), y la inoculacidn
en esta zona. El hecho de que los tallos se presenten huecos es una mani-
festacidon de la llegada del patégeno a la médula de los mismos. Los teji-
dos en el E exhibirfan, sin duda, una menor resistencia a ser penetrados
por el hongo. En cuanto a la presencia de las lesiones ''claras'', como se
determinard en el punto Ill.4a. es un sintoma altamente caracteristico
de la susceptibilidad a este patégeno.

Los individuos de Sqoo fueron siempre susceptibles, independientemen-
te de la zona en que se los inoculd. No se hallaron diferencias entre las
longitudes de las lesiones, ni los porcentajes de individuos con tallos
huecos y lesiones claras. Dichos valores fueron siempre muy elevados (Ta-
bla IX). Estos resultados confirman la elevada susceptibilidad de este
hibrido frente al patdgeno.

Con respecto a la linea, los resultados coinciden con las observacio-
nes preliminares. Efectivamente, para la LM se encontrd una menor veloci-
dad del desarrollo de la enfermedad cuando la inoculacidn se realizd en
el H. Al parecer la tolerancia del H constituiria un cardcter heredable
que se enmascararia en el Sypo.- Es importante, finalmente, destacar que
la no estandarizacion del sitio de inoculacién puede llevar a resultados

erréneos y no comparables.
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Tabla IX: Evaluacion de la susceptibilidad de una 1inea madre del hibrido Su-
per 400 (LM) y de este hibrido (S 400), al ser inoculadas artificial
mente en el hipocotile (H) y epicotile (E) (5°dTa después de la ino-

culacion).
LM S 400
Longitud media de lesiones (cm) 15,82 zq’3b
H b tallos huecos 20,0 86,0
z - .lesiones claras 10,0 95,0
Longitud media de lesiones (cm) 25 5P zu,ob
E % tallos huecos 65,0 85,0
¥ lesiones claras 70,0 85,0

Valores seguidos por letras distintas indican diferencias significativas al
5%. Las comparaciones son validas dentro de las filas y columas. Los valores

son promedio de 20 repeticiones.
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111.1.4 Efecto de la edad del huésped en la predisposicidn

111.1.4.1. Plantas cultivadas con 12 horas de luz

La seleccion de los estadios del girasol a inocular se basé en el
Gnico antecedente encontrado sobre este tema para esta enfermedad. Se tra-
ta de un estudio realizado por Auger y Nome (1970), en condiciones de cam-
po e inverndculo. Dichos autores realizaron una curva de susceptibilidad
comenzando con el estadio vegetativo (5 pares de hojas) como edad mis jo-
ven y realizando sucesivas inoculaciones cada 8 dias a partir de la pri-
mera fecha de inoculacidn. Con tal criterio, en este ensayo se estudiaron
L estadios sucesivos que correspondieron a: 1) vegetativo, 2) botén flo-
ral cerrado (visible), 3) botdén floral y 4) botén floral abierto. Las plan-
tas en cada estadio presentaron las caracteristicas resumidas en la Tabla
IV. Luego de la inoculacidn por medio del método seleccionado en el punto
I11.2b, la susceptibilidad fue evaluada hasta el 5°dia de la inoculacidn
momento en el que comenzaba a producirse la muerte de las plantas (11.2.
4.g9.), mediante los pardmetros cescriptos en 11.2.4. Coro el obje-
tivo mas amplio- al cual se dirigian estos estudios era el andlisis de los
componentes de la defensa (a través de las diferencias entre individuos
tolerantes y susceptibles), si se retrasaba la cosecha m3s alla de la a-
paricién de dichos sintomas, las plantas que los exhibian podrian sufrir
alteraciones metabSlicas no relacionadas con la defensa que llevaran a
conclusiones errdneas. Por ejemplo en numerosos casos una vez que las plan-
tas tolerantes han sintetizado compuestos antiflingicos por encima de ni-
veles que frenan el desarrollo patogénico, su produccidon cesa. Por el con-
trario las plantas susceptibles sintetizan los mismos compuestos pero mas
lentamente y no alcanzan los niveles inhibitorios a tiempo para frenar
la enfermedad. Sin embargo la produccidn puede continuar a pesar de que
el hospedante haya sido colonizado. Esto podria traer como consecuencia
que, de realizarse tardiamente los analisis, no se detectaran diferencias
en las concentraciones de compuestos antifingicos llevando a su subesti-
macién como componentes de la defensa (Bell, 1981).

Como se observa en la Tabla X, el 100% de las plantas inoculadas de
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los 4 estadios presentaron sintomas al 5°dia después de la inoculacidn.
Esto indicd la ausencia de barreras externas a la penetracidn que impidieron
el paso del patdgeno hacia el interior del hospedante. Tampoco varid entre
edades la velocidad de aparicion de las lesiones, ya que en todos los casos
estas se hicieron visibles al 3°dTa después de la inoculacién (Figura 9).
Con repecto a la velocidad de desarrollo de las lesiones, no se encon-
traron diferencias significativas entre los promedios de las longitudes de
las mismas entre los estadios I, Il y Ill ni al 4°ni al 5°dia después de
inocular. Por otro lado, los promedios de dichas longitudes en el estadio
IV fue siempre significativamente menor que en los otros estadios (P:0,01)
(Figura 9).
La aparicidén de la marchitez varid con la edad del hospedante (Figu-
ra 10). En los estadios Il y Ill, esta aparecid al 3°d7a (Figura 10) (1.M:0
indica ausencia de marchitez), en el | al 4° y en el IV al 5°. Ademds los
mayores Tndices de marchitez (1.M.) se encontraron siempre en el estadio
Il, y los menores en el IV. Asimismo el mayor ndmero de plantas con el 100%
de hojas con marchitez permanente se hallé en el estadio Il en tanto que
en el IV no se observaron individuos con este sintoma (Figura 10). En cuan-
to al porcentaje medio de hojas con MP por planta, fue elevado y similar
en 1 y Il, en tanto que fue menor y no difirié en 11l y IV (Tabla X).
Con respecto al sintoma tallo hueco, nuevamente fue en el estadio || el que

presentd el mayor nimero de individuos con este sintoma, con un 80% de in-

dividuos con tallos huecos. Lo siguid el estadio Ill, luego &l | y por Gl-
timo el IV (Tabla X).
El estadio Il presentd el mayor nimero de plantas muertas al

dia de la cosecha, en tanto que en el IV no se produjo mortandad (Tabla X).
Con el objeto de estudiar la dependencia entre las distintas caracte-

risticas de las lesiones y la susceptibilidad se agruparon todos los indi-

viduos, independientemente de su edad, en dos grandes clases: ''susceptibles"

(plantas que presentaron los grados 2, 3 y 4 de marchitez) y ''tolerantes"

(plantas que presentaron los grados 0 y 1) (cfr. 11.2.4.¢.). Se encontrd

a través del empleo de un test de independencia, que las plantas suscepti-

bles se caracterizaban por presentar lesiones claras, himedas, con limites
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Tabla X: Evaluacidon de la susceptibilidad de una linea isogénica, cultivadas
con 12 hs de luz, en funcidn de la edad de inoculacién (5°dia después
de la inoculacidn).

Estadios

I N (NN v
% plantas enfermas 100 100 100 100
% plantas muertas 25 Lo 12 0
Longitud media de lesiones (cm) 3,52 4,6° 4,02 0,8°
.M. 2,0 2,8 1,5 0,4
% plantas con tallos huecos 38 80 62 0
%2 medio de hojas con marchitez permanente 37a hOa lZ,Sb Ob
Valores sequidos por letras distintas indican diferenciassignificativas al
5%. Valores son promedio de 8 repeticiones.
I: estadio vegetativo; Il: botdn floral cerrado; I1t: botén; IV: botén floral

abierto.

*: Indice de marchitez (11.2.4).
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Fiqura 9:

Plantas cultivadas con 12 hs de luz. Longitud de las lesiones en fun-
cién del tiempo, de acuerdo con la edad de inoculacién. |: vegetati-
vo; ll: botdon floral cerrado; Ill: boton floral; IV: botdn floral
abierto. Valores acompanados por letras distintas indican diferencias
significativas. Las comparaciones solo son validas dentro de cada
dia. Los valores sor promedio de 8 repeticiones.



% PLANTAS CON 100 % MARCHITEZ PERMANENTE

ESTAD I10S

Figura 10: Plantas cultivadas con 12 hs de luz. Porcentajes de individuos con 100%

de hojas con marchitez permanente, -de acuerdo con la edad de inocula-
cidn. |: vegetativo; Il: botdn floral cerrado; (!l: botdn floral; IV:
boton floral abierto; *: Tndice de marchitez (0: 100% de individuos

no marchitos- 4: 100% de individuos con 51-100% de hojas con marchitez
permanente). Total de individuos por tratamiento: 8.
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Figura 11: Plantas cultivadas con 12 hs de luz. Porcentajes de in
dividucs con sintomas caracteristicos de la susceptibi-
lidad, de acuerdc con ie edad de inoculacién. |[: vege-
tativo, fl: botdon floral cerrado; lil: botén floral;
IV: boton flora! abierto. Total de indivicuos por tra-
tamiento: B.



_83-

difusos, y que rodeaban la totalidad del tallo (P:0,01). Por el contrario,
las lesiones de las plantas tolerantes se caracterizaron por ser oscuras
(en especial en sus bordes), de bordes limitados, secas y que no rodeaban
todo el tallo. En la Figura 11 se presenta el % de plantas con los sintomas
caracteristicos de la susceptibilidad para cada estadio de crecimiento. Es-
te es sumamente alto para los estadios |, Il y Il (siempre mayores del 50%),
y nulo para la edad IV.

Del analisis combinado de las Figuras 9, 10 y 11 y de la Tabla X, es
posible concluir que los estadios I, Il y Ill fueron altamente susceptibles
al patdgeno, con un maximo en el estadio |l. Por el contrario, el estadio

IV se comportd como tolerante.

111.1.4.2, Plantas cultivadas con 16 horas de luz

Dada la gran susceptibilidad observada en el experimento anterior se
decidid6 realizar nuevas curvas de susceptibilidad empleando un periodo lu-
minoso mayor. Tal decisidn se basd en los resultados obtenidos por Orella-
na (1975). E1 mencionado autor encontrd que la susceptiblidad del girasol
disminuye al aumentar el ndmero de horas del periodo luminoso. Debido a que
el comportamiento de los estadios | y IIl fue muy semejante se decidid con-
tinuar el estudio unicamente con los estadios |, Il y IV.

Al igual que en el ensayo anterior, no varid el porcentaje de plantas
enfermas al 5°dfa entre estadios, y se acercd en todos los casos al 100%
(Tabla X1). Tampoco se encontraron diferencias en la velocidad de aparéién
de las lesiones ya que estas se hicieron visibles al 3°dia en los tres es-
tadios (Figura 12).

A diferencia de lo ocurrido con 12 horas de luz, el promedio de las
longitudes de las lesiones en el estadio IV no difirid significativamente
del de los otros estadios en ninguno de los dias estudiados (Figura 12).
Esto se debe a un aumento en la tolerancia en los estadios | y |1, respec-
to a ta observada con el menor régimen luminoso, el que se manifiesta a tra-
vés de lesiones m3s pequenas.

La marchitez se hizo visible en el estadio || al 4°dfa, y enel | y

IV al 5°. Al igual que en el ensayo anterior los mayores |.M se encontraron
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Tabla X!: Evaluacidn de la susceptibilidad de una linea isogénica de girasol,
cultivada con 16 hs de luz, en funcién de la edad de inoculacién (5°
dia después de la inoculacion)

Estadios

| | 1V
% plantas enfermas 952 100° 942
% plantas muertas 0° 31b 0%
longitud media de lesiones (cm) 1,3° 2,9° 1,9°
.M.+ 0,52 1,6° 0,04
% plantas con tallos huecos 0 28b 0?
% medio de hojas con marchitez permanente 0o? 30,3b 0®

Valores sequidos por letras diferentes indican diferencias significativas al

* 1% y al ** 5%, respectivamente. La comparacidn es solo valida dentro de ca-
da fila. Los valores son promedio de 3 ensayos completos.

I: estadio vegetativo; |l: de botén floral cerrado y 1V: boton floral abierto.

+ | .M.: Tndice de marchitez (11.2:4).
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Figura 12: Plantas cultivadas con 16 hs.de luz. Longitud de las lesiones en
funcién del tiempo, de acuerdo con la edad de inoculacidn. |:
vegetativo; ll: botén floral cerrado; 1V: boton floral abierto.
Los valores son promedio de 8 repeticiones.



en el estadio Il y los menores en el IV. Lo mismo ocurrid con el porcenta-
je de plantas con marchitez permanente. Individuos con tallos huecos solo
se encontraron en el estadio Il (Tabla XI). Los resultados fueron semejan-
tes para el sintoma de planta ''muerta'. En coincidencia con los resultados
obtenidos para las plantas crecidas con 12 horas de luz, la susceptibilidad
se caracterizd por la presencia de lesiones claras, himedas y de bordes di-
fusos (P:0,01). Por el contrario el caracter ''rodea todo el tallo' fue in-
dependiente del grado de tolerancia. El estadio |l presentd los mayores
porcentajes de individuos con los sintomas caracteristicos de la suscepti-
bilidad (Figura 13).

Como es posible concluir a través de los resultados expuestos, el es-
tadio Il presentd nuevamente la méxima susceptibilidad, si bien comparati-
vamente ella fue menor cuando se lo cultivd con 16 hs de luz. En general
existid una mayor tolerancia para todas las edades cultivadas con un foto-
perfodo mads largo, hecho que concuerda con lo observado por Orellana (1975).

Del andlisis conjunto de los experimentos [!11.1.4.1.y 2 surae como con
clusion general que el estadio de botdon floral cerrado es el mads suscepti-
ble y que el de botdn floral abierto se mantiene siempre como tolerante.
Sobresale el hecho de que en las plantas mas jovenes, de tallos m3s delga-
dos y menos lignificados la respuesta varia de moderadamente susceptible
a tolerante si se incrementan las horas de luz.

En la Figura 14 se ha representado, en forma.comparativa, la evalua-
cidén de la susceptibilidad realizada por Auger y Nome (1970) y la que resul-
t6 del presente estudio. Como los mencionados autores unicamente evaluaron
el ndmero de plantas muertas, solo se compara dicho parametro. Cabe sefalar
ademas que dadas las obvias diferencias entre el crecimiento a campo e in-
vern3culo, y en cdmara bioclimatica, el d7a de la evaluacidon es diferente.
Sin embargo, dejando de lado los valores absolutos se encuentran coinciden-
cias en los resultados para los estadios estudiados. Efectivamente, como
se desprende del grafico, para la porcion de la curva evaluada, el estadio
Il presentd, en todos los casos, la maxima susceptibilidad.

Dentro de los limites del presente estudio podriamos considerar que
el patrdén de la variabilidad de la susceptibilidad de acuerdo con la edad
entraria dentro del quée Yarwood (1959) denomina: '‘resistencia juvenil y

adulta, con susceptibilidad en el periodo intermedio". Sin embargo Auger
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Fiqura 13:

Plantas cultivadas con 16 hs de luz. Porcentajes de individuos
con sintomas caracteristicos de la susceptibilidad, de acuerdo
con la edad de inoculacidn. |: vegetativo; |l: botén floral
cerrado; |V: botdon floral abierto. Total de individuos por
tratamiento: 8 .
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Figura 14: Efecto de la edad del hospedante en la predisposicidn a la podredum

bre basal expresado a través del % de plantes ruertas al 5°dia (A -
y B) y al 15°dia (C). A: plantas cultivadas en cdmara, con 12 hs de

luz; B: idem A, con 1€ hs de luz y C: plantas cultivadas a campo
(de Auger y Nome, 1970).
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y Nome (op. cit.) demostraron que en estadios mis adultos la susceptibilidad
aumenta y vuelve a disminuir (cfr. Figura 1%). En tal sentido serfa mds ade-
cuado considerar el patrdn propuesto por Bell (1980) que se refiere a "varia-
ciones ciclicas de la defensa con la edad" (cfr. 1.3.3.3.8.1.).

En cuanto a las posibles causas de la variacidon de resruesta del gira-
sol con la edad, Auger y Nome (1970) proponen que podria debe-se a: 2l
rapido crecimiento de las plantas en la etapa juvenil produce un debiliiamien-
to de las paredes celulares, especialmente en la laminilla media, favorecien-
do el aumento proporcional de las pectinas solubles en el tejido vegetal.El
aumento de dichas pectinas en las plantas favoreceria el ataque de las enzi-
mas pectinoliticas producidas por Sclerotinia. Este fenbfmeno se veria favo-
recido también por la posible disminucidn del ion calcio en la composicidn
del pectato de calcio, componente principal de la pared media de la célula.
Esta disminucidn ocurriria por la multiplicacidn y crecimiento celular ace-
lerado de la planta, desde su emergencia hasta el estado de prefloracidn en
que este debilitamiento llega a su maximo". Otra posible interpretacién que
los mencionados autores sugieren "radicaria en el aumento del contenido de
azlicares reductores y a los niveles fluctuantes de estos en la planta".
Aceptando dicha hipdotesis los autores piensan que en la primera etapa de de-
sarrollo existiria una corriente descendente de azlcares reductores hacia
la zona radical, caudal que aumentarfa en relacidn al crecimiento de la plan-
ta. Cuando esta alcanza el estado de flor, posiblemente ocurriria un drena-
je de estos hidratos de carbono hacia el capitulo, necesarios para la poli-
nizacién, fecundacidn y desarrollo del grano. De ocurrir asi, disminuiria
la proporcién de azicares reductores en la zona del cuello, disminuyendo por
lo tanto la susceptibilidad de la planta al ataque del patdgeno.

Es importante sefialar que tratamientos con reguladores de crecimiento
y azlGcares pueden afectar los cambios de susceptibilidad. Segin Horsfall vy
Dimond (1959) y Bell (1980), un alto contenido de azicares en la planta fa-
voreceria la accién de algunos patdgenos y seria desfavorable para otros.

En cuanto al factor luz, segin Bell (1980), es un hecho bastante gene-
ralizado que la baja intensidad luminica, la oscuridad y los fotoperiodos
cortos retarden el aumento en la tolerancia de tallo y raices, y faciliten

la pérdida de las defensas en las hojas. La luz continua o los fotoperiodos
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largos poseen efectos opuestos, particularmente cuando ellos inhiben la flo-
racién. La remocién manual de los botones florales de plantas de algodén re-
trasa la pérdida de la defensa a la podredumbre radical producida por Phyma-

totrichum, y a la marchitez producida por Verticillium, enfermedades normal-

mente asociadas a la floracidn y produccién de frutos (Bell, op. cit.). Si
bien el efecto no serfa similar en este caso ya que el girasol es considera-
da neutra desde el punto de vista fotoperidédico (Vr&nceanu, 1977), es inte-
resante sefalar que 1a remocion manual de los botones del girasol lleva a

la disminucidn de la susceptibilidad en dicho estadio (Teyssandier, com. per
sonal).

Un aspecto que se mantuvo estable a pesar de la variacién del factor
fotoperiddico fue la caracterizacidn del tipo de lesiones susceptible y to-
lerante. S. sclerotiorum es un hongo que se caracteriza por poseer un siste-
ma enzimdtico complejo (cfr. punto 1.3.3.3.4 y 1.3.3.3.5). La accién de las
enzimas sumada al efecto sinérgico del acido oxalico, fuerte quelante del
Na y Ca que extrae dichos cationes de los pectatos insolubles, trae como con-
secuencia la muerte celular. Asimismo, la pérdida de la permeabilidad celu-
lar provocarfa una fuerte ex6smosis la que se manifestarfa a través del sin-
toma lesiones 'himedas'' (Thatcher, 1939). Por otro lado, las lesiones ''cla-
ras'' estarfan dadas por la ausencia o menor produccién de pigmentos melanf-
nicos. Por 1o general se encuentra que la presencia de dichos polimeros li-
mita las lesiones. Lumsden (1979), en un estudio comparado entre Phaseolus
coccineus (tolerante a S. sclerotiorum) y P. vulgaris (susceptible), encon-
trd que la tolerancia se caracterizaba por presentar lesiones pequefas, li-

m itadas y castafnas. Estos resul tados muestran una estrecha coincidencia con
lo que ocurre en girasol.

El mayor grado de marchitez en el estadio mas susceptible podria deber-
se a varios factores. Uno seria el taponamiento mecanico de los vasos por
medio de hifas y de cristales de oxalato de Ca (Pawloski y Grogan, 1964),
como consecuencia del arribo del hongo al sistema vascular. Otro, la acumu-
lacidén en las hojas, por encima de umbrales criticos, del dcido ox3lico (No-
yes-y Hancock, op. cit.) (cfr punto 1.3.3.3.5). Dicho compuesto actda como
una toxina mévil que se transporta via flujo xilematico. En las plantas sus-
ceptibles.esto -podr-ia deberse a una mayor produccidén de toxina como consecuen-

cia de una mayor masa del patégeno y/o diferente velocidad de transporte de
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ella respecto a lo que ocurre en las plantas tolerantes, y/o diferencias en
sensibilidad al dcido oxdlico. En los individuos altamente susceptibles el
hongo alcanza la médula, es decir que libera su toxina directamente en el
sistema vascular. Por el contrario, en los individuos tolerantes las lesio-
nes son muy superficiales y la toxina deberd difundir hasta el xilema para
ser luego transportada por el flujo xilematico.

Otra caracteristica interesante que se observé es que el hongo no cre-
ce, o lo hace muy lentamente, hacia la raiz. Sin embargo esto pareceria ser
independiente de la edad del hospcdante.

E1 Gnico parametro que en el ensayo realizado con el fotoperiodo mayor
parecia a priori, no guardar relacién con la susceptibilidad fue la longitud
de las lesiones. Esto se debia al hecho que el promedio de las longitudes
de las lesiones en el estadio mas susceptible (I1) no diferfa significativa-
mente, en ningin momento hasta el dfa de la cosecha, del correspondiente a
los otros estadios (cfr. Figura 12). Sin embargo la observacién que en el
estadio |l los individuos presentaban caracteres tolerantes o severamente
susceptibles, hizo pensar en la existencia de dos subpoblaciones de indivi-
duso, cuyas diferencias en respuesta a la enfermedad se expresaran en este
estadio. Efectivamente, al estudiar la distribucion de las frecuencias de
individuos con los distintos grados de marchitez, establecidos para el cal-
culo de los indices de marchitez, se encontrd una distribucién bimodal de
las mismas (Figura 15). Lo mismo ocurrié cuando se representd graficamente
la variable longitud de las lesiones en relacién a el grado de marchitez de
cada individuo (Figura 16). Los individuos del estadio || fueron entonces
separados en dos grupos: susceptible (IIS) y tolerante (IIT)’ ubicando en
el primer grupo a aquellos que presentaban grados de marchitez 2, 3 y 4.

En 1a Figura 17 se ha representado el desarrollo de las lesiones en funcién
de los dias después de la inoculacién, para los nuevos grupos establecidos.
Como puede observarse, en este caso el mencionado parametro se relaciona con
la susceptibilidad, ya que el estadio IIS presentd lesiones significativamen-
te mas largas al L4°y 5°dia.

E! hecho que las plantas crecieron bajo condiciones de cultivo unifor-

mes, que fueron rotadas dentro de la camara de cultivo, e inoculadas al azar
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Plantas cultivadas con 16 hs de luz.
Distribucién de frecuencias de grados
de marchitez, dentro del estadio de
maxima susceptibilidad (l1: botdén flo
ral cerrado). Total de individuos: 18
Grado 0: individuos sin hojas marchi-
tas; 1: individuos con 1-50% de hojas
con marchitez incipiente; 2: indivi-
duos con 51-100% de hojas con marchi-
tez incipiente; 3: individuos con 1-
502 de hojas con marchitez permanente
y 4: individuos con 51-100% de hojas
con marchitez permanente.
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Plantas cultivadas con 16 hs de luz. Longitud de las le
siones en funcidon del grado de marchitez para cada in-

dividuo de! estadio |l (botén floral cerrado: maxima sus

ceptibilidad). 0: individuos sin hojas marchitas; 1: in-
dividuos con 1-50% de hojas con marchitez incipiente;

2: individuos con 51-100% de hojas con marchitez incipien
te; 3: individuos con 1-50% de hojas con marchitez perma-
nente y 4: individuos con 51-100% de hojas con marchitez
permanente.
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Figura 17: Plantas cultivadas con 16 hs de luz. Longitud de
lesiones en funcién del tiempo, de acuerdo con la
edad de inoculacidn. Los individuos del estadio
Il (madxima susceptibilidad) han sido separados en
dos subgrupos: uno susceptible (Ils), y uno tole-
rante (I17). |: vegetativo; Il: botén floral cerra-
do y IV: botdon floral abierto.
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estaria indicando la existencia de una variabilidad genotipica para la sus-
ceptibilidad. La existencia de la misma, expresada ain en una linea altamen-
te homocigota como la empleada, seria sin duda de importancia para la blsque-
da de la resistencia genética a esta enfermedad.

Los resul tados obtenidos han puesto de manifiesto el efecto del factor
edad como predisponente del girasol a la podredumbre basal. A su vez, los
cambios en la defensa con la edad del huésped se vieron afectados por facto-
res genotfpicos y ambiental (al menos en lo que se refiere a la duracién del
periodo luminoso). Bell (1980) destaca la importancia de los mencionados fac-
tores como modificadores del efecto edad de la planta en la predisposicidn.
De esta manera, en los casos en que el patrén de variabilidad aumenta en re-
lacion con la edad del huésped, dicho cambio es mas rdpido en cultivares de
alfalfa resistentes a la podredumbre radical (thtophtora), en cul tivares
de acelga resistentes al virus del enrulado, en tomate frente a los cancros
bacterianos, y en plantulas de poroto frente a la antracnosis. En los casos
en los que la defensa disminuye con la edad, esto puede producirse mas len-
tamente o no hacerlo en los cultivares resistentes comparado con los suscep-
tibles. Esto ocurre entre otros en papa frente al tizén (Phxtoehtora), o a

la marchitez (Verticillium); en tomate atacado por el tizén; y algodén fren-

te a la marchitez. Los cultivares resistentes muestran frecuentemente una
madurez m3s tardia o habitos de crecimiento indeterminados que pueden ser

asociados con los cambios mencionados.
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I11.2. Estudios preliminares para la deteccidn de componentes de la defensa
involucrados en cambios de tolerancia a lo largo del ciclo de vida del

hosEedante.

1§1.2.1. Introduccidn

Los resul tados de los ensayos descriptos en elpunto Il1l.1. demostraron
la existencia de un efecto de la edad en la predisposicion del girasol a la
podredumbre basal. Una vez establecidos los estadios susceptibles y toleran-
tes del hospedante interesé conocer cuidles eran los componentes de la defen-
sa que estaban involucrados en dichos cambios.

En tal sentido, Bell (1980) propone diversas alternativas generales a
través de las cuales, se podrian explicar las diferencias en la defensa a lo

largo del ciclo ontogénico del hospedante.

a- Cambios en el contenido de nutrientes organicos.

Los azdcares, el almidon, los 17pidos, aminoacidos y proteinas de reser-
va son importantes para las respuestas postinfeccionales de defensa del hos-
pedante asi como para el crecimiento del patégeno y la colonizacion de los

tejidos vegetales.

b- Cambios en la vulnerabilidad a las fitotoxinas

Los organismos patogénicos producen tanto metabolitos secundarios como
enzimas hidroliticas, que son toxicas para los tejidos del hospedante. La sen-

sibilidad de dichos tejidos a los mismos puede cambiar con la edad.

c- Cambios en la produccidén de fitotoxinas.

Es posible que varié la produccién de toxinas por el patdgeno ya que
la misma puede ser inducida o reprimida por los diversos componentes presen-

tes en los tejidos de hospedante.



_97-
d- Cambios en las barreras morfoldgicas

La diferenciacion de células con paredes secundarias podria delimitar
fisicamente el crecimiento fdngico, especialmente cuando dentro de las mismas
se localizan inhibidores enzimaticos. En algodon, el grosor de la cuticula
y el contenido de ceras y acidos cutinicos son mayores en las edades interme-
dias de las capsulas, las cuales exhiben los mayores niveles de tolerancia
a los hongos productores de podredumbres capsulares (Bell, 1980). Asimismo,

en Eucalyptus bicostata la mayor resistencia que presentan las hojas jovenes

al hongo Phaeoseptoria se deberia, aparentemente, a una doble capa de ceras

sobre la cuticula (Royle, 1976).

e- Cambios en las barreras quimicas

Antibidticos presentes en las células vegetales y en las paredes pueden
inhibir la colonizacidén de los tejidos del hospedante, a través de la inhibi-
cién del crecimiento y la reproduccion del patSgeno en su interior. En conse-
cuencia, los cambios en la concentracion de dichos compuestos alteraran la

defensa de la planta.

f- Cambios en la velocidad del desarrollo de la defensa postinfeccional.

Luego de la inoculacién con un patégeno, la planta puede producir estruc-
turas anatémicas tales como tilosis, papilas, etc, 'y un incremento en los an-
tibidticos preinfeccionales o la sintesis de novo de compuestos antifiingicos
(fitoalexinas). E1 momento del desencadenamiento, la velocidad de produccién
y la duracidén de las mencionadas respuestas al ataque estaran muy relaciona-
das con su efectividad. Dichos parametros de la defensa estardn, al menos,
parcialmente relacionados con el vigor de la célula y su reserva.

A fin de contar con un panorama global sobre este tema, se lo encard
desde diversos angulos. Las distintas alternativas propuestas por Bell se con-
sideraron como hipdtesis de trabajo. Acimismo se intentd aportar evidencias
que apoyaran o no las sugerencias de Auger y Nome (92,'215;). (cfr Discusién

final del punto 1l1.1. Ciertos aspectos se refirieron al estado nutricional
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de la planta sana como predisponente a la enfermedad (punto |11.2.2)otros al
eventual cambio de vulnerabilidad de los tejidos a las enzimas pectinoliticas
del hongo (punto 111.2.3y finalmente una tercer lTnea de investigacién se de-
dicé al estudio de los mecanismos de defensa tanto quimicos I11.2.4 y 117.3.)

V) como fisicos (I11.4.)) a 1o largo del ciclo ontogénico de la planta.

111.2.2. Cambios en el contenido de nutrientes organicos

111.2.2.1., Cambios en el contenido de azicares solubles totales

Con el propbsito de conocer la eventual relacidn entre el contenido de
aziicares solubles en el hospedante y su grado de tolerancia a la enfermedad,
se los cuantificd en los tallos sanos y enfermos de las tres edades en estu-
dio, siguiendo el método descripto en el puntolll1.2.5.1.1 tasplantas habian
crecido bajo un fotoperiodo de 16 horas.

Como puede observarse en la Tabla XI1l, el contenido de aziicares solubles
en la zona basal de los tallos varié con la edad de la planta. Fue significa-
tivamente menor (P:0,01) en el estadio mds susceptible (11), en tanto que no
difirié en los tolerantes (I y IV). Con respecto al contenido postinfeccional,
no se encontraron diferencias sustanciales entre las plantas control e inocu-
1 adas, tanto en el estadio || como en el 1V, aunque en este Gltimo se obser-
vé una tendencia a la disminucidn postinfeccional.

Numerosos autores demostraron la existencia de una relacidn entre la
disminucidén de los azicares y la disminucién de la tolerancia a las enferme-
dades parasitarias en los distintos estadios de los hospedantes (Fajemisin
y Hooker, 1974; Lukens, 1970; Muse, 1974; Robinson y Hodges, 1977; Vidyaseka-
ran, 1974, etc). En estos casos un mayor contenido en carbohidratos serfa
mds importante para la produccién de antibiéticos por la planta que para la
colonizacién por el patégeno. Lukens (1970) y Vidyasekaran (1974) han sugeri-
do que un mayor tenor de aziicares se relacionaria con la supresidén de la sin-
tesis de pectinasas por los patdgenos. Byrde (en Okasha EE_E1:1968), expre-

sa que un incremento en la concentracion de glucosa inhibiria la biosintesis

de las enzimas adaptativas de algunos patdgenos. En lo que se refiere a S. scle-

rotiorum, Lumsden (1976) encontré-que la enzima endo PG es una enzima adaptativa
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Tabla Xil: Contenido de azicares solubles totales en la zona basal de tallos
sanos y en inoculados (zona de interaccién), de distintas edades
(mg/gr de peso seco).

Estadios
| Pl v
Control 395,Sa 102,3b 348,0°
Inoculado 110,7b 253,0ab

Los valores son promedio de 3-4 repeticiones (cada una proveniente del agrupa-
miento de 6-12 individuos). Letras diferentes indican diferencias significati-
vas al 1%. |: estadio vegetativo; l1: botdn floral cerrado y IV: boton floral

abierto. -: dato faltante.
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y que su produccion es fuertemente inhibida por el agregado de glucosa al me-
dio de cultivo. Este hecho sugiere la hipotesis de 1a inhibicién de la acti-
vidad de esta enzima por una mayor concentracidon de los carbohidratos solubles
en las plantas de las edades mas tolerantes (1 y V).

La enzima endo PG cumple una funcidn muy importante en la patogénesis
en la podredumbre basal, estando asociada con los margenes de avance de las
lesiones jovenes. En consecuencia, es esencial para el avance exitoso del pa-
tégeno durante los estadios tempranos de la colonizacién. La capacidad para
oducir grandes cantidades de esta enzima ha sido asociada con los aislamien-

tos mas virulentos de S. sclerotiorum sobre poroto. La endo PG es producida

por las hifas de infeccién y cumple un papel importante en la colonizacidn

al contribuir en la lisis de las laminillas medias de las células del hospe-
dante. Esto posibilita al patdégeno un rapido avance intercelular (Cfr. 1.3.3.
3.4y 1.3.3.3.5).

De ser cierta esta idea, el hospedante estaria determinando una menor
velocidad del desarrollo fdngico en las etapas tempranas de la colonizacion,
locual le conferirfa un mayor tiempo para el desarrollo de barreras postinfec-
cionales tanto fisicas como quimicas.

Lumsden (1969) encontré también que la actividad de las celulasas de
S. sclerotiorum es frenada por la presencia de glucosa en el medio de culti-

vo. Esta enzima es producida bastante tempranamente en poroto infectado por

el mencionado patégeno (al 2°dia después de la inoculacién) con lo cual, ade-
mas de su rol nutricional, podria estar involucrada en la patogénesis. La inhi-
bicién de la actividad de esta enzima por parte de una concentracidn de azi-
cares mas alta en los tallos de girasol de las edades tolerantes podria contri-
buir a una mayor tolerancia, ya que se relacionaria con un retardo en el cre-
cimiento intracelular del hongo.

Como contraparte a la creacion de un ''ambiente desfavorable' para el
pardsito, el mayor contenido de azicares solubles podria tener relacion con
la presencia de un "ambiente favorable' para la defensa por parte del hospe-

.

dante.
Por ejemplo, Muse (1974) halld una relacién inversa entre Jas concentra-
ciones de dihidroxifenoles en el hospedante y la severidad del ataque de

Helminthosporium. La concentracién de fenoles fue positivamente correlacionada




con el conterido de szlcares, indicando oue altos niveies de los mismos podrian
favorecer le sintesis y acumulacidon de lcs fenoles inhibidores.

Por otrc ladc, Tens et al. (1984) encontraron gue en hipocdtiles de aqi-
rasol, tanto enteros comc en sus trozos le actividac de le fenilalanina amo-
nioliasa (PAL) se ve marcacamente favorecide por el incremento de sacaross
en el medio de incubacidn. tc importante aclarar que la PAL es una enzima cla-
ve en la sintesis de fenoles. Cataliza la liberacidn de amonio desde la L-fe-
nilalanina para dar acido transcinamico (Figuraz 13). Estaz reaccién constitu-
ye, en las plantas, el paso inicial del camino de los fenilpropanoides en el
cual el mencionadc aminoacido es el precursor de derivados fendlicos tales
como ligninas, flavonoides, etc. A su vez este aminoacidc proviene del cami-
no del acido shiquimico que se inicia con le condensacién de piruvato y eri-
trosa 4 fosfato (Figura 18) (Kosuga, 1969; Goodwin y Mercer, 1972). Sobre
la base de estos antecedentes seria posible sugerir que un mayor contenido
de azlcares porveeria de sustratos para la sintesis de eventuales metabolitos
fendlicos incolucrados en la defensa (ver capitulo V) y, adicionalmente esti-
mularia la actividad de una enzima clave en el camino biosintético de los men-
C ionados compuestos.

Otro mecanismo a tener en cuenta respecto a 1a relacion de los altos
niveles de azdcares en la defensa, es su efecto como inhibidores de la deto-
xificacién de fitoalexinas por algunos patégenos(Bell, 1980).

En cuanto a la fluctuacién de azicares solubles en las bases de los ta-
llos de los distintos estadios, un examen de los procesos que se suceden en
cade caso podria aportar indicios sobre sus causas. El periodo del crecimien-
to del girasol comprendido entre la fase de 4-5 pares de hojas (correspondien-
te al estadio 1) y haste la de 7-8 pares de hojas (aproximacamente hasta el
estadio |l) es 1a etapa de diferenciacion de los primordios del receptédculo,
1a cual termina poco antes de que el botdn floral (capftulo rudimentario) sea
visible (Vr&nceanu, 1977). A partir de esta etapa comienza, segin el mencio-
nado autor la fase del crecimiento activo (Cfr. Tabla IV) en la cual la dina-
mica del crecimiento en altura del tallo y el desarrollo de la superficie fo-
liar tienen su mas alta tasa, alcanzando el mdximo en las Gltimas dos semanas
antes de la floracién (aproximadamente el fin de esta fase coincidirfa con el
estadio IV). Serfa factible que el menor contenido de azicares solubles en
la base de los tallos en el estadio || se deba a un mayor transporte de los

mismos hacia el 3pice donde tiene lugar una intensa actividad meristemdtica.
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fosfoenol piruvato + eritrosa-4-fosfato— 3c. 3-deoxi-D-arabino > »
-heptulosénico-7-fos-
fato

-

-y &c. shiquinico—> 3&c. prefénico —» &c. p-hidroxifenilpirivico — L tirosina

ac. fenilpirivicos L fenilalanina

. . PAL . P
L. fenilatanina ——5 3c. cinamico

. TAL . v , o
L. tirosina————— 5 ac. p-hidroxicinamico —» aicohol p-cumarilico

- N . .
dc. cafeico |
- v oo Ce e '
ac. ferdlico——————» alcohol coniferilico

\ 4
ac. 5-hidroxiferdlico

v
ac. sinapico =————————» alcohol sinapilicc

LIGNINAS€
peroxijdasas

Figura l§’ Camino biosintético de los aminodcidos aromaticos fenil-

alanina y tirosina y de ligninas, a partir de carbohidratos.
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El apice podria constituirse en un destino fuerte para el flujo de carbohidra-
tos. Por el contrario en la etapa IV, de crecimiento activo e intensa fotosin-
tesis, aumentaria nuevaﬁente el contenido de carbohidratos en los tallos. Adi-
cionalmente Vranceanu (92. Eif') describe que el sistems radical alcanza su
maximc crecimiento en floracién. Nuestros estudics anatémicos (11!.4)
y los de Thoday (1930) demuestran acem2s que en el estadio IV es mayor la lig-
nificacion de los tejidos de ls base del talio. Por ello este zona podria con-
vertirse, en ese estadio, en un destino fuerte del flujc de carbohidratos.
Cabe sefialar que los resultadeos obtenidos v las hipdtesis construidas
a partir de los mismos son contrarias & las sugerencias de Auger y Nome (1970)
quienes relacionan una mayor susceptibilidad con un mayor contenido de azidca-

res en los tallos si bien dicha idea no esté abalada por resultados analiticos.

111.2.2.2. Cambios en el contenido de aminoacidos libres

El efecto de los aminodcidos libres sobre la susceptibilidad es variable
y depende del tipo de compuesto involucrado y del sistema hospedante-patdaeno.

Beil (1981) en su revisidn acerca de ios mecanismes bioouimicos de de-
fensa, cita un importante ndmero de casos en los gue ciertos aminoadcidos li-
bres cumplen una misidon importante en lz defensa preinfeccional, debido a su
efecto inhibidor sobre el crecimientc patogénico. Por el contrario, aumentos
en el contenido de estos compuestos se han relacionado, en otros casos. con
un incremento en la susceptibilidad a enfermedades (8ell, 1380). Flood y
Kirkham (1960) observarcr que el efecto inhibidor de los compuestos fendlicos
sobre Venturia sp. disminuye al aumentar ls concentracién de nitrogeno en el
medio basal, y parece depender de un delicadc equilibrio entre las concentra-
ciones de fenoles y aminoacidos.

Desde otro punto de viste, el contenidc de los aminodacidos aromdticos
fenilalanina y tirosina serd, sin duda, un factor importante en la defensa,
ya que estos compuestos aromadticos son metabolitos intermediarios que proveen
el esqueleto de fenilpropano para la sintesis de ligninas, flavonoides y de-

mas compuestos fendlicos (Kosugs, 196%) (Figura 18).
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El andlisis cuantitativo de los aminodcidos libres en la base de los ta-
l1los sanos de girasol, cultivados con 16 hs de luz, no arrojé diferencias sig-
nificativas entre los distintos estadios. Unicamente se observd una tendencia
al incremento postinfeccional en el estadio susceptible (11) (Tabla Xi11).

En cultivares de arroz resistentes a Xanthomonas orvzae (Purushothaman,

1974) decrece el contenido postinfeccional de aminodcidos libres. Por el con-
trario aumenta en los cultivares susceptibles. Este Gltimo hecho se correla-
ciona negativamente con la actividad de la fenilalanina amonioliasa PAL. La
menor actividad de esta enzima, con el consecuente incremento de su sustrato,
se deberia en ese caso a un sistema inactivante de la liasa en los cultivares
susceptibles. lgualmente, el contenido de aminodcidos libres se incrementa

en arroz cuando es inoculado con razas virulentas de Pyricularia oryzae (Sri-

dher y Ou, 1974). E<tos autores consideran que el incremento puede deberse

a la destruccidn de proteinas por el patdgeno y opinan que la toxicidad de
los compuestos fendlicos se reduciria debido a la rapida ruptura de los mis-
mos en presencia de un mayor contenidc de amino nitrdoeno (Kirkham, 195k;
Flood y Kirkham op. cit.).

De los aminodcidos que se acumulan en los tallos del estadio mas suscep-
tible de girasol seria necesario un anédlicic cualitativo para poder aseverar
que se trata de intermediarios de! camino biosintético de fencies. Como se pon-
drd de relieve en el capituio V ciertos de estos compuestos estarian relaciona
dos con la defensa en las edades tolerantes, en las cuales se acumulan. Ls de-
mostracidén de que la no acumulacidén de fenoles estaria acompafada por el incre-
mento de metabolitos intermediarios en el estadio susceptiible, permitiria acla-
rar los procesos metabdlicos que llevan a le susceptibilidad en 1a edad I1I.
Tampoco debiéramos descartar que la acumulacidn postinfeccional er las plant
susceptibles se deba @ una mayor degradacién de proteinas por una mavor masa

patogénica. Sin embargo los estudios enzimdticos realizados con $. sclerotiorur,

si bien mencionan la produccidon de proteasas por parte de este hongo, no le

adjudican un papel importante en la patogénesis.
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Tabla XIl]l: Contenido de aminoacidos libres totales en la zona de interaccion
de tallos inoculados y en tejidos similares de tallos sanos, de
distintas edades (mg/gr de peso seco).

Estadios
| |1 RY)

Control 11,s5° 17,0° 16,5°

tnoculado 33,0° 12,0°

Los valores son promedio de 3 repeticiones (cada una proveniente del agrupamien-

to de 6 a 12 individuos). Letras distintas indican diferencias significativas

al 5%. 1: vegetativo; Il: botén floral cerrado y IV: botén floral abierto. -:

dato faltante.
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111.2.3. Cambios en la susceptibilidad a las fitotoxinas y enzimas fingicas:

Contenido de calcic en los tejidos sanos

Le sensibilidad de los tejidos vegetales a los metabolitos secundarios.y
enzimas del patdgenc puede variar con la edad del hospedante (Be11, 1980).
Por ejemplo, el incremento de la resistencia de las plantulas al vuelco (dam-
ping off) ha sido asociado con una disminucidn de la sensibilidad de los teji-
dos & las enzimas hidroliticas, particularmente a las pectinasas (Bell, op. Eii')'
Bateman y Lumdsden (1965) notaron que los hipocStiles de poroto de 4 y 16 dias
de edad contenian 0,38 y 1,92% de calcio, respectivamente. La pectina de hipocdti
les de 8 y 16 dias contenia 0,5 y 0,3% de metoxilos, respectivamente. Debido a
esto, los mencionados autores postularon que el aumento en la resistencia de
los hipocStiles durante el proceso de maduracidon se deberifa a la conversidn de
la pectina en pectato de calcio, el cual es mds dificil de atacar por las PG
fingicas. En el casc de ciertas virosis y enfermedades fungicas, el calcio se
deposita postinfeccionalmente en las paredes celulares confiriéndoles resis-
tencia a la degradacion.

Auger y Nome (1970) encontraron que las plantas de girasol crecian 80 cm
entre el periodo de 5 pares de hojas (tolerante) y el de botén (susceptible),
en condiciones de campo. Adjudicaron la susceptibilidad en el estadio de botén
a que durante esta rapida fase de crecimiento el calcio se diluiria en los teji-
dos con la consecuente disminucion en el contenido de pectatos de calcio resis-
tentes a8 13 degradacidn enzimdtica. Esto favoreceria la accién de las enzimas
pectoliticas en este estadio. Lumsden (1979) describe el efecto sinérgico del

&cido oxdiico, toxina de S. sclerotiorum, sobre la actividad de 1a PME fingica

a través de su accion quelante del calcio.

Con el objeto de corroborar la hipdtesis formulada por Auger y Nome (EE'
ELL') se determind el porcentaje de calcio en los tallos sanos de distintas
edades, de plantas cultivadas con 16 hs de luz en cdmara bioclimdtica.

No ha sido posible hallar evidencias que apoyan dicha hipdtesis, ya que no
se encontraron diferencias significativas entre los contenidos de calcio en
los tejidos (Tabla XIV). Sin embargo la tendencia de los resul tados se dirige ha

cia una disminucién con la edad. Al igual que en este caso Carter et al.(en
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Bell, 1980) no encontraron relacién entre la edad de las plantulas de algodén vy

el contenido de calcio y de magnesic. En ese caso, la insensibilidad a las enzimas
fingicas se deberia aparentemente & su inactivacidon por productos de la oxida-
cién de la catequina (Hunter, 1978).

En cuanto al airasol, es necesario seralar diferencias importantes entre
los ensayos realizados a campo y en camara bioclimdtica, que pueden llevar a la
no deteccidén de este eventual componente de la defensa. Dicho aspecto consiste en
que, en las condiciones controladas de cultivo no se producen incrementos tan
abruptos de altura como los observados a campo (Tabla XV). Por otro lado, las
plantas son sensiblemente mds pequefias. Lo antedicho pone de relieve la necesidad
de realizar ensayos comparativos con material crecido en condiciones naturales an-
tes de descartar la hipdtesis puesta en jueqo.

También es interesante sefialar un aparente desfasaje entre lo descripto
por Auger y Nome (op. cit.) y Vrénceanu (1977). Este Gltimo autor indica que la
fase de crecimiento activo se produciria lueao de la aparicidon del botén. Por el
contrario, los primeros autores la ubican mads tempranamente. Isto indicaria que
15 localizacion temporal de dichc periodo es variable respecto a la aparicidén del
botén floral, de acuerdo con el material utilizado y las condiciones de crecimiento.
De todas maneras, los datos disponibles sobre el contenido de calcio en plantas
de distintas edades, a campo tampoco apoyarian la hipdtesis propuesta ya que, se-
oan Robinson y Hodger (1977) no existirian diferencias de calcio con la edad.

Sin embargo, no deberia dejarse de lado la posibilidad que si bien en girasol no
varie el contenido total de Ca en los tejidos con la edad, si lo haga la propor-
cidn unida a pectatos, aspecto que no ha sido evaluado en los trabajos citados.

Con respecto a diferencias en la sensibilidad a toxinas, Noyes y Hancock
(1981) sugirieron que la diferencia en susceptibilidad frente & la podredumbre
basal de distintos materiales de cirasci, en una Unica edad, podria deberse en
parte a distintos grados de tolerancia de los tejidos foliares al acido oxalico.
No deberia,encontes, descartarse que las diferencias de marchitez foliar entre

las edades se deban a una variacién de este tipo.

111.2.4. Cambios en las barreras auimicas

En el resto de este capitulo se describiradn los experimentos prelimi-

nares que llevaron al conocimiento de la existencia de mecanismos de defensa de
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Tabla X!V: Contenido de calcio en la base de tallos de girasol sanos de distin-
tas edades (% respecto al peso seco total).

Estadios
| 11 1V

1,6 1,0° 1,02

Los valores son promedio de 6 repeticiones (con 2 replicas por repeticiodn).
Valores seguidos por letras iguales indican que no existen diferencias signi-

ficativas. |: vegetativo; ll: botén floral cerrado y IV: botén floral abierto

Tabla XV: Alturas promedio de las plantas de diferentes edades utilizadas en
distintos experimentos (cm).

Experimento Estadio
| 11 v
1 19 25 50
2 18 33 56

3 18 23 45
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tipo bioqui ico. A tal fin se compard el efecto de diversos extractos, obteni-
dos a partir de tallos sanos y enfermos, sobre el crecimiento micelial in vi-
tro (CM). Algunos ensayos se realizaron con plantas cultivadas en camara bio-
climatica y otros con material cultivado en el campo. En algunos casos se ana-
1126 la diferencia entre estadios, en otros entre diversas zonas del tallo, o
entre individuos susceptibles y tolerantes de una dnica edad. Esto permitiria
construir un esquema global acerca de la presencia, distribucidon y localizaciodn

de estos mecanismos en materiales de distintas edades y condiciones de cultivo.

111.2.4.1. Estudios preliminares sobre el crecimiento in vitro

Como la deteccidn de la presencia de barreras quimicas se basaria en la
comparacion del efecto de distintos extractos de girasol sobre el CM, fue ne-
cesario conocer su comportamiento en diversos medios de cultivo. Los parametros
analizados fueron el efecto de distintas concentraciones de extracto de malta
sobre la velocidad del crecimiento fingico, y el nimero y peso seco total de
esclerocios formados (11.2.1.a). E1 objetivo final fue seleccionar un medio
en el cual el nivel de nutrientes no fuese el Optimo para el crecimiento fdngi-
co y, de esta forma se pusiese de manifiesto la presencia de compuestos fungi-
tdxicos presentes en los extractos.

De la representacion grafica del CM en funcidon del tiempo a partir de
la inoculacion (Fiqura 19), fue posible distinguir tres tipos de comportamien-
tos sobre la base de las pendientes de las curvas obtenidas. Las curvas de ma-
yor pendiente correspondieron a ios medios mds ricos: AM 3 y 2%. Los cultivos
crecidos sobre el extracto de malta al 1; 0,5; 0,4; 0,3 y 0,2% mostraron cur-
vas de pendientes intermedias. E1 menor crecimiento se produjo en el medio AM
0,12. Las diferencias entre los promedios de los crecimientos de los dos pri-
meros grupos se hicieron significativas al 7°dia para los dos primeros grupos.
Por el contrario el crecimiento en el medio AM 0,1% se diferencid del resto a
partir del L°dia.

Se encontrd un comportamiento similar al precedente al analizar el nime-
ro y peso seco total de esclerocios formados en cada medio (Figura 20) al 10°
dia después de la inoculacidon. A medida que el medio es mads rico aumentan los

parametrc: nencionados. Asimismo se incrementa la densidad de la mata micelial.
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Figura 19: Crecimiento micelial en funcidn del tiempo de inoculacidn,
sobre medios de cultivo agar extracto de malta (AM) con-
teniendo diversas concentraciones de extracto de malta
(0,1-3%) (cada valor es promedio de 10 repeticiones).
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Mientras en los medios con mayor concentracidn de extracto de malta el micelio
fue denso y algodonoso, en el medio AM 0,17 este fue hialino y apretado al agar.

_En los medios AM 3 y 2%, los primeros esclerocios maduros (que pueden
desprenderse de la superficie micelial sin alterarla) aparecieron al L°dia.
En los restantes medios en los-que se produjeron esclerocios, a excepcidn del
mas pobre (AM 0,1%), los primeros esclerocios maduros aparecieron al 7°dia
(Figura 21). En todos los casos, la totalidad de los esclerocios finalizé su
maduracion al 10°d7a.

Fue posible confirmar observaciones generales acerca de la formacidn de
los esclerocios. Dichas estructuras se localizaron siempre en los bordes de
la mata micelial, en forma de circulos concéntricos. Este evento coincidiria
con el agotamiento del medio de cultivo, es decir podria estar relacionado con
cambios en 1a disponibilidad de nutrientes. Al comienzo, los primordios son
formados por el agregado de hifas vegetativas blancas en forma de monticulos.
Dichos agregados se cubren luego por gotas de exudado hialino. Segin Le Tour-
neau (1979) dichas gotas estarian cubiertas por una membrana y contendrian u-
na variedad de material organico e inorgédnico, incluyendo numerosas enzimas,
las cuales cambiarian de concentracidon a medida que el esclerocio madura. Aln
no estaria del todo claro el rol exacto de dichos exudados. Podrian tener una
funcidén osmdtica en la traslocacidn, o estar involucrados en la pérdida de a-
gua desde el esclerocio durante su maduracién. La formacién de esclerocios in-
volucra intensos cambios celulares y la movilizacidn y deposicion de diversos
materiales. Por lo tanto no es de extrafar que los micelios mds vigorosos y
abundantes, que han crecido enmecios mads ricos posean la capacidad de formar
mayor ndmero de estas estructuras de reserva. Una vez formados los primordios,
desde el micelio se movilizan los diversos materiales relacionados con la sin-
tesis de los compuestos de reserva que estan presentes en el esclerocio maduro.

Los resultados obtenidos permitieron seleccionar al medio AM 0,1% para
la realizacidon de los ensayos biolbgicos. Las excepciones se sefalaran en ca-

da caso particular.

IH1.2.4.2. Mecanismos bioquimicos en plantas cultivadas en cdmara bioclimdtica

111.2.5.2.1. Efecto de extractos acuosos obtenidos en frio

a) Planta sana

Este experimento tuvo como propdsito detectar eventuales mecanismos
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Figqura 21:

Porcentajes no acumuiados de esclerocios maduros, respecto al total for-
mado sobre medios de cultivo que contenian distintas proporciones de ex-
tracto de malta (0,1-3%), en funcidén del tiempo de inoculacién (total
correspondiente a 10 repeticiones por tratamiento) .
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preinfeccionales. Se obtuvieron extractos acuosos siguiendo la metodologia des-
cripta en el punto 11.2.5.2.1.1. Se utilizaron los tallos completos, desprovis-
tos de hojas, de plantas en estaéio vegetativo. Las mismas pertenecian al hi-
brido Super 500 (Cargill) y habfan sido cultivadas bajo 16 hs de luz.

Se estudid ademds si extractos esterilizados por distintos métodos posefan
efectos diferentes sobre el crecimiento micelial (CM). Parte del extracto fue
esterilizado en autoclave e incorporada luego al medio de cultivo basal (AM
0,1%) estéril, mientras que otra lo fue por filtracién.

Los extractos acuosos de los tallos sanos presentaron siempre un efecto
promotor del CM, al menos con las concentraciones utilizadas. Sin embargo so-
lo en aquellos casos en que el extracto habia sido esterilizado por calor (au-
toclave), el efecto fue significativo (P: 0,05) (Tabla XVi).

Los resultados obtenidos permitieron concluir que, bajo las condiciones
de trabajo utilizadas, no es posible detectar efectos inhibidores preinfeccio-
nales. Por el contrario, los extractos obtenidos de tallos sanos no solo pro-
movieron el CM sino también el nimero y peso seco de los esclerocios (Figura
22), en concordancia con el comportamiento observado al cultivar al hongo en
medios diferencialmente enriquecidos (cfr. 111.2.4.1.).

En cuanto al ensayo de los dos tipos de esterilizacidén, la idea de pro-
barlos obedecid a la inquietud de esta eliminando componentes termolabiles al
emplear un método que involucra el uso de altas temperaturas.

Sin embargo de acuerdo con lo expresado por Riberau-Gayon (1972), que
sin duda coincide con los métodos generales de extraccidn de la mayoria de los
componentes naturales de las plantas, es necesaria la inactivacion de las en-
zimas presentes en los extractos. De no ser asi, estas podrian seguir actuan-
do sobre los sustratos,en especial sobre aquellos que se liberan como consecuen-
cia de la destruccion celular, pudiendo alterarlos. Tal es el caso de las en-
zimas hidroliticas, oxidativas, etc. Las diferencias obtenidas con los dos mé-
tods de esterilizacion utilizados podrian deberse, en consecuencia, a hechos

de este tipo.
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Tabla XVI: Efecto producido por extractos acuosos obtenidos en frio, provenien-
tes de tallos sanos de edad |, sobre el crecimiento micelial al 7°

dia de la inoculacién (24 mg de peso fresco de -tejido inicial extra-
ido/ml de medio).

Extracto autoclavado Extracto filtrado

+ 19,4%= + 11,0%

+: efecto promotor
-

: efecto significativo al 5%

Los valores son promedio de 5 repeticiones
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figura 22: NiGmero y peso seco total de esclerocios formados
sobre un medio basal (AM 0,1%), y sobre dicho medio
mas el agregado de extractos acuosos obtenidos en
frio de tallos sanos de edad | (24 mg de peso fres-
co de tejido inicial extraido/ml de medio) (total
correspondiente a 5 repeticiones por tratamiento).
Ext. Filt: extracto esterilijzado por filtracion;
Ext. aut.: extracto esterilizado en autoclave.



b) Plantas inoculadas

Este experimento tuvo por objeto detectar eventuales mecanismos postinfec-
cionales que se relacionaran con las diferencias de susceptibilidad encontra-
das en los distintos estadios. Se empled el material vegetal que se habia usa-

fe-

do para construir la curva de susceptibilidad, con plantas crecidas con un
toperiodo de 12 hs, y que_.se describid en el punto 111.1.4.1,

Se probs el efecto de extractos acuosos obtenidos en frio, provenientes
de la zona de avance del patdgeno sobre el CM. Aquellos obtenidos de tallos
de los estadios I, Il y tI}l no produjeron efectos significativos sobre el CM
(Tabla XVIl). Esto concuerda con el hecho de que bajo las condiciones de luz
empleadas, los mencionados estadios resultaron susceptibles al patdgeno (I11.
1.4.1.). Por el contrario, el extracto proveniente de los tallos del estadi
tolerante |V, inhibid significativamente el CM.

El nimero promedio de esclerocios formados (Tabla XVIt) por caja fue sig-
nificativamente mayor (P:0,01) en los medios que contenian extractos de los
tallos de edad | y |l que en los medios que contenian extractos de tallos de
edades [1l y IV. El hecho de que los extractos provenientes de los tallos del
estadio tolerante (1V) presenten un efecto inhibidor del CM vy de.la formacion
de esclerocios al compararlo con los provenientes de los otros estadios, hace

suponer la presencia de mecanismos bioquimicos postinfeccionales.

111.2.4.2.2. Efecto de extractos acuosos, etandlicos y cloroférmicos.

Otra metodologia de extraccidn que se utilizd para detectar mecanismos
bioguimicos de defensa es la que se describe en el punto 11.2.5.2.1.1. y que,
consiste en la extraccidon sucesiva del! material vegetal con una serie de sol-
ventes.

Se estudid el efecto de los extractos acuosos, etandlicos y cloroférmi-
cos sobre el crecimiento micelial (CM) in vitro. Los mencionados extractos pro-
vinieron de la zona de avance del patdgeno de plantas inoculadas de las 3 eda-
des seleccionadas, y de tejidos similares de plantas control, cultivadas con

16 hs de luz (cfr. 111.1.4.2.). Se realizaron dos ensayos completos.
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Tabla XVIl: Efecto de extractos acuosos obtenidos en frio, de la zona de inte-
raccion de tallos inoculados de distintas edades, sobre el creci-
miento micelial al 7°d7a (% respecto al crecimiento en medio basal)
y ndmero promedio de esclerocios formados por caja (0,1 mg de pe-
so seco de extracto/ml de medio).

Estadios
1 ] (R A Control
Efecto +5% +4% +1% -8B 0%
zarﬁ':eséf ::j?dero- 0,6  0,75° 0,43° 0,29° 0,5°°
+: efecto promotor; -: efecto inhibidor

*: efecto significativo al 5%
Valores seguidos por letras distintas indican diferencias significativas al
1%. Los valores son promedio de 8 repeticiones. |: vegetativo; I1: botén flo-

ral cerrado; Ill: boton floral y IV: botén floral abierto.
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a) Extractos acuosos

En la Tabla XVII! se ha representado el efecto de los distintos extrac-
tos sobre el CM, al 7°dia después de la inoculacion. Los provenientes de plan-
tas no inoculadas inhibieron eh forma similar el CM, independientemente de! es-
tadio. Los provenientes de plantas inoculadas de los estadios meros su<- i-
bles (I y IV) inhibieron por igual el CM en tanto que aquel de p'antas en el
estadio m3s susceptible (I}) lo promovid. No se hallaron diferencias signifi-
cativas entre los efectos inhibitorios producidos por los extractos de plantas
inoculadas y no inoculadas.

La funcidon que describe adecuadamente la velocidad del crecimiento mice-
lial fue de tipo lineal para todos los tratamientos utilizados (Figura 23) (P:
0,01), al menos entre el 2°y 8°dia después de la inoculacidn.

Se encontrd un retardo mayor del comienzo del crecimiento en todos los
medios de cultivo con agregados de extracto respecto al medio control. Dicho
retardo no difird entre los medios con agregados. Un efecto similar se deter-
~ind al probar la influencia de extractos crudos acuosos de raices de frutilla

inoculadas, sobre el CM de Verticillium albo-atrum(Okasha et al., 1968).

La pendiente de la curva del tratamiento || (mdxima susceptibilidad) i-
noculado, comprendida entre el 2°y 8°dia fue significativamente mayor (P:0,01)
que la del control en el mismo tramo. Esto implica una promocidn significati-
va del CM por el mencionado extracto que se refleja a través de una mayor ve-
locidad de crecimiento. Sin embargo, al observar la Figura 23 es posible dis-
tinguir dentro dicho tratamiento dos periodos lineales de diferentes pendien-
tes. El periodo comprendido entre el 2° y 4°dia, con pendiente que no difiere
significativamente - de la del control; y el periodo comprendido entre el 4°y
8°dia cuya pendiente resultd significativamente mayor (P:0,01) (aproximadamen-
te el doble) que la del control (Tabla XIX). Esto parece indicar que seria ne-
cesario un cierto lapso para que se manifieste la presencia de compuestos pro-
motores del CM en este medio de cultivo.

Las pendientes de las curvas de los tratamientos | y |V inoculado fueron
significativamente menores que la del control (P:0,01), pero no difirieron en-
tre si. Esto indicd que dichos extractos inhiben significativamente y por igual
el CM. La tasa del crecimiento fingico en estos casos se vid reducida aproxi-

madamente en un 50% con respecto a la del medio control (Tabla XIX).



-120-

Tabla XViil: Efecto de extractos de zona de interaccidén de plantas inoculadas
y no inoculadas de edades distintas, sobre el crecimiento micelial
al 7°dia (% respecto al crecimiento sobre el medio basal).

Estadio
Extracto | . IV
Acuoso (200 mg PFi/ ml) Inocul ado -64° +3b -55°8
Testigo -64° -60° -64°
Etandlico (90 mg PFi/ml) Inoculado 3° - 6°
Testigo +8° 0°® -1°8
Cloroformo (60 mg PFi/ml) Inocul ado 0°® -18b -51°¢
Testigo -4° +22° -22°

Los valores son promedio de 2 experimentos completos con 6-8 repeticiones por
tratamiento.

Promedios seguidos por letras diferentes indican diferencias significativas
al 1%.Las comparaciones son unicamente vialidas dentro de cada extracto.

+: promocién; -: inhibicidén; PF: peso fresco inicial

I: vegetativo; |l: boton floral cerrado y 1V: botén floral abierto.
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Tabla XIX: Coeficientes de regresion lineal obtenidos mediante el método de
los cuadrados minimos para las curvas que representan el CM en fun-
cioén del tiempo, en medios con agregados de extractos acuosos pro-
venientes de la zona de interaccién de tallos inoculados y tejidos
similares de tallos testigo, de distintas edades.

Estadio Coeficiente de -egresidn
Control (sin extracto) 1,05 a
I inoculado 0,50 b
| testigo 0,55 b
Il inoculado (2°-8°dia) 1,46 ¢
I'l inoculado (2°-4°dia) 0,78 a
Il inoculado (L°-8°dia) 1,68 ¢
Il testigo 0,55 b
1V inoculado 0,55 b
IV testigo 0,53 b

Cada valor de pendiente se obtuvo a partir de 8 repeticiones.
Valores seguidos por letras diferentes indican diferencias significativas al 1%.

|: vegetativo; |l: botén floral cerrado y IV: botén floral abierto.
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Las pendientes de las curvas de los tratamientos |, Il y IV testigo (no
inoculadas) resultaron significativamente menores que la del control (p:0,01),
pero no difirieron entre s7 (Tabla XIX). Tampoco fueron diferentes a las obte-
nidas para los estadios | y IV inoculado. Esto indicd que los extractos de plan
tas sanas inhiben por igual el CM, independientemente de la edad.

Si se estudian comparativamente los resultados obtenidos, y se supone
que la inhibicidn producida por los extractos de individuos no inoculados se
debe a la presencia de antibidticos constitutivos, se deberfa considerar una
de tres posibles situaciones: a) que su naturaleza no sea la misma en los tres
estadios, pudiendo ser eliminados por accion del hongo en el més susceptible;
b) que la naturaleza sea la misma pero que se den las condiciones para que el
hongo puede detoxificarlos en el estadio mds susceptible; o c) que sean igual-
mente detoxificados con lo cual no cumplirian un rol eficaz en las diferencias
en susceptibilidad observadas entre estadios. Las dos primeras alternativas pue
den ser ejemplificadas a través de lo que ocurre en otros sistemas hospedante-

patdgeno. En el caso de la compuesta Carthamus tinctorius (Thomas y Allen, 1971),

tanto las plantulas como las plantas adultas son resistentes a Phytophthora

drechsleri, no asi los estadios intermedios. Esto se debe a la presencia y a-
cumulacion en los estadios resistentes de poliacetilenos constitutivos que 1i-
mitan el desarrollo de las lesiones. Por otro lado, Ludwig et al. (1960) encon-
traron en coledptiles de avena de edades susceptible y tolerante la presencia
de compuestos fungitoxicos preexistentes estrictamente solubles en agua. La
diferencia en la respuesta al hongo se debia a la presencia en la edad suscep-
tible de un mayor contenido en catt y Mg™ que al ser liberados acomplejaban
a los compuestos inactivandolos.

Numerosos patdgenos poseen la capacidad de metabolizar sustancias toxi-
cas en una variedad de formas (Bell, 1981; Woodcock, 1963; Friend, 1977). Tal

es el caso de Sclerotinia trifoliorum, altamente virulenta, que puede detoxi-

ficar fitoalexinas del trébol in vivo e in vitro (Bell,_gg. Eiﬁ') . De tal for-
ma seria posible que en las plantas sanas de la edad mds susceptible (l1), las
sustancias fungitdxicas hayan sido metabolizadas y transformadas en productos
inbcuos .ara el hongo. Esto explicaria la promocidn observada con los extrac-

tos de individuos inoculadas en el estadio |!I.
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Si en cambio se postula la tercer alternativa, es decir que las sustan-
cias inhibidoras en los tallos no inoculados pudieran ser detoxificadas en to
dos los estadios por igual, se podria suponer que se ha producido una mayor
sintesis de sustancias antifingicas postinfeccionales en los estadios menos

susceptibles.

b) Extractos etandlicos

No se han observado diferencias entre los efectos producidos por los ex
tractos de plantas inoculadas y no inoculadas en ningin estadio. Por otro lado,
los extractos etanélicos no produjeron efectos significativos sobre el CM, ya
que los crecimientos en los medios con agregado de estos extractos no difirie-

ron de los obtenidos en los medios control (Tabla XVIII).

c) Extractos cloroférmicos

Los provenientes de plantas inoculadas y no inoculadas en el estadio ve-
getativo (1) permitieron un CM igual que en el medio control, al 7°dia después
de la inoculacidon. El resto de los extractos inhibié significativamente el CM.

No se hallaron diferencias significativas entre los efectos de plantas en el es
tadio || inoculado y no inoculado y en el estadio IV no inoculado. Sin embargo la
inhibicidon provocada por los extractos de plantas inoculadas en este Gltimo es-
tadio fue significativamente mayor (P:0,01) que la presentada por el resto (Ta-
bla XVII1).

Al igual que en el caso de los extractos acuosos, la velocidad del CM en
los medios con residuos de extractos cloroférmicos tuvo un ajuste de tipo lineal
independientemente del tratamiento (P:0,01) (Figura 24).

La velocidad del CM no difirié significativamente en los medios con ex-
tractos de edad | ni entre si (plantas inoculadas y testigo), ni respecto a la
obtenida en el medio control. Por el contrario, a excepcién del tratamiento ||
inoculado, el resto de los extractos tuvo pendientes significativamente menores
que la del control (P:0,01).

Mientras los tratamientos |l y IV testigo disminuyeron la velocidad del CM
en un 30%, el IV inoculado lo hizo en un 68% (Tabla XX). La pendiente en este

Gltimo estadio fue significativamente menor que en todo el resto (P:0,01). La
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Crecimiento micelial en funcidon de: tiempo de inoculacidn, so
bre un medio de cultivo basali (B ), y en dichc medio mas el
agregado de residuos de extractos cloroférmicos obtenidos de
tallos inoculados (margen de las lesiones) y sanos de distin-
tas edades o: | inoculado; A: | testigo; X: |l inoculado;

®: || testigo; O: IV testigo y 4: IV inoculado. (60 mg de
peso fresco de tejido inicial/ml de medio) Cada valor es pro-
medio de 8 repeticiones.
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Tabla XX: Coeficientes de regresion obtenidos mediante el método de los cuadra-
dos minimos para las curvas que representan el CM en funcién del tiem-
po en medios con agregados de extractos cloroférmicos provenientes
de la zona de interaccién de tallos inoculados y de tejidos simila-
res de tallos testigo, de distintas edades.

Estadio Coeficiente de rearesion
Control (sin extracto) 1,03 a
I inocul ado 1,01 a
| testigo 0,87 a
Il inoculado 0,79 ab
Il testigo 0,75 b
IV inoculado 0,33 ¢
IV testigo 0,70 b

Cada valor de pendiente se obtuvo a partir de 8 repeticiones.
Valores segquidos por letras diferentes indican diferencias significativas al 1%.

I: vegetativo; |l: botén floral cerrado y |V: botén floral abierto.
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pendiente obtenida con el extracto del estadio || inoculado no difirié de la
del control ni de la del Il y IV testigos.

Los resultados obtenidos sugieren que el estadio vegetativc (I) no po-
seeria sustancias antiflngicas solubles en cloroformo ni antes ni Jeipués de la
infeccion. El efecto preinfeccional presente en extractos del estedic 11 tends-
ria a disminuir postinfeccionalmente (idetoxificacion?). En el estaci~ IV se
induciria un incremento de compuestos antifingicos preformados, o 'a =7~*ecic
de novo de sustancias inhibidoras del CM (fitoalexinas).

Un caso similar al propuesto ocurre en plantulas de algodén de diferen-

tes edades inoculadas con Rhizoctonia solani (Hunter et al., 1978). En este ca

so la acumulacién de compuestos preformados (terpenoides aldehidos) comienza al
mismo tiempo en los dos estadios inoculados pero no persiste, o decrece, mas
alld de las 48 hs en el md3s susceptible. Por el contrario, en el estadio tole-

rante ellos se acumulan significativamente.

111.2.4.3. Mecanismos bioquimicos en plantas cultivadas en condiciones de campo

Con el objeto de conocer si los mecanismos bioquimicos puestos de mani-
fiesto en los ensayos realizados con plantas cultivadas en camara bioclimatica
también se presentaban en condiciones de campo, se realizd una serie de ensayos
paralelos con material vegetal asi cultivado. Las plantas se encontraban en es-
tadio de primera semana de floracidon, y eran seleccionadas por resistencia a
la podredumbre basal. Se estudiaron grupos de individuos que presentaron diver-

sos grados de susceptibilidad frente al hongo.

ii1.2.4.3.1. Efecto de extractos acuosos obtenidos en frio.

En este caso realizaron dos experimentos completos con grupos de ‘5 plan-
tas enfermas cultivadas en el campo Experimental de Cargill en Pergamino e ino-
culadas experimentalmente durante la campafa 1980-1981. Todos los individuos pre-

sentaban podredumbre avanzada. Se analizd el efecto sobre el CM in vitro de ex-

tractos acuosos obtenidos, segin la metodologia descripta en el punto I1.2.5.2.1.1,

de distintas zonas del tallo. Los extractos fueron esterilizados en autoclave.
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En el experimento 1 (Tabla XXI), todos los medios con agregado de extrac-
tos produjeron un efecto promotor del CM, al 8°dia de 1a inoculacién. Sin embar
go solo aquellios provenientes de las zonas ''enferma' (E) y ''Sana adyacente' {SA)
resul taron significativos. En el experimento 2, si bien el efecto de la zona de
"“interaccion' (1) fue levemente inhibitorio, el CM en dicho extracto no difirid
significativamente del obtenido en el medio control. Al igual que en el primer
experimento, los extractos obtenidos de las zonas E y SA promovieron significa-
tivamente el CM.

En el experimento 2 se analizé también el nimero de esclerocios formados por
caja, y el peso seco de cada esclerocio, para cada tratamiento (Tabla XXil). Los
extractos de las zonas SA y E promovieron también el nimero de esclerocios forma-
dos por caja y su peso seco individual. El extracto obtenido del margen de avan-
ce del patégeno (i), que no habia afectado el CM, tampoco alterd el nimero y pe-
so seco de los esclerocios.

Como consecuencia de los resul tados obtenidos de los experimentos realiza-
dos con extractos acuosos obtenidos en frio, en camara bioclimdtica y en condicio-

nes de campo, se arribd a ciertas ideas generales:

- Para las concentraciones ensayadas, los extractos acuosos obtenidos en frio

provenientes de los margenes de las lesiones de plantas susceptibles, no modi-

ficaron el CM in vitro ni el ndmero promedio de esclerocios por caja. Por el

contrario los de individuos tolerantes los inhibieron.

- El ensayo realizado a campo permitié concluir que tanto los extractos de las zonas
enfermas, altamente colonizadas, como los de los tejidos sanos adyacentes po-

seen un efecto significativamente promotor sobre el CM.

111.2.4.3.2. Efecto de extractos acuosos, etandlicos y cloroférmicos

Los extractos fueron obtenidos de la zona de avance de lesiones de plantas
inoculadas artificialmente en Ordn (Pica. de Salta) en el invierno de 1981. Per-
tenecian a lineas autofecundadas que estaban siendo mejoradas por seleccidn re-
currente, para resistencia a la podredumbre basal. Se encontraban en la primera

semana de floracidén, y se cosecharon en el mes de setiembre, a los 15 dias de
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Tabla XX1: Efecto de extractos acuosos obtenidos en frio, provenientes de dis-
tintas zonas de tallos susceptibles inoculados a campo, sobre el
CM al 8°dia después de la inoculacidén (0,5 mg de peso seco residual/
ml de medio) (% respecto al crecimiento sobre el medio basal).

. Zonas del tallo
Experimento

Sana adyacente interaccidn Enferma
1 +29%7y + 15% +607°%
2 + 347y - 15% + 3177y
+: promocion; -: inhibicidon. *: efecto significativo respecto al control.

Los valores son promedio de 6-8 repeticiones. Letras distintas indican diferen-

cias significativas al 1%. Las comparaciones son solo validas dentro de cada
fila.

Tabla XXII: Efecto de extractos acuosos obtenidos en frio, provenientes de dis-
tintas zonas de tallos susceptibles inoculados a campo, sobre el
nimero de esclerocios por caja y el peso seco de cada esclerocio.

Zonas del tallo

Control Sana adyacente interaccion Enferma
NGmero de escl./caja 0,83° 2,0b 0,67° 2,4¢
Peso seco/escl. (mg) 1,9b 2,32 5,0b

Cada valor es el promedio de 6 repeticiones.
Valores sequidos por letras diferentes indican diferencias sicnificativas al 1%.
Las comparaciones solo son v3lidas dentro de cada fila.
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la inoculacién. Se estudiaron grupos de 8-10 individuos elegidos al azar, que

presentaban distinta susceptibilidad al patdgeno:plantas con podredumbre inci-

piente (S1) y plantas con podredumbre avanzada (57). Un grupo de plantas no
inoculadas sirvié como control. La metodologia seguida fue descripta en 11.2.
5.2.1.2.

Los extractos acuosos de las plantas no inoculadas no inhibieron el CM
a diferencia de 1o que ocurrid con aquellas provenientes de la linea isogénica
cultivada en camara bioclimatica (i111.2.4.2.2.1.), a pesar de tratarse de méto-
dos y concentraciones comparables. Por el contrario, en este caso el efecto fue
promotor (Tabla XXtil). igualmente, los extractos de tallos susceptibles promo-
vieron el CM mientras que los obtenidos de tallos tolerantes lo inhibieron. Se
encontraron diferencias significativas entre los efectos producidos por extractos
de plantas que exhibieron diferentes respuestas frente al patégeno, lo que indi-
caria la presencia de mecanismos bioquimicos en relacién con diferencias en sus-
ceptibilidad entre grupos de individuos de una misma edad.

Con respecto a los extractos etanélicos, no parecerian estar relacionados
con las diferencias en susceptiblidad, ya que no se encontraron diferencias en-
tre grupos de individuos tolerantes y susceptibles (Tabla XXI!}).

En cuanto al nimero de esclerocios por caja, en todos los casos en que se
incorporaron extractos al medio basal se encontrd un incremento significativo
del mismo. Sin embargo, cabe destacar que el extracto proveniente de las plantas
tolerantes produjo un nimero significativamente menor de esclerocios que aquellos

obtenidos de plantas susceptibles o no inoculadas (Tabla XXiV).

t1i.2.4.4, Conclusiones

En todos los ensayos realizados se puso de manifiesto la presencia de me-
canismos bioquimicos postinfeccionales en relacién con las diferencias de suscep-
tibilidad de las plantas de acuerdo con la edad en que son inoculadas. Dichos me-
canismos también estarian relacionados con las diferencias entre individuos de
una misma edad que presentan distintos grados de tolerancia a la enfermedad. Es-
to se concluybé como consecuencia del efecto que los distintos extractos produje-
ron sobre el CM in vitro. Una mayor tolerancia se relacioné siempre con un efecto

inhibidor. Dicho efecto se manifestd a través de una reduccion de lta velocidad
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Tabla XXI1l: Efecto de extractos provenientes de 1a zona de interaccién de plan-
tas inoculadas que presentaron a campo distintos grados de tole-
rancia a la podredumbre basal. Sj: podredumbre incipiente; S7:
podredumbre avanzada. T: plantas no inoculadas (300 mg peso fres-
co inicial/ml) (% respecto al crecimiertc sobre el rmedio basal)

Extractos
Acuoso Etandlico Clorofdarmizo
T + 42% + 3% NR
S] - ISb% - ZOb% NR
s, + 23% - 27%% NR

+: promocién; -: inhibicidn; NR: no realizado
Los valores son promedio de 6 repeticiones. Valores seguidos por letras distin-

tas indican diferencias significativas al 5%. Las comparaciones son validas
dentro de cada columna.

Tabla XXIV: NOmero promedio de esclerocios por caja en medios con extractos
acuosos obtenidos de plantas inoculadas, con podredumbre incipien-
te (S7) y avanzada (S7), y de plantas no inoculadas (T). C: medio

control.
Tratamiento
c s, s T
N°promedio de escl/caja 0,33° 0,67° 1,17 1,0°

Los valores son promedio de 6 repeticiones. Valores seguidos por letras distin-
tas indican diferencias significativas al 5%.
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del crecimiento del patdgeno y del ndmero de esclerocios formados. En algunos
casos se produjo, ademads, un retardo del comienzo del crecimiento.

Los mecanismos mencionados actuarian, o estarian presentes, tanto en
las plantas crecidas en camara bioclimatica como cultivadas a campo, a pesar
de tratarse de materiales provenientes de distintas !ineas.

Es posible que 1a magnitud o velocidad del desencadenamiento de estos
mecanismos sea modulada por los factores del ambiente. Al disminuirse la longi-
tud del periodo luminoso en el que crecieron las plantas se modificé 1a tole-
rancia en el estadio | (I1i.1.4.). Esto estuvo acompafado de una concomitante
modificacion del efecto de los extractos provenientes de este estadio sobre el
CM.

Con respecto a las plantas susceptibles, se han encontrado evidencias
acerca de la existencia de mecanismos de defensa, ain cuando no lo suficiente~
mente desarrol lados como para frenar la enfermedad. En los margenes de las le-
siones, en los que ain perduran células vivas, existiria una ''lucha'' activa en_
tre ambos organismos que se reflejaria a través de la ausencia de un efecto
promotor, similar al que producen tanto los tejidos extensamente colonizados
como los tejidos sanos que aun no han tomado contacto con el patdgeno. Esto
coincidiria con la observacidon general acerca de que las diferencias entre
susceptibilidad y tolerancia en una misma especie vegetal residen en diferen-
cias en la magnitud, velocidad de produccidon y duracién de los mecanismos de
defensa, y no en diferencias cualitativas entre los mismos.

En cuanto a la existencia de mecanismos bioquimicos preinfeccionales los
resultados han sido dispares. Los resultados variaron de acuerdo con el método
de extraccion y del material vegetal y las condiciones de cultivo empleadas.

En un mismo material vegetal y con similares condiciones de crecimiento la pre-
sencia de estos mecanismos se manifestd al emplearse el método de extraccidn

mas dristico y prolongado (agua en ebullicidén y 12 hs de extraccién). Sin em-
bargo como se discutid oportunamente, el hecho de que el efecto inhibidor se
encontrara en extractos de plantas sanas de todos los estadios pareceria indicar
la no relacion con la defensa. Seria posible descartar artificios de extrac-
cién que explicaran la magnitud de este efecto inhibidor en planta sana, ya que
los extractos de estas plantas crecidas a campo y las de susceptibles crecidas

en cadmara, obtenidos con igual método, promovieron el CM.
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No se conocen antecedentes bibliograficos previos sobre los mecanismos
de resistencia en girasol frente a esta enfermedad. Sin embargo se ha sugerido
la existencia de mecanismos bioquimicos preinfeccionales en papa y cebolla ata-

cados por S. sclerotiorum (Lumsden, 1979), si bien no han sido identificadas

las sustancias involucradas.

Por otro lado, se ha encontrado que en hojas de trébol ciertas isofla-
vonas preformadas como la 70H, 4 metoxi-isoflavona poseen una actividad anti-

fingica frente a S. trifoliorum (Virtanen_et al., 1958; Debnan y Smith, 1976).
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I11.3 Compuestos fendlicos en relacion con los mecanismos bioquimicos de
resistencia

tii.3.1. introduccion

En el punto I11.2 se expusieron aquellos experimentos cuyo resul tados per-
mitieron demostrar la existencia de mecanismos bioquimicos en relacién las dife-
rencias en susceptibilidad entre los distintos estadios fenolégicos del girasol,

y entre grupos de individuos dentro de un Gnico estadio.

En el presente capitulo se presentan los ensayos realizados a fin de profun
dizar en el conocimiento de la naturaleza quimica de los compuestos relacionados
con tales Mecanismos.

Como se mencionara en los antecedentes bibliograficos, los compuestos anti-
fingicos pre o postinfeccionales pueden pertenecer a diferentes grupos quimicos
(1.3.3.3.6).

Debido a la amplia gama de posibilidades que se presentaban para el estudio
de todas las sustancias eventualmente involucradas se decidid restringir aquel
al analisis de los compuestos fendlicos en relacidon con los mecanismos de defensa.

Los aspectos que fundamentaron tal decisién fueron:

- Las_lesiones de las. plantas.tolerantes:.edad-|, IlT y IV se caracterizaron por
poseer bordes limitados castafio-rojizo oscuros, ser superficiales y afectar uni-
camente las capas corticales del tallo (cfr. lil.1.). Estos sugeria la relacidn
de los pigmentos melaninicos {polimeros de dihidrioxifenoles) o sus precursores
con la tolerancia. Cabe destacar que en numerosas enfermedades parasitarias esos

polimeros intervienen en la delimitacidon de las lesiones necréticas (Bell, 1981).

- Los_estudios realizados en tallos de girasol sanos citan la ocurrencia del -4cido
clorogénico y sus isdmeros como principales compuestos fendlicos, relacionandolos
con la sintesis de lignina, control hormonal, alelopatia,etc(Koeppe et al., 1969;

1970; 1976).

- Las observaciones preliminares de cortes transversales de tallos, en presencia de
reactivos histoquimicos para la localizacidén de dihidroxifenoles, permitieron
conocer que estos se localizaban en las zonas periféricas del tallo. La locali-
zacién de un compuesto supuestamente relacionado con la defensa en las zonas de
infeccion es un requisito indispenseéble que debe ser’'demostrado para sostener

tal afirmacion.



_]35_

Jna gran proporcidn de compuestos antifdngicos, ya sean pre o postinfecciona-

les, son de naturaleza fendlica (Friend, 1977).

Los objetivos que se plantearon en esta etapa del trabajo son:

a) Estudiar la eventual acumulacion de los compuestos fenélicos en tallos de ai-
rasol de las distintas edades, o grupos de plantas dentro de una misma edad,

como consecuencia de la inoculacién con S. sclerotiorum.

b) Investigar la existencia de una relacion entre el incremento de estos compues-

tos y el grado de tolerancia al hongo.
c) ldentificar los compuestos inhibidores eventualmente hallados.

d) Cuantificar los compuestos inhibidores in vivo y determinar sus umbrales mini-

mos de inhibicidn.

e) Localizar histoquimicamente a los fenoles en los tejidos testigo e inoculados a
fin de conocer si existen diferencias entre estadios y confirmar su ubicacién en

las zonas de infeccion.

f) Realizar un anadlisis cualitativo comparado de los fenoles presentes en tallos
tolerantes de H. annuus y H. tuberosus a fin de conocer similitudes o diferen-

cias en los componentes de la defensa.

El término "compuestos fendlicos' involucra un amplio espectro de sustancias
gue poseen en comin un anillo aromdtico con UNO O mas grupos hidroxilos sustituyen~-
tes. Generalmente se encuentran en los vegetales combinados con azlicares {(glucbsi-
dos) o como ésteres de acidos orgdnicos. Esto los hace mas solubles y transporta-
bles en la planta que los fenoles libres. Generalmente se los localiza en el inte-
rior de las vacuolas (Ribereau-Gayon, 1972).

Las obras editadas por Harborne (1973) y Swain et al. (1977) suministran una
vision general de sus estructuras, aislamiento, identificacion, distribucién natu-
rai, metabolismo, biosintesis y funcidn patoldgica. Las revisiones de Friend (1977)
y Kosuge (1969), y el "Simposio sobre Fenoles en las Plantas Sanas y Enfermas'
(Pridham, 1960) aportan aspectos generales sobre sus- roles en la defensa. Adem3s de.
su relacién con la misma se hallan vinculados con funciones estructurales (lignina)

de atraccién (flavonoides), de alelopatia, regulacién y reserva.
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111.3.2. Determinacion del tiempo de extraccidn de los fenoles solubles.

Los antecedentes bibliograficos demostraron que los principales fenoles
solubles presentes en tallos de girasol son los distintos acidos cafeoilquinicos
(Koeppe et al., 1970 etc), compuestos de amplia distribucién en el reino vegetal.
El mis abundante de ellos, acido clorogénico, es un ester del 3cidos cafeirn v
el acido quinico (dcido 3 cafeoilquinico) (Figura 25). Sus isémeros son: el aci-
do criptoclorogénico (4 cafeoilquinico), el neociorogénicc (5 cafeoilquinico) y ei
isoclorogénico (mezcla de los &acidos 3,4; b4-5; y 3-5 dicafeoilquinicos) (Grodzins-
ka-Zachwieja et al., 1967) (Figura 25).

Un estudio referido a la solubilidad de diversos defivados hidroxicinamicos
(Voigt, 1960) muestra que el acido clorogénico (clo.) es soluble en los solventes
bastante polares como alcoholes ligeros, la acetona y eventualmente el agua.

Dichos solventes son los frecuentemente empleados en las técnicas generales
para la extraccion de compuestos fendlicos del material vegetal (Nichiforesco et
al., 1965). En todos los casos, la presencia de una cierta proporcidn de agua
(20% en general) es indispensable para obtener un buen rendimiento. Esto se debe
a que durante la molienda pueden formarse diversas uniones (puentes de hidrdgeno
o uniones covalentes, segin el pH), con las proteinas. El agua favorece la ruptu-
ra de dichos ligamientos.

A fin de determinar el tiempo necesario para la extraccion exhaustiva de
los fenoles solubles, se ensayaron distintos tiempos de contacto entre el material
molido y metanol 80% en ebullicién.

Como puede observarse en la Tabla XXV, al cabo de 3 hs se ha extraido el 99%
del total de fenoles, independientemente del origen del material (zona del tallo,
estado sanitario, y grado de susceptibilidad). Por 1o tanto se decididé emplear
tres periodos sucesivos de una hora para el logro de una extraccidn eficiente y

comparable.

111.3.3. Compuestos fendlicos totales

111.3.3.1. Estudios cuentitativos y relacidn entre la concentracidon de fenoles en
los extractos y el efecto de los mismos sobre el crecimiento micelial

Ten)
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Figura 25: Estructuras de ics acides cafecilquinicos més apundantes
en los tailos. a: acido 3-cafeoilquinico (dcido cloroaé-
nico), b: dcido 3,5-dicafeoilquinico; c: acido 4,5-dica-
feoilquinico y d: acido 3,4-dicafeoilquinico (el acido
isoclorogénico estd constituido por una mezcla de las es-
tructuras b, ¢ y d).
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Tabla XXV: Proporcidon de fenoles solubles totales (%) extraidos con distintos
tiempos de ebullicidon del material vegetal en metanol B80%.

cxtraccion

1a 2a 3a La Sa 6a
Duracidn (hs) -3 1 0,5 0,5 1 0,5
Zona del tallo
Testigo L 73 21 5 1
(no inoc.) SA 73 22 4 2
lnoc. sus- L 85 10 3 1,3 0,7
ceptible SA 85 11 2,7 0,6 0,7
Inoc. tole- L 89 7,3 1,7 1,1 0,9
rante SA 37 10,6 1,6 0,8 -

L: Zona del tallo que comprende toda la lesidn, o tejidos similares en las plan
tas testigo.

SA: Zona de tejidos .sanos adyacentes al margen superior de las lesiones ( 1
cm de longitud) o similares en las plantas testigo.
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i11.3.3.1.1. Plantas cultivadas en camara bioclimdtica

11§1.3.3.1.1.1. An3lisis al 5°dia de la inoculacion

Contenido de fenoles en plantas sanas versus enfermas

En un primer andlisis de los datos solo se compararon los resultados de »-
cuerdo con la edad y el estado sanitario de las plantas (Tabla XXVI). Se detectd
un incremento significativo de los fenoles en los tallos inoculados ae 19+ tres
estadios, pero no se hallaron diferencias significativas entre ellos.

El contenido de fenoles en las plantas testigo del estadio |V fue menor

que en los otros estadios.

Contenido de fenoles en las distintas zonas de los tallos testigo e inoculados

En este analisis se discriminaron las distintas zonas de los tallos asi
como las dos subpoblaciones del estadio il que se delimitaron y describieron en
el punto 111.1.4.2. interesaba conocer en que zona/s se producia la acunulacién
fendlica asi como si esta era localizada o sistémica (inducida en toda la planta).

Para ello se analizd individualmente el contenido de fenoles totales en
las zonas de las '"lesiones' (L), ''sanas adyacentes'' (SA) (segmentos de tallo de 1
cm de longitud a partir del margen superior de la lesidn), y del ''‘primer nudo"

(PN) (segmento de tallo de 1 cm de longitud tomado por encima del primer nudo verda
dero) de las plantas inoculadas y tejidos similares de las plantas testigo (Figu-
ra 5). Los individuos se cosecharon al 5°dia después de la inoculacién.

En las plantas tolerantes (I, IlT y 1V), la acumulacién fue significativa
en las zonas (L) y (SA); no se encontraron diferencias entre los estadios (Figura
26). Unicamente en el estadio IV se verificd un incremento significativo de los
fenoles en la zona PN (Tabla XXVI1).

El contenido de fenoles en las zonas L de los individuos susceptibles fue
siempre significativamente menor que en las de los tallos tolerantes; en algunos ex
perimentos fue mayor que en las plantas testigo (Tabla XXVIti) (Exp. 2) en tanto
que en otros no existieron diferencias (Tabla XXVIII) (Exp. 1). La concentracién
fenGlica en las zonas SA fue mayor (Figura 26), o similar (Tabla XXVIIiI) (Exp.1)

a la de tejidos andlogos de los testigos. En la zona (PN) nunca se verificé in-

crementos de fenoles (Tabla XXVII).
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Tabla XXVI: Concentracion de fenoles totales solublies en metanol en tallos sa-

nos e inoculados de distintas edades (mg de fenoles/gr de peso fres-
co inicial).

Estadio

| T IV
Testigo 4,582 4,712 3,38P
Inocul adas 14,09 10,72° 9,760

Los valores son promedios de 20-24 repeticiones e incluyen a las zonas (L) y

(SA). Valores seguidos por letras diferentes indican diferencias significati-
vas al 5%.

I: estadio vegetativo; |l: estadio de botén floral cerrado y IV: estadio de

botén floral abierto.
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Tabla XXVIi:
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Contenido de fenoles totales solubles en metanol en las zonas de
“"primer nudo' y tejidos similares de tallos testigo, de distintas
edades (mg de fenoles/gr de peso fresco inicial).

Estadio
{ Il v
Testigo 0,752 2,5° 2,52
"Inocul ado 2.0a 2,7a 8,0b

Cada valor es promedio de 8 repeticiones. Valores seguidos por letras distintas

indican diferencias significativas al 1%.

l: estadio vegetativo; 11: botdon floral cerrado y IV: botén floral abierto.



Tabla (XVIli:Contenido de fenoles totales solubles en metanol

noles/gr peso fresco inicial).

en distintas zo-
nas de tallos inoculados y testigos de distintas edades (mg de fe-

Experimento Tratamiento Estadio

| N B

S T
1 testigo (L) 1,362 1,82 1,82
testigo (SA) 1,30° 1,20° 1,202
inoculado (L) 7,58° 2,76° 6 72°
inoculado (SA) 4 42° 2,10° 5, 14°
2 testigo (L) 0,6° 0,96° 0,962
inoculada (L) 8,1¢ 3.55b 6,’40C

Los valores son promedio de 3-6 repeticiones. Las comparaciones solo son vali-

das dentro de cada experimento; valores seguidos por letras distintas indican

diferencias significativas al 1%. (L): lesiones; (SA): sanas adyacentes; I:

vegetativo; IIS: plantas susceptibles con botdn floral cerrado y IIT: planta

tolerantes con botdn floral cerrado.



Con referencia a las plantas testigo no se detectaron diferencias en el
wntenido fendlico para las distintas alturas del tallo estudiadas (Figura 26)
Tabla XXVIIl). Los resultados obtenidos permiten concluir que:

Como consecuencia de la infeccién se produce una acumulacién significativa

de fenoles en las L y SA de las plantas tolerantes. En el estadio IV esto
también ocurren en PN.

- En las L de individuos susceptibles(ll.) 1a acumulacidén de fenoles es menor
que en la misma zona de individuos tolérantes, aunque puede no ocurrir. En
las SA, dicha acumulacién es semejante a la que se observa en las L de las
plantas tolerantes, pero también puede no producirse.

- Un mayor grado de tolerancia se relaciond con una mayor acumulacién de los
fenoles en las zonas de infeccidon. Al representar la inversa del contenido
de fenoles en las lesiones, en funcién de la longitud de las mismas (inde-
pendientemente de la edad) se encontrd una correlacién significativa entre
ambas variables (r: 0,6) (P: 0,01) (Figura 27).

Efecto de los extractos metandlicos sobre el crecimiento micelial (CM)

El andlisis del contenido de fenoles demostrd una respuesta a la infec-
cién que se relacioné con el grado de tolerancia a la enfermedad. La pregunta
que surgio de inmediato fue si los extractos caracterizados por distintas concen-
traciones de fenoles presentan a su vez efectos diferenciales sobre el CM.
Con ese propdsito se realizaron bioensayos con los extractos provenientes de
las distintas zonas de tallos testigo e inoculados de las 3 edades.

Los extractos provenientes de las zonas L de los tallos de los estadios |,

11 IV inhibieron por igual el CM. Aquellos provenientes de las L de los ta-

Y
llzs susceptibles (lls), en los cuales no se habia verificado incremento fené-
lico, no modificaron significativamente el CM respecto al obtenido con el medio
de cultivo basal (Figura 28).

Los extractos obtenidos de los tejidos SA, en los que se produjo acumula-
cién, inhibieron el CM independientemente de la edad del hospedante (Figura 28).
A igualdad de concentracién, sin embargo, los efectos inhibidores provocados por
los extractos de las zonas SA fueron significativamente menores que los provoca-
dos por los obtenidos de las lesiones (P:0,05).
Los extractos provenientes de la zona del PN del estadio IV inoculado, en

los cuales se habia verificado un incremento fendlico, inhibieron el CM (Tabla

XXIX).
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Figura 27: Longitud de las lesiones en funcidn de la inversa
del contenido de fenoles totales (1/x) en las mis

mas ,independientemente de la edad de inoculacion.
Indice de correlacidn: 0,6 (significativo al 1%).
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Figura 28: Efecto de distintas concentraciones de ex-
tractos metandlicos (mg de peso fresco de
tejido incial/ml), sobre el crecimiento mi
celial al 7°d7a después de la inoculacién
(expresado como % del crecimiento en medio
basal sin extractos). 0: extractos de plan
tas sanas independientemente de la edad y zo
na del tallo; o: extractos de lesiones de in
dividuos susceptibles en estadio de botén flo
ral cerrado (Ils, maxima susceptibilidad).
A: extractos de zonas ''sanas adyacentes'' a
las lesiones, independientemente de la edad
(I, Ils, Il y IV) y : extractos de lesio-
nes de tallos tolerantes (I, IITy IV). Ca-
da valor es promedio de 6 repeticiones.
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Efecto de extractos metandlicos provenientes de la zona del 'pri-
mer nudo'' (PN) de tallos testigo e inoculados de edad 1V, sobre
el CM al 7°dia de la inoculacién (% respecto al crecimiento so-

bre el medio basal).

Tabla XX1X:

Efecto sobre el CM

Estadio Zona
IV testigo PN + 7
PN -29*

1V inocul ado

IV: estadio de botén floral abierto. +: efecto promotor; -: efecto inhibidor;

%: acumulacién de fenoles.
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En cuanto a los extractos provenientes de los tallos testigo, estos promo-
vieron el CM. Dicho efecto fue similar para todas las edades (Figura 28).

En todos los casos, los efectos (fueran opromotores o inhibidores) se incre-
mentaron al aumentar la concentracidn de extracto en el medio de cultivo (Fi-
gura 28). Es posible concluir que siempre que se detectd un incremento signi-
ficativo de fenoles, el efecto de los extractos fue inhibidor independientemen-

te de la edad del hospedante y la zona del tallo.

111.3.3.1.1.2. Contenido fendlico en plantas de edad 1l a distintos tiempos
después de la inoculacién.

En los estadios tempranos de las infecciones, los cambios metabdlicos que
se producen como consecuencia de las mismas son similares a aquellos propios
del daro instantaneo, como cuando ocurren heridas mecanicas. En los estadios
tardios los eventos metabdlicos involucran cambios caracteristicos, propios
del dafio continuo (Uritani, 1979).

A fin de lograr la comprensidon de los distintos procesos relacionados
con la infeccidon se han realizado estudios que toman como sistema experimen-
tal a plantas dafadas mecdnicamente (Uritani, op. EiE')- Dichas alteraciones,
que ocurren tanto en los tejidos dafiados como en los adyacentes a las super-
ficies cortadas, incluyen un incremento en la respiracidon debido al aumento
del nimero de mitocondrias y estimulacidn de enzimas utilizadoras de ATP, ta-
les como la sintesis de RNA y proteinas (Uritani y Stahmann, 1961). Los pre-
requisitos adicionales para tal respiracién son un consumo continuo de carbohi
drato y un suplemento adecuado de ADP, ATP, NAD y NADP (Matsushita y Uritani,
1974).

Otra alteracidon conocida en respuesta a los cortes es la produccidn de
fenoles luego de 12 hs de fase de retardo (Kosuge, 1969). La produccidn de
los mismos permanece lineal por dos dias y luego la velocidad disminuye (Mina-
mikawa y Uritani, 1964). En el caso de heridas, dichos compuestos han sido rela-
cionados con la sintesis de ligninas y suberinas que intervienen en la constitu-
cién de los tejidos de cicatrizacién (Mc Clure, 1967; Crafts et al., 1962) . Se
ha sugerido que una hormona de heridas se liberaria a partir de las células da-

fiadas incrementando el metabolismo de los tejidos sanos adyacentes. Sin embargo
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esta hipdtesis no ha sido comprobada.

Una vez concluida 1a etapa temprana de la infeccién se produciran dife-
rentes patrones dependiendo, de la particular interaccidén hospedante-patdgeno.
Con el propésito de conocer la cinética de la produccion de fenoles se
realizd un estudio secuencial con plantas del estadio Il. Los fenoles totales

se cuantificaron en los extractos metandlicos obtenidos de las lesiones de
tallos cosechados al 3°, 4°, 5°% 7°dia después de la inoculacién.

Como los sintomas externos, en los individuos tolerantes y susceptibles
(IIT y IIS) al 3° b°dia, no se diferenciaban no fue posible dicernir a priori
cuales pertenecian a uno u otro subgrupo (111.1.4.2.). Por ello, el criterio
empleado fue reunir, dentro de cada muestra, aquellos individuos en los cuales
las lesiones eran mds profundas y alcanzaban la médula con aquellos en los que
los haces vasculares se mostraban oxidados (castafios). Como dichos sintomas
son caracteristicos de la susceptibilidad (capitulos 1l y VI) los individuos
que los presentaban se incluyeron bajo la denominacidn Ils. El resto, que se
caracterizé por poseer lesiones muy superficiales, se denomind IIT.

En ltas plantas del grupo IIS cosechadas al tercer dia, el contenido de
fenoles fue mayor que en las plantas testigo y no difirié del de ltos indivi-
duos cosechados al L4°y 5°dia (Figura 29).

El contenido de fenoles en las lesiones de las plantas IITfue también siem
pre mayor que en las testigo, .incrementdndose -en funcion del tiempo de 1a ino-
culacidon de manera exponencial (r2 = 1,0), hasta el 5°d7a. No se hallaron dife-
rencias significativas ni entre el 3° L°dia ni entre el 5° 7°d7a. Por el con-
trario se verificd un incremento altamente significativo entre el 4°y 5°dia
(Figura 29).

Los resultados obtenidos. sugieren que el comportamiento de las subpobla-
ciohes susceptible y tolerante dentro de la edad | seria similar hasta el 4°
dia. En tal sentido se encuentra un paralelismo con respecto al desarrollo
de las lesiones (ver grafico anexo a figura 29) cuyas longitudes exhiben sus md
ximas diferencias al 5°dia. Los datos parecerian indicar que en las plantas del
estadio l|T se alcarza la concentracidn de fenoles apropiada para detener al pa
togeno., o hacer baja l1a velocidad de su crecimiento, mientras que en el lls

esto no ocurriria.
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Uritani (1979), al estudiar la interaccién batata-Ceratocystis fimbriata

encontré que un dia después de la infeccidn se produce en los tejidos enfer-
mos un incremento en la produccidn de fenoles, respiracidn, consumo de car-

bohidratos, activacidon de ciertas enzimas mitocondriales y formacidn de pero-
xidasas. La velocidad de produccién de dichos procesos muestra una curva bi-
fasica, la que es interpretada por el autor como resultado de un estado tran-

sitorio entre las respuestas primarias y secundarias a la infeccidn.

111.3.3.1.2. Plantas cultivadas a campo

111.3.3.1.2.1. Grupos de individuos susceptibles y tolerantes de una misma
edad.

Con el objetivo de conocer si en plantas cultivadas a campo también se
detectaba una acumulacidn postinfeccional de fenoles, y si esta se relaciona-
ba con la tolerancia a la podredumbre basal, se utilizaron plantas de distin-
tas lineas que estaban siendo seleccionadas por su resistencia a la menciona-
da enfermedad. Dichas plantas, cultivadas en el campo experimental de Cargill
S.A. en Pergamino (Pcia. de Bs.As.), en la campafia 1982/1983 fueron inocula-
das experimentalmente en la primera semana de floracion (didametro promedio
del capitulo de 5 cm), y cosechadas a los 35 dias después de la inoculacidn.
Posteriormente, fueron separadas en grupos de individuos susceptibles y tole-
rantes. Los tallos transportados en frio hasta el laboratorio se fraccionaron
y extrajeron segin la metodologia descripta en el punto 11.2.5.2.2.1. Los fe-
noles totales se cuantificaron en las zonas de ''lesiones' (L) y ''sanas adya-
centes'' (SA) de las plantas inoculadas y en tejidos similares de plantas testigo.

Los tallos de las plantas susceptibles se presentaron huecos, y las lesio-
nes que exhibian poseian una longitud promedio de 34 cm. En las plantas tole-
rantes el tallo estuvo firme y las lesiones poseyeron una longitud significa-
tivamente menor, con un valor promedio de 13 cm.

Como puede observarse en la Tabla XXX se encontrd una relacidn entre la
tolerancia y el incremento postinfecciornal de los fenoles. En los individuos
tolerantes este fue significativo en las zonas L; por el contrario esto no
ocurrid en los individuos susceptibles. Mo se detectd acumulacidon en las

zonas SA independientemente del grado de tolerancia.
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Tabla XXX: Contenido de fenoles totales en extractos metandlicos provenientes
de zonas de lesiones (L) y tejidos sanos adyacentes (SA) de indivi-
duos susceptibles y tolerantes, cultivados a campo (mg. de fenol/
gr de peso fresco de tejido inicial extraido); efecto de dichos ex-
tractos sobre el crecimiento micelial al 6°dia de la inoculacidn
(%2 respecto al medio basal) (150 mg de peso fresco inicial/ml de

medio).
7 Testigo | noculado Inocul ado
ona (no inoculado) Tolerante Susceptible
a Q b L] a

Fenoles (L) ]'Soa “.47a 2,‘0a

(SA) 1,23 1,93 1,35
Efecto sobre (L) -10° -5¢° -30°
CH (SA) NR 0® 0°

Cada valor es promedio de 3-5 repeticiones. Promedios seguidos por letras dis-

tintas indican-diferencias significativas al 5%. Las comparaciones son validas

entre filas y columnas, dentro de cada variable. -: inhibicidn.

zado.

NR: no reali-
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Al estudiar el efecto de los extractos metan6licos sobre el CM se encontrd
que aquellos provenientes de las L lo inhibieron significativamente. Sin em-
bargo la inhibicidén producida por los extractos de los individuos tolerantes fue
significativamente mayor que la producida por los extractos de los individuos
susceptibles. Los extractos de los testigos y SA de las inoculadas no afec-
taron el CM (Tabla XXX).

111.3.3.1.2.2. Contenido de fenoles de acuerdo con la zona de inoculacidn

En el punto [11.1.3 se describidé un ensayo en el que se comparé el compor-
tamiento del hibrido Super 40O (S 400) y de una 1inea madre del mismo (LM),
al ser inoculados en distintas zonas del tallo. Los resultados habian indica-
do que mientras S 400 era susceptible independientemente de la zona de inocula-
cidén LM era tolerante si se la inoculaba en el hipocétile (H) y susceptible
si se la inoculaba en el epicétile (E).

Surgid como interrogante si dichas diferencias de respuesta al patdgeno se
relacionaban con diferencias en la acumulacién fendlica. Para ello, se deter-
mind el contenido de fenoles en las lesiones de los individuos que habian sido
evaluados en el ensayo descripto en el punto I111.1.3.

Como se observa en la Tabla XXX! los mayores contenidos fendlicos se encon-
traron en la LM respecto al S 400; a su vez dentro de esta los individuos ino-
culados en el H presentaron las concentraciones mas altas. No se hallaron dife-
rencias de concentracidn entre las distintas zonas de inoculacién en S 400. E}
efecto de los extractos sobre el CM guardd una relacidn directa con el conteni-
do fendlico, es decir que a mayor concentracion mayor efecto inhibidor (Tabla

XXX1) .

111.3.3.1.3. Conclusiones

La aceleracidon de la sintesis de los compuestos fendlicos luego de la in-
feccidn por un agente patégeno es un fenOmeno conocido en numerosos hospedantes
y que se ha relacionado muy frecuentemente con la resistencia (Horsfall et al.,
1959; Pridham, 1960; Kosuge, 1969; Friend, 1977; Bell, 1981, etc). Generalmente

existe relacion directa con la magnitud de tal incremento, y en especial entre
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Tabla XXXI: Concentracion de fenoles totales (mg de fenol/gr de peso fresco de
tejido inicial) en las lesiones de tallos de una 1inea madre del
hibrido Super 400 (LM) y de este hibrido (S 400) inoculados en el
hipocdtile (H) y epicétile (E); efecto de lo correspondientes extrac
tos metanélicos sobre el crecimiento micelial al 6°dia de la inocu-
lacion (% respecto-al medio basal) (300 mg de PF inicial/ml medio).

Zona de inoculacidn

E H
LM 9,3° 1¢,7°
Fenoles
s 400 3,0 3,7°
LM -58°2 -90°
Efecto sobre c
CM S 400 =33 NP

inhibicidn; NR: no realizado.
Cada valor es promedio de 3-5 repeticiones. Valores seguidos por letras distin-
tas indican diferencias significativas al 5%. Las comparaciones son validas en-

tre filas y columnas, dentro de cada variable.
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la velocidad de la sintesis y el grado de resistencia. Tal es el caso de

Helminthosporium carbonium en papa (Kué et al., 1956; Sclerotinia frutigena

en manzano (Byrde et al., 1960) Colletrotichum graminicola en maiz (Hammersch-

midt et al., 1977) y Verticillium albo-atrum en frutilla (Okasha et al., 1968).

Su accidn se ejerce a través de la inhibicién del crecimiento micelial, la
inhibicién de 1a germinacidn de las esporas fingicas, o el blocueo de las en-
zimas extracelulares de los patdgenos (Byrde, 1957; Dabler et al., 1965; Patil
1., 1967; Kritzman et al., 1980; Haars et al., 1981, etc).

Los antecedentes de este tipo en girasol son muy escasos. Cohen e Ibrahim

_et

(1975) encontraron que la escopoletina se incrementaba en las porciones supe-

riores de los tallos de girasol inoculados con Plasmopara halstedii, a! igual

que en las hojas. El &cido clorogénico al comienzo aumentaba y luego disminuia
por debajo de los niveles hallados en las plantas sanas. Sin embargo, la alte-
racion de los contenidos de los mencionados fenoles en esta interaccidn no se
relacionaria con la defensa sino con alteraciones en el control hormonal, las
que llevan a la fuerte inhibicién del alargamiento de! tallo, sintoma tipico de
la mencionada interaccidén. Por otro lado, los fenoles totales y ortodihidroxi-
fenoles aumentaron en las zonas de halo y prehalo, y disminuyeron en las zonas

necréticas de las lesiones foliares producidas por Alternaria helianthi (Bhas-

karan y Kandaswamy, 1978).

Los resul tados presentados en este punto permiten concluir que la toleran-
cia se caracteriza por la acumulacidn postinfeccional de los compuestos fendli-
cos. Este fendmeno ocurre tanto en individuos en estadios tolerantes(111.3.3.
1.1.1.),en grupos de individuos resistentes dentro de un estadio susceptible
(r11.3.3.1.2.1.) y en tejidos tolerantes de hospedantes en estadio de mayor
susceptibilidad (111.3.3.1.2.2.). Las concentraciones de fenoles alcanzadas
en los mismos son siempre significativamente mayores que en los individuos o
tejidos susceptibles. Esta respuesta, a su vez, seria independiente de las
condiciones de cultivo de las plantas y de los materiales empleados (por lo
menos bajo las condiciones de trabajo utilizadas).

A medida que aumenta el contenido de fenoles en los extractos metandlicos se
incrementa el efecto inhibidor que estos poseen sobre el CM.

Con respecto a la naturaleza dindmica de la defensa Bell (1980) propone va-
rios modelos (Figura 30). Segin este autor la lucha entre el patdgeno y el hos-

pedante puede imaginarse como una competencia deportiva en la que los contrincantes
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ponen en juego su fuerza, rapidez, velocidad y resistencia. Como ocurre en

dicho caso 1a magnitud de cada uno de estos elementos de cada deportista

adquirird una importancia relativa al contrastarse con los correspondientes

del contrincante. Haciendo un paralelismo con las interacciones huésped-patd

geno es el balance de la dindmica de la colonizacion secundaria en rela-

cion con la dindmica de 1la defensa el que determinard el gra.o de iolcrenz

cia o susceptjbilidad a 1a enfermedad.

En el huésped tolerante el conjunto de todos los factores de resistencia

postinfeccional se dan mds rapidamente, se inician antes O tienen una mayor

duracidon que en el susceptible. A esto puede sumarse un mayor grado de tole-

rancia

preinfeccional (plateau de las curvas) (Figura 30).

Si bien el esquema propuesto por Bell (op. cit.) es muy amplio y conside-

ra en su conjunto todos los componentes de la defensa se considerard los resul-

tados del ensayo cinético de la acumulacion de fenoles en términos del mismo

partiendo de la suposicion de que estos compuestos intervengan en los mecanis-

mos de resistencia.

Las diferencias cuantitativas entre las subpoblaciones 11

s Y IIT, en el ensa

yo descripto en 111.3.3.1.1.2 permite la formulacion de una serie de hipdtesis

de trabajo:

a) Si se considera que en esta interaccién se dan una respuesta primaria como

b)

consecuencia del dafio celular y una secundaria inducida por el patdgeno,
podria existir una falta de respuesta secundaria en |lS (¢falta de con-
diciones para que se libere o produzca un inductor patogénico?).

Otra posibilidad seria que la sintesis fendlica no contine mas allad del 3°
dia en IIS, o lo haga a menor velocidad. Las concentraciones inhibido-
ras no se alcanzarian a tiempo para frenar el crecimiento fingico; el hon
go creceria colonizado los tejidos, metabolizando los fenoles y evitando
su acumulacidén. Sin embargo la sintesis de estos compuestos no se veria
impedida en las zonas SA donde continuaria la acumulacién. Esto podria
deberse a variaciones en la velocidad de sintesis entre Ils y IlT o al
efecto de un bloqueante de origen patogénico que interfiera en la sinte-

sis de fenoles en IIS, como ocurre en la interaccién papa-Phytophthora

compatibles (Currier, 1981).
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Figura 30: Modelo propuesto por Bell (1980), que muestra las relaciones tempo-

rales entre la colonizacidén secundaria potencial de un patdgeno v

la defensa potencial del hospedante. Los niveles y tiempo IC son a-
quellos en los que ocurre la inhibicién completa de la enfermedad,

en los sitios donde se produjo la infeccién e indujo la defensa post
infeccional. (---) colonizacidn secundaria relativa, como extensidn
hifal o liberacién de conidios en el interior de los vasos xilemati-
co desarrollada mds alld del sitio de infeccidn original,{——) acu-
mulacién de los componentes de la defensa. El plateau inicial repre-
senta a los componentes constitutivos y las pendientes de las curvas
la produccién de componentes inducidos como consecuencia de la infec-
cién en interacciones resistentes (R) y susceptibles (S).

COLONIZACION SECUNDARIA (- - =)
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c) La existencia de diferencias cualitativas en los fenoles entre individuos
permitiria una metabolizacidon de estos compuestos en IIS.
d) Fallas en la traslocacidn de los fenoles desde SA impedirian su acumulacidn
en L. Esto podriz deberse a la disminucion en la permeabilidad celular que,

segin Hancock (1972), ocurre en las zonas adyacentes a las lesiones.

e) Una mayor estimulacidn del crecimiento patogénica en IlS permitiria una ma-

yor metabolizacidn de los fenoles en dicihn estadio.

111.3.3.2. Estudios cualitativos

1t1.3.3.2.1. Plantas cultivadas en camara bioclimatica

La siguiente etapa del trabajo obedecid a dos objetivos principales:
a) conocer si existian diferencias cualitativas de los fenoles entre edades y

b) estudiar si el incremento postinfeccional se debia a una mayor sintesis de for-

mas preexistentes y/o a la sintesis de novo de compuestos.

111.3.3.2.1.1. Andlisis de extractos no hidrolizados

En la Figura 31 se presenta el perfil cromatografico de los compuestos fluores-
centes hallados en los extractos metandlicos de las plantas testigo. No se encon-
traron diferencias entre los distintos estadios con respecto a los compuestos mas
abundantes: 1, 2, 3, 3', 4, 13, 31 y 6. Las caracteristicas de las sustancias lo-
calizadas se detallan en la Tabla XXXIl. El compuesto 25 se detectd Gnicamente en
la edad | y los compuestos B, 9, L0, L4 solo en el estadio |l aunque no siempre
estuvieron presentes. Las manchas 5, 7, 11, 21, 22, 23 y 26 parecian disminuir al
aumentar la edad de la planta (Tabla XXXIl!). Finalmente las manchas 19 y 20 aumen-
taron en tamafio e intensidad con la edad del hospedante (Tabla XXXII1).

Los extractos metandlicos provenientes de las zonas L de individuos inoculados
contenian basicamente los mismos compuestos fendlicos independientemente de la e-
dad del individuo y grado de tolerancia, a excepcién del estadio IV en el que es-

taban ausentes los compuestos 15, 15', 18, 22, 27, 30, 39, 40 y 44 (Figura 31 y
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Tabla XXXIl: Propiedades de fluorescencia y reacciones coloreadas de los feno-

les de los extractos metandlicos en cromatografia sobre papel.

ﬁ‘i"’p' U UV#IHy  FeCl,  OPHA  DPNA®COJNa  HItO, KN, +alcali FC FO+NHy AICI
1,2 Az VeAm G Ca Ro Am Ro -- Az Az
3,3'4 Az VeAm G Ca Ro Am Ro -- Az Az
5 -- Ve -- Ros Ros — — - -- —
6 Vi Vi -- - -- — — - - --
- Cel Cel -- -- -- — — - - --
8,9 -~ AmVe — -- -- —_ — - - —
1 A, A, — - -- — — S --
13 Cel Cel — -- -- — — _ — --
15,15' Vi VeAz — Ca Vi —_— — _ — --
18 -- Vi — -- -- — — — — —
19,20 -- Az — -- -- — — - - =
21,22,26 Az Ve — Ca Ca — — —_— — --
23 Vi Vi — -- -- — — - — —
2l -~ Ro — -- -- — — - - -
25 Cel Cel — — — — — S —
27 Vi Vi — Ros Vi — — —_— — —
30 Mo Mo — Am — — — S —
31 Cel Cel — — — —_ —_ —_ — —
33 -- Ve — Ros Ros — — -_— -
39 -- Cel — Ros Ros — — _— — —
4y . — Vi — Ros Ro — - —_ — —
45 - - — -- Vi — — - - =
46 -- -- — Ca Az — — —_ - —
47 - - — -- Vi — — —_ - -
Fr -~ Am - -- -- — — — - -

Fr: banda difusa comprendida entre los Rf 0 y 0,3 en
no se reveld

--: no reacciona; —:

AmVe:amarillo verdoso; Mo: morado; Ro:

verde amarillentq; VeAz:
PNR: p-nitroani

: verde
Ina diazotiza

da az;u lF-'?.C :

rojo; Ros:

la direccidn B:"c:A.

rosado; Vi: violeta; VeAm:

do; cel: celeste; Az: azul; Ca: castafo
reactivo de Folin Ciocalteu

3
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Tabla XXX!111: Presencia y abundancia relativa de los compuestos fendSlicos individuales
en las zonas de lesiones (L) y sanas adyacentes (SA) de tallos inocula-
dos de distintas edades y en tejidos similares de plantas testigo.
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I: estadio vegetativo; lIT: individuos tolerantes en estadio de botén floral cerrado; Il.:
individuos succeptibles en estadio de botén floral cerrado; IV: estadio de botdn floral

== __l.rlu; esca’a subjetiva basada en intensidad de fluorescencia y tamafio de las manchas:

3: abundaate: 2: intermedio; 1: escaso; 0: ausente; (-): no siempre presente; ?: cromato-
yrema no reveiado con agente especifico para ese compuesto.
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Tabla XXXIV: Valores de Rf de los principales componentes del extracto meta-

nélico en cromatografia sobre papel.

Ac 2%

Sistemas de solventes

B:Ac:A

Compuesto N°

0,2; 0,3
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Cada valor es promedio de aproximadamente 30 papeles.
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Tabla XXX!It11). La principal diferencia residié en la intensidad de la fluores-
cencia y el tamafio de las manchas, las que resultaron menores en los cromato-

gramas de los tailos I! Al comparar los perfiles cromatograficos de L res-

pecto a los testigos sesdistinguieron algunos nuevos compuestos cuyas carac-
teristicas se presentan en la Tabla XXXI! y XXXIV. Estos fueron los ndmeros
10, 15, 15', 24, 27, 30, 33, 39 y una franja comprendida entre los Rf 0 y 0,3
en la direccion B-AcA-A (Figura 31) en la que se presentaron una serie de
compuestos que no exhibian fluorescencia al UV pero surgian como manchas di-
fusas color amarillo fuerte al ser expuestas a los vapores de amonio.

En los extractos de las zonas SA se detectaron los mismos compuestos que
en los correspondientes tallos testigo m3s los denominados 10 (en |, Il vy 1v);
9 (en ! y Il); 8 (en 1); 15, 24, 27, 30, 9 (en 11) y 5 7 {(en 1V). Las manchas
eran mas grandes y la fluorescencia mis intensa que en los cromatogramas de
los tallos testigo (Figura 32 y Tabla XXXI{l).

Las reacciones de color obtenidas al rociar los cromatogramas con los
distintos reveladores permitié discernir que al menos los compuestos N°1, 2,
3, 3',4,5,9, 15, 15', 21, 22, 26, 33, 39, 45, 46, 47 y 4k, son de natura-
leza fenélica (Tabla XXX!1). El reactivo de p-nitroanilina diazotizada solo
se utilizd en la revelacion de papeles sembrados con extractos L de edad |
con lo cual no es posible afirmar que los compuestos 45, 46 y 47, solo pues-
tos de manifiesto por este medio, se encontraban o no presentes en los demds

casos.

[11.3.3.2.1.2. Andlisis de extractos hidrolizados

La hidrélisis dcidz d» los extractos de tallos inoculados no rindié can-
"dades apreciables de algiconas, lo que daria idea que no existe una canti-
dad impurtante de fenoles conjugados en forma de glicdsidos (Ribereau-Gayon,
1972).
La hidrélisis bdsica, por el contrario proporcioné una apreciable canti-
dad de compuestos luego identificados como 3cidos fendlicos y fenilpropanoi-
des. Esto indicd que, en los extractos,dichos compuestos se hallan en forma

de ésteres (Ribereau-Gayon, op. cit.). Los valores de Rf de las manchas
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detectadas sobre cromatografias en capa delgada de celulosa el color de su
fluorescencia, las reacciones de color que exhibieron luego del revelado de
las placas con el reactivo del acido sulfanilico y la cocromatografia con mar-
cadores auténticos, permitié la identificacién de el acido p-hidroxibenzoico,
siringico, cafeico, ferilico y p-cumérico(Figura 32 y Tabla XXXV).

Cuatro compuestos fluorescentes no identificados se localizaron también
sobre las capas de celulosa, pero no reaccionaron con el acido sulfanilico

(Figura 32 y Tabla XXXV).

1t1.3.3.2.2. Plantas cultivadas a campo

A fin de conocer si los compuestos fendlicos presentes en los tallos de
plantas cultivadas en cdmara bioclimadtica se encontraban también en individuos
cultivados a campo se efectud un andlisis cualitativo de los extractos acuo-
sos obtenidos del material descripto en 111.2.4.3.2. y en extractos metandli-

cos del material descripto en [11.3.3.1.2.1.

111.3.3.2.2.1. Andlisis de extractos no hidrolizados

Los perfiles cromatograficos de los extractos acuosos provenientes de
los tallos S, (cfr 111.2.4.3.2) no difirieron de los de los tallos S7 (Figu-
ra 33), a excepcién de la ausencia de los compuestos 3 y 7 en este Gltimo gru-
po. La principal diferencia residié en la concentracidn total de los fenoles
(SI: 7:

Frasco). Los compuestos localizados corresponden a los N°1, 2, 3, 4, 6y 7

5,22 mg/gr de Peso Fresco; S,: 2,13 mg/gr y testigo: 0,4 mg/gr de Peso
hallados en las plantas cultivadas en cdmara bioclimatica.

Los extractos metandlicos de las L de tallos tolerantes (cfr. 111.3.3.
1.2.1.) presentaron mayor riqueza que los extractos acuosos de S] recientemen-
te descriptos. Sin embargo al igual que en estos y en todos los extractos inhi-
bidores (Figura 34) los compuestos predominantes fueron los 3, 3', 4. No hu-

bo diferencias cualitativas entre plantas cultivadas a campo y en camara (IIT)
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Be:Ac: A

—_—
OHNa:Fo:A

Figura 32: Plantas cultivadas en cidmara. Perfil croma-
tografico de compuestos fluorescentes en ex-
tractos metanGlicos de tallos inoculados, su-
jetos a hidrdlisis basica.
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Tabla XXXV: Propiedades de fluorescencia, reacciones coloreadas e identidad de
las principales agliconas presentes en hidrolizados bdsicos de ex-
tractos metandlicos de plantas inoculadas, cultivadas en camara.

Compuesto N° ldentidad Ac. Sulfanilico uv UV+NH,
1 Ac. trans. cafeico G cel cel br.
2 Ac. cis-cafeico G cel cel br.

1i Ac. siringico? Ro Mo Mo
3 Ac. p~hidroxibenzoico Am Mo Vi br.
4 Ac. trans p-cumarico Ros Mo Mo
5 Ac. cis-p-cumarico Ros Mo Mo
7 Ac. ferdlico Pa Ro Ay Ay br
8 no identificado Mo Mo
9 no identificado Vi Vi
i0 no identificado AmVe Cel Cel

Am: amarililo; AmVe: amarillo verdoso; Az: azul; Cel: celeste; Cel br: celestre
brillante; G: gris; PaRo: pardo rojizo; Mo: morado; Ro: rojo; Ros: rosado; Vi:

violeta; Vibr: violeta brillante; -: no reacciona.
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3,3.4 )

B: Ac: A

_—

Ac 2 %

Figura 34: Plantas cultivadas a campo. Perfil cromato-
grafico de los compuestos fluorescentes en
extractos metandlicos obtenidos de las le-
siones de tallos tolerantes.
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respecto a los compuestos presentes, pero en las primeras estuvieron ausentes
los compuestos 15, 15', 19, 21, 21, 22, 24, 27, 30, 39 y la franja (comparar
Figuras 31 y 34).

111.3.2.2.2. Andlisis de extractos hidrolizados

Se realizd la hidrdlisis bdsica de los extractos acuosos de plantas S].
A través de la metodologia descripta en 11.9.2.2.3.b fue posible identificar
la presencia de los dcidos cafeico, ferdlico, p-cumarico, p-hidroxibenzoico

y vanilico (Tabla XXXVl y Figura 35).

111.3.3.2.3. Andlisis cromatograficos de extractos no hidrolizados de Helian-
thus tuberosus.

Con el propdsito de conocer el grado de especificidad de los eventuales
componentes de la defensa se estudié los perfiles cromatograficos de otra
especie del mismo género que se describe como tolerante a esta enfermedad.

Los tubérculos de este vegetal se plantaron en inverndculo. Las plantas
en estadio vegetativo (3 meses de edad) fueron inoculadas en la base del ta-
llo seglin el método estandarizado (l111.1.2). Los individuos resultaron toleran-
tes a la enfermedad. Presentaron lesiones castafas uniformes limitadas, super-
ficiales con una longitud media de 2 cm al 12°dia. No se observé marchitez
foliar.

Se obtuvieron extractos metanGdlicos de las L y SA. Dichos extractos po--
seyeron efecto inhibidor del CM en el caso de las L pero no lo afectaron cuan-
do provenian de las SA (Tabla XXXVIl).

Los perfiles cromatogrdficos de los extractos de L no hidrolizados mos-
traron la presencia de los compuestos 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8, 9, 21, 22, 23 y

10. Los compuestos predominantes fueron los 1, 2, 3y 4.
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Ac: A
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Fo:OHNa: A

Figura 35: Plantas cultivadas a campo. Perfil croma-
tografico de compuestos fluorescentes en
extractos metandlicos de tallos inoculados,
sujetos a hidrélisis basica.
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Tabla XXXV!: Propiedades de fluorescencia, reacciones coloreadas e identidad
de las principales agliconas presentes en hidrolizados basicos de
extractos acuosos de plantas inoculadas, cultivadas a campo.

Compuesto N° ldentidad Ac. sulfanilico uv UV+NH3
1 Ac. trans-cafeico G Cel Cel br.
2 Ac. cis-cafeico G Cel Cel br.
3 Ac.p-hidroxibenzoico Am Mo Mo
4 Ac. trans-p cumarico Ros Mo Vi
5 Ac. cis-p-cumarico Ros Mo Vi
6 Ac. vainilico Na Mo Vi
7 Ac. ferdlico PaRo Az Az br.

Am: amarillo; Az: azul; Az br: azul brillante; Cel: celeste; Cel br: celeste
brillante; G: gris; PaRo: pardo rojizo; Mo: morado; Ros: rosado; Na: naranja;

Vi: violeta.
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Tabla XXXVIl: Efecto de extractos metandlicos obtenidos de zonas de lesiones
(L) y tejidos sanos adyacentes (SA) de tallos de H. tuberosus
sobre el CM, al 7°dia de la inoculacidn (% respecto al medio ba-
sal) (10 mg PS de extracto/ml de medio).

Efecto (%) - 32% + 1

-: efecto inhibidor; +: efecto promotor.

x: efecto inhibidor significativo (P: 0,01).
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111.3.3 2.4, Conclusiones

- No existen variaciones cualitativas de los compuestos fendlicos mas abundan-
tes en los tallos sanos a lo largo del ciclo ontogénico de la planta. Tam-
poco se encontraron diferencias de este tipo en las distintas zonas del ta-

1lo estudiadas.

- En los tallos inoculados se presentaron los mismos compuestos que en los
testigos ademds de un cierto ndmero de nuevos compuestos. Las diferencias
entre estadios parecerian ser fundamentalmente cuantitativas. Tanto en plan-
tas de H. annuus cultivadas a campo y en cdmara bioclimdtica, como en tallos

de H. tuberosus; se observaron los mismos compuestos fendlicos predominantes.

- E1 denominador comin a todos los extractos inhibidores fue la presencia y

abundancia de los compuestos 3, 3' y 4.

- Las agliconas liberadas por la hidrélisis basica de los extractos de zonas
L de plantas cultivadas a campo y en c3mara fueron basicamente las mismas.
Los principales fenoles identificados se hallarian conjugados en forma de
ésteres. Se trata de los 3c. cafeico, ferdlico, p-cumdrico, p-hidroxibenzoi-
co, vanilico y siringico. Cabe destacar que estos acidos en su forma libre
son capaces de inhibir la germinacién esporal o el crecimiento de numerosos
patégenos (Kué et al., 1956; Schaal y Johnson, 1965; Flood y Kirkham, 1960;
Byrde et al., 1960; Friend, 1977; Alfenas et al., 1982, etc).
Finalmente es interesante sefalar que los compuestos identificados han si-

do citados en tallos de girasol sano e inoculado con Plasmopara halstedii (Cohen

e Ibrahim, 1975) asi como en semilla de girasol (Leung et al., 1981).
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111.3.4, Compuestos aislados de plantas cultivadas en cdmara bioclimitica

I11.3.4.1. Estudios comparativos de las concentraciones en plantas sanas e
inoculadas tolerantes y susceptibles.

Fue interesante conocer si la aecumulacidn postinfeccional hallada en las
zonas L de los tallos inoculados se debia al incremento de algin compuesto
especifico, a la sola aparicion de los nuevos fenoles descriptos en el punto
anterior, o a una alteracién general de todos los fenoles. El aumento de la
intensidad de la fluorescencia en los cromatogramas hacia sospechar que esta
Gltima hipOtesis era la cierta.

Como aldn no se contaba con la identidad de los compuestos fendlicos loca-
lizados, no era posible su cuantificacidon exacta a través de sus coeficientes
de extincidén molecular.

Se utilizaron dos métodos alternativos: el método de Folin-Ciocalteu (I1.
2.5.2.2.2.a) y un método relativo, pero Gtil a fines comparativos, consisten-
te en comparar los maximos de absorcidon de los espectros de un mismo compues-
to proveniente de igual peso de tejidos extraido de los distintos tratamientos
en estudio (11.2.5.2.2.2.b). Este estudio fue ademds Gtil para una primera
caracterizacién de los compuestos aislados, ya que una propiedad de los feno-
les es la de mostrar absorcidén a la luz UV. Por ello presentan espectros ti-
picos al ser expuestos a distintas longitudes de onda, los que son Gtiles
para su identificacion.

Se estudiaron los compuestos aislados de tallos testigo de edad | e ino-
culados de edad | y lls. En algunos casos se agruparon compuestos que por sus
caracteristicas cromatograficas similares parecian isémeros o muy afines. Si
bien se encontrd una mayor concentracién de todos los compuestos en las plan-
tas tolerantes, el grupo formado por los compuestos ndimero 1, 2, 3, 3', &4,

5, 21, 26 y 25 fue el que mis se incrementd (Tabla XXXVIII y Figura 36). EI
espectro de esta mezcla presentd un miximo de absorcidn a 328 nm. Este mdxi-
mo fue 30 veces mayor que el correspondiente al testigo cuando se trataba de
plantas de edad | inoculadas, la que a su vez se reveld 3 veces mayores que

la observada en plantas IIS.
La mezcla de los compuestos 15 y 15' que no fue detectada en las plantas

sanas (Tabla XXXVIII) le siguié en importancia. La absorcidn maxima a 322 nm
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Tabla XXXVIIl: Concentraciones de los principales compuestos fendlicos aislados
de plantas testigo de edad | y de lesiones de tallos inoculados
de edad | (vegetativo) y Ilg (individuos susceptibles en estadio
de botdn floral cerrado) (método de Folin-Ciocalteu, mg de fenol/

gr de PF).
Compues tos Testigo | inoculado IlS
1,2,3,3',4,5,21,26 y 25 0,1 2,9 1,25
15 y 15! ausente 1,16 0,09
Franja 0,04 0,17 0,125
30 y 33 ausente 0,06 0,03
10,20 y 39 ausente 0,04 no cuantificable

Cada valor proviene de una muestra Unica constituida por el tejido obtenido de

8 individuos por tratamiento.
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Figura 36: Espectros de absorcidn a la fuz UV de la mezcla

(1, 2, 3, 3', 4, 5, 21, 26, 25), obtenida de cro-
matogramas de extractos metandlicos extraidos de
las lesiones de tallos de estadio | (tolerante)
(1) y estadio lig (individuos susceptibles) (3),

y de tejidos similares de estadio | testigo (plan-
tas sanas) (4); observar estrecha similitud con

el espectro de absorcién del acido clorogénico
comercial (2). Las mezclas provienen de iguales
cantidades de tejido vegetal inicial.
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fue 5 veces mayor en la edad tolerante que en la susceptible (Figura 37). En
cuanto a la franja (banda difusa comprendida entre los Rf 0-0,3 en la direc-
cién del B:Ac:A), la mezcla del testigo y IIS presentd aproximadamente la mis-
ma absorcién a 240 nm en tanto que la del estadio | inoc. fue aproximadamente
el doble de las anteriores (Figura 38). Es interesante sefalar que no se dis-
tinguia fluorescencia en esta zona en los cromatogramas provenientes de las
plantas sanas. Sin embargo se obtuvo reaccidn con los dos métodos empleados.
Con respecto a los compuestos 30 y 33 se encontrd un desfasaje entre los mé-
todos, aunque siempre esta mezcla fue mayor en el estadio | inoc. La absorban-
cia a la longitud mdxima (245 nm) fue 9 veces mayor en este estadio que en

el susceptible. Sin embargo, el método colorimétrico arrojo diferencias de

s (cfr. Ta-
bla XXXVIIl y Figura 39). La mezcla 19, 20 y 39, no pudo ser detectada en el

aproximadamente el doble de concentracién de |inoc. respecto a |

estadio | con el método colorimétrico y estaban ausente en el testigo. Su

IS
concentracién en | inoc. fue 0,04 mg/g de PF. La mezcla 13 y 31 no <e cu~nti-
ficd con el reactivo de Folin-Ciocalteu, sin embargo los espectros deuwsira=
ron que estaba mas concentrada en el estadio | inoc., mientras que se encon-
traba en cantidades similares en el resto de las plantas (Figura 40).

Los resultados obtenidos permiten concluir que la infeccidn traeria como
consecuencia una alteracidon general del metabolismo fendlico. Esta involucra-
ria tanto el incremento de formas preexistentes como la aparicidn de nuevos
compuestos. Sin embargo, el grupo t, 2, 3, 3', 4, 5, 21, 26 y 25 se acumuld
en mayor proporcidon esa acumulacion fue mayor en las plantas tolerantes res-
pecto a las susceptibles. Sin embargo en estas Gltimas se produciria una reac-
cién menor. Este hecho corroboraria el principio general acerca de que las
di ferencias entre susceptibilidad y tolerancia no suele residir en diferencias
cualitativas sino cuantitativas de los componentes de la defensa.

Finalmente es interesante sefialar que mientras en el testigo el conjunto
de los compuestos aqui analizados constituyd el 30% de los fenoles totales,

en el estadio | inoc. representd el 44% y en el lIs el 42%.
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Figura 37: Espectros de absorcién a la luz UV de la mez
cla (15, 15'), obtenida de cromatogramas de
extractos metandlicos extraidos de las lesio-
nes de tallos de estadio | (tolerante) (1)

y Ilg (individuos susceptibles) (2). Las mez
clas provienen de iguales cantidades de teji-
do vegetal inicial.
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Figura 38: Espectros de absorcién a la luz UV de la
"franja'' banda difusa comprendida entre
Rf 0-0,3 en direccién B-Ac-A) obtenida
de cromatogramas de extractos metanéli-
cos extraidos de las lesiones de tallos
de estadio | (tolerante) (1) y lls (sus-
ceptible) (2), y de tejidos similares
de estadio | testigo (plantas sanas) (3).
Las mezclas provienen de iguales canti-
dades de tejido vegetal inicial.
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Figura 39: Espectros de absorcién a la luz UV de la mez
cla (30, 33), obtenida de cromatogramas de
extractos metandlicos extraidos de las lesio-
nes de tallos de estadio | (tolerante) (1)

y Ilg (individuos susceptibles) (2), y de
tejidos similares de estadio | testigo (plan-
tas sanas ) (3). Las mezclas provienen de
iguales cantidades de tejido vegetal inicial.
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Figura 40: Espectros de absorcidon a la luz UV de la mezcla (13, 31),
obtenida de cromatogramas de extractos metandlicos ex-
traidos de las lesiones de tallos de estadio | (tole-
rante) (1) y Ilg (individuos susceptibles) (2), y de
tejidos similares de estadio | testigo (plantas sanas)
(3). Las mezclas provienen de iguales cantidades de
tejido vegetal inicial.
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I11.3.4.2. Efecto de los principales compuestos sobre el CM.

En forma preliminar se llevé a cabo un ensayo con los principales fenoles
aislados de los tallos inoculados del estadio |. Estos se incorporaron a un
medio de cultivo mineral definido (11.2.1) que contenia pectina como Gnica
fuente carbonada. Tal decision obedecié al hecho de que, en algunos casos,
los fenoles actian a través de la inhibicion de las enzimas de los patégenos.
Las principales enzimas de S. sclerotiorum son inducibles por sustrato e inhi-
bidas por glucosa (1.3.3.3.4).

En la Figura 41 se ha representado el CM en los diversos medios (compues-
tos fendlicos aislados de 400 mg de PF inicial/ml de medio), en funcién del
tiempo de inoculacion. En todos los casos se obtuvo un ajuste de tipo lineal.
Del anadlisis de las pendientes de las distintas rectas obtenidas fue posible
determinar que pertenecian a tres grandes grupos (Tabla XXXIX). Las obtenidas
con los medios a los que se habTan agregado los compuestos 15, 15'; 19, 20,
39; 7 v 23 no difirieron de la obtenida con el medio basico, sin agregados.
Un segundo grupo, en el cual la velocidad de crecimiento se viod reducida‘en
un 42,5%, estuvo constituido por los medios con agregados de las mezclas 30,
33, 13, 6 y 18, 27, 40, 44 . El tercer grupo incluyé las mezclas m3s inhibi-
doras que resultaron la 3, 3', 4, 1, 2, 21, 22, 26, 5 y la franja. Ambas mez-
clas produjeron una disminucidn en la velocidad del CM de un 60 y 59% respec-
tivamente (Tabla XXXI1X). Al 7°dia después de la inoculacidn, la mezcla 3, 3',
4, 1, 2, 21, 22, 26, 5 produjo un 70% de inhibicidn y la franja un 74%. La
pendiente de la curva del compuesto 47 no difirid significativamente de las
determinadas para los grupos dos y tres, exhibiendo un 52% de reduccidn res-
pecto al testigo.

El agregado del segundo y tercer grupo de compuestos, asi como del compues-
to 47 a los medios de cultivo inhibid la formacidén de esclerocios en los mis-
mos (Tabla XXXX). El resto de los compuestos no afectd la formacidn de estas
estructuras respecto al testigo, a excepcidn del grupo 19, 20, 39 que tuvo ca-
racterfsticas intermedias (Tabla XXXX). Lo -mismo ocurrid con respecto al pe-
so seco promedio de los esclerocios (Tabla XXXX).

En un segundo experimento se compard el efecto producido por los compues-

tos aislados de idénticas cantidades de peso fresco inicial de individuos
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Tabla XXX1X: Coeficientes de regresidn calculados mediante el método de los cua-
drados minimos para las curvas que representan el CM en funcién

del! tiempo, en medios con el agregado de diversos compuestos fend-
licos aislados de tallos tolerantes inoculados (1) (provenientes

de 400 mg de PF inicial/ml).

Medio de cultivo Pendiente % de r:?uizli?ggespecto
Testigo (basal sin agregados) 1,72 0
basal + 15, 15' 1,55° 9,0
basal + 19, 20, 39 1,47° 13,5
basal + 7 1,59° 6,5
basal + 23 1,43° 15,9
basal + 18, 27, 40, Lk 1,04° 38,8
basal + 30, 33, 13, 6 0,95° bl 1
basal + 47 0,82°¢ 51,8
basal + 3, 3', &, 1, 2, 21, 22, 26, S 0,67° 0,5
basal + franja 0,7C 58,0

Cada valor de pendiente se obtuvo a partir de 4-8 repeticiones.

Valores seguidos por letras distintas indican diferencias significativas al 1%.
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tolerantes (1) y susceptibles (I1_). En este caso, la mezcla que habfa re-

sultado mds inhibidora en el ensaio anterior fue separada en grupos m3s
pequefios: 1, 2; 3, 3', 4 ; 5, 1, 22, 26 para conocer si todos o algunos
de ellos eran responsables de producir el mencionado efecto. La mezcla 30,
33, 13, 6 se separd en los grupos 30, 33 ; 13, 31 ; y 6

Al igual gue en el primer ensayo los compuestos 7 ; 19,20,39 ; 15,
15' y 23 no afectaron el CM independientemente de su origen. Tampoco lo
hizo el compuesto 25 ; del grupo 1, 2,... pudo descartarse los subgrupos

1, 2 ; 21, 22, 26 y 5 los cuales no inhibieron el CM independientemen-

te de su procedencia. Todo el efecto del grupo mayor recayd en el subgru-
po 3, 3', 4 en el caso de provenir del extracto tolerante. Por el contra-
rio cuando el subgrupo se aisld del tallo IIS no alterd substancialmente
el CM (Tabla XXXX).

Con respecto a la ''franja' (banda difusa comprendida entre los Rf
0-0,3 en la direccidn B:Ac:A), el efecto promedio fue significativamente
inhibidor. Sin embargo, no se hallaron diferencias significativas entre
tratamientos (Tabla XXXX!). EstorestarTa importancia a su relacidon con las
diferencias en susceptibilidad; mas aldn los resultados obtenidos en los
distintos experimentos presentaron resultados muy variables probablemente
debido a la gran heterogeneidad de los compuestos presentes en la mezcla.

El compuesto 6 no produjo ningln tipo de efecto sobre el CM. El sub-
grupo 30, 33 proveniente del estadio tolerante inhibid significativamente
el CM respecto al testigo y respecto al mismo subgrupo extraido de Ils.
Sin embargo el eluido de cromatogramas control (desarrollados pero sin sem-
brar) correspondiente a las zonas donde se los localizaba tuvo efecto inhi-

bidor mayor que || Algo semejante ocurridé con la mezcla 18, 47, 27

(Tabla XXXX1). Esti hizo suponer la presencia de impurezas provenientes
de los solventes utilizados o del papel, localizados en dichas zonas. De
hecho la localizacidén de estos compuestos coincide o estda muy cercana al
frente de corrida del solvente (cfr. Figura 31). Finalmente, la mezcla
.13, 31 proveniente de plantas tolerantes inhibié significativamente el

CM.
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Efecto de los principales compuestos fendlicos aislados de tallos
susceptibles (llg) y tolerantes (1) sobre el CM, al 7°dia después
de la inoculacién (provenientes de 300 mg de PF inicial/ml de me-
dio) (% respecto al crecimiento sobre medio basal).

Compuesto N°

g | c
1,2 -10° -5° 0
3,3',4 -16° ~4oP° 0
5 NR -7 0
25 NR -1 0
6 -10° 0® 0
7 +42 -6° 0
15,15 -13° -13° 0
19,20,39 -17° -17° 0
21,22,26 -102 -53 0
30,33 -242 ~53¢" -34%
33 NR 13 0
18,48,27 -37% ~46°" -342*
Fr -25%" -28° 0
13,31 NR 29" 0
Ext. completo -3° -60b NR

-: inhibicién
siembra.

*: inhibicidn

; +: promocion; NR: no realizado; C: cromatograma desarrollado sin

altamente significativa (P: 0,01)

Los valores son promedio de 3 bioensayos con 5 repeticiones cada uno. Promedios

seguidos por

letras distintas indican diferencias -significativas (P: 0,01). La

comparacion solo es vilida dentro de cada fila. Fr: zona difusa comprendida en-

tre los Ry O

y 0,3 en la direccién B-Ac-A.
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I11.3.4.3. Identificacion de los principales compuestos fendlicos

I11.3.4.3.1. Compuestos 1 y 2

Las manchas 1 y 2 presentaron sobre las cromatografias en papel una
fluorescencia celeste que vird a verde amarillento cuando los cromatogra-
mas se expusieron a los vapores de amonio. El revelado con el reactivo de
FeCl3 produjo la aparicidén de manchas de color verde-grisdceo, caracteris-
tica propia de compuestos ortodihidroxifendlicos. No se produjeron reaccio-
nes de color al pulverizar los cromatogramas con el reactivo de Folin-Cio-
calteu, pero si luego de exponer los papeles revelados a vapores de amonio.
Las manchas también fueron reveladas positivamente con los reactivos de
p-nitroanilina diazotizada, y AlCl3 (cfr. Tabla XXXI11). Todas las reaccio-
nes de color coincidieron con las que exhiben el acido clorogénico y sus
isémeros (Grodzinska-Zachwieja et al., 1967). De gran importancia resulté
el empleo del reactivo de Hoepfner, ya que la aparicién de un color amari-
110 luego del rociado con el nitrito de sodio, seguido del viraje a rojo
brillante luego de la subsiguiente aplicacidn del hidroxido de potasio es
una reaccién especifica del mencionado acido (Kué et al., 1956).

Los valores de Rf en los solventes B:Ac:A y Ac 2%, asi como la fluo-
rescencia coincidieron también con aquellos correspondientes al acido clo-
rogénico comercial (cfr. Tabla XXXIl y XXX1V) (Haﬁson y Zucker, 1963).

El espectro de los compuestos 1, 2 en etanol 80%, a pH neutro presen-
td una absorcidn mdxima a 325 nm y una minima a 265 nm. El espectro del
eluido acidificado (pH: 4) no difirid del anterior lo que indicé la ausen-
cia de grupo carboxilo libre. Por el contrario el espectro del eluido a
pH alcalino (pH: 11) sufrid un desvio batocrémico con una absorcidn maxi-
ma a 370 nm, propio de la presencia de grupos hidroxilo libres en posicidn
meta o para (Figura 42). Todas estas caracteristicas fueron idénticas a
las del ac. clorogénico comercial y a las descriptas en la bibliografia
para dicho compuestos (Hanson y Zucker, op. cit.).

Como elemento adicional para la identificacién de estos compuestos,
que por todas las evidencias aportadas se habian identificado como los is6-
meros trans (comp. 1) y cis (compuesto 2)del &cido clorogénico se realizd

una hidrélisis basica de los mismos (éster de los &cidos cafeico y quinico).
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Figura 42: Espectros de absorcion a la luz UV de la mezcla (1, 2)
en metanol 80% a distintos pH neutro; 2: solucién a
pH 4 y 3: solucidn a pH 11.
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La aglicona presente en las fases etereas luego de la hidrélisis se
sembré en una placa delgada de celulosa y se desarroll1d con B:Ac:A. Lo mis-
mo se hizo con acido cafeico comercial y con el producto de la hidrdlisis
bdsica del acido clo. comercial. Los compuestos fendlicos obtenidos de am-
bas hidrolisis presentaron {dénticos valores de Rf, una fluorescencia ce-
leste que viré a celeste brillante al ser expuesta al amonio, y una reac-
cién de color gris claro al ser revelados con el reactivo del Scido sulfa-
nilico. En todos los casos su comportamiento fue igual al del acido cafei-
co comercial (Figura 43 y Tabla XXXVI).

El estudio de los residuos unidos a las agliconas se llevé a cabo
a través del método descripto en 11.2.5.2.2.3. Las caracteristicas del re-
siduo de la hidrdlisis de los compuestos 1 y 2 fueron iguales a las del
3cido quinico (Figura 44).

El resultado de todos los andlisis realizados llevé a la identifica-
cién del acido clorogénico. Este compuesto como se mencionara anteriormen-
te ha sido descripto como uno de los fenoles mas abundantes en los tallos
sanos de girasol (Koeppe et al., 1969; 1970 y 1975), y cambia en su concen-
tracidon luego de la inoculacién de la zona superior del tallo con el hon-

go Plasmopara halstedii (Cohen e Hibrahim, 1975).

111.3.4.3.2. Compuestos 3, 3' y 4

El color de la fluorescencia a 1a luz UV antes y después de la expo-
sicon a los vapores de amonio y las reacciones cromogénicas con los reac-
tivos de Folin-Ciocalteu, FeC13, AICIB, p-nitroanilina diazotizada y, en
especial, de Hoepfner y Vorsatz fueron idénticas a las del acido clorogé-
nico que se describieron en f11.3.4.3.1. Lo mismo ocurrié cuando se anali-
zaron los espectros de absorcidn en soluciones de etanol 80% neutras, §ci-
das vy alcalinas. La hidrélisis basica de estos compuestos rindid, al igual
que la del 3cido clorogénico comercial los acidos cafeico y quinico (Figu-

ra 43 y 4b). La caracteristica fundamental que permitié discernir la iden-

tidad de estos compuestos como acido isoclorogénico fue sus valores de Rf
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Comportamiento cromatografico de ésteres fend
licos comerciales, compuestos fenSlicos aisla-
dos de tallos, acidos fendlicos libres comercia
les, y productos de hidrélisis basicas, sobre
placa de celulosa. 1: dc. cafeico comercial;

2: dc. clorogénico comercial; 3: dc. clorogéni-
co comercial hidrolizado; 4: mezcla (1, 2) hi-
drolizada;5: mezcla ( 1, 2) no hidrolizada; 6:
mezcla ( 3, 3', 4) hidrolizada; 7: mezcla (3,
3',4) no hidrolizada; 8: mezcla (15, 15') no
hidrolizada; 9: ac. ferlGlico comercial y 10:
mezcla (15, 15') hidrolizada.
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en los sistemas B:Ac:A y Ac 2%, ya que estos difieren de los del acido clo.
(Tabla XXX!11). Dichos valores coincidieron perfectamente con los descrip-
tos por Hanson y Zucker (1963) para el ac. isoclorogénico.

El acido isoclorogénico también ha sido citado como uno de los compues-
tos fendlicos mis abundantes.presentes en tallos de girasol (Kozppe et ol .,
1969, 1970 y 1975). Se trata de una mezcla de tres acidos dicafeoilquiri-
cos (3-4; L4-5 y 3-5 dicafeoilquinico), de alli que se observen tres ma~chas

sobre los cromatogramas.

f11.3.4.3.3. Compuestos 15, 15'

Estos compuestos, al igual que los 1 y 2 no presentaron efecto signi-
ficativo_per se sobre el CM, sin embargo sufrieron una acumulacién mayor
en los tallos tolerantes (1) que en los susceptibles (IIS) (cfr. 111.3.4.1).

Aparecieron sobre los cromatogramas como manchas violetas que viraban
a azul verdoso al ser expuestas a los vapores de amonio. Al revelarlas con
el reactivo de p-nitroanilina diazotizada surgieron como manchas violaceas
a la luz visible (Tabla XXXII).

Al compararse el producto de l1a hidrolisis basica con marcadores co-
merciales se encontrd que la aglicona de estos compuestos poseia idéntico
valor de Rf sobre placa delgada de celulosa que el icido ferilico (en el
sistema Ac 2%) (Figura 43); ambos compuestos posefan una fluorescencia azul
intensa al ser observados bajo luz UV la que adquiria brillantez al ser
expuesta a los vapores de amonio. Tanto el acido ferdlico como la aglico-
na de los compuestos 15, 15' adquirieron un color pardo rojizo a la luz
visible cuando se los reveld con el reactivo del &cido sulfanilico. Todas
estas evidencias permitieron afirmar que estos compuestos eran ésteres del
acido ferdlico.

Como no se realizé un estudio de los residuos unidos al acido no fue
posible verificar si el mismo estd unido a un azlicar o acido organico. Sin
embargo el estudio de los espectros a la luz UV mostré una estrecha coin-
cidencia con respecto al éster de acido ferdlico y &cido quinico (Hanson

y Zucker, 1963). En ambos casos los compuestos exhibieron una absorcidn
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madxima a 328 nm, una absorcidn minima a 265 nm (a pH neutro) y un desvio
batocromico del pico de absorcidn miaxima de 45 nm (Figura 45) a pH basico.
Por el contrario los valores de Rf en B:Ac:A de los compuestos 15 y
15' difirieron completamente del valor de otro derivado del feridlico que
es el éster con el acido tartdrico (Ribereau-Gayon, 1972). Mientras los
valores de los compuestos a identificar tuvieron un promedio de 0,34 y 0,40
el mencionado éster posee un Rf de 0,64 segin Ribereau-Gayon (op. cit.)
(Tabla XXXVII).
En consecuencia los resultados obtenidos hasta el momento sugieren

que podria tratarse de ésteres del &cido ferdlico y quinico.

111.3.4.3.4. Otros compuestos

Una caracteristica peculiar del dcido cumdrico y sus ésteres (Hanson
y Zucker, 1963) con respecto a otros acidos fendlicos y derivados es la
de no fluorescer al ser expuestos a la luz UV y emitir una fluorescencia
azul o violeta al ser sometidos a la presencia de vapores de amonio. Los
Gnicos compuestos que mostraron dichas caracteristicas fueron los denomi-
nados 19, 20 y 39 (Tabla XXXi!). Por otro lado los valores de Rf en !..-
sistemas B:Ac:A y Ac 2% son semejantes a aquellos obtenidos de la biblio-
grafia para los distintos ésteres del acido cumarico (Tabla XXXXII).

La propiedad de los compuestos 45 y 47 de no ser visibles bajo UV ni
antes ni despu€s de su exposicidn al amonio, y de adquirir un color viole-
ta a la luz visible luego de la revelacién con p-nitroanilina diazotizada
sugiere que se tratarfa de derivados del &cido vainilico(Ribereau-Gayon,
op. cit.). De igual modo, el compuesto 46 no era visible bajo la luz UV
y adquirid un color azul a la luz visible al revelar con el mencionado reac-
tivo. Esto sugiridé que podia tratarse de un derivado del &cido siringico.

Las mezclas 30, 33 y 18, 48, 27 no fueron analizadas debido a que se
considerd que podrian estar contaminadas con impurezas de los solventes

(cfr. 111.3.4.2.).
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Figura 45: Espectro de absorcidon a la luz UV de 1a mezcla (15, 15') en me
tanol 80% a distintos pH. 1: solucion neutra y acida (pH 4);
2: solucién basica (pH 11).
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I11.3.4.4. Determinacién de la concentracién del &cido isoclorogénico que
ocasiona una inhibicién del 50% (Cl 50).

De los experimentos anteriores se desprendiG que el compuesto de ma-
yor efecto inhibidor del CM,'y que se acumulaba en mayor proporcidn en los
individuos tolerantes era el acido isoclorogénico (cfr. I11.3.4.1; 111.3.
L.2 y 111.3.4.3).

Una condicidn indispensable que quedaba por probar para poder estable-
cer que este compuesto se relaciona con la defensa es que el mismo se ha-
lle en los tejidos en las cantidades necesarias para ejercer su efecto dele-
téreo sobre el patdgeno. Para ello es necesario establecer las concentra-
ciones minimas inhibidoras del compuesto.

La mezcla 3, 3', 4 se aisld de un gran nimero de cromatogramas. Su
concentracidn en los eluidos se determind aceptando que el coeficiente de
extincién milimlecular de dicho compuesto es 40 (Coerse et al., 1965).
Distintas concentraciones del acido isoclorogénico se incorporaron a un
medio mineral definido (11.2.1). A medida que se incrementd la concentra-
cidn del mencionado compuesto en los medios de cultivo el efecto inhibidor
se hizo mayor y alcanzd un valor del 50% (C! 50) con una concentracién de
0,3 mg/ml de medio (Figura 46), al 7°dia después de la inoculacidn. Por
el contrario, un compuesto tan afin como el &c. clorogénico no produjo e-
fectos significativos sobre el CM, al menos a las concentraciones emplea-
das (Figura 46).

Al analizar la velocidad del crecimiento fingico en funcidén del tiem-
po de inoculacién se encontrd, utilizando 0,3 mg de acido isoclorogénico/
ml, que la velocidad se reduce en un 50% hasta el 7°dia pero luego el cre-
cimiento practicamente cesar, ya que no se encontraron diferencias signi-
ficativas entre los promedios de los crecimientos al 7° 8°dia ni al B°y
9°dia (Figura 47). Cuando se utilizé 0,6 mg/ml, el inicio del crecimiento
se retardd 3 dias respecto al testigo y la colonia alcanzd al 5°dia un ra-
dio promedio que se mantuvo constante hasta el final del experimento (11°

dia) (Figura 47).
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Figura 46: Efecto inhibidor de diferentes concentraciones de
ic. isoclorogénico (o) y &c. clorogénico (o), sobre
el crecimiento micelial. (% de inhibicidén respecto
al crecimiento en el medio basal, al 7°dia de la
inoculacion). Los valores son promedio de 6 repeti-
ciones.
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F11.3.4.5. Cuantificacidon del acido isoclorogénico in vivo

Como se menciond en el punto anterior era necesario comcrobar si la
concentracién del acido isoclorogénico en los tallos toler: se halla-
ba por encima de los umbrales minimos de inhibicidén que se determinaron en
Pre.3.4.4.

Se cuantificd la concentracién de este compuesto en las zo. L de

tallos de las distintas edades, cultivados en camara bioclimatica

I11.3.4.5.1. Calculo del factor de correccién para la expresién de la con-
centracion sobre la base del peso de los tejidos que contie-
nen fenoles

El estudio de la localizacidn anatomica de los fenoles solubles mos-
tré que la proporcidn de tejidos que realmente contenian dichos compuestos
parecia variar con la edad. De ser asi, expresar las concentraciones sobre
la base del peso fresco total de tejido inicial podia llevar a resul tados
errdneos. Por lo tanto se intentd corregir dicha expresidn por medio del
célculo de tejido ‘''cortical' (C) para cada edad. Esto se logré restando
al peso inicial del tejido el peso del tejido xilemdtico. El tejido C com-
prendia en las edades || y [V la corteza y el floema y en el estadio | la
corteza, el parénquima interfascicular y el floema. Como se describiera
en el punto 111.3.7 dichos tejidos son los que contienen a los fenoles so-
lubles.

Se empled el mEtodo descripto en(.2.5.2.2.2.c. Efectivamente, el por-
centaje de xilema respecto al peso fresco inicial (en el que nunca se in-
cluyd la médula) aumentd con la edad de la planta (Tabla XXXXIIl). Esto
concuerda con el hecho que el crecimiento secundario en los tallos (il1.

L4) se incrementa al crecer la planta.
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Tabla XXXXI!1: Volimenes relativos (%) de los distintos tejidos en las zonas
de tallo que contenian las lesiones para cada estadio (1a médu-
la no se incluye en ningdn caso).

Estadio

S IIT 1

Tejidos que contienen fenoles:
parénquima cortical e interfasci 67 65 62 53
cular, floema y cambium (C)

Xilema 33 35 38 L7

Los valores son promedio de 3 repeticiones.

l: vegetativo; IIS: indiv. susceptibles, con botdn floral cerrado; IIT: indiv.

tolerantes con botdn floral cerrado y I1V: botdon floral abierto.
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111.3.4.5.2. Valores corregidos y no corregidos

No se hallaron diferencias significativas entre las concentraciones
del &cido isoclorogénico en las plantas sanas de los distintos ustadios
(Tabla XXXXIV).

En las plantas inoculadas de todos los estadios a excepcién del IIS,
se produjo un incremento altamente significativo del 3cido isociorogénico
respecto a los correspondientes testigos (Tabla XXXXIV). El contenido del
compuesto inhibidor fue similar en las edades | vy IIT y menor en el esta-
dio IV.

Es importante llamar la atencidn sobre el punto que la concentracién
del acido isoclorogénico en las L de las edades tolerantes supera en todos
los casos la Cl 50 determinada (0,3 mg/ml de medio). Esto no ocurre en los
individuos susceptibles.

Si bien la expresion de los valores respecto a los tejidos C no modi-
fica la significacidn de las diferencias entre tratamientos, es interesan-
te sefalar que mientras en el estado IV las concentraciones corregidas su-
peran adn en mayor medida la ClI 50, la concentracidn corregida en Ils no
alcanza tal valor.

Debe recordarse que no necesariamente siempre las Cl in vitro coinci-

den con las Cl in vivo, debido a que el efecto de un determinado compues-
to puede verse incrementado o reducido al interactuar con el ''medio' par-
ticular en que se encuentre en cada tejido. Sin embargo el hecho que la
concentracién del &cido isoclorogénico supere ampliamente las Cl 100 (cfr
Figura 47 y Tabla XXXXIV), en todas las L de los individuos tolerantes in-
dependientemente de su edad, y que no alcance la Cl 50 en las de los indi-
viduos susceptibles, aporta fuerza a la hipotesis de su funcidn en los me-
canismos de defensa.

El ac. isoclorogénico, al contrario que el ac. clorogénico, no ha si-
do muy estudiado en relacidn con la resistencia a enfermedades. Se acumu-
la junto con el 3c. clorogénico, cafeico, escopoletina, esculetina, umbe-
liferona e ipomeomarona en raices de batata en respuesta a la infeccion
fingica, heridas o tratamientos con compuestos quimicos (Akazawa y Wada,

1961). Dicha acumulacién es mas rapida en raices resistentes a Ceratocys-

tis fimbriata que en las susceptibles. Sin embargo, estos compuestos no
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Tabla XXXXIV: Concentracion del acido isoclorogénico en las zonas de lesidn
y tejidos similares de tallos testigos, de las distintas edades
(mg/gr). Los datos se refieren respecto al peso fresco total de
tejidos extraido (NC) y al peso fresco de tejido que realmente
contiene fenoles (C) (mayores aclaraciones en el texto).

Estadio

| ||S ||T |V
Testi NC 0,09b 0,0Sb 0,05b 0,03b
estigo b b b b
C 0,134 0,08 0,08 0,06
d bec d _C
Inocul adas NC 1,uod Ov]]bc 1-35d 0,45c
C 2,09 0,18 2,18 0,8“

Los valores son promedio de 3-4 repeticiones (3-4 plantas/repeticidén). Letras
distintas indican diferencias significativas entre tratamientos al 1%. Las cor-
paraciones son validas dentro y entre filas y columnas.

I: vegetativo; Il_.: indiv. susceptibles con botén floral cerrado; Il1_: indiv.

S T
tolerantes con botdn floral cerrado; IV: boton floral abierto.
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son inhibidores del CM de ese hongo a concentraciones considerablemente
mayores que las encontradas en los tejidos infectados. Esto no elimina, se-
gin los autores, la posibilidad de que los productos de oxidacidn o degra-
dacidn de estos acidos posean efectos téxicos in vivo. Otra posibilidad
que consideran es que los acidos o sus derivados posean un rol
indirecto en la resistencia basado en sus efectos sobre el metabolismo ve-
getal. Por ejemplo, Tomiyama et al., (1967) han sugerido que los productos
de la oxidacién de los acidos clorogénico y ascérbico son inhibidores de
la aldolasa y estimulan el desvio del camino metabdlico de la respiracidn
al de las pentosas, con el consecuente incremento de la sintesis fendlica.
Kirkham (1957) estudid la relacién de los fenoles del peral y el man-

zano con la sarna producida por Venturia inaequalis y V. pirina, respecti-

vamente. Este autor encontrd que tanto el 3c. clorogénico como el isoclo-
rogénico poseian efectos tOxicos sobre estos patégenos y que su accidn era
sinérgica; adjudicd una gran importancia a la proporcién entre ambos &ci-
dos y a la interaccion de estos con los compuestos nitrogenados.

Con respecto al ac. clorogénico, son muchos los casos en que se ha
encontrado una correlacidon entre el contenido del mismo en los tejidos y
la resistencia a enfermedades parasitarias (Schaal EI.EL" 1952; Lee et
al., 1958; Mc Clean et al., 1961; Kué; 1972; Patil et al., 1966). En otras
situaciones por el contrario este compuesto por si solo no seria capaz de
explicar la tolerancia a determinadas enfermedades (Kué, 1957). Mas aidn
0,1 a 0,2% de &c. clorogénico estimula el crecimiento de E. infestans vy
a concentraciones menores el de Fusarium solani var. caeruleum (Friend,

1957) .

111.3.5. Efecto de los acidos fendlicos libres sobre el CM, determinacién
de sus Cl 50.

La acumulacidn en las L de los tallos tolerantes no solo del &c. iso-
clorogénico sino también de un nGmero de otros €steres no inhibidores per
se 1levd a pensar que estos podrian tener una relacidn aunque indirecta

en la defensa. Como se indicd en el punto 1.3.3.3.6 ciertos antibidticos
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consti tutivos deben sufrir transformaciones para adquirir su toxicidad fren-
te a los microorganismos patdgenos. Dentro de este tipo de reacciones se
destacan la hidrédlisis y la oxidacion. Dado que se habia logrado identifi-
car las principales agliconas liberadas a través de la hidrélisis basica

de los extractos provenientes de las L de los tallos tolerantes (i11.3.3.
2.1.2 y 111.3.3.2.2.2.) se estudid el efecto de las mismas sobre el CM.

Se analizaron diversas concentraciones (0,1; 0,2; 1 y 2 mg/ml de medio
de cultivo) de los acidos cafeico (caf), cumarico (cum.), ferdlico (fer.),
vainilico(vai.) y p-hidroxibenzoico (p-OH) adquiridos comercialmente. A fi-
nes comparativos se empled también el catecol (cat.) y el 3c. clorogénico
(clo.).

Todos los compuestos produjeron efectos inhibidores a excepcidn del ac.
clo. Dichos efectos aumentaron al incrementarse la concentracidn en los me-
dios. Los Cl 50% al 7°dia de la inoculacién en medio AM 0,1% (Fig. 48) se
lograron con las siguientes cantidades de productos (en mg/ml): 0,1 para
los 3c. vai. y cat; 0,5 para el cafeico y 1,0 para los dc. ferdlico y p-
hidroxibenzoico.

Como puede observarse las Cl 50 del vai.y caf-.se encuentran en el orden
de la concentracidn determinada para el ac. isoclorogénico (111.3.4.4.).
Por el contrario el resto de los acidos libres necesitan estar mds concen-
trados para producir una ccién semejante.

En cuanto al tipo de alteracidon que los 3 ci dos fendlicos produjeron

sobre el CM se pudo distinguir &4:

- El micelio no crecidé en absoluto: concentraciones de cat. y vai.

periores al 1 mg/ml de medio (Figuras 51 y 52).

- Retardo en el inicio del crecimiento: 2 mg/ml de &cido cafeico (Figu-

ra 52).

- El crecimiento se detuvo a partir del 2° L4°dia después de la inocu-
vacién: 0,1y 0,2 mg/ml de cat. y vai.; 1 mg/ml de fer y 1 y 2 mg/ml
de caf.; 2 mg/ml de pOH (Figuras 49, 50, 51 y 52).

- Ningdn tipo de efectos: 0,1 mg/ml de caf, pOH y clo; 0,2; 1y 2 mg/
ml de clo (Figuras 49, 50, 51 vy 52).
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2 3
mg. ac. fendlico /ml

Efecto inhibidor de diferentes concentraciones de

3c. fendlicos comercieles, sobre el crecimiento mice-
lial (% oe inhibicién respecto al crecimiento en el
medio basal, al 7°dia de la inoculacidén). : catecol;
o: vainilico; ---: cafeico; 0_0: p-hidroxibenzoico
y x—x: ferdlico. Los valores son proredio de 8 re-
peticiones.
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Figura 49:
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DIAS DESPUES DE LA INOCULACION

Crecimiento micelial en funcidn del tiempo de inoculacidn sobre
un medio basal (o), y en dicho medio m3s el agregado de 0,1 mg/
ml de dc. clorogénico ( ), adc. p-hidroxibenzoico (+), &c. cafei
co (), 8c. vainilico (x) y catecol (o). Los valores son promedio
de 8 repeticiones.
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Figura 50:
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DIAS DESPUES DE LA INOCULACION

Crecimiento micelial en funcidn del tiempo de inoculacidn sobre un
medio basal (o), y en dicho medio mds =1 agregado de 0,2 mg/mi de

dc. clorogénico ( ), dc. p-hidroxibenzoico (+), ac. cafeico {a);

dc. vainiiico {x)y catecol (o). Los valores son prcmedio ce 8 re-

peticiones.
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DIAS DESPUES DE LA INOCULACION

Crecimiento miceiial en funcidn del tiempo de inoculacidn sobre
un medio basal (o), y en dicho medio mds el agregado de 1 ma/
ml de 3c. cIorogenlco ( ), dc. p-hidroxibenzoico (+), 3c. ca-
feico (a), dc. vainilico (x) y catecol (c). Los valores son
promedio de 3 repeticiones.
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Crecimiento micelial en funcidn del tiempo de inoculacidn soore
un medio basal (o), y en dicho medio mas el agregado de 2 mg/
ml de ac. clorogénico ( ), 3c. p-hidroxibenzoico (+), ic.

feico {1), 3c. vainilico (x) y catecol
promedio de 3 reoceticiones.
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La repeticidon de los ensayos bioldgicos con medio mineral definido en
lugar de AM 0,1% arrojé practicamente los mismos resultados. Se probd ademds
el efecto del &cido cumdrico cuyo Cl 50 resultd 1 mg/ml.

Los acidos p-hidroxibenzoicos han sido hallados en tejidos vegetales
enfermos (Friend, 1977). En dos interacciones hospedante-patbgeno: manzano
atacado por S. fructigena (Fawcet et al., 1968) y en cultivos de células
de papa infectados con P. infestans (Friend, 1971; Robertson et al., 1968)
se encontraron concentraciones antifdngicas de los dcidos p-hidroxibenzoi-
co, salicilico y vanilico. En la primera interaccién los tres &cidos seria
sintetizados por el hongo a partir de precursores producidos por el hospe-
dante tales como el &cido clorogénico (Fawcet, op. cit.).Los mencionados
fenoles se hallan en forma combinada (probablemente como glucbsidos) en cé-
lulas de papa resistentes antes de la infeccion (Robertson et al., 1969).

Como se mencionara, el acido cafeico se acumula en tejidos de papa infec-
tados y es responsable de la inhibicidn del crecimiento de patdgenos tales

como Myrothecium verrucaria y Fusarium solani f. radicicola (Kué, 1957).

También se acumula en hojas de maices resistentes y susceptibles a Colleto-

trichum graminicola pero no posee efectos perjudiciales sobre este hongo,

al menos en el rango de concentraciones ensayadas (Hammerschmidt y Nicholson,
1977).

Los resultados obtenidos permiten concluir que las agliconas de todos
los ésteres fendlicos que se acumulan en las L de los individuos de girasol
tolerantes poseen efecto inhibidores del CM que van desde la reduccién de
la velocidad del crecimiento, el retardo del inicio del mismo hasta la re-
duccidn total del CM. Dichos efectos dependen de las concentraciones de los
compuestos en los medios y estas a su vez de cada producto.

Se puede proponer entonces que dichas agliconas, liberadas por hidrola-
sas de origen fingico o del hospedante, podrian intervenir en la defensa.
Restaria comprobar fundamentalmente la presencia de estas enzimas en los
tejidos y la velocidad de liberacion de los productos activos para fortale-
cer esta idea. La no acumulacidn de 3cidos fendlicos libres, hecho que se
podria esperar de producirse la hidrolisis de los ésteres, no es de extra-
fiar ya que estos compuestos o sus radicales libres constituyen metabolitos
intermediarios de vida media muy corta dada su condicién altamente reactiva

(Bell, 1981).



111.3.6. Observaciones acerca de la oxidacion de los medios de cultivo

Durante el transcurso de todo este trabajo se observaron dos tipos de
alteraciones en los tubos donde se real i zaron los bioensayos: un oscureci-
miento del medio de cultivo por debajo de la mata micelial, y la melaniza-
cion de las hifas vegetativas.

En el primer caso 1a alteracion siempre se origindé en la zona corres-
pondiente al indculo y desde allil se extendié hacia el margen de crecimien-
to del micelio. Nunca estuvo presente en los medios sin agregados. La inten-
sidad y extensidn del oscurecimiento (castafio rojizo) varid con los distin-
tos compuestos adicionados.

En el caso de la incorporacidon de extractos completos que co ntenfan
por debajo de 1 mg de fenoles totales/ml no se produjeron oxidaciones inde-
pendientemente del origen, a eXcepcion de ciertos medios con extractos
inhibidores del estadio IV inoculado. Cuando el medio contuvo mas de 1 mg/
ml, el hongo indujo una alteracion del color del mismo cuya extensidon e in-
tensidad se incrementS al aumentar el contenido de fenoles en el medio y
por ende el efecto inhibidor.

Los Unicos compuestos que indujeron una oxidacién por parte del hongo
fueron las distintas combinaciones de 1, 2, 3, 3', 4, 21, 22 y 26. A igual-
dad de concentraciones (0,3 mg/ml) la oxidacidén fue muy leve con 1, 2, 21,
22, 26 y castafa rojiza fuerte con 3, 3', 4 (3c. isoclorogénico).

El empleo de altas concentraciones de dc. clorogénico comercial (3,5
a 5 mg/ml) no fueron inhibidoras del CM sin embargp indujeron una leve oxi-
dacidn castafo verdosa a castafo rojiza clara. En los casos de las concen-
traciones mds altas los primordios de esclerocios posefan un color verdoso
lo que sugeria su empleo en la sintesis de melaninas que cubren a los mis-
mos. Los &c. comerciales cafeico, ferGlico y catecol produjeron una leve
alteracidn del medio a concentraciones mayores o iguales a 1 mg/ml.

Con respecto al segundo tipo de alteracidon se la observé unicamente en
los medios con el agregado de cafeic o (2 mg/ml) y catecol (1 y 2 mg/ml).

Puede generalizarse a partir de estos resultados que siempre que el hon-

go produce una fuerte alteracion del medio de cultivo, el efecto de este

es altamente inhibidor del CM. Los ensayos con compuestos aislados indican
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una oxidacion preferencial del isoclorogénico, es decir del compuesto con ma-
yor efecto tdxico presente in vivo. Lo contrario no siempre es cierto, ya que
ciertos medios altamente inhibidores no se alteran o lo hacen muy levemente
(caso de ac. fendlicos libres y extractos completos que contenfan menos de 1

mg de fenoles totales/ml). Esto podria interpretarse como la capacidad del ton-

go de oxidar in vitro ciertos fenoles 1o que al menos solo se visualiza cuandd
H

estos se encuentran por encima de determinadas concentraciones.

La oxidacion de fenoles fungitoxicos por parte de un patdgeno, puede re-
sultar en productos aln m3s téxicos que sus precursores (radicales libres y
quinonas) (Bell, 1981). En ciertas interacciones dichos compuestos son polime-
rizados a melaninas inactivas para ese determinado patdgeno, a través de poli-
fenoloxidasas (PP0O) (Kritzman y Chet, 1980).

Las interacciones girasol-S. sclerotiorum tolerantes se caracterizaron

sin excepcidn por el oscurecimiento de las lesiones (I11.1.4). Esto se deberia
a la oxidacion de los fenoles por PPO del hongo y/o de la planta. Marciano et
al. (1983) demostraron que aislamientos virulentos de S. sclerotiorum producen
mayores cantidades de ac. oxdlico y que este compuesto a pH 4 es inhibidor de
la actividad de las PP0O presentes en los tallos sanos de girasol. Es importan-
te agregar que si el pH del medio es igual a 6 es necesaria una concentracion
10 veces mayor de oxalico para producir igual efecto inhibidor de PPO. La de-
terminacion de los pH en los jugos vegetales (Tabla 45) demostrd que en los
estadios tolerantes se acercan a 6 y en el susceptibles a & (lls).

El hecho de que la inhibicion de la oxidacidon de los fenoles se relacio-
ne con la susceptibilidad (lesiones claras, I11.1.4) (Marciano et al., op. cit.)
sugiere que los compuestos oxidados podrian ser mads tdxicos que los no oxida-
dos. Sin embargo cabe la posibilidad de que la oxidacion sea una mera consecuen-
cia del exceso de fenoles en el medio no alterando substancialmente el efecto
de estos compuestos.

El estudio de la accion de los productos de oxidacidn de los fenoles que
se acumulan en las lesiones de los individuos tolerantes sobre el CM seria de

fundamental importancia para aclarar estos puntos.
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Tabla XXXXV: Ph del jugo celular extraido de distintas zonas de tallos inocu-
lados y testigo, de diferentes edades.

Estadios

| I v
Testigo Inoculado Testigo Inoculado Testigo Inoculado
I
T IIS

L 6,69° 5,98° 6,437 5,77 4,6° 6,26 5,5

SA 6,9° 6,34°
L: lesiones; SA: sana adyacente; -: no realizado.
I: vegetativo; [l: botdon floral cerrado; IV: botdn floral abierto. Los valores

son promedio de 3-4 repeticiones. Letras distintas indican diferencias signi-

ficativas al 5%. Las comparaciones son validas dentro y entre filas y columnas.
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Como quedd demostrado en I1l.1.4 y 111.4.3, 1a tolerancia se relaciona con la
melanizacidn temprana de.los tejidos, en especial de aquellos que limitan las
lesiones. Este evento se produjo independientemente de la edad del tallo y o-
rigen del material. Beckman Eﬁ.il'(]97h) demostraron que paredes artificiales
de pectina-oxalato de calcio impregnadas con productos de oxidacidn de 3-hidroxi

tiramina son resistentes a la degradacidn por acido oxalico y por Fusarium oxys-

porum f. sp. cubense. Por el contrario, las membranas no impregnadas eran des-
truidas por el oxalico. De igual modo, la impregnacidn natural de las placas
perforadas de los vasos de las raices del banano con productos de oxidacion
similares confiere resistencia a la degradacién por oxdlico (Friend, 1977). Am-
bos trabajos aportan una fuerte evidencia al eventual papel de las melaninas
como protector frente al dcido oxdlico. Anteriormente se habTa demostrado que
dicho compuesto se relaciona con la degradacion de paredes celulares por Scle-

rotium rolfsii y, como se describiera en los antecedentes bibliograficos, cons-

tituye la principal toxina de Sclerotinia sclerotiorum y actda sinérgicamente

con las enzimas degradativas del hongo.

I11.3.7. Localizacion histoquimica de los fenoles en los tallos

Otro aspecto fundamental dentro del.estudio de los compuestos fendlicos
fue su localizacidn anatbmica en los tallos susceptibles y tolerantes. Los
objetivos principales fueron detectar la presencia de estos compuestos en las
zonas de penetracidn del patdgeno, y determinar la existencia de diferencias
en la localizacidn, entre individuos provenientes de los distintos tipos de
respuesta al hongo, que pudieran considerarse factores de resistencia.

Los métodos histoquimicos (11.2.5.2.2.4) presentaron reacciones muy vi-
sibles de color rojo brillante en el caso del reactivo del acido nitroso, y
verde grisaceo oscuro en el caso del ClFe3. Sin embargo la rapida difusidn de
los fenoles fuera de las células obstaculizd la exacta determinacidn de los
tejidos que los contenian, a pesar de los intentos realizados a fin de inmovi-
lizarlos.

El método de autoflorescencia resultd mads aconsejable para estos estu-
dios ya que al ser posible el montaje de los cortes histoldgicos en seco, los

fenoles no difundieron.
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Sobre la base de la fluorescencia exhibida antes y después de exponer
los cortes al hidroxido de amoni¢ se distinguieron 4 tipos principales de reac-

ciomes a la luz UV.

1) Paredes azules que no viraron. Segidn Harris y Hartley (1976) las paredes
que presentan dichas caracteristicas, que dan una reaccidn positiva con el
test del floroglucinol HC1 (11.2.5.3) y no son degradadas por celulasa (II.
2.5.2.2.4) estarian lignificadas.

2) Paredes azules que viran a azul mis brillante o verde: indicaria la presen-
cia de acidos fendlicos esterificados con las paredes celulares. Si dichas
paredes no dan el test del floroglucinol HCl y la fluorescencia desaparece
luego de tratamiento con celulasa dichos acidos estarian unidos a polisaca-
ridos de paredes no lignificadas (Harris y Hartley, op. 5113), de lo contra-
rio constituirian unidades de ligamiento entre la lignina y los carbohidra-

tos estructurales (Brown, 1966).

3) Contenido celular azul que vira a verde intenso luego de la exposicidn al
amonio. Estas caracteristicas son propias de los acidos cafeoilquinicos que
como se indicd son los fenoles mas abundantes en los tallos de girasol, se
acumulan significativamente en las L de los tallos inocuiados toleranfes,

y exhiben efecto inhibidor del CM (I11.3.4).

L) Corplsculos de fluorescencia amarilla que no vira (naturaleza no identifi-

cada).

Fenoles solubles:

En las plantas sanas, los fenoles solubles (detectados a traves de la
fluorescencia azul que viraba a verde) se observaron unicamente en algunas cé-
lulas de la corteza, independientemente de la edad y zona del tallo (Figuras
53 y 5k by d; 55). '

En las L y SA del estadio | inoculado los fenoles se localizaron en to-
das las células de la corteza (fig. 55), cambiun, floema, parénquima interfas-

cicular (Fig. 56) y parénquima medular adyacente a los haces (fig. 53 a y 57).
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En las L y SA de |1 IV ocuparon el interior de todas las células de la cor-

Y
teza, floema y camb?un (Fig. 53 y 54 c).
Por el contrario, en los margenes de las lesiones de los individuos sus-
ceptibles(lls) no se observaron diferencias respecto al testigo (Fig. 54 a).
En las SA de los individuos en los que se acumularon fenoles, la localizacion
fue similar a la de la edad | de lo contrario se asemejaron al testigo. La gran
destruccidon de los tejidos por la accidn fingica en estos individuos imposibi-

1itd el estudio de otras zonas de la lesidn.

Fenoles insolubles:

A) Paredes lignificadas: Independientemente del estado sanitario y edad del hos-
pedante las paredes de los elementos del xilema primario, secundario, floe-
ma primario y casquetes de fibras presentaron todas las caracteristicas pro-
pias de la lignificacion es decir fluorescencia azul que no vira test de

floroglucinol ClH positivo y resistencia a celulasa (Fig. 56, 58 vy 59).

B) Paredes lignificadas con 3cidos fendlicos esterificados: las paredes de los
vasos xilematicos secundarios mas jovenes, es decir mads cercanos al cambium
presentaron una fluorescencia azul que vird a verde o se intensificd, adi-
cionalmente exhibieron una reaccidn positiva frente al floroglucinol ClH
y resistieron el tratamiento con celulasa.

Estas caracteristicas se presentaron en todos los tallos independientemen-
te de la edad y estado sanitario. Podria deberse a un menor grado de ligni-
ficacidn en estas estrucutras mas jOvenes. Los acidos fendlicos en estos
casos podrian constituir un paso previo en dicho proceso ya que de acuerdo
con la hipdtesis de El-Basyouni, Neish y Towers (en Brown, 1966) ciertos
esteres insolubles de acidos hidroxicinamicos serian los precursores reales

de la lignina.

C) Paredes no lignificadas, con ésteres de acidos fendlicos: en las paredes
de ciertas células no lignificadas surgid una fluorescencia postinfeccional.
Este evento estuvo restringido a los individuos tolerantes de las edades
I, Il y IV. Las paredes de las capas externas de la corteza en los tres es-
tadios (Figura 55) y del parénquima interfascicular en el estadio | (Fig.

56) presentaron una fluorescencia azul que vird a verde con amonio pero no



-218-

‘igura 53: Localizacién anatémica de los fenoles solubles en los margenes de lesiones
y tejidos similares de a: edad | inoculado; b: edad | testigo; c: edad |V
inoculado y d: edad IV testigo. Fenoles: sombreando; fibras: negro; floe-
ma: punteado v xilema ravado.
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Figura 55: Fenoles en corteza de tallos en estadio vegetativo (I) (tolerante),
’ cortes transversales a 1,5 cm de altura. Observacidn en micros-
copio UV { 500X).A: tallo sano, observar algunas células con
contenido azul (fenoles solubles). B: tallo inoculado, todas
las células con contenido azul (fenoles solubles) y las paredes
celulares con fluorescencia postinfeccional celeste brillante
(impregnacién con compuestos fendlicos).



Figura 56:

Xilema primario y parénquima interfascicular de tallos en estadio vegeta-

tivo (1) (tolerante), cortes transversales a 1,5 cm de altura. Observacion
en microscopio UV ( 500X).A: tallo sano: paredes lignificadas de elementos
xilematicos celeste brillante. B: tallo inoculado: fluorescencia postinfec-

cional celeste de las paredes de las cé€lulas del parénquima interfascicu-
lar (impreanacién con comps. fendlicos) y contenido zzul postinfeccional

en dichas células(fenoles solubles). C: tallo inoculado incubado con celula-

Sa.
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Figura 57: Parenquima medular adyacente a las haces vasculares, en tallos de esta-
T dio vegetativo (1) (tolerante). fortes transversales a 1,5 cm de altura.
Observacién en microscopio UV ( 500X).A: tallo sano. B: tallo inoculado.
Células parenquimdticas con contenido postinfeccional azul (fenoles so-
lubles).
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Figura 58: Xilema secundario, en tallos sanos de estadio de boton floral abierto
(1V). Cortes transversales a 1,5 cm de altura ( SOOX)- A: observacion
en microscopios UV sin tincion: elementos lignificados, con fluorescen-

cia celeste y B: observacion en microscopio optico con floroglucinol
Cl H: elementos lignificados de paredes rojo-plrpura.
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Figura 53: Xilema primario y secundario incipiente en cortes transversales de

T tallos, a 2 cm de altura. Observacion en microscopio optico test
del floroglucinol HCl. A: xilema primario y parénquima interfasci-
cular en tallos de estadio vegetativo (1) (‘8p00x ); B: xilema
secundario incipiente en tallos de estadio . boton floral cerrado

(1) ( 2000%x )-
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dieron una respuesta positiva frente al floroglucinol CIH. Dicha fluorescencia
desaparecié luego del tratamiento con celulasa o la hidrdlisis bdsica con OHNa
1 M (16 hs a 20°C) (Fig. 56).

Con el propdsito de contar con mayores evidencias acerca de la interpretacion
del punto C) respecto a que la aparicidn de la fluorescencia postinfeccional en cier-
tas paredes se deba a una esterificacidon fendlica restringida a individuos toleran-
tes se realizd un estudio cromatografico del producto de la hidrdlisis de las pare-
des del hospedante previa extraccidn exhaustiva de los fenoles solubles presentes
en los tejidos.

Tanto la hidrélisis bdsica como a través de celulasa (11.2.5.2.2.4.) arrojaron
resultados similares. La observacion de los cortes luego de la hidrélisis demos-
tré la desaparicidn de la mencionada fluorescencia (Fig. 56). En los cromatogramas
provenientes de los hidrolizados de individuos tolerantes (I y IV) se observaron
una o dos manchas fluorescentes las que no estuvieron presentes en los provenientes
de plantas testigo, susceptibles, ni en el control de solventes (Fig. 60). Las ca-
racteristicas de Rf coincidirfan con las de los acidos cafeico y ferdlico para las
de la fluorescencia UV antes y después de exposicidn al amonio indicaron que podria
tratarse de los acidos cafeico y cumarico. Sin embargo seria necesario estudios a-
dicionales como espectros, etc para corroborarlo. No obstante, estudios quimicos
realizados en otras especies vegetales citan la ocurrencia de los acidos feridlico
y cumidrico (Harris y Hartley, 1976) en todas las gramineas analizadas y en papa re-
sistente a P. infestans (Friend, 1977) y a los 4cidos hidroxibenzoico e hidroxici-
ndmicos en plantas inferiores (Friend, 1976). Finalmente, en cuanto a la unién de
ésteres fendlicos a paredes lignificadas se ha citado la presencia de los acidos

p-cumirico, ferdlico, vanilico, siringico y p-hidroxibenzoico (Brown, 1966).

Conclusiones

- La localizacion periférica de los compuestos fendlicos solubles inhibidores coin-
cidente con las zonas de infeccidn constituye un elemento mds a favor de la hipd-
tesis de la relacidn de los mismos con la tolerancia. Esto explicarifa porqué las
lesiones en los individuos tolerantes se restringen a las capas mas externas de

la corteza.
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Compuestce fiuorescentes nroductos ae
13 hidrOiisis basica de tejidos vege-
tales de distintas edades extraidos
previamente con metanol, sobre croma-
tografia en papel. 1: testigo de sol-
ventes; 2: lesiones de individuos sus-
ceptibles (1lg) 3: lesiones de indivi-
duos- de estadio 1V; 4: lesiones de in-
dividuos de estadio |; 5: tejidos si-
milares de testigos en estadio |, 6:
dcido ferlGlico comercial; 7: acido ca-
feico comercial y 8: dcido cumarico co
mercial. ’
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- No se hallaron diferencias en la localizacidon de los fenoles solubles con la edad.
Por lo tanto las diferencias entre edades susceptibles y tolerantes se deberia
Gnicamente a causas de tipo cuantitativo y de velocidad de sintesis de los compues

tos inhibidores.

- La aparicion de una fluorescencia postinfeccional en las paredes de ciertas célu-
las de las capas mas externas de la corteza y parénquima interfascicular, dada
por la esterificacion de ac. fendlicos a las mismas, podria constituir una barre-
ra activa de tipo quimico o mecanico que dificulte o impida el paso del patdgeno
hacia el tejido vascular o parénquima medular. Esto sin duda seria un obstaculo
para la distribucion de la toxina a través del xilema y el acceso del hongo hacia

el interior del hospedante.

Ride (1978) describe un cierto nimero de alteraciones de las paredes celulares
que se relacionan con la resistencia a enfermedades parasitarias. Las principales
son la deposicidn de calosa, calcio, suberificacion, melanizacidén (deposicidn de
polimeros de fenoles oxidados),lignificacidon e impregnacién de las paredes con aci-
dos fendlicos. La alteracidn observada en los tallos tolerantes de girasol estarfa
incluida dentro de uno de los dos Gltimos tipos.

Friend (1976) quien se ha dedicado al estudio de la lignificacidén y formacidn
del material del tipo de la lignina en los tejidos infectados interpreta dichos e-
ventos como barreras activas que pueden tener una funcidn de tipo fisica o quimica
en la resistencia. Un tipo de barrera fisica implica la formacidén de una capa de
lignina o material similar que se interpone entre las enzimas del patdgeno y los
carbohidratos de las paredes imposibilitando el contacto con los sustratos. La hi-
potesis de la barrera quimica requiere la alteracidon del sustrato polisacaridico de
la pared de forma tal que aunque la enzima tome contacto con este sustrato modifi-
cado no sea posible la formacidon del complejo enzima-sustrato necesario para que
se produzca la reaccidn litica o hidrolitica.

La lignificacidn o formacidén de compuestos del tipo de la lignina como conse-
cuencia de la infeccion se ha relacionado con la resistencia del trigo frente a nu-

merosas especies de hongos (Ride, 1980), del rdbano frente a Peronospora parasitica

(Asada et al., 1976), del zapallito frente a Cladosporium cucumerium (en Friend,

1976), de la papa frente a Phytophthora infestans (Friend op. cit.), etc.
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111.4, Factores mecanicos en relacidn con la tolerancia

I11.4.1. Introduccién

Royle (1976) considera que la colonizacidén fingica puede verse restringida a
areas discretas debido a la presencia de tejidos que constituyen barreras resisten-
tes a la degradacion. Estas generalmente comprenden células suberificadas o ligni-
ficadas que pueden variar en nidmero y distribucidn entre cultivares, 6rganos de una
misma planta, o con la edad del hospedante. En otros casos ciertas barreras mecani-
cas se forman activamente como consecuencia de la infeccidén (1.3.3.3.6).

La impregnacidn postinfeccional de ciertas paredes celulares con acidos fend-
licos en los individuos de girasol tolerantes a la podredumbre basal podria de he-
cho constituir una barrera mecdnica de este Gltimo tipo mencionado (cfr. 111.3.7).

Se buscd conocer la existencia de otros factores adicionales en relacidn con
este tipo de mecanismos que pudieran contribuir a las diferencias en la velocidad
del CM en el interior del hospedante, que exhibe el patdgeno en los distintos esta-
dios. Este tipo de barreras podria actuar conjuntamente con los compuestos inhibi-
dores descriptos en 111.3 o previamente, permitiendo el desarrollo de los mecanis-
mos bibquTmicos.

Se llevd a cabo un estudio ontogénico de la anatomia del tallo sano. Ademés
se realizaron tests con el reactivo de floroglucinol HCl para detectar los tejidos
lignificados y, de acuerdo con la intensidad del color de la reaccidn, conocer el
grado de lignificacidén de los mismos (11.2.5.3).

El conocimiento del desarrollo del sistema vascular en las porciones del tallo
atacado sumado al cdlculo de los volimenes de ''tejido cortical" (epidermis, corte-
za, floema y parénquima interfascicular) (C) y xilemdtico (X) en cada estadio per-
mitid considerar al 6rgano en su real dimensidn en términos no solo del tipo sino
también de la proporcidn de los tejidos que el patbgeno debe penetrar hasta acceder
al tejido X y/o a la médula. Se considerd que la accesibilidad de estos Gltimos te-
jidos constituye un ''punto clave' en la determinacidn del grado de susceptibilidad
de la planta en cuanto a la distribucidén de las toxinas fidngicas y a la pérdida de

la capacidad de sostén del tallo.
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111.4.2. Tallo sano

111.4.2.1. Descripcidn anatémica

Los resultados de los estudios anatdmicos concidieron estrechamente con las
observaciones de Thoday (1922). El tallo exhibe crecimiento secundario que se ini-
cia en la base y se desarrolla hacia el apice, a medida que los tallos van adquirien
do una mayor edad. De esta forma, individuos de distintas edades presentan a una
determinada altura tallos en diferentes estados de desarrollo. Al nivel del limite
superior de la lesidn (1.s) los tallos en edad I; exhiben crecimiento primario (}.
s: 1). En los tallos de la edad Il, el grupo S mostrd también crecimiento primario
(1.s. 4 cm) mientras que el grupo T presentd un crecimiento secundario incipiente
(1.s. 2 cm). Todos los tallos de edad IV tenfan crecimiento secundario (I.s. 1.8

am) (Fig. 53 y 54).

Crecimiento primario: el tallo estd constituido por una epidermis uniestrati-

ficada; una corteza parenquimatica, cuyas dos capas de células mas externas son co-
lenquimatosas con engrosamientos angulares (no siempre presente); el sistema vascu-
lar; y la médula de parénquima esponjoso.

El sistema vascular estd constituido por un anillo de haces vasculares separa-
dos por un parénquima interfascicular delgado. Cada haz esta formado por floema pri-
mario hacia afuera y xilema primario hacia adentro. Entre ambos tejidos se locali-
za el cambium fascicular el que se continda con el interfascicular. Hacia el exte-

rior de cada haz se observa un casquete de fibras (Fig. 53).

Crecimiento secundario incipiente: Con el crecimiento en didmetro del tallo

la médula se agranda y los haces se separan mucho entre si. Tanto el cambium fasci-
cular como el interfascicular comienzan su actividad, pero no lo hacen en forma u-
niforme. Por eso, en esta etapa del desarrollo se observa, en cortes transversales,
porciones ''triangulares'' de xilema secundario en las zonas interfasciculares. Los

haces aln son distinguibles como tales pero en ellos también se ha incorporado xi-
lema y floema secundario (Fig. 54). A este nivel ya no se distingue el parénquima

interfascicular y el sistema vascular en su conjunto constituye un anillo continuo

pero de grosor irregular.
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Crecimiento secundario: La actividad cambial continida hasta el logro de un

anillo completo mads o menos uniforme de xilema y floema secundarios (Fig. 53).
El xilema secundario estd formado por fibras, grandes vasos con puntuaciones,

y radios medulares (Thoday, 1922).

111.4.2.2. Proporcidén de los distintos tejidos en cada edad

En la zona de inoculacidn el crecimiento es secundario, independientemente
de la edad del hospedante. Considerando una seccidn trasversal a esa altura, la
superficie ocupada por el tejido C no varid con la edad en tanto que la del ani-
llo xilematico fue menor en el estadio mas joven (P: 0,05) que en el adulto y pre-
sentd valores intermedios en los tallos de edad Il (Tabla XXXXVI).

Si se regresa a la Fig. 17 (111.1.4.2) se recordar3d que las diferencias en
la extensidon de las lesiones se hacen significativas al 4°d7a cuando practicamen-
te se detiene el crecimiento en las edades tolerantes en tanto que se incrementan
bruscamente en el estadio IIS. En los estadios tolerantes, la longitud promedio
de las lesiones se estabiliza en valores entre el primer y segundo centimetro de
altura a partir del punto de inoculacién.

Al comparar los vollimenes de C y X comprendidos entre la zona de inoculacion
y el centimetro de altura en las distintas edades, se encontraron diferencias en-
tre tejidos y entre edades (P: 0,05). Tanto el volumen de tejido C como el xile-
matico se incrementan con la edad del hospedante. Nuevamente no se hallaron dife-
rencias significativas entre los estadios mas aduitos respecto al X, pero si a
la C que fue mayor en Il (Tabla XXXXVIIl). La relacién C/X se mantuvo constante
en I y Il (1,6) pero disminuyé y se hizo iqual a 1 en el estadio IV.

Al alcanzar el centimetro de altura, el hongo no solo hallara diferencias
anivel de la distribucidn del tejido xilemdtico (cfr. Figuras 53 y 54) sino tam-
bién en la distancia que debe atravesar para acceder a la médula.

La superficie de tejido cortical es menor en la edad mas joven; le sigue la
edad adulta y por Gltimo la edad Il (Tabla XXXXVII1). Con referencia al X su super-
ficie es menor y con distribucion interrumpida en la edad | y semejante en las

edades |1 y IV (Tabla XXXXVI1).



Tabla XXXXVI: Superficies ocupadas por tejido '‘cortical' (C) y xilemdtico (X

en la zona de inoculacidn,de acuerdo con la edad del hospedante
(cm2).

Estadios
| ] |V
0,22%° 0,35° 0,30°
0,135 0,260 0,31°

Los valores son promedio de tres repeticiones. Letras distintas indican dife-
rencias significativas al 1%.Las comparaciones son vdlidas dentro y entre fi-

las y columnas. |: vegetativo; I1: botdn floral cerrado y IY: botén floral a-
bierto.

Tabla XXXXVII: Superficies ocupadas por tejido ''cortical' (C) y xilemdtico (X)
a 1l cm de altura respecto a la zona de inoculacién, de acuerdo
con la edad del hospedante (cm2).

Estadios
| ' IV
a d c
c 0,17 0,35 0,27
X 0,09° 0,22° 0,23°

Los valores son promedio de tres repeticiones. Letras distintas indican dife-
rencias significativas al 1%. Las comparaciones son validas dentro y entre fi-

las y columnas. |: vegetativo; Il: botdn floral cerrado y {V: botén floral a-
bierto.
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Tabla XXXXVI11: Volimenes de tejido ''cortical' (C) y xilematico (X) comprendi-
dos entre la zona de inoculacién y el centimetro de altura (cm
en tallos sanos de distintas edades.

3,

tstadio
[ I v
c 0,192 0,32° 0,28°¢
X 0,119 0,25° 0,27°¢

Los valores son promedio de tres repeticiones. Letras distintas indican dife-
rencias significativas al 1%. Las comparaciones son vdlidas dentro y entre fi-
las y columnas. |: vegetativo; tl: botdn floral cerrado y 1V: botén floral a-
bierto.

Tabla XXXXIX: Volimenes de tejido ''cortical’ (C) y xilemdtico (X) en distintas
alturas del tallo sano, de distintas edades.(cm3).

Estadio
Altura | I
b a
0-1 cm 0'19c 0’32d
X 0,11 0,25
a
1-2 cm 0,3hb
0,20
c 0,34°
2-3 cm
X 0,17b

Los valores son promedio de tres repeticiones. Letras distintas indican dife-
rencias significativas al 1%. Las comparaciones son vdlidas dentro, entre fi-
las y columnas. |: vegetativo y |1: botén floral cerrado. -: no realizado.
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1i1.4.2.3. Lignificacidn de los tejidos

La presencia de la lignina y su formacidén en las paredes celulares ha sido
estudiada frecuentemente a través del empleo de reacciones de color especificas.
Por ejemplo, la formacion de un color rojo-plirpura luego del tratamiento con el
reactivo del floroglucinol-HC! se ha empleado para detectar lignina en numerosas
especies vegetales (Higuchi, 1981). La tipica coloracidén se debe a la presencia
en estos polimeros de moléculas de aldehidos p-hidroxicinamilicos tales como los
aldehidos coniferilicos.

A la altura del margen superior de las lesiones en los tallos de edad | vy
llS se distinguid una reaccidn positiva en las paredes de los elementos del xile-
ma y floema primarios y casquetes de fibras. En los tallos de edad IIT, en las
del xilema primario, secundario, floema primario y casquetes de fibras; en este
caso el anillo de células lignificadas es casi continuo (Fig. %). En el estadio
IV, a la altura del margen superior de la lesidn todos los elementos mencionados
para IlT reaccionaron positivamente. A medida que los elementos se acercaron al
cambiun la coloracidon se hizo mas tenue. Esto puede deberse a que dichos elementos
son m3s nuevos y por lo tanto menos lignificados (Higuchi, 1981).

En las zonas basales (de tnoculacién) reaccionaron positivamente todos los
elementos del xilema primario, secundario, floema primario y casquetes de fibras,
independientemente de la edad del tallo. En el estadio IV sin embargo la colora-
cion resulté mas intensa lo que denotaria una mayor lignificacion de los tejidos.

El estudio de los tallos con microscopio de fluorescencia (cfr. 111.3.7) per-
mitid confirmar todo lo antedicho. La lignina fluoresce bajo la luz UV emitiendo
un color celeste brillante que no vira ante la exposicidon a los vapores de amonio.
Sin embargo como se menciond en |11.3.7 las paredes de ciertos vasos en todos los

estadios (generalmente los proximos al cambiun) viraron a verde al ser expuestos

a amonio.

{11.4.3. Tallo enfermo

Estadios tolerantes: no se observd modificaciones a nivel del grosor de las

paredes, formacion de geles, tilosis o aposicion de carbohidratos. Las lesiones

estuvieron restringidas a las Zonas corticales, y no afectaron aparentemente el
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tejido vascular. Las cé€lulas atacadas se mostraron comprimidas, perdieron su in-
dividualidad yjuedarnn reducidas a paredes celulares de color castafo rojizo os-
curo debido a su impregnacién con melaninas (polimeros fenélicos oxidados). El
estudio de los margenes de la lesion al microscopio UV permitid detectar la apa-
ricion de ésteres de acidos fendlicos en las paredes de las capas mas externas

de la corteza y del parénquima interfascicular de la edad | y de la corteza de

las edades IlT y IV (cfr. 111.3.7) que no reaccionaron positivamente con floro-
glucinol CIH. Este tipo de estudio bajo luz UV asi como el tratamiento de los cor-
tes histologicos con celulasa seguido de nueva observacion al UV resul té fundamen-
tal para confirmar en los tallos enfermos lo descripto con el test histoquimico,
ya que ciertas ligninas sintetizadas postinfeccionalmente pueden no reaccionar

con el floroglucinol CIH debido a variaciones en su composicién quimica (Bell, 1981;

Asada et al., 1976).

Estadio susceptible: las lesiones acuosas y profundas alcanzaron la médula.

Los tejidos estaban tan altamente destruidos al 5°dia que fue imposible individua-
lizar las células del hospedante. El estudio de los margenes de las lesiones indi-
c6 que en estos no aparece la fluorescencia postinfeccional presente en los tallos
primarios de la edad |. Tampoco se observd la formacidon de melaninas. Sin embar-
go, al analiZzar zonas del tallo separadas en oasiones varios centimetros de los
mirgenes de las lesiones se encontrd que los haces correspondientes al lado del
tallo mas afectado o de todo el tallo (si el ataque era muy severo) estaban com-

pl etamente oscurecidos.

111.4.%,. Conclusiones

- Desde el punto de vista anatémico, el mayor volidmen de tejido lignificado y su
<i~tiibucibn continua en las Zonas de crecimiento del hongo contribuirian con

la tolerancia en los estadios mds aduitos (11 y 1V). S. sclerotiorum es un pa-

tégano que se caracterizZa por poseer un sistema enZimdtico muy completo pero
hasta el momento no se ha demostrado que produzca ligninasas (Lumsden, 1979).
De hecho en numerosas interacciones hospedante-patbgeno la presencia de tejidos
lignificados y la produccidn, velocidad de sinktesis y extensidon de la tignifi-

cacidén postinfeccional se relaciona con la resistencia (Bell, 1981; Friend, 1976;
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Ride, 1978 y 1980; Brown, 1966).

Con referencia a este aspecto, el estadio | presentaria una mayor debilidad,
ya que tanto desde el punto de vista del volimen de los elementos lignifi-
cados como de su distribucidn se haya en desventaja respecto a los otros es-
tadios. Sin embargo, puntos vulnerables no lignificados que constituirian
""puertas de facil acceso' hacia la médula como los espacios interfascicula-

res estarian protegidos por la presencia de acidos fendlicos esterificados

en las paredes parenquimaticas (111.3.7 v 111.4).
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IV. DISCUSION GENERAL

Habiéndose discutido previamente y en detalle los resultados obtenidos
en cada punto de este trabajo se ofrece, aqui, una suscinta integracidn de
los aspectos mas sobresalientes.

La alta inespecificidad de los mecanismos ofensivos de S. sclerotiorum

lleva indudablemente a la consideracién que solo a través de la combinacidn
de mds de un mecanismo, desarrollados en la magnitud, lugar y momento adecuados,
es posible alcanzar la tolerancia.

tComo explicar que los tallos jovenes en estadio vegetativo (1), con un menor
volumen cortical y xilemdtico, el que se hace discontinuo a un centimetro de
altura a partir del punto de inoculacidén, posean una tolerancia semejante a
la de los tallos mas gruesos y lignificados del estadio IV en los que el xi-
lema constituye una barrera continua que impide el avance del patdgeno hacia
la médula? (Figura 61) (111.4.).

A medida que el hongo penetra los tejidos corticales en el Estadio |, las
sustancias inhibidoras alcanzan concentraciones mucho mayores que las Cl 100
determinadas in vitro (Figura 61) (111.3). El avance se veria también restrin-
gido por la melanizacién o impregnacidn fendlica de las paredes celulares, lo
que les conferiria una mayor resistencia frente a las enzimas fingicas (111.
3.7.). La menor concentracion de compuestos fendlicos inhibidores en el es-
tadio |V podria compensarse por el mayor espesor del parénquima cortical que
el hongo debe atravesar para alcanzar el xilema (lll1.4 y Tabla XXXXVIl1),y de la
eventual accidn en este estadio de compuestos no fendlicos (efecto postinfec-
cional de extractos clorofémicos) (111.2.4.2.2.).

Los factores mecdnicos tales como la presencia de elementos lignificados
(preinfeccional) melanizados, o de paredes impregnadas con dcidos fendlicos
(postinfeccionales) (Figura 62) serian por si solos ineficaces para un comple-
to control del patdgeno, pero actuarian retardando su avance y posibilitando
asi el desencadenamiento de los factores bioquimicos de 1a defensa.

Dentro del estadio Il (mdxima susceptibilidad) fue posible distinguir
individuos que se mportaron basicamente igual que los de las edades toleran-
tes (IIT). En ellos de alglin modo persiste la capacidad de sintetizar fenoles

por encima de las concentraciones inhibitorias(l diferencias genotipicas que
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se expresan en este estadio?. Por el contrario, al alcanzar aproximadamente
el 4°dia de la inoculacidon, un grupo de individuos dentro del estadio Il
(IIS) se diferencia del resto, presentando sintomas que denotan una alta
susceptibilidad. éQué ocurre con estos individuos al 4°dia?. Hasta ese mo-
mento no habia indicios que indicaran un crecimiento fingico ''explosivo"
a partir de ese momento. Si regresamos a las figuras 17 y 29 se comprobara
que ese dia el crecimiento del hongo en el tallo sobrepasa los dos cm de al-
tura, es decir alcanza las zonas en las que el tallo exhibe crecimiento prac
ticamente primario (111.4), v en las que el volumen de xilema es menor (Ta-
bla XXXXIX). En consecuencia, el patdgeno arriba a zonas en las que se redu-
ce la resistencia de tipo mecdnico (Figura 61). Como se menciond, en estos
individuos no se observaron paredes celulares impregnadas con acidos fenélicos,
y el menor pH del jugo celular de los tallos favoreceria el efecto inhibidor
del 3cido oxdlico sobre la actividad de las polifenoloxidasas (Marciano et
al., 1983), lo que reduciria la melanizacidén (Figura 62). Este hecho se ma-
nifestd a través de las lesiones claras, tipicas de los individuos suscepti-
bles (l111.1). A esta evidente debilidad se sumaria la menor sintesis de feno-
les, o el cese de la misma (111.3.3.1.1.2), con lo que el hongo tampoco halla-
ria barreras del tipo bioquimico (Figura 62). Mis aidn, el mayor volumen de te-
jido parenquimatico de la corteza, al no acumular fenoles, podria constituir un
factor predisponente, ya que constituye una fuente nutritiva facilmente degra-
dable. Esto permitiria un aumento en la velocidad del crecimiento miceltial,
y de la masa fldngica, con la consecuente mayor produccidn de acido oxalico
(mayor marchitez) y actividad enzimitica. Ademds, la llegada de! hongo al
sistema vascular favoreceria la marchitez provocaria fallas en la trasloca-
cion de nutrientes debido al taponamiento de los distintos elementos, y per-
mitirfa la distribucién de la toxina sistemicamente via xilema. Finalmente,
la destruccidon de la médula provocaria un debilitamiento del tallo, y el even-
tual vuelco de la planta.

El conocimiento de los distintos factores, que se relacionan con la tole-
rancia puestos en evidencia a través de este estudio, aportan criterios para
la bGsqueda de la resistencia genética a esta enfermedad. Por ello, deber3

corroborarse la existencia de correlacidén entre los grados de susceptibilidad
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que presentan distintos genotipos y el contenido pre y postinfeccional del
acido isoclorogénico y de los fenoles totales en los tallos.En caso de existir
correlaciones positivas significativas, seria interesante seleccionar aquellos
individuos que posean contenidos preinfeccionales mds altos de dichos compues-
tos, o sean capaces de acumularlos mas rapidamente. Seria conveniente combinar
la presencia del mecanismo bioquimico con la de tallos mas lignificados, y fo-
11aje mds resistente al &dcido oxdlico. Asi ismo, la confirmacién de la hereda-
bilidad del caracter "hipocotile tolerante' en las lineas estudiadas, el estu-
dio de los mecanismos de su herencia y su eventual complementacién con otros
caracteres como hipocdtiles mds largos y de capa externa mas lignificada podrian
constituir elementos de importancia relevantes para la seleccidon de la resisten-
cia genética a esta enfermedad. Ademds, estos logros deberian ser acompanados
con técnicas de manejo del cultivo que eviten el acercamiento del indculo a los

tejidos mis susceptibles del tallo (profundidad de siembra, aporque, etc.).
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V. CONCLUSIOHNES FINALES

Existirian diferencias genotipicas para la susceptibilidad, dentro de la
linea estudiada, que se manifiestan en mayor medida en el estadio de botén
floral cerrado (11) (t11.1.4).

La susceptibilidad se incrementa al disminuir las horas de luz en las que se

cultivan las plantas (1I11.1. 4.1, y 111.1.4.2).

La susceptibilidad depende, en la linea estudiada, de la zona de inoculacién.
El hipocétile posee una mayor resistencia que el epicétile. Este caracter se

perderia o enmascararia en el hibrido (111.1.3).

No existen barreras a la penetracién, al menos cuando la inoculacidn se efectia

en el epicétile (111.1.4).

La susceptibilidad se asocia de un modo altamente significativo (P:0,01) con
las siguientes caracteristicas: lesiones himedas, claras, de bordes difusos,
que rodean todo el tallo, y son mads largas que las de los tallos tolerantes

tallos huecos y 100% de marchitez foliar (111.1).

La tolerancia posee los atributos contrarios: lesiones oscuras, secas, super-

ficiales, limitadas y pequefas; tallos firmes; ausencia de marchitez (111.1).

Con respecto al estado nutricional del hospedante como predisponente, un menor
tenor de azlcares se relaciond con una mayor susceptibilidad; no se encontrd
relacion entre el contenido total de calcio, o aminodcidos libres y la toleran-
cia/susceptibilidad (111.2.2. y 111.2.3.).

Las diferencias en la susceptibilidad se relacionan con diferencias en la ve-
locidad del crecimiento fingico en el interior del hospedante. Esto implica

la existencia de diferencias en las barreras al desarrollo. Las diferencias en-
tre los grupos tolerante y susceptible dentro del estadio I! se hacen visibles

al 4°dia; antes no es posible distinguir subpoblaciones (1t1.1.4).

Se detectaron mecanismos de defensa tanto de naturaleza bioquimica como me-

canica en relacidn con las diferencias en susceptibilidad (Figuras 61 y 62):
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itecanismos bioquimicos

Debido a 1a infeccidon se produce una alteracidn general del metabolismo
fendlico cualitativamente similar en los distintos estadios. Como conse-
cuencia de ello se acumulan compuestos preexistentes en los tallos sanos,

y aparecen otros nuevos.

La tolerancia estd relacionada con la acumulacién postinfeccional de los
compuestos fendlicos. Este fendmeno ocurre tanto en los estadios tolerantes
(111.3.3.1.1); en grupos de individuos tolerantes dentro de un estadio
susceptible (111.3.3.1.2.1), y en tejidos tolerantes de hospedantes en es-
tadio de maxima susceptibilidad (111.3.3.1.2.2). Por el contrario, la suscep
tibilidad se caracteriza por una ausencia de acumulacién, o una acumulacidn
significativamente menor que 1a producida en los hospedantes tolerantes.
Esto podria deberse a la no induccién de la acumulacién, al cese de la mis-

ma, o a la accién de un bloqueante de la sintesis de fenoles (111.3.3.1.2.2).

La mayor proporcidon de fenoles estd constituida por ésteres de los acidos

cafeico, ferdlico, p-cumarico, p-hidroxibenzoico y vainilico.

El fenol mas abundante en los tallos sanos y que se acumula en mayor propor-
cién fue el acido isoclorogénico. Dicho compuesto posee efecto inhibidor
sobre el crecimiento micelial y alcanza umbrales toxicos en los tallos tole-

rantes, pero no en los susceptibles (111.3.4).

El acido isoclorogénico, determinado como el principal componente de la defen-
sa, fue el fenol mas abundante en plantas crecidas a campo y en camara bio-
climdtica. Esto también ocurre en la especie H. tuberosus, tolerante a la

enfermedad (111.3.3.2).

El producto de hidrélisis de los ésteres fenélicos no inhibidores per se
(3cidos fendlicos libres) tiene un efecto inhibidor sobre el crecimiento
micelial. Las concentraciones minimas inhibitorias varian con el compuesto
en cuestion (111.3.5). La presencia de hidrolasas que llevaran a estos és-
teres a sus formas activas, podria constituir un mecanismo de defensa adi-

cional.
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Existirian otros compuestos téxicos de naturaleza desconocida, extraibles
con cloroformo, presentes en el estadio IV. El efecto inhibidor del ex-

tracto cloroférmico se incrementa luego de la infeccién (111.2.4.2.2).

Barreras mecanicas

Preinfeccionales: el mayor volumen de elementos lignificados, y su distri-
bucidn continua en las zonas de crecimiento flnaico podrian constituir ba-

rreras a la penetracidn, en los estadios IIT y IV (Figura 61).(111.4).

Postinfeccionales: la melanizacidn, e impregnacién con acidos fendlicos de
las paredes no lignificadas que se produce solo en individuos tolerantes,
conferirian a las paredes celulares una cierta resistencia frente a la

degradacidn enzimatica (111.3.7 y 111.4).
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VI. RESUMEN
El objetivo principal de este trabajo de tesis ha sido el estudio de los

mecanismos de defensa del girasol frente a la podredumbre basal causada por

el hongo Sclerotinia sclerotiorum.

El sistema experimental estuvo constituido por distintos estadios del
ciclo de vida del hospedante que exhiben diferencias en su susceptibilidad
al ser inoculadas con el hongo. La determinacién de dicho sistema implicd la
realizacion de curvas de susceptibilidad en funcién de la edad bajo dos con-
diciones luminicas: 12 y 16 horas de luz diaria. Las edades estudiadas fueron:
estadio vegetativo (I1); botdn floral cerrado (11) y botén floral abierto (1V).

El estudio se llevé a cabo a través del desarrollo de dos lineas principa-
les de trabajo: un estudio del estado nutricional del hospedante previo a su
inoculacion, el andlisis de mecanismos de defensa bioquimicos y mecanicos pre
y postinfeccionales.

La primera incluyd un andlisis global de ciertos factores nutricionales que
podian gravitar tanto como factores predisponentes o de resistencia: contenido
de azicares totales, de aminodcidos libres y de calcio en las zonas basales de
tallos sanos de diversas edades.

La segunda se inicié con estudios preliminares acerca del eéecto de diver-
sos extractos de tallos sanos e inoculados de girasol sobre el crecimiento mi-
cetial (CM) y la formacién de esclerocios in vitro. Ciertas evidencias sugirie-
ron la relacion de los compuestos fendlicos con los efectos inhibidores detec-
tadus. Esto llevd a la decisidn de profundizar en el papel de estos compuestos
en lo ~Ffensa. Para ello se realizaron estudios cuali y cuantitativos de los
fenolcs 1 tallos sznos inoculados de las diversas edades. Se aisld, identi--
ficd y cuantificd el conpuesto de mayor actividad antifdngica. Se determind la
concentracidén necesaria nara producir una inhibicién del 50% in vitro (c1 50).
Lom, complemento se estudid la localizacidn anatémica por medio de méfndoé
histoquimicos y de autoflorescencia, de los fenoles en cortes transversales
de tallos , a fin de conocer si esta coincidia con las zonas de infeccidn.

El analisis de los mecanismos mecdnicos consistié en un estudio de la
anatomia del tallo sano segin la edad del hospedante al inocular. Esto permi-

tido conocer el estado de diferenciacidon del sistema vascular en cada estadio.
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Mediante reactivos histoquimicos se tuvo una idea de la proporcion de los
elementos lignificados e intensidad de la lignificacidn. El calculo de los vo-
ldmenes de los distintos tejidos segin la edad permitié elaborar una hipdtesis
acerca de la presencia y cantidad relativa de los mismos como factor de tole-
rancia o susceptibilidad.

Los resul tados obtenidos permitieron concluir que existen diferencias geno-
tipicas para la susceptibilidad las que exhiben su maxima expresidén en el esta-
dio de botdn floral cerrado (1!). Se corroboré que dicha expresidén a su vez au-
menta al disminuir la cantidad de horas de luz bajo la que crecen las plantas.

Por ello, las diferencias en susceptibilidad se deberian al menos a los dos
tipos de mecanismos: bioquimico y mecdnico. Dentro del primero se destacé la
acumulacidon del dc. isoclorogénico por encima de umbrales inhibitorios en los
estadios tolerantes o individuos tolerantes dentro del estadio de maxima suscep-
tibilidad. Asimismo se acumularon en los tolerantes ésteres fendlicos no inhi-
bidores per se, pero cuyas agliconas provocaron efectos téxicos sobre el CM. La
localizacidn periférica de los fenoles coincidente, con las zonas de infeccidn
constituye una evidencia mads a favor de la relacién de estos compuestos con la
tolerancia.

Con respecto a los factores mecanicos, la presencia de un anillo continuo
de elementos lignificados asfi como un mayor voldmen de los mismos, se considera
un elemento complementario para retardar el avance fingico en los estadios mas
adultos. Sumado a este mecanismo de naturaleza preinfeccienal, la impregnaciodn
de ciértas paredes celulares con ésteres de acidos fenélicos como consecuencia
de la infeccidon constituiria un factor de tolerancia adicional al dificultar
la degradacidn de las paredes del hospedante.

Los mecanismos bioquimicos incluirian compuestos de otras naturalezas que no
han sido estudiados (efecto inhibidor de extractos cloroférmicos en tallos ino-
culados de edad V).

El acido isoclorogénico resultd el compuesto fenélico mas abundante en gira-
soles tolerantes cultivados a campo y en tallos inoculados de H. tuberosus (es-

pecie tolerante a §S. sclerotiorum).

Ninguno de los componentes de defensa seria por si solo responsable de la to-
lerancia, sino que esta surgiria de un adecuado balance de los mismos no solo

en magnitud sino también en tiempo de aparicidn y velocidad de desarrollo.
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